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OZET

PCOS yaygmlhigi, farkli tan1 kriterlerine gore degismekle beraber, genel olarak
dogurganlik ¢aginda % 5-10 civarinda izlenen, lireme g¢agindaki kadinlarda en sik
rastlanan reprodiiktif endokrinopati olarak gosterilmistir.

mTOR (The mammalian target of rapamycin), hiicre icerisinde hiicrenin biiyiimesi,
cogalmasi, metabolizma ve anjiyogenez gibi pekgok islemde gorev almaktadir. Yapilan
son caligmalarla mTOR yolagi ovaryum follikiillerinde de incelenmis, granuloza
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilasmasinda gorev aldigi belirlenmistir.

Polikistik over sendromunda, folikiillerde yer alan granuloza hiicreleri hizli bir
boliinme gostermektedir. Boylelikle folikiillerin ve dolayisiyla ovaryumun hacimsel bir
artis1 s0z konusudur. PCOS olan hastalarin overlerinde yiiksek diizeyde granuloza ve
teka hiicresi proliferasyonu gerceklesmektedir. Bu durum bize; mTOR sinyal yolaginin,
PCOS’da granuloza ve teka hiicrelerinin yiiksek diizeydeki proliferasyonundan sorumlu
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢alismamizda, mTOR sinyal yolaklarindan birinin
ya da her ikisinin (TORC1 ve TORC2) PCOS mekanizmasinda rol alabilecegini
diisiinmekteyiz. Buradan yola ¢ikarak, PCOS olusturulan fare modelinde mTOR sinyal
yolagmin/yolaklarinin etkili olup olmadigini belirlemeyi amagliyoruz.

Calismamizda 25 gilinlik toplam 30 adet BalbC tiirii fare kullanilarak 3 grup
olusturuldu: Ik grup herhangi uygulamanm yapilmadigi kontrol grubu (K) (n=10),
ikinci grup PCOS grubu (P) (n=10) (6 mg/100g DHEA’nun 0.1 ml susam yagi
igerisinde ¢oziilerek giinliik subkutan olarak verildigi grup), Ugiincii grup yalnizca
¢oziiclinlin verildigi (sadece susam yagi verilen) (C) (n=10) grup. Calismamizda gruplar
arasindaki morfolojik farki ortaya koymak amaciyla hematoksilen-eozin boyamasi
yapildi. Cogalan granuloza hiicrelerini gostermek amaciyla mTOR ve P-mTOR (serine
2448) antikorlar1 ile ¢iftli immiinohistokimya yontemi uygulandi. mTORC1, mTORC2
kompleksleri ile P70S6K, P-P70S6K ve PKCalpha, P-PKCalpha antikorlart i¢in western
blot ve RT-PCR yontemleri uygulandi. Gruplar arasindaki ostradiol ve progesteron
seviyelerini karsilastirmak amaciyla da ELISA teknigi kullanildi. Tim sonuglarin
istatistiksel analizleri Sigma Stat 3.0. Student #-testi kullanilarak yapildi.

Calismamizda ilk defa PCOS fare modelinde mTORC1 ve mTORC2 kompleksleri
ile bu komplekslerin {iriinleri incelenmistir. Sonuglarimiz PCOS fare modelinde
mTORC1 ve mTORC2-aracili sinyal yolaklarinin aktivasyonunun PCOS’lu fare
ovaryumunda 6nemli bir role sahip olabilecegini gostermektedir. Bu bulgular her iki
kompleksin de (TORC1 ve TORC2) PCOS’da artan granuloza ve teka hiicre
proliferasyonundan sorumlu olabilecegini gostermektedir.

Sonu¢ olarak mTORC1 ve mTORC?2 sinyal yolaklarinin denetlenmesi; PCOS’un
onemli bir semptomunu olusturan ovaryal kistlerin olusumunun engellenerek; folikiil
biliyiimesi ve oosit gelisimindeki sorunlarin ¢dziimlenmesine ve anovulasyona bagl
kisirlik sorununa yaklasimda, yeni stratejilerin gelistirilmesine katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: mTOR, PCOS, fare, ovaryum



ABSTRACT

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a common and complex endocrine disorder
affecting 5-10% of women in reproductive age. It is characterized by hyperandrogenism,
oligo- or anovulation and infertility. But the pathophysiology of PCOS still remains
unknown.

The mammalian target of rapamycin (mTOR) is a central component that regulates
various processes including cell growth, proliferation, metabolism, and angiogenesis.
mTOR signaling cascade has recently been examined in ovarian follicles where it
regulates granulosa cell proliferation and differentiation. mTOR functions as two
complexes, mTOR complex 1 and 2 (mTORC1 (mTOR, P-mTOR (Serine-2448),
Raptor, GBetalL) and mTORC 2 (mTOR, P-mTOR (Serine-2481), Rictor, GBetal)).
mTORC1 phosphorylates p70S6 kinase (S6K1) and mTORC2 phosphorylates
PKCalpha. We hypothesized that mTORC 1 and/or 2 may have role in proliferation of
theca and granulosa cells in PCOS mouse model. In the present study, we sought to
determine the mTOR signaling pathway in PCOS mouse ovary.

25 days old 30 BalbC female mice were used and designed 3 groups (n=10):
Control (no treatment), PCOS (The injection of DHEA (6 mg/100g BW in 0.1 ml of
sesame oil) (s.c) for 20 consecutive days), Vehicle (daily (s.c) sesame oil alone
enjection). To show the morphological difference between PCOS and control mouse
ovary, sections stained with haematoxylin and eosin for histological analysis of cyst
formation. Mouse PCOS model were confirmed by ELISA technique. Serum samples
from each animals before and after treatment were collected. Then we evaluated
estradiol and progesterone levels. mTOR and P-mTOR (serine 2448) antibodies were
used for immunohistochemistry showing proliferating ovarian follicular cells. We used
mTORCI, mTORC2 and P70S6K, phospho- P70S6K and PKCalpha, phosphor-
PKCalpha antibodies for western blott technique presenting mTOR signal protein
complexes. PCNA were used as a proliferation marker. RT-PCR technique also used for
present mTORC1 and mTORC2 mRNA levels. Statistical analyses were carried out
using the Sigma Stat 3.0. Student s-test was used for comparisons between value of
groups; P <0.05 was considered significant.

Here, we provide evidence for the first time mTORC1 and mTORC2 in PCOS
mouse ovary. Our results showed that upregulating mTORC1 and mTORC2-mediated
signaling may plays a crucial role in PCOS mouse ovary. All these findings provide an
evidence that mTORC1 and mTORC2 affects increased ovarian follicular cell
proliferation and growth in PCOS.

Consequently, these results suggest that the mTOR signaling pathways (mTORC1
and mTORC 2) may create new clinical strategies to optimize developmental
competence of PCOS should target correction of the entire follicle growth, oocyte
development process and anovulatory infertility in PCOS.

Keywords: mTOR, PCOS, mouse, ovary

vi



TESEKKUR

Doktora g¢alismam boyunca yol gostericiligi ve tezimin gergeklesmesi igin
gostermis oldugu gerek maddi gerekse manevi destegi i¢in saym danigman hocam Prof.
Dr. Necdet DEMIR’e,

Tez savunma smavimda jiiri iiyeligi yapan sayin hocalarima,

Calismam siiresince ihtiya¢ duydugum her an yanimda olduklarn i¢in Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalin’daki hocalarima ve tiim arkadaglarima,

Doktora tez galismam ile ilgili tiim emekleri igin Akdeniz Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii’niin degerli ¢alisanlarina,

Bu zorlu yolda gosterdigi anlayis, 6zveri ve destegi i¢in, sevgili nisanlim Barig
UCAR’a,

Tim egitim yagsamim boyunca bana her zaman destek olduklar1 ve sagladiklar
tiim imkanlar i¢in sevgili ailemin tiim fertlerine, sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

AYLIN YABA

Vil



ICINDEKILER DIZiNi

OZET

ABSTRACT

TESEKKUR

ICINDEKILER DiZiNi

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

SEKILLER DiZiNi
CIZELGELER DIiZIiNi
GIRIS ve AMAC
GENEL BILGILER
2.1. Ovaryumlar
2.1.1. Ovaryumun Embriyolojisi
2.1.2. Ovaryumun Anatomisi
2.1.3. Ovaryumun Histolojisi
2.14. Folikiiler Gelisim (Folikiilogenez)
2.1.4.1. Primordiyal Folikiil Secilimi
(Primordiyalden Primer Folikiile Gegis)
2.14.2. Primer Folikiil
2.143. Sekonder Folikiil
2.144. Antral (Graaf) Folikiil
2.145. Folikiil Atrezisi
2.1.5. Ovulasyon
2.1.6. Oogenez
2.1.7. Korpus Luteum
2.2. Polikistik Over Sendromu (PCOS)’nun Tanimi1
2.3. Polikistik Over Sendromu ve Oositin Gelisimsel
Yeterliligi Uzerine Etkisi
24. PCOS ve Oosit Gelisimi
24.1. Ovaryum Disindan Kaynaklanan Faktorler
24.1.1. Folikiil Uyarict Hormon (FSH)
24.1.2. Luteinlestirici Hormon (LH)
24.1.3. Hiperandrojenemi

viil

Sayfa

vi
vii
viii
xii
xiv

xvi

15
15
16
17
18
18



24.14.

2.4.2. Ovaryum Igerisindeki Faktorler
24.2.1. EGF (Epidermal Biiylime Faktorii)
24.22. FGF (Fibroblast Biiyiime Faktorii)
24.23. IGF (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii)
24.24. NGF (Norotropin Biiyiime Faktorii)
24.24. TGF-B (Transforme Edici Biiylime Faktorii-f)
24.2.6. VEGF (Vaskiiler Endoteliyal Biiylime Faktorii)
24.2.7. Sitokinler
2.5. The Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) Ailesi
25.1. mTOR’un Yapisi ve Aktivasyonu
25.2. Subseliiler Lokalizasyonu
2.53. Ligandlar ve Diger Proteinler ile Iliskileri
253.1. mTORCI1
253.2. mTORC2
2.54. Fenotipleri
2.5.5. mTOR’un Rol Aldig1 Gorevler
2.5.5.1. Translasyon
25.5.2. Ribozom Biyogenezi
2553. Besin Tasimimi
25.54. Otofaji
2.5.6. mTOR ’un Rapamisinle Inhibisyonu
2.6. Hipotez
GEREC ve YONTEM
3.1. PCOS Deney Modelinin Olusturulmasi
3.2. Ovaryum Orneklerinin Alinmas1 ve Hazirlanmasi
3.2.1. Parafine Gomme Islemi i¢in Doku Takibi
3.3. Hematoksilen-Eozin Boyama ile Histolojik Inceleme
34. mTOR ve P-mTOR (Ser-2448) ile Ciftli
Immiinohistokimya Y®&ntemi
3.5. Werstern Blot Analizi
3.5.1. Doku Ekstrakti Hazirlanmasi
3.6. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi
3.7. mRNA’nimn Niceliginin RT-PCR ile Olgiilmesi
3.7.1. Total RNA Izolasyonu Basamaklari
3.7.2. Izole Edilen RNA Miktarinin Olgiilmesi
3.7.3. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi

Hiperinsulinemi

1X

19
20
20

21
21
21

22
22

24
25
25
25
26
26
27
27
27
28
28
29
30

31
31
32
32
32

30
35
36
39
39
40
40
40



3.74.

3.7.5.

3.8.
3.8.1.

3.8.2.
3.9.

BULGULAR
4.1.

4.2.

4.3.
44.
45.
4.6.

TARTISMA
SONUCLAR
KAYNAKLAR
OZGECMIS
EKLER

Ek 1.

Ek 2.

Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Y ontemi

%1,5’luk Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve

PCR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezinde
Yiiriitiilmesi

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
Deneklerden Kan Orneklerinin Toplanmasi ve
Saklanmasi

ELISA Yontemi

Istatistiksel Analiz

Hematoksilen-Eozin Boyama ile
Gruplarin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

mTOR ve P-mTOR (Ser 2448) Ciftli Immiinohistokimya

Y ontemi Bulgulari

Werstern Blot Analizi Bulgulari
Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi
RT-PCR Bulgulari

ELISA Deneyinin Bulgular

41

44
44

45
45
46

47

47

53
62
65
66
66

69
75
76
93
94



PCOS
PCO
mTOR
P-mTOR
TORC1
TORC2
FSH
LH
hCG
DHEA
DHEAS
E
BMP
MIS
GVBD
MI
MII
NIH
NICHHD
CAH
SHBG
TGF-B
mRNA
tRNA
E2
IVM
EGF
FGF
IGF
IGFBP
IGFIR
IGF2R
NGF
VEGF
KOK

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Polikistik Over Sendromu

: Polikistik Over

: The Mammalian Target of Rapamycin

: Fosforile mTOR (Serin 2448)

: TOR Kompleks 1

: TOR Kompleks 2

: Folikiil Uyaric1 Hormon

: Liiteinlestirici Hormon

: Insan Koryonik Gonadotropin

: Dihidroepiandrostenedion

: Dehidroepiandrosteron siilfat

: Embriyonal

: Kemik Morfojenik Protein

: Miilleriyen inhibe Edici Madde

: Germinal Vezikiil Yikim

: Metafaz [

: Metafaz I

: Ulusal Saglik Enstitiisii

: Ulusal Cocuk Saglig1 ve Insan Gelisimi Enstitiisii
: Konjenital Adrenal Hiperplazi

: Seks Hormonu Baglayici Globulin

: Transforme Edici Biiylime Faktori-B

: Mesajc1 Riboniikleik Asit

: Tastyict Riboniikleik Asit

: Ostradiol

: In vitro Maturasyon

: Epidermal Biiytime Faktorii

: Fibroblast Biiytime Faktori

: Insiiline Benzer Biiyiime Faktorii

: Insiiline Benzer Biiyiime Faktorii Baglayici Protein
: Insiiline Benzer Biiyiime Faktorii Reseptor 1
: Insiiline Benzer Biiyiime Faktorii Reseptor 2
: Norotropin Biiylime Faktorii

: Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii

: Kumulus-oosit Kompleksi

X1



NGF : Norotropin Biiytime Faktori

BDNF : Beyinden Tiirevlenen Norotropik Faktor
NT : Norotrofin

AMH : Anti-Miillerian Hormon

BMP-9 : Kemik Morfogenik Protein-9

GDF-9 : Biiytime Farklilagma Faktorii 9

IL : Interlokin

TNF-alfa : Timor Nekroz Faktor Alfa

FRAP : Rapamisin Iliskili Protein

RAPT1 : Rapamisin Hedef Protein

SEP : Sirolimus Efektor Protein

PP2A : Protein Fosfataz 2A

FAT : FRAP-Ataksi-Telanjektezi

PI3K : Fosfotidil Inozitol 3 Kinaz

PIKK : PI3K Iliskili Kinaz

FRB : Rapamisin Baglayici Domeyin
PKCalpha : Protein Kinaz C Alfa

P70S6K : P70S6 kinaz

4E-BP1 : Okaryotik Baslatic1 Faktor 4E-Baglanma Proteini 1
PDCD4 : Programli Hiicre Oliimii Protein 4
TOS : TOR Sinyal Motifi

ATG1 : Otofaji Spesifik Gen 1

PBS : Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu

TBS : Tris Tamponlu Tuz Soliisyonu

DAB : 3,3' Diaminobenzidin

HRP : Horse-Radish Peroksidaz

AP : Alkalen fosfataz

DAPI : 4,6-diamino-2-phenylindole

ELISA : Enzim Aracili Immiinosorbent Deneyi
PCNA : Cogalan Hiicre Cekirdek Antijeni

Xii



Sekil No

2.1.1.1.
2.1.2.1.
2.1.2.2.
2.1.3.1.
2.1.4.1.
2.1.4.1.1.
2.2.1.

2.2.2.
24.1.1.1.
24.1.2.1.
2.5.1.
25.1.1.
25.54.1.
4.1.1.
4.1.2.
4.1.3.
4.14.
4.1.5.

4.1.6.

4.1.7.
4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

SEKILLER DiZiNi

Farede primordiyal  folikiiliin geligsim siireci
Insanda ovaryumun yerlesimi ve yapisi

Farede ovaryumlarin yerlesimi

Ovaryumun histolojisi

Folikiiler gelisim (Folikiilogenez)

Primordiyal, primer ve sekonder folikiiller goriiniimii
PCOS’a sahip ovaryum ile normal ovaryum
gorintiisiiniin ~ karsilagtirilmasi

Normal ve PCOS’lu ovaryumlarda LH ve

FSH seviyeleri

Normal ve PCOS’lu bir ovaryumdaki hormonal
iligkilerin karsilastiriimasi

Luteinlestirici hormonun teka hiicresi aracili androjen
metabolizmasi kontrolii

mTORCI1 ve mTORC2 komplekslerinin
karsilastirilmasi

mTOR’un yapis1

mTOR’un iliskide oldugu proteinler

Kontrol grubu ovaryum drneginin
Hematoksilen-Eozin boyanmas1

Kontrol grubu ovaryumda korpus luteum yapisi
(Cozgen verilen grupta ovaryum yapisi

PCOS grubunda ovaryum yapist

PCOS grubundaki ovaryumda folikiiler kist yapis1
PCOS grubundan alinan ovaryum 6rneklerinde
atretik folikiil

PCOS grubu ovaryumdan bir atretik folikiil mikrografi
Kontrol grubu ovaryumda ¢iftli immiinohistokimya
boyanmasi

Kontrol grubu ovaryumda mTOR ve P-mTOR
(Ser-2448) ¢iftli immiinohistokimya boyanmasi
Cozgen grubu ovaryumda mTOR ve P-mTOR

xiil

Sayfa

RSN W

13
17
18
24
25
29
48
49
50
51
52

52

55

56



4.2.4.

4.2.5.

4.2.6.

4.2.7.

4.2.8.

4.2.9.

43.1.

43.2.

43.3.
4.34.

43.5.

44.1.

4.5.1.

4.6.1.

4.6.2.

4.6.3.
4.6.4.

(Ser-2448) ¢iftli immiinohistokimya boyanmasi
PCOS grubu ovaryumda mTOR ve P-mTOR
¢iftli immiinohistokimya boyanmasi
mTOR ve P-mTOR ¢iftli immunohistokimya
uygulanmis PCOS grubu ovaryumda antral folikiil
mikrografi
mTOR ve P-mTOR ciftli boyamasi yapilmig PCOS
grubu ovaryumdan elde edilen tersiyer folikiil
PCOS grubu ovaryumdan alinan bir tersiyer folikiiliin
mikrografi
PCOS grubu ovaryumdan alinan bir multilaminar
primer folikiiliin ve primordiyal folikiiliin mikrografi
Kontrol grubu ovaryum 6rneginde negatif kontrol
boyanmasi
mTORCI1 ve mTORC?2 proteinlerinin western
blot bantlar
mTORCI1 ve mTORC?2 proteinlerinin western blot
bantlarinn istatistiksel degerlendirilmeleri
LST8 (GPL) protein yogunlugunun western bantlari
P70S6K ve P- P70S6K proteinlerinin western blot
bantlarinn analizi
PKCalpha ve P-PKCalpha proteinlerinin western blot
bantlarinin analizi
PCNA (SET8) proteininin western blot bantlarinin
analizi
RT-PCR deneyinin sonuglari
Ostrojen igin standart konsantrasyon egrisi
Gruplar arasinda serum Ostrojen seviyelerinin
karsilasgtirilmasi
Progesteron standart konsantrosyon egrisi

Gruplar arasinda serum progesteron seviyelerinin

karsilastirilmasi

X1V

57

58

59

59

60

61

62

63

63
64

64

65

65

66

67

67
68

68



Cizelge No

2.2.1.
3.1.1.
34.1.

35.1.1.
3.6.1.

3.74.
3.74.1.
3.74.2.

CIZELGELER DiZINi

PCOS tan1 kriterleri

Deney modelinin olusturulmasi

Ciftli immiinohistokimya deneyinde kullanilan
antikorlar

Western blot deneyinde kullanilan antikorlar

Hiicre proliferasyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan
primer antikor ve sekonder antikorlar

cDNA eldesi i¢in temel karigim

PCR reaksiyonu i¢in temel karigim

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan primer ¢iftleri

XV

Sayfa

12
31

34
38

39
41
42
43



GIRIS ve AMAC

Polikistik Over Sendromu (PCOS) ilk kez 1935’te Stein ve Leventhal tarafindan
amenore, obezite ve hirsutizm tiggeni olarak tanimlanmistir. Ovariyan hiperandrojenizm
olarak da adlandirilan bu sendromun yayginligi, farkli tan1 kriterlerine gore degismekle
beraber, genel olarak dogurganlik ¢aginda % 5-10 civarinda izlenen, lireme ¢agindaki
kadinlarda en sik rastlanan reprodiiktif endokrinopati olarak gosterilmektedir.

Memeli ovaryumunda yer alan folikiiller otokrin, parakrin ve jukstakrin sinyallerin
timiinlin birlikte ¢alistig1 bir mekanizmanin varliginda gelisim gostermektedirler. The
mammalian target of rapamycin (mTOR), bir serin/tironin kinaz olup, hiicre igerisinde
cesitli gorevler ustlenmektedir. Genel olarak, beslenmenin bozulmasi ya da stress
durumunda mTOR aktivitesinin ve hiicrenin hacminin azaldigi, otofajinin indiiklendigi
gosterilmistir.

mTOR hiicre icerisinde iki farkli kompleks olusturabilme ve farkli roller
iistlenebilme yetenegine sahiptir. Bu iki komleks TORC1 (TOR Complex 1) ve TORC2
(TOR Complex 2) olarak adlandirilir. TORC1 kompleksi mTOR, Raptor ve GBL
(LST8) molekiillerinden olusurken; TORC2 kompleksi mTOR, Rictor (Rapamisin’e
hassas olmayan mTOR komponenti), memeli stres aktive edici protein kinaz iligkili
protein 1 (mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1 (mSIN1) ve
GBL (LSTS8) molekiillerinden olusmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada mTOR’un Folikiil Uyarict Hormon (FSH)-aracili olarak
granuloza hiicre proliferasyonunu artirdigi ve kiiltiir ortamima FSH verilen granuloza
hiicrelerinde p70S6K kinaz fosforilasyonunun iki kat arttigi gosterilmistir. Daha once
gergeklestirdigimiz bir ¢alismamizda, normal fare folikiil gelisiminde mTOR "un yeni bir
mitotik yasamsal kontrol noktasi olarak rol aldigini gostermistik. Caligmamizda
mTOR’un granuloza hiicrelerinde sitoplazmik olarak ifade edildigi, serin-2448 fosforile
formunun (P-mTOR) metafaz asamasindaki granuloza hiicrelerinde, mitotik
iplikgiklerde ya da sitokinez esnasinda bu bdlgeye yakin olarak kasilma halkasinda
bulundugunu gostermistik. Rapamisin verilerek mTOR’un aktivasyonu engellendiginde
granuloza hiicrelerinin ¢ogalmasinin ve in vitro’da doza bagimli olarak folikiil



bliylimesinin azaldig1 tespit edilmisti. Boylelikle ¢aligma sonucunda stres ve beslenmeye
bagli bozukluklarin ovaryumda folikiil biiyiimesini dogrudan etkileyebilecegi
gosterilmisti.

Bilindigi tizere polikistik over sendromunda, folikiillerde yer alan granuloza
hiicreleri hizli bir bolinme gostermektedir. Boylelikle folikiillerin ve dolayisiyla
ovaryumun hacimsel bir artist s6z konusudur. Bu ¢aligmada, mTOR sinyal
yolaklarindan birinin ya da her ikisinin (TORC1 ve TORC2) PCOS mekanizmasinda rol
alabilecegini diistinmekteyiz. Buradan yola ¢ikarak, PCOS modeli olusturulan farede
mTOR sinyal yolaginin/yolaklarinin etkili olup olmadign1 belirlemeyi amagliyoruz.

Calismanin Hipotezi: PCOS olan hastalarin overlerinde yiiksek diizeyde granuloza
ve teka hiicresi proliferasyonu ger¢eklesmektedir. Bu durum bize; mTOR sinyal
yolaginin, PCOS’da granuloza ve teka hiicrelerinin  yliksek diizeydeki
proliferasyonundan sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hipotezimizi test etmek iizere; bu ¢alismada immiinohistokimya, western blot, RT-
PCR ve ELISA yontemleri kullanilarak, PCOS modeli olusturulan farede ovaryum
dokusunda mTORC1 ve mTORC?2 ile P70S6K, fosfo-P70S6K, PKCa ve fosfo-PKCa
molekiillerinin protein ve mRNA diizeyinde ekspresyonlarini gostermeyi amagladik.
Boylece farelerde olusturulan PCOS deney modelinde etkili mTOR mekanizmasi ya da
mekanizmalarini histolojik, immunohistokimyasal ve molekiiler yontemler kullanarak
belirlenmeye calistik.



GENEL BILGILER

2.1. Ovaryumlar

2.1.1. Ovaryumun Embriyolojisi

Farede primordiyal germ hiicreleri o6zellesmeleri esnasinda ekstraembriyonik
ektodermdeki epiblast hiicrelerinden koken alirlar. Primordiyal germ hiicreleri
embriyonal (E) 10.5. giinde gonad yolunu asarak iirogenital kabart1 bolgesine ulasirlar.
Erken prenatal gelisim esnasinda gonadlar ilk olarak iirogenital kabart1 bdlgesinden
gelisir. Bu asamada “bipotansiyel gonad” ya da “farklilasmamis gonad” admi
almaktadirlar. Bunun anlami hem erkek gonad (testis) hem de disi gonad (ovaryum)
yoniinde faklilasabilme yetenegine sahip olmalandir. Farede primordiyal germ
hiicrelerinin tirogenital kabartiya gd¢ etmesi ve orada kolonizasyona gitmelerine kadar
olan siiregte gonadlar farklilasmamistir. Bu siire¢ prenatal hayatin 9,5-11,5 giinleri
arasinda gerceklesir. Disi farelerde germ hiicreleri 6nce ¢ogalirlar, ardindan yaklasik
13,5. giinde mayoz boliinmeye girecek olan oositlere farklanirlar [1] (Sekil 2.1.1.1).
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13,5. glinde mitoza giren germ hiicreleri yaklasik 17.5. giinde mayotik boliinmenin
diploten evresine ulagip beklemeye baslarlar. Oogonya mitotik olarak cogalmaya
basladiginda, tamamlanmamis sitokinezin bir sonucu olarak mitotik kopriiler
gelistirirler. Bu sinsisyum daha sonra somatik hiicre onciilleri ile cinsiyet kordonlarini
olusturmak tizere bir araya gelerek ovaryum folikiillerinin onciillerine gelisirler [3, 4]
(Sekil 2.1.1.1).

Ovaryumun embriyonal gelisimi esnasinda baslangicta germ hiicrelerini ve
prefolikiiler hiicreleri igeren ovariyal kordonlar olusmaktadir. Ovariyal kordonlarin
farklanmas1 ile ovaryumun yiizey epiteli olusurken, ovariyal kordonlarin etrafindaki
intersisyel bag dokuda ise mezensimal hiicreler yer almaktadir. Ovariyal kordonlarin
yikimi ile prefolikiiler hiicreler germ hiicrelerinin etrafinda yerlesmeye baslarlar. Germ
hiicrelerinin mayotik profaza girmesi ile es zamanl olarak ¢ok sayidaki germ hiicresi de
apoptoza gider. Sonug olarak ovariyal kordonlarin yikimi ile mayotik profazda bekleyen
germ hiicreleri ve onlari ¢evreleyen tek katli yassi folikiiler hiicrelerden olusan folikiiller
sekillenirler. Folikiillerin ¢evresinde bazal membran ve mezensimal hiicreler yer alir. Bu
asamadaki folikiil, primordiyal folikiil; oosit ise primer oosit adin1 almaktadir. Primer
oosit ovulasyona kadar mayozun diploten evresinde beklemektedir [5, 6].

2.1.2. Ovaryumun Anatomisi

Ovaryumlar; insanda uterusun her iki tarafinda lateral pelvik duvarlara yakin
konumda fossa ovarika i¢inde konumlanmislardir. Yaklasik olarak 3 cm uzunlugunda,
1.5 cm genisliginde, 1 cm kalmliginda ve 4-8 gr agirhiginda badem seklinde organlardir.
Erkeklerdeki testislerin karsiligi olan ovaryumlar, fallop tiiplerinin altinda yeralirlar,
fallop tiiplerine tutunmaksizin, ovaryan ligamentler araciligiyla uterusun dig kismina
uzanirlar. Organa damar ve sinirlerin girip ¢iktig1 yer olan hilusta bulunan, kan
damarlarin1 ovaryumlara ileten 6zel bir periton katlantis1 olan ve mezovaryum olarak
adlandirilan bir aski ile uterusun yan kenarlarinda uzanan ligamentum latuma asilidirlar.
Ovaryumlarin yiizeyi ovulasyon baslamadan once diizgiindiir, ovulasyondan sonra bu
diizgiinliik kaybolur [7-9] (Sekil 2.1.2.1).
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Memeli tiirlerinden farede ise ovaryumlar; tiip seklindeki uterus boynuzlarin son
kisminda, fallop tiiplerinin hemen {izerinde sagl sollu olmak {izere yerlesim gosterirler
(Sekil 2.1.2.2).
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Sekil 2.1.2.2.Farede ovaryumlarin yerlegimi.

2.1.3. Ovaryumun Histolojisi

Memeli ovaryumunun yiizeyi, germinal epitel ad1 verilen tek katli yass1 veya kiibik
epitel hiicre tabakasi ile ortiilidiir. Bu tabaka viseral peritonun mezotelyumu ile devam
eder. Germinal epitelin altinda yogun diizensiz siki bag dokusu olan tunika albuginea
yeralmaktadir. Organa genel olarak bakildiginda, korteks ve medulla olmak tizere iki
kisimdan olustugu goriiliir. Korteks, tunika albugineanin hemen altinda yeralan ve
gelismekte olan farkli asamalardaki ¢ok sayida folikiilii igeren kisimdir [11].



Medulla ise mezovaryum ile siiren, tipik diizensiz gevsek bag dokusudur [12].
Medullada bulunan ¢ok sayidaki kan damari, daha kiigiik damarlar ile korteksin biitiin
bolimlerine yayilmaktadir. Mezovaryum, ovaryumun germinal epiteli ve periton
mezotelyumu ile kaplanmistir [11, 12] (Sekil 2.1.3.1).
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2.1.4. Folikiiler Gelisim (Folikiilogenez)

Folikiiler gelisim yani folikiilogenez islemi ovaryumun korteks tabakasinda
gergeklesir. Fetal yasamda ovaryumlarin farklilasmasimin ardindan disi germ hiicreleri
oogonia adin1 alir. Bu hiicreler mitoz bdliinme ile ¢ogalirlar ve insanda her bir overde
yaklasik 500.000 primordiyal folikiiliin bulundugu bir rezerv olustururlar [14].

Folikiilogenez, biiyiiyen folikiillerin havuzundan primordiyal folikiiliin se¢ilmesi ile
baslayan ve ovulasyon veya atrezi ile sonuglanan bir islemdir. Birinci faz, preantral
folikiil veya gonodotropinden bagimsiz faz olarak adlandirilir ve oositin biiylimesi ve
farklilagsmasi ile karakterizedir. Preantral faz, otokrin ve parakrin mekanizmalar ile lokal
olarak sentezlenen biiyiime faktorleri tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir. Ikinci faz,
antral veya gonadotropin bagimli faz olarak adlandirilir ve folikiiliin boyutunda olduk¢a
fazla bir artisin olmasi ile karakterizedir. Gonadotropin bagimlh faz, FSH (Folikiil



Uyaric1 Hormon) ve LH (Liiteinlestirici Hormon) ile biiyiime faktorleri tarafindan
kontrol edilmektedir [15] (Sekil 2.1.4.1).
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Sekil 2.1.4.1.Folikiiler gelisim (Folikiilogenez) [16].

Folikiilogenez, hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi sayesinde iist diizey bir
organizasyonun saglanmasi olarak degerlendirilebilir. Folikiillogenezin dort biiyiik

gelisim evresi bulunmaktadir:

1.

2.
3.
4

Primordiyal folikiil se¢ilimi,

Preantral folikiil gelisimi,

Antral (Graafian) folikiil gelisimi ve se¢imi,
Folikiil atrezisi [15].

2.14.1. Primordiyal Folikiil Secilimi (Primordiyalden Primer Folikiile Gecis)

Primordiyal folikiiller, ovaryumun temel reprodiiktif birimleri olarak goriilmektedir.
Gelisim esnasinda duraklamis olan primordiyal folikiil asamasmdaki folikiiliin biiyiiyen
folikiillerin oldugu havuza girmesi, secilim veya primordiyalden primer folikiile gegis

olarak adlandirilmaktadir.

Primordiyal folikiil; mayozun profaz I evresinde duraklamis kiiciikk bir primer
oositten ve onun c¢evresindeki tek katli yass1 sekilde onu ¢evreleyen folikiil hiicreleri ve
bazal laminadan olusmaktadir. Bazal lamina sayesinde oosit ve folikiil hiicreleri,



mikrocevre ile direk olarak temasta olmazlar. Primordiyal folikiiller bagimsiz bir
kanlanmaya sahip degildirler. Dolayisiyla endokrin sistemden daha smirli olarak
etkilenmektedirler [17].

Folikiil hiicrelerinin mitotik fonksiyon kazanmasi ve sekillerini yassidan kiiboidal
epitele  doniistiirmeleri, folikiil  se¢iliminin  histolojik  gdstergeleri  olarak
degerlendirilmektedir (Sekil 2.1.4.1.1). Bunu gen aktivasyonu ve oositin gelisimi takip
eder. Memelilerde granuloza hiicresi kaynakli kit-ligand, teka hiicresi kaynakli Bone
Morphogenic Protein (BMP) ve yiiksek pitiiiter FSH diizeyi gibi aktivatorler ve
Mullerian Inhibition Substance (MIS) gibi inhibitorler, secilimi pozitif veya negatif
yonde kontrol eden faktorlerdir. Klinik 6nemine ragmen kadinda folikiil se¢iliminin
nasil kontrol edildigi hakkinda heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir [15].
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Sekil 2.1.4.1.1.Primordiyal, primer ve sekonder folikiiliin morfolojik goriiniimii [18].

2.1.4.2. Primer Folikiil

Primer folikiil, primer oosit ve onun etrafinda dizilen tek katli kiiboidal folikiil
hiicreleri ile karakterizedir. Primer folikiilde izlenen major gelismeler FSH reseptori
ekspresyonu ve oosit bliylimesi ve farklilasmasidir. Primer folikiil kendi igerisinde
unilaminar ve multilaminar primer folikiil olmak {izere ikiye ayrilir. Unilaminar primer
folikiilde oosit ¢evresinde tek sirali folikiiler hiicreler yeralirken, multilaminar primer
folikiilde folikiil hiicreleri oosit ¢evresinde en az 2 ve daha fazla sayida sira
olusturmaktadirlar [15] (Sekil 2.1.4.1.1).



2.1.4.3. Sekonder Folikiil

Preantral folikiil gelisimi esnasinda folikiiliin yapis1 degismeye baslar. Sekonder
folikiil gelisimi sirasinda major degisiklikler gosterir. Sayica artis gostermis folikiil
hiicreleri artik granuloza hiicresi adini alir. Sekonder folikiiliin olusumu ile bazal lamina
etrafinda stroma hiicresi benzeri bazi hiicreler ortaya ¢ikar. Bu hiicrelere teka hiicreleri
adi1 verilir. Primer folikiilden tam gelismis bir sekonder folikiil olusumunda oosit
tarafindan {retilen, otokrin ve parakrin etki goOsteren biiylime faktorleri rol
oynamaktadir. Sekonder folikiiliin gelisiminin devamu ile birlikte teka interna ve teka
eksterna olmak tizere iki primer teka tabakasi olusmaktadir. Teka intemanin hiicreleri
tamamen farklilastiginda steroid tireten hiicreler ile benzer yap1 gosterir. Bu hiicreler
granuloza hiicre tabakasina tasman bir steroid hormon olan androstenedion sentezler.
Granuloza hiicreleri FSH hormonu etkisi ile androstenedionu Ostrojene doniistiiren
aromataz enzimini iiretirler. Ostrojen, folikiilii saran stromaya donerck kan damarlari
araciligiyla kana gecer ve tim viiciida yayilir. Teka eksterna ise, teka internayi
cevreleyen organize fibroblast katmanlarindan olusmaktadir. ki teka tabakasi arasindaki
sinir belirgin degildir [12]. Bunlar; interstisyal hiicrelere degisen icteki teka interna
tabakas1 ve diiz kas hiicrelerine degisen distaki teka eksterna tabakasidir. Teka
tabakalarinin gelismesi ile anjiyogenez yoluyla ¢cok sayida kiiciik damar yapilart da
gelismektedir. Bu sayede; gonadotropinlerin ve besinlerin buraya ulagsmasina, atiklar ve
sekrete edilen maddelerin buradan uzaklastirilmasina olanak saglayan folikiil ¢evresi
kan dolasimi1 baglar [12, 17] (Sekil 2.1.4.1.1).

Preantral gelisim siiresince oositin genomunun yeniden aktive olmasi ile oosit
bliyimeye baslar. Bazi oosit mRNA’larinin genetik okunmasi sonucunda olusan
proteinler oositin biiyiime ve farklilasmasina katkida bulunmaktadir. Omegin zona
pellusida (ZP) proteinlerini kodlayan ZP-1, ZP-2, ZP-3 ve ZP-4 genleri aktive edilir. Bu
genlerin aktivasyonu ile sekrete edilen ZP proteinleri, oositin etrafinda onu korumak
lizere bir tabaka olustururlar [14].

2.1.4.4. Antral (Graaf) Folikiil

Folikiiler gelisim devam ederken hipofizin 6n lobundan salinan FSH hormonuna
yanit olarak, granuloza hiicrelerinin sayis1 ve biiylikliigiinde artis izlenir. Buna es
zamanli olarak folikiil icerisinde granuloza hiicreleri arasinda olusan araliklara
hyaluronik asitten zengin bir sivi birikmeye baslar. Bu asamadaki folikiil, preantral
folikiildiir. Bu sivinin artmas: ile birlikte araliklar genisler ve birbirleriyle birleserek
folikiil icerisinde s1vi dolu biiyiik bir bosluk olusur. Bu bosluk antrum adini almaktadir
ve bu donemde biiyiiyen folikiile de antral folikiil ad1 verilmektedir. Folikiiler kavite
icerisinde oosit bir miktar hiicre ile birlikte bulunur. Bu hiicrelere kumulus hiicreleri,
folikiil i¢erisinde olusan bu yapiya da kumulus ooforus adi verilmektedir. Oositin hemen
etrafinda bulunun tek sirali prizmatik hiicreler ise korona radiyata adini almaktadir.
Olgunlagsma asamasma gelen folikiil artik graaf veya tersiyer folikiil adin1 alir. Graaf



folikiiliinii ¢evreleyen teka interna tabakasi kan damarlarindan zengindir ve steroid

salinim1 yapmaktadir. Destek gorevi yapan teka eksterna ise ovaryan stroma ile yakin
iliskidedir [14, 17] (Sekil 2.1.4.1.1).

2.1.4.5. Folikiil Atrezisi

Gelismekte olan bir folikiiliin, gelisiminin herhangi bir asamasinda, saglikli yapisini
kaybederek gelisimini durdurmasi olayr folikiiler atrezi olarak adlandirilmaktadir.
Memelilerde folikiillerin %99°u atrezi ile yasamlarini yitirmektedir. Atrezideki temel
nokta, oosit ve granuloza hiicrelerinde apoptozun aktivasyonudur. FSH’1n apoptozu
onlemedeki 6nemi, FSH’1n folikiilin yasamasmi saglayic1 faktér oldugu disiincesini
dogurmustur. Atreziyi yoneten mekanizma ya da mekanizmalar giiniimiizde halen tam
olarak aydinlatilamamstir [17].

2.1.5. Ovulasyon

Olgun bir oositin ovaryumda gelisimini tamamlayarak atilmasi olayma ovulasyon
ad1 verilmektedir. Ovulasyon memelilerde pubertede baslaylp menopoza kadar devam
eden siklik bir olaydir. Ovulasyon insanda menstriiasyonun baslangicindan itibaren 13-
14. giinlerde gergeklesir. Yaklasik her 28 giinde bir, her bir ovaryumdan bir oositin
atilmasi ile tekrarlayan bu olaya ovariyal siklus adi verilmektedir. Genellikle her ay
yumurtaliklarda 7 ila 12 folikiil gelismeye baslar. Ancak bu folikiillerden yalniz bir
tanesi dominant folikiil olarak se¢ilir ve tam olgunluga ulasma sansina sahip olur.
Digerleri ise atreziye ugrar [19]. Dominant folikiil siklusun folikiiler fazi siiresince
Ostrojen tretiminden sorumludur. Ovulasyon sonrasinda dominant folikiil, menstrual
siklusun luteal fazi boyunca progesteron sentezinden sorumlu olan korpus luteuma
doniismektedir. Ostrojen ve progesteron, embriyonun implantasyonu igin  uterus
tizerinde etki gostermektedir [14].

2.1.6. Oogenez

Gelismekte olan folikiil, FSH’ 1n etkisi ile preantral asamadan ovulasyon Oncesi
asamaya gecer. Menstrual siklusun ortasina denk gelen ge¢ folikiiler evrede yine
hipofizin 6n lobundan salgilanan bir diger hormon olan luteinlestirici hormonun (LH)
ovulasyondan hemen 6nce pik yapmasi ile oositte germinal vezikiil yikilir (Germinal
Vesicle Break Down (GVBD)). Kromozomlar metafaz I’den telofaz I evresine gegerler.
Oosit 1.mayoz bolinmesini ovulasyondan hemen o©nce tamamlarlar. 1.mayoz
boliinmenin ardindan kromatin iki kardes hiicre arasinda esit olarak dagilirken biri
hemen hemen tiim sitoplazmaya sahip biiyiikk bir hiicre olarak kalirken digeri zona
pellusida ile oosit arasindaki perivitellin aralikta kiiglik bir hiicre olarak kalir. Bu hiicre
1 .kutup cisimcigi ya da 1. polar cisimcik olarak adlandirilmaktadir. Oosit artik sekonder
oosit olarak adlandirilir. Meydana gelen sekonder oosit haploid kromozoma sahiptir ve
cekirdek 2.mayoz boliinme evresine girer. Dollenme esnasinda spermin oosite girmesi
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ile birlikte oosit 2.mayoz boliinmesini tamamlar ve 2. kutup cisimcigi atilir. Ovulasyon
ile atilan oosit olgun oosit ya da metafaz I (MII) oosit olarak adlandirilir [14].

2.1.6. Korpus Luteum

Ovulasyonu takiben folikiil duvarinda kalan granuloza hiicreleri ve teka interna
hiicreleri vaskiilarize olurlar. Bu hiicreler LH etkisi ile luteal hiicrelere doniiserek sirasi
ile granuloza lutein ve teka lutein hiicreleri adini alirlar. Olusan bu yap1 korpus luteum
adin1 almaktadir ve progesteron salmimindan sorumludur. Ovulasyondan once
follikiillerden salman Ostrojenin etkisi ile proliferasyona ugrayan endometriyum,
ovulasyondan sonra salgilanan progesteronun etkisi ile sekretuvar faza gecerek
implantasyona hazirlanir. Eger fertilizasyon gerceklesmezse\ korpus luteum dejenere
olarak fibrotik bir doku olan korpus albikansa doniisiir ve es zamanli azalan progesteron
salmimma bagl olarak implantasyon i¢in hazirlanan endometriyum menstrual kanama
ile dokiliir (menstruasyon). Fertilizasyonun gerceklesmesi durumunda ise gelisen
embriyodaki trofoblast hiicreleri tarafinda iretilen hCG (Human Chorionic
Gonadotrophin) hormonunun etkisi ile korpus luteum dejenerasyondan kurtulur ve
gelisimini siirdiirerek gebelik korpus luteumuna dondisiir [15].

2.2. Polikistik Over Sendromu (PCOS)’nun Tanim

Polikistik Over Sendromu (PCOS) ilk kez 1935’te Stein ve Leventhal tarafindan
amenore, obezite ve hirsutizm tiggeni olarak tanimlanmistir [20]. Ovariyan
hiperandrojenizm olarak da adlandirilan bu sendromun, olduk¢a heterojen bir hasta
grubunu kapsadigi belirtilmistir. Heterojenlik klinik prezentasyon, serum androjen
diizeyleri ve ovariyal morfolojide ortaya c¢ikabilmektedir. Bu nedenle PCOS’lu
olgularda sendroma 6zgii tiim semptom ve bulgular bulunmamaktadir [15].

PCOS yaygmlhigi, farkli tan1 kriterlerine gore degismekle beraber, genel olarak
dogurganlik ¢aginda % 5-10 civarinda izlenen, lireme g¢agindaki kadinlarda en sik
rastlanan reprodiiktif endokrinopati olarak gdsterilmistir [21].

PCOS tani kriterleri konusunda, giiniimiizde tam bir fikir birligi saglanamamustir.
ABD Ulusal Saglik Enstitiisii (National Institutes of Health (NIH)) ve Ulusal Cocuk
Saglig1 ve Insan Gelisimi Enstitiisii (NICHHD) National Institute of Child Health and
Human Development)’niin 1990 yilindaki PCOS konferansinda tani kriterleri olarak
oligo ya da anovulasyon ile birlikte hiperandrojenizm ve/ya da hiperandrojenemi, diger
endokrin hastaliklar haricinde, konjenital adrenal hiperplazi (CAH), Cushing Sendromu,
tiroid fonksiyon bozuklugu, hiperprolaktinemi, androjen iireten tiimorler ve ilag-indiikli
androjen fazlaligin1 kapsayan tani kriterlerinin olmasina karar verilmistir [22, 23]
(Cizelge 2.2.1).
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Cizelge 2.2.1.PCOS tani kriterleri [15].

Fulfills 1990 NIH.
2003 Rotterdam and

Fulfills 2003
Rotterdam and

Fulfills 2003

Combination of signs and 2006 AES criteria 1006 AES criteria Rotterdam

symptoms “ for PCOS 2 T for PCOS ; criteria for
(Classic PCOS) (Ovulatory PCOS) By

Clinical/biochemical . — i

hyperandrogenism with : ;

Oligoanovulation and ves 1o ves

Polveystic ovaries Ves oI 1o ves ves

2003 ESHRE/ASRM Rotterdam PCOS konsensus toplantisinda tani kriterleri tekrar
gozden gegirilmis ve degistirilmistir [24]. Yeni tanimlamaya gore {i¢ kriterden ikisinin
bulunmasi tani i¢in yeterli goriilmiistiir;

1. Oligo ve/veya anovulasyon,

2 Hiperandrojenizmin  klinik ~ ve/veya  biyokimyasal
bulgulart,

3. Polikistik overler ve diger nedenlerin (konjenital adrenal

hiperplazi, androjen salgilayan tiimorler, Cushing
sendromu) ekarte edilmesi.

Yapilan degerlendirmeler polikistik over sendromu ve polikistik over (PCO)’in
farkli kavramlar oldugunu vurgulanmaktadir. Polikistik over, morfolojik bir tanim olup
ultrasonografik olarak 2 parametreyi kapsamaktadir:

1. Over korteksinde inci kolyesi gibi dizili, 2-8 mm ¢apli 10-15’in iizerinde
folikiil varligs,
2. Artmis stroma.

PCOS tanisinda ultrasonografide polikistik over (PCO) goriintiisiic muhtemel bir
kriter olarak not edilmistir ancak, bu parametrenin gerekliligi halen tartisma konusu
olarak gosterilmektedir [24] (Sekil 2.2.1).
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Normal ovaryum Ovaryumlarnnultrason goérintisu

Polikistik ovaryum

Sekil 2.2.1. PCOS’a sahip ovaryum ile normal ovaryum goriintiisiiniin karsilagtirilmasi

ve PCOS’lu bir ovaryumun ultrason goriintiisii [25].

PCOS ise yukarida sayilan tani kriterlerini kapsayan heterojen bir sendrom olarak
tanimlanmaktadir. PCOS’lu tim olgularda PCO goriiniimii olmayabilecegi gibi, her
PCO’lu olgunun PCOS olmayabilecegi belirtilmistir. NIH/NICHHD kriterlerine gore
PCOS tanis1 olan olgularin yaklasik %70’inde morfolojik olarak PCO izlendigi ve
normal menstrual siklus Oykiisii olan olgularin ise %20-30’unda PCO goriintiisii

olabilecegi bildirilmektedir.

PCOS’lu hastalarda izlenen bir diger klinik bulgu da kandaki Luteinlestirici hormon
(LH) seviyelerinin Folikiil Uyarict Hormon (FSH) seviyesine oraninin yiiksek olmasidir.
Kandaki FSH hormonu menstruyal kanamanin 3. giiniinde 6lgiilmekte ve 3-20 mIU/ml
normal deger araligi olarak kabul edilmektedir. Saglikli bir kadinda LH/FSH oran1 1:1
iken, PCOS’lu hastalarda bu oranin 2:1 seklinde izlendigi gosterilmistir [26, 27] (Sekil

22.2).

Normal

PCOS

FSH |~

Owvulasyon

D %00 )

3 5

Owvaryurmn :°°°°° -]
|
fl

L) L)

Siklus |2 4 & 8 10

12 14 16

18 20 22 24 26 28

LH

FSH

siklus

I 50, 0, 60g 60, 00

2 4 6 B 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

glinii

glinii

Sekil 2.2.2. Normal ve PCOS’lu ovaryumlarda LH ve FSH dalgalanmalar1 [24].
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Bununla birlikte kanda LH diizeyinin yiiksekligi, LH/FSH oraninin 2’nin iizerinde
olmas1 mutlak tani kriteri olarak kabul edilmektedir. Bu hastalarda kan FSH seviyesinin
disik veya normal oldugu tespit edilmistir. Olgularin yaklasik yarisinda kan
dehidroepiandrosteron siilfat (DHEAS) seviyesi yiiksek bulunmustur. Kanda prolaktin
seviyesinin olgularin %20-30’unda yiiksek oldugu belirtilmis ve bu yiikseklikten
hiperdstrojenizm sorumlu tutulmustur [26].

PCOS’lu hastalarin overleri normal overler ile karsilastirildiginda;

Overlerin daha biiyiik,

Atretik folikiil sayilarinin daha fazla,

3. Tunika albuginea ve subkortikal stromanin daha kalin ve
Hilar hiicre sayilarinin daha fazla oldugu tespit edilmistir
[28].

N —

Giliniimiize kadar yapilan calismalar ile PCOS’un, ¢evresel ve genetik nedenler ile
ortaya cikabilecegi gdsterilmistir [29]. Insiilin rezistans1 ve hiperinsiilinizmin PCOS i¢in
bir tani araci olarak kullanilmadig1 ancak, sendromun fizyopatolojisinde 6nemli bir rol
oynadigi da belirtilmektedir. Bazi hastalarda insiilin kullanimindaki sorunlar
neticesinde, ¢ok fazla miktardaki insiilin viicutta birikerek androjen liretiminin artmasina
neden olmaktadir. Hiperinsiilinemi, SHBG (sex hormone binding globulin) seviyesinin
azalmasina boOylece ovaryumlardan fretilen androjen miktarinin artmasmna neden
olmaktadir [30]. Dolayisiyla insiilin yalniz basina ya da LH ile sinerjistik olarak
ovaryumda androjen iiretimini artirmaktadir [31]. Androjen iiretimindeki artisa bagh
olarak, diizensiz ya da nadir ya da hic mens goriilmemesi; ovulasyonun
gergeklesmemesinden dolay1r gebe kalamama, insulin direnci ya da tip 2 diyabet
izlenmektedir. Tani testleri olarak kan sekeri ve hormon seviyesi 0l¢limii yapilmaktadir.
Klinikte tip 2 diyabetin tedavisinde metformin kullanildig: belirtilmistir [28].

Androjen normalde viicutta yag hiicrelerinde ve adrenal bezlerde de iiretilmektedir.
Ovaryumda folikiillerin teka tabakasinda, hipofiz bezinden salman LH etkisi ile
uretilmekte; ¢esitli  biiyiime faktorleri, hormonlar ve sitokinler tarafindan
diizenlenmektedir. Normal bir folikiiler gelisim ve Ostrojen sentezi igin, ovaryumda
iretilen belirli bir miktardaki androjene ihtiyac duyulmaktadir. Bununla beraber,
androjen sentezi gelisen folikiil ile birlikte koordine bir sekilde gergeklesmediginde ve
fazla iretilmesi durumunda, zayif folikiiler maturasyona ve ovaryumda folikiiler
atrezide artisa neden oldugu belirtilmistir [32], [33].

Normal ovaryum dokusunda LH, teka hiicreleri-interstisyel hiicreler ve stromal
hiicreler iizerinde etki gdsteren bir hormondur. FSH ise granuloza hiicreleri iizerinde
etkilidir. Tekal kompartmanlar LH’ya cevap olarak androjen iiretirler, iretilen
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androstenedion FSH’1n etkisi ile granuloza hiicrelerinde aromataz aktivitesi ile dstrojene
doniistiirilmektedir. PCOS’a sahip bir ovaryumda ise teka hiicre sayis1 artmistir, artan
transkripsiyon ile steryojenik kapasiteleri ve steryojenik enzimlerin mRNA kapasiteleri
de artmaktadir [32, 33].

2.3. Polikistik Over Sendromu ve Oositin Gelisimsel Yeterliligi Uzerine Etkisi

Polikistik over sendromu (PCOS) luteinize hormonun fazla salgilanmasi, ovariyan
hiperandrojenizm, polikistik ovaryumlar, insuline direncten dolay1 hiperinsiilinemi ve
azalmig dogurganlik ile karakterize heterojendz bir sendrom olarak tanimlanmaktadir
[34]. PCOS hastalarindaki lireme ve metabolik anomalilerdeki fenotipik degisiklikler,
oositin  gelisimsel yeterlilifinde Oregin mayozu tamamlama yeterliliginde,
dollenebilme, embriyogenez ve term gelisiminde farkliliklara neden olmaktadir [35-40].
PCOS’lu kadinlarda asin kilodan dolay1 6zellikle diisiik oosit fertilizasyonu izlenmekte
ve bu hastalarin uteruslarina embriyonun implante olma sansinda da azalma
goriilmektedir [41]. PCOS’da bozulmus oosit yeterliligi, anormal folikiil geligimi ile
kaginilmaz olarak baglantilidir. Ovariyal hiperandrojenizm [42, 43], insuline direngten
dolayr gelisen hiperinsiilinemi [44, 45] ve Transforme edici biiyiime faktorii-f3
(Transforming Growth Factor-B (TGF-B))’y1 igeren biiylime faktorlerinin parakrin
diizensizligi [46, 47] folikiiler ¢cevreyi bozmakta, granuloza hiicreleri ile oositin iligkisini
degistirmekte ve oositin sitoplazmik ve/ya da ¢ekirdek olgunlasmasina zarar
vermektedir.

2.4. PCOS ve Oosit Gelisimi

PCOS’lu hastalarin ovaryumlarinda ¢ok sayida oosit gelistrilmektedir. Ancak,
iiretilen oositin kalitesinin diisiik oldugu, fertilizasyon, yariklanma ve implantasyon
sanslarinin az oldugu ve bu hastalarin gebelik kaybi ihtimallerinin yiiksek oldugu
belirtilmistir [48, 49]. Giinlimiize kadar yapilan bazi c¢alismalarin oosit ve embriyo
kalitesinin zayif olmasinin andploidi riskini artirdigmi sdylemesine ragmen [50, 51],
PCOS’lu hastalarda meydana gelen embriyo kayiplarinin genetik olarak embriyonal
anoploididen kaynaklanmadigini belirten ¢alismalar da mevcuttur [52].

PCOS’lu  kadinlarda oosit maturasyonundaki ve embriyonik gelisimdeki
basarisizlik;

. anormal endokrin/parakrin faktorlerden,
. metabolik fonsiyon bozukluklarindan,
. folikiilogenez esnasinda folikiil igerisindeki mikrogevrenin

ve dolayisiyla folikiil maturasyonunun degismesinden
kaynaklanmaktadir [53-55].
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Bu durumda Polikistik Over Sendromunda kisirligin nedenlerini
o Ovulasyonun gergeklesememesi ve
o Normale gore diigiik oranmin artmast

seklinde belirtmek miimkiindiir. Polikistik ovaryumlar anormal sayida biiyliyen immatiir
folikiil igerirler. PCOS’lu kadinlarin ovaryumlarinda, oosit ile oositi ¢evreleyen
granuloza hiicreleri arasindaki diyalog degismektedir. Bu degisen sinyaller ile dominant
folikiiliin se¢ilmesinde basarisizlik meydana gelmektedir [54].

Dominant folikiiliin se¢ilimindeki ve ovulasyonun gergeklesememesindeki nedenler
iki baglik altinda derlenebilir:

1. Ovaryum Disindan Kaynaklanan Faktorler
2. Ovaryum Igerisinden Kaynaklanan Faktorler

24.1.0varyum Disindan Kaynaklanan Faktorler

PCOS ve oositin gelisebilme yeteneginin belirlenmesi, ilk basta biyomedikal
aragtirmalarda insan oositi ve embriyosu ile c¢alisilmasmin etik acidan deneysel
kisitlamalar getirilmesi nedeniyle smirlanmaktadir. Buna ek olarak her bir folikiiliin
mikrogevresinin tek olmasi ve gelisen oosit lizerinde kendi etkilerine sahip olmalari,
oositin gelisimsel yeteneginin belirlenmesinde sinirlayici olan ikinci bir etkendir [56].
Diger bir problem ise drnegin mayozun tamamlanmasi, mitoza girilmesi, bir embriyonik
genom olusturulmasi, kendi kromatin yapisinin modifiye edilmesi ve dogru genlerin
transkripsiyonu ile gelisim programina baglamasi i¢in gerekli olan komponentlerin
asamali olarak tamamlanmasidir [57]. Insan oositindeki maternal mRNA’larn,
proteinlerin ve diger molekiiler bilesenlerin asamali olarak kullanilmasi gibi ¢aligmalar,
ozellikle erken donem folikiiler gelisim, bu sebeplerden dolayr arastirilmasi sinirh
alanlardir [58, 59]. Bundan dolay1 PCOS’daki oosit gelisiminin anlasilmasi, oosit gen
ekspresyonu g¢aligmalari, steroid seviyeleri ve folikiil sivis1 arasindaki korelasyonlar,
oosit gelisiminin in vivo’da goriintillenmesi ve seks steroidlerinin in vitro’da oosit
gelisimi iizerine etkilerinin arastirtlmasi, insan oositi gelisimi hakkinda bizleri
bilgilendirmektedir [55, 60, 61].

Ovaryum disindan kaynaklanan faktorler:
. FSH eksikligi

. LH’nin fazla salinimi
. Hiperandrojenemi
. Hiperinsiilinemi olarak siralanabilir.
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2.4.1.1. Folikiil Uyaric1 Hormon (FSH)

FSH hormonu folikiill havuzundan folikiillerin seg¢iliminde ve folikiiler
biliylimede rol almaktadir. FSH, folikiilogenez ve folikiil se¢ilimi ile folikiiler atrezinin
dengede tutulmasi agisindan oldukc¢a 6nemli bir role sahiptir. Geg folikiiler fazda gelisen
folikiil ile birlikte ostradiol (E2) ve inhibin B seviyesi artar [54], FSH seviyesi azalmaya
baslar. En iyi gelisme gosteren seg¢ilmis folikiil ovulasyona hazirlanir. Luteal fazin
sonunda, FSH biraz artig gosterir, bu artis bir sonraki ovulatuvar siklusun baglamasi i¢in
onemlidir [62, 63]. Bu duruma zit olarak PCOS hastalarinda serum FSH seviyesi normal
kadmnlarinkine oranla daha diisiiktiir [64]. Sonug olarak FSH eksikligi ile antral folikiil
sayisinda artts meydana gelmektedir[65]. Bu folikiillerin biiyiik bir kism
olgunlagmalarin1 tamamlayamadan duraklamaya gidecektir. Ayrica FSH eksikligi,
dominant folikiiliin segiliminde basarisizlik olacaginin da bir gostergesidir. Ancak
PCOS’lu kadmlarin oositlerinin normal oldugunu, fertilizasyon ve kiimiilatif gebelik
oranlarmin da normal kadmlar ile karsilastirildiginda fark bulunmadigi gosteren
caligsmalar da mevcuttur [66-69] (Sekil 2.4.1.1.1).

. _— ekil 2: PCOS'ta hormonaliliskiler
Sekil 1: Erken foliktler ? v
fazda hormonal iliskiler
. \ &4 )
-\\\hipotalamus/- . |/hipota|amub ===
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p— "" — J’
O N\ 0 g |
g PN On hipofiz / . |/On hipofiz \ d'—’- -=1
(yalniz FSH) ™ | \ e
' v FSH'Ingranuloza e jo=""
FSH LH hicrelerini e
uyaric etkisi LH - .
‘*’./_ \_{_tﬂ yetersiz i \ OStrolen
Granuloza € Toka (+) A
hicreleri hiicreleri o Teka ovary d
/ _ranl_llnga hiicreleri o *
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Sekil 2.4.1.1.1. Normal ve PCOS’Iu bir ovaryumdaki hormonal iligkilerin karsilagtirilmasi [70].

Tiip bebek tedavisi géren PCOS’lu hastalarda yiiksek ostradiol (E2) seviyesi ile cok
fazla sayida oosit toplanmasina ragmen [71], elde edilen oositlerden de ¢ok azinin iyi
kalitede oldugu, dollenme sanslarmin diisiik, embriyonik fragmentasyonlarmin fazla
oldugu, blastosiste gelisebilme yeteneklerinin az ve implantasyon sanslarinin da az
oldugu belirtilmistir [72, 73]. PCOS-iligkili kisirlik sorunu yasayan kadmnlarda
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olgunlagsmasmi tamamlayamayan folikiiller i¢in in vitro maturasyon (IVM) tedavisi
potansiyel olarak kulanilmaktadir.

2.4.1.2. Luteinlestirici Hormon (LH)

PCOS’lu hastalarda LH seviyesinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Yiksek LH
seviyesinin bu hastalarda; oosit maturasyonu ve fertilizasyon oranlarini, embriyo
kalitesini ve gebelik oranlarmi disiirdiigii ve gebelik kayiplarinin artmasma neden
oldugu bilinmektedir [73-75]. Folikiilogenez esnasinda LH’nin fazla salmimi FSH’1
baskilamakta, anormal granuloza hiicre fonksiyonu meydana gelerek prematiire
granuloza hiicre luteinizasyonu, folikiiler atrezi, oosit maturasyonu inhibitorlerinin
baskilanmasi ile premature oosit maturasyonuna neden olmaktadir [65, 75-77]
(Sekil.2.4.1.2.1).

TEKA HUCRESI Kan ‘-__ﬁ GRANULOZA HUCRESI
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CYP1IAY OSTRADIOL 17 ey
| i jFSH
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- -}.
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Sekil.2.4.1.2.1. Luteinlestirici hormonun teka hiicresi aracili androjen metabolizmasi kontrolii [78].

Gilintimiize kadar yapilan ¢alismalarda LH’nin yiiksek seviyede salinmasi sonucu
oosit ¢ekirdegine zarar vererek mayotik islemin premature aktivasyonuna neden oldugu
[79]; mayozun endokrin kontroliinii bozarak birinci polar cisimin atiliminda hataya
neden oldugu ve bu nedenle PCOS’lu hastalarda anoploidi izlendigi belirtilmistir [52].
Artan LH uyarimina kars1 anormal ve prematiire oositten kaynaklanan embriyogenez
hatalarinin PCOS hastalarinda diisiik yapma riskindeki artis1 agiklayict oldugu
distiniilmektedir [73] (Sekil.2.4.1.2.1).

2.4.1.3. Hiperandrojenemi

Hiperandrojenemi, androjen miktarinin normal degerinin iizerinde olmasi
durumudur. Folikiil sivisindaki androjen miktarinin artmasi serumda LH seviyesinin
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yiiksek olmasi ile iliskilidir. Andojen seviyesinin normalden fazla olmasi, dominant
folikiil gelisimini engelleyerek follikiiler duraklamaya ve dejenerasyona neden
olmaktadir [79, 80]. PCOS hastalarinda karacigerden Sex Hormone-Binding Globulin
(SHBG) sentezi inhibe olmaktadir. Gerek ovaryum tarafindan iiretilen biyoaktif
androjenin dolasimdaki miktarinin artmasi gerekse insiiline karsi gosterilen direng ile
birlikte SHBG seviyesinin azalmasi hiperandrojenemiye neden olmaktadir [75, 81, 82].
Androjen seviyesinin yiiksek olmasi, oosit gelisimini olumsuz etkilemektedir [68]. Oosit
androjen ile birlikte in vitro kiiltire edildiginde oosit maturasyonunun azaldig
belirlenmistir [61].

Testesteron, androjen metabolizmasinin ara {iriinlerinden biridir. Mayotik
maturasyonda ve embriyonal gelisimde gii¢lii bir inhibisyon saglamaktadir. PCOS’lu
hastalarda izlenen yliksek miktardaki testesteron direk ya da indirek olarak in vitro
maturasyonu (IVM)’u, fertilizasyon ve embriyonal gelisimi azaltmaktadir [77, 83].
Testesteron aktivitesinin yiiksek olmasi; oositte germinal vezikiiliin yikimi esnasinda
gergeklesen Ca’™ salinimini azaltir, oositin sitoplazmik maturasyonunu inhibe eder ve
mayotik maturasyonun olumsuz etkilenmesine neden olarak oosit tizerinde olumsuz
etkilere sahiptir [68]. Yapilan calismalarda artan testesteron konsantrasyonunun
PCOS’lu kadinlarda normal kadinlara oranla daha fazla diisiige neden oldugu
gosterilmistir  [75]. Calismalar gostermistir ki androjenler, folikiillogenez ve
endometriyal fonksiyonlar {izerinde zararl etkilere sahip olabilmektedirler [84].

2.4.14. Hiperinsiilinemi

Hiperinsiilinemi, insiilin seviyesinin normal deger araliginin iizerinde olmasi
durumudur. PCOS’lu kadinlarda insiilin direnci olusmaktadir. Insiilin direnci viicudun
insiilin  mekanizmasinin  normal aktivitelerini  gergeklestirememesi  anlamma
gelmektedir. Insiilin direnci olan insanlarda, kan sekerinin kas, yag ve karaciger
hiicrelerine girmesi daha zordur ve bu da yiiksek diizeyde sekerin kanda birikmesine
sebep olur. Bu durum hem uzun hem de kisa siireli sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden
olabilir. Cok kisa siirede, hiicreler enerjisiz kalacak ve viicut gereken sekilde
isleyemeyecek hale gelecektir. Pankreas hiicrelere daha fazla seker almak i¢in daha ¢ok
insiilin Giretmeye ve normalden daha fazla ¢alismaya bile baglayabilir. Pankreas kendini
yipratarak yeterli insiilin saglama yetenegini kaybedebilir.

Insiilin seviyesinin kanda normalden daha fazla bulunmasi oositin gelisme
yetenegini bozan, fertilizasyon oranmi diisliren, embriyonal gelisimi olumsuz olarak
etkileyerek implantasyon sansini azaltan bir etkendir [49, 85].

Kandaki yiiksek insiilin seviyesi; ovaryumlardaki androjen iiretimini tetiklemekte
ve karacigerde SHBG’nin iiretimini azaltarak androjenlerin serbest kalmasini saglayip
kandaki androjen seviyesinin ylikselmesine sebep olmaktadir. Yiikselen androjen, estron
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iretimini artirmakta ve boylelikle kandaki estrojen miktar1 artmaktadir. Bu durum FSH
salinimini baskilayarak LH salmimmnm artmasina neden olmaktadir. Insiilin lokal olarak
da androjen iretimini indiikleyebilir. Bunun neticesinde PCOS’lu hastalarda oosit
kalitesinin azalmasina ve oosit post-maturitesine neden olmaktadir [72].

Gilintimiizde hiperinsiilinemi nedeni ile gelen PCOS’lu hastalarin tedavisinde
metformin kullanilmaktadir. Metformin; kandaki insiilin, LH ve serbest testesteron
seviyesini dusiirerek, menstruyal siklusun diizene girmesine ve fertiliteye yardimci
olmaktadir [86].

2.4.2.0varyum I¢erisindeki Faktorler

Ovariyal folikiilogenez ovaryum igerisindeki ve ovaryum disindaki faktorler
arasinda kurulan giizel bir denge tarafindan diizenlenmektedir [64]. Oogenez folikiil
icerisindeki faktorlere oOzellikle folikiill sivismin icerdigi faktorlerin serumdaki
seviyelerine baghdir [63, 87, 88]. Ovaryum igerisindeki ve ovaryum digindaki faktorler
arasindaki herhangi bir dengesizlik ya da fonksiyon bozuklugu anormal folikiilogenez
ve oogenezdeki bozukluklar ile sonuglanabilmektedir [46].

Epidermal Biiyiime Faktorii (Epidermal Growth Factor (EGF))
Fibroblast Biiylime Faktorii (Fibroblast Growth Factor (FGF))
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (Insulin-like Growth Factor (IGF))
Norotropin Biiyiime Faktorii (Neurotrophin Growth Factor (NGF))
Transforme Edici Biiyiime Faktorii B (Transforming Growth Factor B(TGF-p))
6. Vaskiiler Endoteliyal Biiylime Faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF))
7. Sitokinler

il

24.2.1. EGF (Epidermal Growth Factor )

Epidermal biiylime faktorii (EGF), ¢oziinebilen bir bliylime faktoriidiir. Kumulus
hiicrelerindeki EGFR sinyal ileti sistemi ile, EGF reseptoriine baglandiginda hiicre
bliylimesi, c¢ogalmasi ve farklilagmasinda rol oynamaktadir [88]. EGF, folikiiler
gelisimin ve oositin mayotik bolinmesinin diizenlenmesinde énemli bir role sahiptir
[88, 89]. EGF; kumulus-oosit kompleksi (KOK)’nde kumulus hiicrelerinin yayilmasini,
oositin niikleer ve sitoplazmik maturasyonunu diizenlemektedir (MI’den MII'ye gecis)
[90]. Ayrica fertilizasyon ve embriyo gelisimininin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynamaktadir [91]. PCOS’lu hastalarda, EGF seviyesindeki artisin, granuloza
hiicrelerinde Ostrojen sentezini inhibe ettigi belirlenmistir. Bu nedenle EGF, PCOS
hastalarinda antral folikiil biiylimesini engelleyerek folikiiler duraklamaya neden
olmaktadir [64]. PCOS’Iu kadinlarda, EGF sentezini diizenleyen mekanizmada ve/ya da
EGF’nin fizyolojik fonksiyonunda meydana gelebilecek hatada ovulasyonun
gergeklesmemesinden dolayi infertilite izlenebilmektedir.
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2.4.2.2. FGF (Fibroblast growth factor )

Fibroblast biiylime faktorii (FGF), hiicre biiylimesinde, gelisimde, doku tamirinde
ve transformasyonda rol oynayan Onemli bir polipeptid grubudur [92]. Biiyiiyen
folikiilde granuloza hiicrelerinde ve teka hiicrelerinde eksprese edilmektedir ve FSH
tarafindan kontrolii gerseklestirilmektedir [93]. Ayrica FGF, oosit maturasyonunda da
rol almaktadir [64, 94]. Yapilan c¢alismalarda, PCOS’lu hastalarda FGF seviyesinin
diisiik oldugu gosterilmistir [92].

2.4.2.3.1IGF (Insulin-like Growth Factor )

Insiiline Benzer Biiyiime Faktorii (Insulin-like Growth Factor (IGF)), insiilin
benzeri aktivite gosteren ¢ok fonksiyonlu polipeptidlerdir. Bu kompleks sistem 2 yiizey
reseptori (IGFIR ve IGF2R), 2 reseptor ligandi (IGF-1 ve IGF-2), 6 adet yiiksek
afinitede IGF baglayic1 protein (IGFBP 1-6) ve onlarin 6zgiil proteazlarindan
olusmaktadir [95-97].

IGF’ler ovaryumda folikiiler gelisim igin olduk¢a onemlidirler [97]. Dolasimdaki
IGF’ler karacigerden iiretilmektedir. Ancak IGF-2 granuloza hiicreleri tarafindan
sentezlenirken, IGF-1 teka hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir. IGFBP’ler granuloza
ve teka hiicreleri tarafindan dretilip folikiil sivisi igerisine verilmektedir [62, 97].
IGF’lerin PCOS’un patogenezinde nasil bir rol aldigi bilinmemekle beraber insiilin
konsantrasyonundaki artis ve IGF’lerin iiretimindeki degisiklikten kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir [97]. Yapilan bir ¢alismada PCOS’lu hastalarin folikiil sivisinda IGF-2
ve IGFBP-1 seviyesi normalden daha diisiikken, IGF-1 seviyesi yiiksek bulunmustur.
Ancak, IGFBP-2 ve -4 seviyeleri 6nemli oranda normalden yiiksek iken buna zit olarak
IGFBP-1 seviyeleri daha diisiik tespit edilmistir [97, 98]. Bu durum PCOS’lu hastalarda
folikiiler gelisimin duraklamasi seklinde izlenmektedir. Yapilan c¢alismalar IGF
sistemindeki degisikliklerin PCOS’lu kadinlarda oligo-ovulasyon ile direk olarak iliskili
oldugunu gostermektedir [98].

2.4.2.4. NGF (Neurotrophin growth factor )

Norotrofin biliylime faktorii ailesi (NGF (Neurotrophin growth factor)); beyinden
tirevlenen norotrofik faktdr (Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)), sinir
bliyime faktorii (Nerve Growth Factor (NGF)), Norotrofin (neurotrophin (NT))-3 ve
NT-4/5 gibi liyelerden olusmaktadir. Yapilan ¢alismalarda merkezi ve periferal sinir
sisteminin gelisiminde onemli rollere sahip olduklar1 gosterilmistir [99, 100]. NT ler,
folikiilogenezde ve oositin gelisiminde de onemli role sahiptirler [100]. BDNF ile
birlikte inkiibe edilen oositlerde niikleer ve sitoplazmik maturasyonun ilerledigi, basarili
bir oosit ve preimplantif donem embriyonal gelisimi icin BDNF’nin gerekli oldugu
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gosterilmistir [101, 102]. PCOS’lu hastalarda ise folikiil sivisinda BDNF ve NGF
seviyesinin arttig1 belirlenmistir [64, 103].

2.4.2.5. TGF-p (Transforming growth factor-f)

Transforme edici biiylime faktorii-p ailesi folikiil biiyiimesi ve oositin geligimi igin
gerekli olan 6nemli bir ailedir. Bu aile asagida belirtilen {iyelerden olusmaktadir:

e Anti-Miillerian Hormon (AMH)/Mullerian inhibiting substance (MIS),

e aktivin, follistatin ve inhibin,

e Kemik Morfogenik Protein-15 (Bone Morphogenetic Protein (BMP)-15)

e Biiyiime Farklilagma Faktorii 9 (Growth Differentiation Factor (GDF)-9) [54].

PCOS’lu kadinlarin serum ve folikiil stivisinda AMH seviyesi artmaktadir. Yiikselen
AMH seviyesi direk olarak artan testesteron ve/ya da LH seviyesi ile koreledir. Bu
durum oosit gelisiminde basarisizlifa ve embriyo kalitesinin bozulmasina neden
olmaktadir [46, 77, 83, 104]. Folikiil sivisnda PCOS’lu hastalarda AMH seviyesinin
yiikksek olmasi immatiir oosit ylizdesinin fazla olmasima ve fertilizasyon oranlarinin
diismesine neden olmaktadir. PCOS’lu kadmlarda folikiil sivisinda artan AMH
seviyesinin, oosit kalitesi ve matlirasyonu i¢in zararli oldugu ancak gebelik oranlar
tizerinde etkili olmadig1 belirtmistir [105]. PCOS’lu hastalarin folikiil sivisinda inhibin
A ve B seviyeleri diisiik bulunmustur [106].

2.4.2.6. VEGF (Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii (Vascular Endothelial
Growth Factor)

Folikiil sivisinda izlenen VEGF folikiiler olgunlagsmanin dinamik bir gostergesidir.
Oosit maturasyonu, fertilizasyon basaris1 ve embriyo gelisimi hakkinda bilgi verir [64].
PCOS’lu hastalarda VEGF seviyesi yiiksek bulunmustur, buna ek olarak immatiir oosit
ve diisiik fertilizasyon orani da izlenmektedir [107].

2.4.2.7. Sitokinler

PCOS’lu hastalarda, interlokinlerden (IL) IL-12 seviyesinin azaldigi ve IL-13
seviyesinin arttig1 belirlenmistir. Buna bagli olarak oosit maturasyonu ve fertilizasyonda
meydana gelecek basarisizlik neticesinde PCOS’lu hastalarin gebelik sanslarinin da
azaldig1 belirlenmistir [108].

TNF-alfa (Ttimor nekroz faktor alfa); cogalma, farklilasma, folikiiler maturasyon ve
apoptozda gorev alarak ovariyal fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
PCOS’lu hastalarda TNF-alfa seviyesinin arttigi, buna bagl olarak oosit ve embriyo
kalitesinin azaldig1 belirlenmistir.
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PCOS hastalarinda; sFas seviyesi azalmaktadir. Bu hastalarda sFas—sFasL sistemi
teka ve granuloza hiicrelerinin apoptozunda rol alir ve luteinize granuloza hiicrelerinde
DNA fragmentasyonun artmasina neden olmaktadur.

2.5. The Mammalian Target of Rapamycin (mTOR) Ailesi

The mammalian target of rapamycin, mTOR bir serin-trionin protein kinazdir.
TOR, fosfotidilinozitol 3 kinaz iliskili kinazlar ailesinin bir iiyesidir [109]. TOR yolagi,
maya dan memeli hiicrelerine kadar evrimsel siire¢ icerisinde iyi korunmustur [31, 39].
Biiyiime faktorleri, degisen besin sartlar1 ve enerji dalgalanmalar gibi ¢evresel olaylara
kars1 genis spektrumlu bir cevap olusturmaktadir [31, 110]. Genel olarak, beslenmenin
bozulmasi ya da stress durumunda mTOR aktivitesinin [31] ve hiicrenin hacminin
azaldigr [32], otofajinin indiklendigi gosterilmistir [33]. mTOR aktivitesinin
azalmasinin ayni zamanda proliferasyonu da azalttig1 [34], bunun bir sonucu olarak da
mTOR’un anti-kanser terapisi i¢in bir hedef niteligi tasidig1 belirtilmistir. Giinlimiizde
transplantasyon hastalarinda rejeksiyonu Onlemek amaciyla kullanillan mTOR
inhibitorleri kanser tedavisinde de kullanilmaya baslanmistir [35].

mTOR, 2 adet multiprotein kompleksi olusturabilme (mTOR kompleks 1 (mTOR
complex 1 (mTORC1)) ve mTOR kompleks 2 (complex 2 (mTORC2)) [111] ve farkh
roller istlenebilme yetenegine sahiptir. Bu iki komleks TORC1 (TOR Complex 1)
(mTOR, Raptor ve GBL (LST8) [36, 37] ve TORC2 (TOR Complex 2) (mTOR, Rictor
(Rapamisin’e hassas olmayan mTOR komponenti), memeli stres aktive edici protein

kinaz iligkili protein 1 (mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1
(mSINT) ve GBL (LSTR)) olarak adlandirilmaktadir [38-41] (Sekil 2.5.1).
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Sekil 2.5.1.mTORCI1 ve mTORC2 komplekslerinin komponetlerinin karsilastirilmasi [112].

2.5.1. mTOR’un Yapisi ve Aktivasyonu

mTOR ayn1 zamanda Rapamisin iligkili protein (FRAP) olarak, rapamisin hedef
protein (rapamycin target (RAPT1)) ya da sirolimus efektdr protein (sirolimus effector
protein (SEP) olarak da bilinmektedir. 289 kDa agirliginda serin/tironin 6zgiil kinazdir.
Insan, fare ve sicanda TOR proteinleri amino asit seviyesinde %95 oraninda
korunmustur. Bu korunma Huntingtin, elongation factor 3, protein fosfataz 2A’nin bir
alt tinitesi (PP2A) ve TOR (HEAT motifleri)’dan olusan amino terminalindeki 20
ardisik amino asitten kaynaklanmaktadir.

Bir FRAP-ataxia-teleangiectasia (FAT), bir transformasyon/trans-kripsiyon
domeyin-iliskili protein domeyini, bir FKPB12 rapamisin baglayici (rapamycin binding
(FRB)) domeyini, bir katalitik kinaz domeyini, muhtemel bir otoinhibitér ya da
baskilayic1 domeyini ve bir FAT karboksil-terminal domeyini bulundurmaktadir. C
terminalindeki katalitik kinaz domeyini PI3K’mn lipid kinaz domeyini ile oldukca
homoloji gosterir. Bu nedenle mTOR, PI3K iliskili kinaz (PI3K-related kinase (PIKK))
ailesinin bir {iyesi olarak kabul edilir. Bu ailenin {iyeleri hiicre biiylimesinin kontrolii,
hiicre siklusu, DNA hasar1 kontrol noktalari, ve rekombinasyon ya da telomer
uzunlugunun korunmasi gibi temel hiicresel fonksiyonlarda rol alirlar. PI3K iliskili
kinazlarda meydana gelebilecek bir fonksiyon bozuklugu neticesinde ¢esitli kanser
tiirlerinden immiin yetmezlik kadar ¢ok sayida hastalik ile karsilasilmaktadir [113-115].

24



[ l | -a

§ IQhaz O §
Em HEAT D) e = = E
E-’ w. domeyinleri | I} Domeyin E ..!0_3
= O

Sekil 2.5.1.1. mMTOR’un yapis1 [116].

mTOR’un yapisindaki farkli bolgelerin fosforile olmasi ile mTOR aktif hale
geemekte ve P-mTOR admi almaktadir [42]. mTOR’un farkli aktivasyonlarinda bir
tirozin (T2446) ve iki serin (S2448 ve S2481) bolgesi fosforile olabilme yetenegindedir.
Serin-2448’in fosforilasyonu  TORC1 kompleksinde, Serin-2481’in fosforilasyonu
TORC2 kompleksinde gorev almaktadir. TORC1 deki aktif formu Rapamisin tedavisine
hassastir [43]. mTOR’un fosforilasyonu PI3K yolaginin akisini ve mTOR yolaginda
P70S6 kinaz (p70S6K) olusmasini ve diger taraftan Rho, PKCalpha ve Akt olugsmasini
saglamaktadir (Sekil 2.5.1).

2.5.2. Subseliiler Lokalizasyonu

mTOR hiicre icerisinde golgi aparati, endoplazmik retikulum, mitokondri, ¢ekirdek
ve sitoplazma gibi pekcok bolgede yerlesim gostermektedir. mTOR fakli kompleksler
olusturarak farkli bolgelerde lokalize olmakta ve hiicrede farkli gorevleri yerine
getirmektedir. Biyokimyasal olarak total membranlardan piirifiye edilebilmektedir
[117]. mTOR’daki FRB domeyini fosfatidik asite baglanabilir ve fosfatidik asit de
mTOR’un membrana lokalizasyonuna aracilik edebilir [118]. Ayn1 zamanda mTOR,
HEAT tekrarlar1 sayesinde golgi/endoplazmik retikulumda da yerlesim gosterebilir
[119]. mTOR bilinmeyen bir mekanizma ile ¢ekirdek ve sitoplazma arasinda tasiyict
goreve sahiptir [120]. mTOR’un farkli hiicresel kompartmanlardaki lokalizasyonu
mTOR’un pekcok farkli hiicresel islemin kontroliinde rol aldigmin gostergesi kabul
edilmektedir.

2.5.3.Ligandlar ve Diger Proteinler ile Iliskileri

2.5.3.1. mTORC1

mTOR kompleks 1 ana komponentleri: mTOR, Raptor [34, 121, 122] ve mLST8dir
[122, 123]. mTORC1 ayni zamanda negative diizenleyicileri PRAS40 [124-126] ve
FKBP38 [127] ve pozitif diizenleyicileri Rheb [128] ve Rag [129, 130] ile iliski
kurmaktadir. mTORC1 aynm1 zamanda elF3 ve  YYI1/PGC-la transkripsiyonel
komplekse de baglanabilmektedir.
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2.5.3.2. mTORC2

mTOR complex 2 ana komponentleri: mTOR, Rictor (mAVO3) [37, 41, 122], Sinl
[131, 132] ve mLST8. mTORC?2 ayni zamanda PRRS/PRRSL (Protor 1/Protor 2) ile de
iliski kurmaktadir [125, 133, 134].

mTORun dahil oldugu Fosfotidil Inozitol Kinaz (PIK)-iliskili kinazlar (PIKK),
Tel2 ile iligki kurarlar [135]. Ancak Tel2’nin mTORCI1 ile mi yoksa mTORC?2 ile mi ya
da her iki kompleks ile mi iligskide oldugu bilinmemektedir.

2.5.4.Fenotipleri

Farede mTOR’un ya da mTORC nin silinmesi 6liimciildiir. Bu durum mTORCI1 ve
mTORC?2 i¢in biiyiime ve gelismede gerekli bir rol ileri stirmektedir.

mTOR Geni Cikarilmis:

Farede mTOR geni tim viicutta silindigi zaman embriyonik donemde Oliim
izlenmektedir. Homozigot olarak (mTOR-/-) bu gen farede silindiginde embriyonik (E)
ES5,5.yadaE6,5.[136, 137] giinde 6liim goriilmektedir.

Raptor Geni Cikarilmis:

mTOR’a benzer olarak, Raptor geni homozigot olarak silinmis fareler de
embriyonik ES5,5. ya da E6,5. giinde Olmektedirler. Bu durum mTORCI1
komponentlerinin  embriyonik gelisimin ayni1 evrelerinde gerekli oldugunu
gostermektedir [138].

Sinl Geni Cikarilmis:

Sinl geninin silinmesi farede E10. giinden sonra embriyonal Olim ile
sonuglanmaktadir. Sinl geninin eksikliginde Rictor iligkili mTORC2 bozulmaktadir.
[lging olarak, Sin1’in ¢ikarilmasi ile Akt/PKB HM fosforilasyonu (Ser 473°de) eksikligi
meydana gelmektedir. Foxol/3a’nin Akt/PKB tarafindan fosforile olabilmesi icin de
Sin1’e ihtiya¢ duyulmaktadir [131, 132].

Rictor Geni Cikarilmis:

Farede Rictor geninin ¢ikarilmasi ile E10,5. giinde 6liim ger¢eklesmektedir ve PKB
HM fosforilasyonunda eksiklik izlenmektedir. Bu durum, Rictor ve Sinl’in mTORC2
fonksiyonu icin gerekliligini gostermektedir. Foxol/3a’nin fosforilasyonu Rictor, Sinl
ve mLST8’ye ihtiya¢ duyarken, Akt/PKB’nin hedefleri GSK3 ve TSC2’nin
fosforilasyonu Rictor’un eksikligi iizerinde etkisizdir. Rictor ya da mLSTS8 genlerinden
birininin silinmesi PKCalpha protein seviyesinde diisiis meydana getirmektedir [138,
139].
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mLST8 Geni Cikarilms:

Sasirtict olarak, mLST8’in hem mTORCI1’in hem de mTORC2’nin komponenti
olmasina ragmen, mLSTS8 geni silinmis fareler, fenotipik olarak Rictor geni homozigot
olarak silinmis farelere benzemekte ve E10,5. giinde 6lmektedirler. Ayrica mLSTS8’in,
Akt/PKB HM fosforilasyonu icin gerekli iken S6K sinyal yolag: i¢in gerekli olmadigi
belirlenmistir. Bu veriler, mLST8’in yalniz mTORC2 i¢in gerekli bir role sahip
olabilecegini ileri siirmektedir. Yine Rictor geni homozigot olarak silinmis farelere
benzer olarak, mLST8 geninin ¢ikarilmasi1 PKCalpha protein seviyesinde diisiis medana
getirmektedir [138].

2.5.5.mTOR’un Rol Aldig1 Gorevler

2.5.5.1. Translasyon

mTOR translasyonun baglamasini ve uzamasini aktive etmektedir. mTORCI1; eIF4E
baglayic1  proteinler (4E-BPs)’in fosforilasyonu ve inhibisyonu ile cap-bagimli
translasyonun baslatilmasimni saglar [140-142]. Fosforile olan 4E-BP1, eIF4E’yi serbest
birakir. Daha sonra elF4E, elF4G ile iliski kurarak translasyonu uyarir [143]. Buna ek
olarak mTORCI1, S6K’y1 C-terminal hidrofobik motif bolgesinden fosforiller [144].
Komple bir aktivasyon i¢in; S6K’nin mTORCI1 tarafindan fosforilasyonu ve
fosfoinozitid-bagimli kinaz 1 (phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1)) tarafindan
loopun aktivasyonu gereklidir. Aktive olan S6K, elF4B’nin fosforilasyonunu, programl
hiicre 6liimii protein 4 (programmed cell death protein 4 (PDCD4) ) [145] ve eEF2 kinaz
(eEF2K) [146] ile translasyonu baslatir.

elF4B ve PDCD4’nin fosforilasyonu translasyonun baslatilmasini aktive eder,
halbuki eEF2K’nin fosforilasyonu translasyonun uzamasini upregiile etmektedir. S6K,
40S ribozomal protein S6’y1 da fosforillemektedir, ancak bu fosforilasyonun 6nemi
bilinmemektedir. mTORCI, kendi substratlart 4E-BP1 ve S6K ile Raptor ve 4E-BP1 ve
S6K’da bir TOR sinyal motifi (TOS) araciligiyla iliski kurar [147, 148]. TOS motifi
korunmus bir bes aminoasit dizisine sahiptir (4E-BP1’in C-terminal bolgesinde FEMDI
ve S6KI1’in N terminal bolgesinde FDIDL), bu dizi mTORCI1’in bu proteinleri
fosforilleyebilmesi i¢in gereklidir.

2.5.5.2. Ribozom Biyogenezi

mTORC1 ribozomlarin  sentezini ve RNA’larin (tRNA’lar) tasimimini
saglamaktadir. Rapamisin; RNA polimeraz I (Pol I)-bagimli rRNA genlerini, Pol II-
bagimli ribozomal protein genlerini (RP genleri) ve Pol III-bagimli tRNA genlerininin
transkripsiyonunu inhibe ederek ribosomal biyosentezi inhibe etmektedir [149]. mTOR,
gerekli transkripsiyon baglatici faktor TIF-1A (Transcriptional Intermediary Factor 1A)
ile Pol I'i kontrol etmektedir [150]. Rapamisin uygulamasi TIF-1A inaktivasyonuna
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neden olur ve boylece transkripsiyon baslatici kompleksin olusmast bozulur. mTOR
ayni zamanda ribozom biyogenezini de translasyon seviyesinde kontrol eder [151].

2.5.5.3. Besin Tasimimi

Spesifik besin tasiyicilarinin TOR-aracili diizenlenmesi, maya dan insana kadar
korunmus bir fonksiyondur. Maya da, TORC1 aminoasit ve glukoz tastyicilarini onlarin
geri doniisiimlerini bloklayarak devam ettirmektedir [152]. Benzer olarak, mTOR besin
tastyicilarinin trafigini de kontrol etmektedir ve boylece pekcok farkli tipte besin
alinimini saglamaktadir. Memelilerde, Akt/PKB-mTORCI1 yolag1; glukoz, aminoasitler,
demir ve lipoproteinler i¢in spesifik tasiyicilarin hiicre yilizey ekspresyonlarini kontrol
etmektedir [153]. Drosophila melanogaster’de, TORC1’in aminoasit transportunda bir
rolii oldugu heniiz gosterilmemistir. Bu nedenle sadece TORC2, sineklerde aminoasit
transferi i¢in 6nemli olabilir [154]. mTOR’daki regiilasyon bozuklugu, fazla glukoz
alinimu ile timdrlerde siklikla goriilen artmis glukoz transportu nedeniyle timorgeneze
katilabilmektedir.

2.5.54. Otofaji

TOR, makrootofajinin bir upstream inhibitdriidiir, sitoplazmada meydana gelen bir
aclik indiiklii katabolik islem ile etrafi ¢cift membran yapisi ile c¢evrilir ve yikim igin
vakuollere dagitilir. Maya da TOR, protein kinaz ATG1 (autophagy-specific gene 1)’i
inhibe ederek negatif olarak makrootofajiyi  kontrol etmektedir [155].
D.melanogaster’de, TOR mutant larvalar, aktif TOR tarafindan inhibe edilen
makrootofaji gostermektedirler [156]. Fare ve insan doku kiiltiirinde, rapamisin
makrootofajiyi indiikler, mTORCI bir otofaji inhibitorii gibi rol oynar [157]. Buna ek
olarak, timor hiicreleri zayif biliylime sartlarinin {istesinden gelebilmek icin besin
azaldiginda gegici olarak otofajiyi aktive edebilirler. Bu durum mTOR diizensizliginin
hastalik islemine katildigin1 gostermektedir (Sekil 2.5.5.4.1).

28



mTOR Sinyali

Besinler Enerji Stres Biryiime faktérleri,
i Har k Hormonlar,
Aminoasitler 4 amp. arp  HipOKS — i
AICAR Qwnt D
metformin a
Gaglo By e
g | IPEK)

\ = - "'—'\ !
Erk PDK1D PIPy, PIP, |

/ o ’

1 ; PTEN
RSK Akt

fSinih
rapan b S'“‘ y

¢ GV FKBP1Z WRictop ( GBL )

X . mTOR
mTORC1 mTORC2 =
\ Ly / j \
Anjiyogenez . N
A0 0 [

e e Mitokondriyal

(\AT_Gﬂ R70S8K) [pey %metabolizma

L \ A~ N

MAENA Frany |" Adipogenez

translasyonu /f NaF ANATS

Ribozom \ Hayattakalma
¥

Biyogenezi - Sitoplazma iskeleti dinamikleri
Otofaji Hiicre biiylimesi Transkripsiyon Aktin organizasyonu

Sekil 2.5.5.4.1. mTOR ’un iligkide oldugu proteinler [158].

2.5.6. nTOR’un Rapamisinle Inhibisyonu

Rapamisin ~ (Rapamycin) (RAPA; sirolimus; Rapamune) Streptomyces
hygroscopicus, bakterisinin dogal bir lirlintidiir. antitiimor ve immiin sistemi baskilayici
ozellige sahiptir. Aktif bir kompleks olusturarak ¢ogalmay1 engelleyici bir role sahiptir.
Rapamisin ve immiinofilin (immunophilin) FK506-baglayic1 protein 12 (FKBP12)’den
olusan kompleks mTOR’u inhibe etmektedir. mTOR’un inhibisyonu alt yolaktaki 2
sinyalin iletimini engeller ve hiicre siklusunda G1’den S fazina gegiste gerekli olan
mRNA’larin translasyonuna engel olmaktadir [159, 160]. S6K1 ve 4E-BP1 iizerindeki
etkisine ek olarak, RAPA siklin bagimli kinaz aktivasyonunu durdurur ve siklin D1’in
doniistimiinii hizlandirarak hiicre siklusunun G1 fazinda biliylimeyi durdurur [159] (Sekil
2.5.5.4.1). Rapamisin, FKBP12 (FK506-baglayici protein) ile kompleks olusturmakta ve
spesifik olarak mTORCI ile iliskikurarak hiicre biiyiimesini inhibe etmektedir [34, 121].
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2.6. Hipotez

Polikistik over sendromunda, folikiillerde yer alan granuloza hiicreleri hizli bir
boliinme gostermektedir. Boylelikle folikiillerin ve dolayisiyla ovaryumun hacimsel bir
artist s6z konusudur. PCOS’a sahip olan hastalarin overlerinde yiiksek diizeyde
granuloza ve teka hiicresi proliferasyonu gergeklesmektedir. Bu durum bize; mTOR
sinyal yolaginin, PCOS’da granuloza ve teka hiicrelerinin yiiksek diizeydeki
proliferasyonundan sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu ¢aligmamizda, mTOR
sinyal yolaklarindan birinin ya da her ikisinin (TORC1 ve TORC2) PCOS
mekanizmasinda rol alabilecegini diisinmekteyiz. Buradan yola ¢ikarak, PCOS
olusturulan fare modelinde mTOR sinyal yolaginin/yolaklarmin etkili olup olmadigin
belirlemeyi amagliyoruz.
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GEREC ve YONTEM

3.1. PCOS Deney Modelinin Olusturulmasi

Calismada ii¢ grupta toplam 30 adet Balb/C fare kullanilmistir. Ik grubumuzu
hicbir sey verilmeyen kontrol grubu ve ikinci grubumuzu ise PCOS fare modeli
olusturmaktadir [47, 161]. PCOS fare modelinin olusturulmasi i¢in prepubertal 25
ginlik 10 adet Balb/C tiri fareye 20 giin siire ile subkutan DHEA
(Dihidroepiandrostenedion) (0.01ml 95% etanol icerisinde ¢oziilerek [162, 163] ve
0.09ml susam yag1 ile karistirilarak) (IL,USA) (6mg/100g) verimistir. Uciincii grup 10
adet Balb/C tiirii fareye 0.01ml 95% etanol ve 0.09ml susam yag1 karigimi verilerek
Cozgen grubu olusturulmustur (Cizelge 3.1.1).

Cizelge 3.1.1.Deney modelinin olusturulmasi.

Grup 1 | Higbir uygulama yapilmayan grup
(Kontrol)
K)

Grup2 | 20 gin DHEA (6mg/100g viicut agirligt dozda 0.01lml 95% etanol

(PCOS) | icerisinde ¢6ziilen ve 0.09ml susam yagi ile karigtirilan) verilen grup

P

Grup 3 | 20 giin 0.01ml 95% etanol ve 0.09ml susam yag1 karisimi verilen grup
(Cozgen)
(©)

Deneye baglama asamasinda ve gruplar olusturulup deney tamamlandiginda, doku
diseksiyonu yapilmadan dnce hormon diizeylerini belirlemek amaciyla deneklerden kan
omekleri alindi. Daha sonra deneklerden alinan ovaryum 6rnekleri

1. Rutin paraffin doku takibi ve Hematoksilen-Eozin boyamasi,
2. Immunohistokimya,
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3. Western blot ve
4. RT-PCR teknikleri uygulanmak iizere ayrild.

3.2. Ovaryum Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

3.2.1 Parafine Gomme Islemi i¢in Doku Takibi

Alinan ovaryum Omekleri tamponlanmis %4’lik Paraformaldehid fiksatifi i¢ine
almarak 6 saat tespit (fikse) edildi. Tespitten sonra, dokular sirasiyla %70, %80, %90 ve
%100 seklinde artan derecelerdeki etil alkol serilerinden her birinde 24 saat tutularak
suyu alindi. Ornekler ksilolde seffaflastirildiktan sonra 55°C’de eriyen paraffin igerisine
gomiilerek blokland1 [164].

3.3. Hematoksilen-Eozin Boyama ile Histolojik Inceleme

Calismamizda farede PCOS olusturulan grup ile ¢ozelti ve kontrol gruplarini
morfolojik olarak karsilastirmak ve gruplar arasindaki histolojik farkliliklar1 ortaya
koymak amaciyla Hematoksilen-Eozin boyama yontemi gerceklestirildi [164].

3.4. mTOR ve P-mTOR (Ser-2448) ile Ciftli Immiinohistokimya Yontemi

PCOS olusturulan gruptan ve kontrol gruplarindan alman ovaryum dokularinda
proteinlerin varligint ve yerlesimlerini gostermek amaciyla ¢iftli immiinohistokimya
yontemi kullanildi.

Bu yontemde ayni kesit lizerinde iki farkli antijenin iki farkli immiinohistokimyasal
sistem (Peroksidaz (HRP) ve Alkalen Fosfataz (AP) sistemleri) kullanilarak farkli iki
renkte goriiniir hale getirilmesi saglandi. Bu yontemle mTOR ve P-mTOR (Serin-2448)
antikorlar ¢iftli immiinohistokimya i¢in kullanildi.

Kullanilan Soliisyonlar:

* PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat tamponlu tuz Soliisyonu):
- 7.2 gr Na,HP04.12H,0 (Merck)
- 0.8 gr KH,P04 (Merck)
- 16 gr NaCl (Merck)

Yukaridaki kimyasallar 2 litre bidistile su igerisinde ¢oziildii ve 2N NaOH ile
pH’s1 pH=7.4 olacak sekilde ayarlandu.
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*1 mM EDTA Tamponu:

0,372gr EDTA (C10H14N20OgNa».2H,0) (Sigma) 1000 ml distile su i¢erisinde ¢oziildii ve
2N NaOH ile pH’s1 pH=8.0 olacak sekilde ayarlandi.

* %3’liik H,0; Soliisyonu:
63 ml distile su ve 7 ml %30 H,0, (Merck) ilave edilerek sale igerisinde hazirlandi.

* Bloklama Soliisyonu: %5 Normal Ke¢i Serumu
50ul normal keg¢i serumu (vector), 950ul PBS igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

* Antikor Diliient Soliisyonu: Large Volume UltrAb Diluent (#TA-125-
UD;LabVision)

* Streptavidin Peroksidaz Kiti: UltraVision Large Volume Detection System Anti-
Polyvalent, HRP (Ready-To-Use) Kit (#TP-060-HL; LabVision)

» Alkalen Fosfataz Kiti: Dako Cytomation LSAB2 System-AP (#K0676; Dako)

* HRP sistemi icin Kromojen: 3, 3’ diaminobenzidine (DAB, #K3466; Dako)

* AP sistemi icin Kromojen: Fast Red Substrate System (#K0699; Dako)

* Mayer’in Hematoksileni: Mayer’s Hematoxylin (#S3309; Dako)

» Kapatma Soliisyonu: Gliserol Jelatin; Kaiser’s Glycerol Gelatine (#1.04095; Merck)

Gozlem:
» Isik Mikroskobu: Zeiss Axioplan ve Olympus BX53

Immunohistokimya boyamas igin kesitler 5 um kalinliginda superfrost-manyetik
olarak statik olan lamlar lizerine alindi. Bu kesitler 54°C’lik etiivde gece boyu inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda kesitler 2 defa yirmiser dakika ksilolden gegirilerek
parafinden kurtarildi. Daha sonra kesitler 2 defa onar dakika azalan alkol serilerinden
(%100, %95) gegirilerek rehidrate edildi. Ardindan, 6nce distile suda sonra PBS’te beser
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dakika yikandi ve taze hazirlanan 250 ml EDTA (pH: 8.0) tamponunda ilk olarak 6
dakika 700 Watt’lik mikrodalga 1sin1mina, ardinda 15 dakika 300 Watt’lik mikrodalga
isiimima maruz birakilarak antijenik epitoplarin agiga c¢ikmasi saglandi. Kesitler
mikrodalga uygulamasi sonrasinda distile su ile li¢ kere beser dakika oda 1sisinda
yikandi. Daha sonra, dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini doyurmak ig¢in, kesitler
%3’liik H,0, soliisyonu iginde oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. Kesitler 2 kere beser
dakika distile su ile ardindan 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra, 6zgiil olmayan
baglanmalar1 engellemek (bloke etmek) i¢in bloklama soliisyonu ile oda 1sisinda 1 saat
bekletildi. Bloklama soliisyonu uzaklastirilarak, ornekler lizerine mTOR anti tavsan
primer antikoru eklendi ve +4 °C’de nemli ortamda gece boyu inkiibe edildi. PBS’le
yikama isleminden sonra biyotinlenmis birinci sekonder antikorla (LabVision) oda
1s1sinda 1 saat inkiibe edildi. TBS-T ile yikandiktan sonra streptavidin-peroksidaz (HRP)
ile 30 dakika muamele edildi. Yikama islemlerinden sonra kesitlerin {izerine
peroksidazin siibstrati olan DAB kromojeni damlatilarak olusan reaksiyon goriiniir hale
getirildi. DAB kromojeni ile antijenin bulundugu yapilar kahverengi olarak izlendi.
Kesitler PBS ile yikandiktan sonra hemen alkalen fosfataz (AP) sisteminin kullanildig:
ikinci immiinohistokimyasal boyamaya gecildi. Kesitler, bloklama yapmadan ikinci
primer antikor ile P-mTOR anti tavsan primer antikoru ile gece boyu +4 °C’de inkiibe
edildi. Yikamalarin ardindan biyotinlenmis ikinci sekonder antikor ile 20 dakika oda
1s1sinda inkiibe edildi. Yikama islemlerinden sonra streptavidin-Alkalen fosfataz (AP)
ile 30 dakika oda 1sisinda tutuldu. Tekrar yikanan kesitlerdeki reaksiyon, alkalen
fosfatazin siibstratt olan Fast Red kromojeni ile gelistirildi. Fast Red kromojeni
reaksiyon alanlarinda pembe renk olusumuna neden oldu. Fast red kromojeni alkolde
¢oOziindligi i¢in kesitler dehidrate edilmeden gliserol jelatin ile kapatildi.

Primer antikorlar, negatif kontrol, sekonder antikorlar ve bunlara ait diliisyon
oranlar1 Cizelge 3.4.1’de verilmistir. mTOR ile P-mTOR giftli boyamaya tabi tutuldu.

Cizelge 3.4.1. Ciftli immiinohistokimya deneyinde kullanilan primer antikor, sekonder antikor ve izotip

kontroller.

PRIMER KATALOG DENEY DILUSYON | SEKONDER izotip
ANTIKOR NUMARASI ANTIKOR KONTROL
mTOR #2983 Ciftli 1/100 #AI-1000 Fare IgG

Cell Signaling | immiinohistokimya Vector
P-mTOR #2976 Ciftli 1/100 #AI-1000 Fare IgG
Cell Signaling | immiinohistokimya Vector
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3.5. Western Blot Analizi

Kullanilan Soliisyonlar

10X Yiiriitme Tamponu:
e 25 mM Tris (Sigma)
e 192 mM Glisin (Sigma)
e %0.1 SDS (Sigma)

1 litre bidistile su igerisinde ¢oziildii ve oda 1sisinda saklandi. Bidistile su ile 1X
seklinde diliie edilerek kullanildi.

Bloklama Soliisyonu (%5’lik siit tozu):
5gr. siit tozu (Bio-Rad) 100 ml. TBS-T igerisinde ¢oziildii ve +4°C’de saklandi.

10X TBS-T Tamponu:
o 244 gr. Tris
e 80 gr. NaCl

1 litre bidistile su icerisinde ¢oziildii ve oda 1sisinda saklandi. Distile su ile 1X
seklinde diliie edilerek kullanildi.

TBS-T Soliisyonu:
1 litre 1X TBS igerisine 1000ul Tween-20 (Bio-Rad) eklendi ve oda 1sisinda saklandi.

Transfer Tamponu:
e 14.4gr.Glisin (Sigma)
e 3.05 gr. Tris (Sigma)

700 ml. bidistile su igerisinde ¢oziildii. Bu soliisyona 200 ml. Metanol (Merck#
1.06.008.2500) eklendi ve toplam hacim 1000 ml. olacak sekilde distile su ile
tamamlandi.

%10°luk Poliakrilamid Jel

1.Jel: Asagida belirtilen karisim hazirlanarak ilk jel 2 cam plaka arasina dokildi.
Yaklasik 45 dakika oda 1sisinda donmaya birakildi.

e 3,75ml Protein Gel Mix (American Bioanalytical#AB00147-00500)
e 3,75ml 4X Tris-HCL/SDS ph:8,8

35



Sodyumdodesilsiilfat (SDS) (Sigma#L-4390)
e 7.5ml HO
e 50 ul%10 APS
Amonyumpersiilfat (APS) (Sigma#A9164)
e 10 ul Temed
TEMED (Tetramethylethylenediamine) BioRad#161-0801)

2.Jel: Birinci jelin donmasinin ardindan asagida belirtilen karisim hazirlanarak birinci
jelin tizerinde eklendi. Ardindan uygun genislikteki tarak jel icerisine yerlestirildi.

e 650 pl Protein Gel Mix

e 1250 pl 4X Tris-HCL/SDS ph:6,8
e 3050 ul H,O

o 25ul%10 APS

e 5 ul Temed

Membranin Soyulma (stripping) Asamasi icin:

TBS-T igerisinde %2’lik SDS hazirlandi. Kullanmadan 6nce her mililitre i¢cin 70 pl B-
merkaptaetanol eklendi. 65°C’de 30 dk. inkiibe edildi. Ardindan membran TBS-T ile
birkag¢ defa yikandi.

Enhanced Chemiluminisent Soliisyonu (ECL, Perkin ElIme#NEL103001EA)
Immun-blot™ PVDF Membran (BioRad# 162-01177)

3.5.1. Doku Ekstrakti Hazirlanmasi:

a. Tim gruplardan alinan doku 6rnekleri T-PER (Pierce) 6mek tamponu eklenerek
homojenizatorde 5 dakika parcalanarak homojenize edildi.

b. Omneklerin igerdikleri protein miktarlari tespit edildi.

c. Yiikleme soliisyonu ile 1/1 oraninda karigtirildiktan sonra 5 dakika 95 °C’de su

banyosunda kaynatildilar.

Calisilacak olan proteinin kilo dalton agirlig1 dikkate almarak %10’luk jel hazirland:
ve 30 mikrogram/ml oraninda protein igeren numuneler yiiklendi. Elektroforezde
numuneler ilk 6nce 120V 30mA’de 20 dakika, sonrasinda ise 80V 30mA’de jelin
sonuna kadar yiiriitiildii. Elektrofezin ardindan jeldeki proteinleri membrana aktarmak
icin immunoblotting yapildi. Blotlama islemi 15V 90mA’de gece boyu +4°C’de
gergeklestirildi. Proteinlerin PVDF transferinden sonra, pH’s1 7.4 olan, % 0.1 Tween-20
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ilaveli Tris Buffer Soliisyonu (TBS-T ) ile yikama yapilarak membran 1,5 saat siire ile
oda 1smmda TBS-T ile hazirlanan % 5°lik yagsiz siit tozu ile bloklandi. Bloklamanin
ardindan 5 dakika TBS-T ile yikandi. Membran daha sonra belirli oranlarda %5’lik BSA
(5 gr bovin serum albumin 100ml TBS-T igerisinde ¢oziilerek hazirlandi) igerisinde
dilie edilmis primer antikor ile +4°C’de gece boyu karistirict tizerinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikanarak, % 5°lik yagsiz siit tozu ile
hazirlanan sekonder antikorla oda sicakliginda karistiric {izerinde 1,5 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikanip chemiluminisans ile 5 dakika
karanlikta inkiibe edilip karanlik odada membrandaki protein bandlari hiperfilme
aktarildi. Film developer ve fiksatiften gegirilip, distile su ile yikanip ardindan
kurutuldu.Tiim bu islemler ayr1 ayrt mTOR, P-mTOR (Serin-2448), P-mTOR (Serin-
2481), Raptor, Rictor, P70S6K, fosfo-P70S6K, PKCa, fosfo-PKCa ve [-aktin
antikorlari i¢in de tekrarlandi.
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Cizelge 3.5.1.1. Western blot deneyinde kullanilan primer antikor ve sekonder antikorlar.

Primer Antikor | Katalog Numarasi Deney Diliisyon Sekonder
Antikor
mTOR #2983 Western blot | 1/1000 #31460
Cell Signaling Thermo
Sientific
P-mTOR #2971 Western blot | 1/1000 #31460
(Serin-2448) Cell Signaling Thermo
Sientific
P-mTOR #2974 Western blot | 1/1000 #31460
(Serin-2481) Cell Signaling Thermo
Sientific
Raptor #2280 Western blot | 1/1000 #31460
Cell Signaling Thermo
Sientific
Rictor #2114 Western blot | 1/1000 #31460
Cell Signaling Thermo
Sientific
P70S6K #2708 Western blot | 1/1000 #31460
Cell Signaling Thermo
Sientific
P-P70S6K #9234 Western blot | 1/1000 #31460
Cell Signaling Thermo
Sientific
PKCalpha #2056 Western blot | 1/1000 #31460
Cell Signaling Thermo
Sientific
P-PKCalpha #9375 Western blot | 1/1000 #31460
Cell Signaling Thermo
Sientific
GBetalL #3274 Western blot | 1/1000 #31460
Cell Signaling Thermo
Sientific
Beta aktin #A1978 Western blot | 1/1000 #P1-2000
Sigma Vector
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3.6. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

PCOS deney modelinde ovaryumlarda meydana gelen yiikksek hiicre
proliferasyonunun gosterilmesi i¢cin SET8 (PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
(Cell signaling)) antikoru ile tiim Orneklere western blot analizi yapilarak gruplar
arasindaki proliferasyon farki gosterilmistir.

Cizelge 3.6.1. Hiicre proliferasyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan primer ve sekonder antikorlar.

Primer Antikor Katalog Deney Diliisyon | Sekonder Antikor
Numarasi
SET8 (PCNA) #2996 Western blot 1/1000 #31460
Cell Signaling Thermo Scientific

3.7. mRNA’mn Niceliginin RT-PCR ile él¢iilmesi

Kullanilan Malzemeler

TRIzol (Invitrogen)

Kloroform (Baker)

%100 Izopropanol Alkol (Baker)

%70’lik Alkol (steril)

Steril su (DEPC (Diethylpyrocarbonate)-Treated Water, Ambion#AM9915G)
Supertaq (Ambion#2052 (250U)).

RNaz inhibitorii Roche-03335399001(2000 unit)
Oligo (dT)12-18mer primer (Invitrogen-18418-012)
RNaz icermeyen H,0

Revers Transkriptaz (Omniscript)- Qiagen 205111
dNTP karisimi (10mM, Roche)

dNTP karisimi (SmM, Roche)

Taq polimeraz enzimi (Roche)

Agaroz (Amerikan Bioanalitik)

Etidyum bromid (Bio-Rad)

50X TAE (Tris Asetik asit EDTA) soliisyonu:
242 gr. Tris-Base

39



57.1 ml. Asetik Asit
100 ml. 0.5M EDTA (pH: 8.0)
1 litre bidistile su i¢erisinde ¢oziildii ve 1X olacak sekilde diliie edilerek kullanildi.

3.7.1. Total RNA izolasyonu Basamaklari:

1. Ovaryum dokular tartilip agirliklar not edildi, ardindan bistiirii ile kiigiik parcalara
ayrildiktan sonra, homojenizatér yardimiyla homojenize edildi. Ardindan steril 1.5
ml’lik tiiplere alinarak iizerine 1 ml TRIzol eklenip 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

2. Inkiibasyonun sonunda tiiplere 200 pl kloroform eklenerek 2-3 dakika oda 1sisinda
bekletildi.

3. Siire sonunda tiipler, 15 dakika 15000 rpm’de santrifiij edildi.

4. Santrifiij isleminden sonra tiiplerin istiinde RNA’nin bulundugu seffaf kisim,
mikropipetle ile dikkatli bir sekilde steril 1.5 ml’lik tiiplere alindi.

5. Tiplere, 500 pl izopropanol eklenip yavasca calkalandi ve oda 1sisinda 10 dakika
bekletildi.

6. Siire sonunda, 10 dakika 15000 rpm’de santrifiij islemi gerceklestirildi.

7. Santrifiij sonras1 siipernatant atilip geriye kalan pelet tizerine %70’lik etanolden 1 ml
konuldu. Sonra 7 dakika 12000 rpm’de santrifiij ger¢eklestirildi ve siipernatant atildi.

8. Yedinci basamakta gergeklestirilen islemler, 1 ml %100 etanol ile tekrarlandi.

9. Santrifiijden sonrasi elde edilen pelet oda 1sisinda 20 dakika kurumaya birakildi,
ardindan 25 pl steril distile su ile ¢oziildii.

10. Cozilmiis olan RNA’y1 igeren tiipler, 50°C’de 10 dakika inkiibe edildikten sonra -
80°C’de saklandi.

3.7.2. izole Edilen RNA Miktarmin Olgiilmesi

Her bir grup icin hazirlanan Orneklerin RNA miktarlart spektrofotometre ile
Olctildi.

3.7.3. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi
cDNA eldesi asagida belirtilen basamaklarla gergeklestirildi.

1. Her tipe 8 pl konulan temel karisim, asagidaki tabloda belirtildigi gibi
hazirlandi.
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Cizelge 3.7.4. cDNA eldesi i¢in temel karigim.

Komponent Miktar/Reaksiyon | Final Konsantrasyon

Master miks

10X Tampon RT 2.0 ul 1X

dNTP miks (5 mM her bir ANTP) | 2.0 ul 0.5 mM her bir INTP’den
Oligo-dT primer (10 uM) 2.0 pl 1 uM

RNase inhibitdr (10 units/pL) 1.0 ul 10 iinite (her 20 pl reaksiyona)
Omniscript reverse transcriptase 1.0 ul 4 tinite (her 20 pl reaksiyona)
RNaz-free su Degisken

Template RNA

Total voliim -

2. Her bir tiipe 8 ul temel karisimdan konulup, karistirildi ve kisa siire dondiiriildi.

3. 0.2 ul’lik reaksiyon tiipiine izole edilmis olan RNA’dan 10 ul konulup, 2 pl
RNaz-free su eklenerek total miktar 20 pl’ye tamamlandi.

4. Reaksiyon tiipleri, 42 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

5. Daha sonra, 92 °C’de 10 dakika inkiibasyon islemi sonunda elde edilen
cDNA’lar, -20 °C’de sakland:.

3.7.4. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemi

mRNA miktarin1 belirlemek i¢in siklikla tercih edilen bir yontem olan Reverse
Transcriptase PCR  teknigi, gen ekspresyonu c¢alismalarinda yogun olarak
kullanilmaktadir. Calismada, her hiicrede sabit miktarda eksprese oldugu bilinen beta
aktin geninin ekspresyonu temel alinarak ovaryum dokusunda mTOR, Raptor, Rictor,
P70S6K, PKCa ve B-aktin genlerinin ekspresyon diizeyleri belirlendi.

1. Yukarida elde edilen cDNA bu asamada kullanildi.
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2. Asagidaki tabloda belirtilen reaktantlar konularak reaksiyon karigimi
olusturuldu.

Cizelge 3.7.4.1. PCR reaksiyonu i¢in temel karigim.

Komponent Miktar/Reaksiyon | Final Konsantrasyon
Master mix

Distile su 12pul

10X PCR Tamponu 2ul 1X

dANTP (2.5mM her bir 1.6ul 0.2mM her bir
dNTP) dNTP’den

Supertaq (SU/pl) 0.4ul 2U/20 pl reaksiyon
Primer ileri (10 uM) lpl 0.5 uM

Primer Geri (10 uM) lpl 0.5 uM

Kalip DNA lul

Total 20 ul

3. Referans DNA olarak beta aktin kullanildi. Cizelge 3.7.4.2.°de RT-PCR
tekniginde kullanilan primerler verilmistir.
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Cizelge 3.7.4.2. PCR reaksiyonu i¢in kullanilan primer ciftleri.

Dizinin adx Dizinin Dizinin a¢ihmi
biiyiikliigii
mTOR 150bp sense, TTG GAG TGG CTG GGT GCT GA

antisense, AAG GGC TGA ACT TGC TGG AA

Raptor 148 bp sense, GCC ATC ACAGAT ACC ATC GC
antisense, CTG CTT ACT GGGGTG CAG TT

Rictor 110 bp sense, GAG AAC GTC CCG CTC GAT CT
antisense, TGG CCCAGC TTT CTC ATATT

LSTS8 138 bp sense, GAC TAA GGC AGA GTG CAG AG
(GBL) antisense, AAA AGC GCA CCG TGT GGT CA
P70S6K 300 bp sense, CTTGGCGAAT TAAGGGCTGC

antisense, GCATAGGCCAGTTCTACAAT

PKCalpha 300 bp sense, GTCCTGCACCGGTTGGCGAA
antisense, GACCCACAGTGATCACAGAA

B-aktin 399bp sense, GAT GAC GAT ATC GCT GCG CTG
antisense,GTA CGA CCA GAG GCA TAC AGG

PCR Programi

Kullanilan PCR programlarinin basamaklar1 ve her basamakta kag tekrar yapilacagi
asagida belirtilmistir. mTOR, Raptor, Rictor, P70S6K ve Beta aktin i¢in 1. program,;
LST8 (GBetalL), PKCalpha ve Beta aktin i¢in 2. program kullanilmistir.

1.Program
1. basamak (1 tekrar) 95 °C’de 5 dakika
2. basamak (35 tekrar) 95 °C’de 45 saniye
59 °C’de 1.15 saniye
72 °C’de 45 saniye
3. basamak (1 tekrar) 72 °C’de 7 dakika
4. basamak 14 °C’de istenildigi kadar.
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2.Program
1. basamak (1 tekrar) 95 °C’de 5 dakika

2. basamak (35 tekrar) 95 °C’de 45 saniye
58 °C’de 1.15 saniye
72 °C’de 45 saniye
3. basamak (1 tekrar) 72 °C’de 7 dakika
4. basamak 14 °C’de istenildigi kadar.

3.7.5.%1,5’luk Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve PCR Uriiniiniin Agaroz Jel
Elektroforezinde Yiiriitiilmesi

Deney diizenegimizde %1,5’luk agaroz jel kullanildi. Bunun i¢in 1,5 gr agaroz 100
ml 1X TBE Tiris Buffer EDTA) (2X TBE: 20 L 432 g Tris + 220 g Borik asit + 38 g
EDTA, ph= 8-8.5) ile kanistirilip, mikrodalga firinda agaroz eriyip soliisyon seffaf bir
gorintii alana kadar kaynatildi. Biraz soguduktan sonra igerisine her 100 ml i¢in 1 pl
Etidyum Bromid eklenerek jel kabi icerisine dokiilerek icerisine ornek sayisina gore
secilen bir tarak yerlestirilerek donmaya birakildi. Jelimiz soguduktan sonra
omeklerimiz 6X yiikleme tamponu ile belirli oranlarda karistirilarak jelimizin
kuyucuklarina yiiklendi. Uygun goriilen volttaki elektrik akimi ile yiiriitiiliip ardindan
goriintiileme cihazinda goriintiilleme yapildi.

3.8. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Deney gruplart olusturulmadan once ve olusturulduktan sonra hayvanlardan kan
alimip kanda Ostradiol ve progesteron diizeylerine bakilarak PCOS olusturdugumuz
gruplart  hormon seviyeleri agisindan da dogrulamak i¢in ELISA yontemi
gergeklestirildi.

Kullamlan Malzemeler ve Cihazlar:
» Estradiol ELISA kiti (#ERK R7005, Endocrine Technologies)
 Progesteron ELISA kiti (#ERK R7011, Endocrine Technologies)

* pQuant BioTek Spektrofotometre

Estradiol kiti icerisindekiler:

¢ Sekonder antibadi ile kapli 96 kuyucuklu test kab1
e Anti E2 antibadi

¢ Enzim konjuge soliisyon

e TMB renk ajani
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e Durdurma soliisyonu

e 20X Yikama soliisyonu

e Ornek diliisyon soliisyonu

e E2 standartlar seti:0, 10, 30, 100, 300, 1200, 5000pg/mL

Progesteron kiti icerisindekiler:

e Progesteron antibadisi kapli 96 kuyucuklu test kab1

¢ Enzim konjuge soliisyon

e Omek/standart diliisyon soliisyonu

e TMB renk ajani

e Durdurma soliisyonu

e 20X Yikama soliisyonu

e Progesteron standartlan seti: 0,1.0, 2.5, 5.0, 10, 30ng/mL

3.8.1.Deneklerden Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Deney gruplart olusturulmadan once hayvanlarin timiinden, vajinal simir ile
bakilarak, estrus siklusta kan 6mekleri alindi. Kan 6rnekleri heparin enjektorii ile kalp
icerisine (intrakardiyak olarak) girilerek alindi. Her bir hayvandan yaklasik Scc kan
almarak, kanlar 12000 rpm’de 10 dakika santirfiij edildi. Alinan siipernatantlar -80
°C’de sakland1. Gruplar olusturulduktan sonra hayvanlara, Rompun (1-1,5 ml/10 kg) ve
Ketalar (10-15 mg/kg) kombinasyonunun kas i¢i enjeksiyonu ile anestezi yapildi.
Gruplar olusturulduktan sonra her bir gruptaki hayvanlardan da sakrifiye etmeden once
hormon seviyelerini belirlemek i¢in yine kan 6rnekleri alindi. Hayvanlarin anestezisi
ardindan boyun kirma islemi ile hayatlari sonlandirildi. Alinan kan 6rnekleri 12000
rpm’de 10 dakika santirfiij edildi ve toplanan siipernatantlar -80 °C’de saklandi.

3.8.2. ELISA Yontemi

Ornekler -80 °C’deki derin dondurucudan ¢ikarildi ve buz iistiinde erimeleri
beklendi. dstrojen ve progesteron ELISA kitleri iireticinin tavsiyesi dogrultusunda oda
1s1sina getirildi. Konsantre halde gelen yikama soliisyonu sulandirildi. Her kuyucuga
hangi 6rnegin ve hangi standardin konacagi onceden belirlendi ve kayit edildi. Her
omek ve standard ikiserli olarak ¢aligildi.

Standardlar, 6rekler, diliient ve yikama soliisyonu hazirlandiktan sonra ELISA testi
icin agagidaki basamaklar uygulandi:
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Ostrojen:

1. Standart, 6rmek ve QC solusyonlarmin her birinden 25ul alinarak uygun
kuyucuklara koyuldu.

2. Her kuyucuk lizerine enzim konjuge soliisyonundan 100ul eklendi (bos
kuyucuk harig).

3. Tim kuyucuklara anti-tavsan Ostrojen antikorundan 50ul eklendi ve 30
saniye ¢alkalandiktan sonra 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi.

4. Daha sonra kuyucuklarin igerigi bosaltildi ve tiim kuyucuklar 5 kez her
defasinda 250-300pl ile olacak sekilde yikama solusyonu ile yikandi.

5. Tim kuyucuklara (bos kuyucuk da dahil) 100ul TMB substrat
soliisyonundan eklendi ve 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

6. Ardindan 50ul durdurma soliisyonu eklenerek yavasca karistirildi.

7. Kuyucuklar pQuant BioTek Spektrofotometrede 450nm dalga boyunda
okundu.

Progesteron:

1. Standart, 6rnek ve QC solusyonlarmnin her birinden 25ul alinarak uygun
kuyucuklara koyuldu.

2. Her kuyucuk fiizerine progesteron enzim konjuge soliisyonundan 100ul
eklendi (bos kuyucuk harig). 30 saniye iyice karistirildi ve 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakild1. Petri kabimin iizeri parafilm ile kaplandi.

3. Daha sonra kuyucuklarin igerigi bosaltildi ve tiim kuyucuklar 5 kez her
defasinda 250-300pl ile olacak sekilde yikama soliisyonu ile yikandi.

4. Tim kuyucuklara (bos kuyucuk da dahil) 100ul TMB substrat
soliisyonundan eklendi ve 10 dakika oda 1sisinda c¢alkalamadan inkiibe
edildi.

. Ardindan 50pl durdurma soliisyonu eklenerek yavasga karistirildi.

6. Kuyucuklar pQuant BioTek Spektrofotometrede 450nm dalga boyunda

okundu.

9]

3.9. Istatistiksel Degerlendirme

Proje neticesinde Western blot deneyi sonucunda elde edilen bantlar NIH’in ImageJ
program kullanilarak &l¢lildii ve bu sonuglardan elde edilen verilerin istatistiksel
hesaplamalar1t Windows i¢in SigmaStat siiriim 3.0 (Jandel Scientific Corp. San Rafael,
CA) kullanilarak yapildi. p<0.05; istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Olusturulan PCOS fare modeli ile kontrol gruplart makroskobik olarak
degerlendirildikten sonra, diseke edilen ovaryum orneklerinde, immiinohistokimyasal
yontemlerle mTOR ve P-mTOR analizleri yapildi. mTORC1 ve mTORC2 protein
komplekslerindeki proteinlerin ve iliskide olduklar1 sinyal yolagi proteinlerinin
degerlendirilmesi i¢in Western blot teknigi uygulandi. Ayni sinyal yolagi genlerinin
ekspresyonlarina ise RT-PCR teknigi kullanilarak, mRNA diizeyinde bakild1 ve
istatistiksel ~degerlendirmeleri yapildi. Deney modelimizi biyokimyasal olarak
dogrulamak amaciyla, alinan kan Orneklerinde ELISA yontemi ile estradiol ve
progesteron hormonlart diizeyleri gruplar arasinda karsilastirildi.

4.1. Hematoksilen-Eozin Boyama ile Deney Gruplarimin Morfolojik Olarak
Degerlendirilmesi

PCOS’lu fare ovaryumlarini kontrol grubu ile karsilastirmak i¢in Hematoksilen-
Eozin boyama ile morfolojik degerlendirme yapildi.

Kontrol grubunda, ovaryum preperatlarinda kortekste folikiiler gelisimin farkli
asamalarinda normal goriinlimli gelismekte olan folikiiller izlendi. Kontrol grubu
ovaryumlarda folikiiller arasinda yeralan stroma kompakt yapisiyla dikkat cekiciydi.
Kontrol grubundaki ovaryumun korteksinde yeralan folikiillerin teka tabakasindaki ve
ovaryumun medulla bolgesindeki damarlarin normal yogunlukta oldugu belirlendi.
Folikiillerin biiylik boliimii gelisim evresi bakimindan senkronizasyon gostermekteydi.
Folikiiller icerisindeki primer oositlerin morfolojik olarak saglikli bir goriiniime sahip
oldugu gozlendi. Folikiiler gelisimin yogunlugu nedeniyle medulla ¢ok dar alanda
izlenebildi (Sekil 4.1.1). Bir onceki siklusta ovulasyonun ardindan gelismis birkag
korpus luteum yapisi henliz deformasyon izleri gdstermeksizin normal yapilarini
gostermekteydi (Sekil 4.1.2).
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Sekil 4.1.1. Kontrol grubu ovaryumun 151k mikrografi. Primer (PF) ve sekonder (MPF) diizeyde folikiil
ornekleri saglikli yapilariyal izlenmekte. Periferde bir dnceki dongiide ovulasyonu takiben
geligmis korpus luteum (KL) yapilar1 hala net olarak goriilmekte. Hematoksilen-Eozin (H-E).
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Sekil 4.1.2. Kontrol grubu ovaryumda izlenen korpus luteumlarin (KL) normal yapilarini korudugu heniiz
deformasyon izleri gostermedikleri goriiliiyor. Korpus luteumda yeralan granuloza lutein
hiicreleri ve teka liitein hiicreleri de izlenmektedir. Kiigiik sekil ovaryumun genel
gorlintiisiinii géstermektedir (H-E).

(Cozgen verilen gruptaki ovaryumlarin morfolojik yapilarinin kontrol grubu ile
benzer oldugu belirlendi. Bu gruptaki ovaryumlarda gelisimin farkli asamalarinda
saglikli folikiillerin yeraldigi izlendi (Sekil 4.1.3).
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Sekil 4.1.3. Cozgen verilen gruptaki ovaryum mikrografi. Ovaryum farkli evrelerde folikiiller icermekte.
(H-E).

PCOS grubu ovaryumlarn korteksde farkli gelisim asamasinda bulunan folikiiller
sergiliyordu.(Sekil 4.1.4). Ancak; folikiiller icerisindeki primer oositlerin genel
goriiniimlerinde morfolojik olarak saglikli bir goriiniime sahip olmadiklar gozlendi.
Diger gruplara gore atretik folikiil miktarinin daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 4.1.6 ve
7). PCOS grubuna ait tim ovaryum bloklarindan seri kesitler alinarak incelendiginde bu
gruptaki ovaryumlarin korpus luteum yapisina sahip olmadiklar1 belirlendi. Boylece bu
grupta ovulasyonun ger¢eklesemedigi, folikiillerin bir bolimiiniin atrofiye olarak
geriledikleri ve oositlerini kaybederek bos kistler seklinde korteksde yer aldiklar
gorildi. Ayrica korteksde farkli gelisim evrelerinde ¢ok sayida gelismekte olan
folikiiliin yanisira, ovule olamayan folikiillerin kistik yapilar olusturmasina bagl olarak
hacminin artmis oldugu gozlendi (Sekil 4.1.5). Folikiiller arasinda yeralan stromanin
daha gevsek, 6demoz yapida oldugu dikkat cekti. Korteksde folikiillerin teka
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tabakasinda ve medullada vaskularizasyonun artmis, damarlarin genislemis oldugu
belirlendi (Sekil 4.1.4).

Sekil 4.1.4. PCOS grubu ovaryum mikrografi. Farkli evrelerde ve ¢ok sayida folikiil nedeniyle ovaryum
hacminin artmig oldugu izlenmekte. Medullada labirentler sekilinde birbiriyle baglantil
geniglemis sinuslar gostemekte. FK: Folikiiler Kist, MPF: Multilaminar Primer Folikiil, AtF:

Atretik Folikiil (H-E).
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Sekil 4.1.5. PCOS grubundaki ovaryumda folikiiler kist (FK) yapis1 izleniyor. Igerisindeki kiigiik sekil
PCOS’Iu ovaryumun genel goriintiistidiir (H-E).

Sekil 4.1.6. PCOS grubundan alinan ovaryum orneklerinde atretik folikiil sayisinda artig belirlendi.
Soldaki atretik folikiilde (AtF) sagdaki saglikli folikiil ile karsilastirildiginda (SaF); oosit
morfolojisinin (O) ve granuloza hiicrelerinin (GH) morfolojilerinin bozuldugu, zona
pellusidanin (ZP) dejenere olmaya basladig1 izlenmektedir. AtF: Atretik Folikiil, SaF: Saglikli
Folikil (H-E).
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Sekil 4.1.7. PCOS grubu ovaryumdan bir atretik folikiil mikrografi. Folikiil hiicreleri tabakalarinda
diizensizlik (kalin ok) pargalanmis sitoplazmasi (*) ve zona pellusidasiyla (oklar) oosit
dikkat ¢ekici olarak goriilityor (H-E).

4.2. mTOR ve P-mTOR (Ser-2448) Ciftli immiinohistokimya Bulgular1

Farkli gruplardan elde edilen ovaryum dokularindan alinan kesitlerde mTOR ve P-
mTOR  (Ser-2448) proteininin  nerelerde  bulundugunu  gosterebilmek  igin
immunohistokimyasal boyanmalar yapildi. immiinohistokimya boyanmalar1 sonucunda
ovaryumlarda mTOR ve P-mTOR (Ser-2448) proteinlerinin tespit edildigi yerler
karsilastirildi.

Ciftli immiinohistokimya yapilarak incelenen tiim gruplardaki ovaryum
ormeklerinde mTOR immiinopozitivitesi folikiiler gelisimin tim evrelerindeki
folikiillerde, granuloza hiicrelerinin sitoplazmalarinda izlendi. P-mTOR (Ser-2448) ise
bliyliyen folikiillerde yalnizca bolinmekte olan granuloza hiicrelerinde ve teka interna
hiicrelerinde ¢ekirdeklerinde immiinopozitif olarak izlendi (Sekil 4.2.9).
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Folikiiler gelisimin farkli asamalarinda folikiil igerisinde yeralan primer ve sekonder
oositler ise mTOR igin sitoplazmik bir immiin boyanma gosterdi (Sekil 4.2.1-4). P-
mTOR (Ser-2448), oositte izlenmedi.

Kontrol ve ¢6zgen grubu ovaryum Orneklerinde izlenen korpus Iluteumdaki
granuloza lutein hiicrelerinde, folikiillerde yeralan granuloza hiicrelerine kiyasla daha
zay1f bir sitoplazmik mTOR timmiinoreaktivitesi gozlendi (Sekil 4.2.1 ve 4.2.2).

Degerlendirilen kontrol, PCOS ve ¢ozgen gruplan c¢iftli immiinohistokimyasal
boyama sonuglarina gére; mTOR granuloza hiicrelerinin tiimiinde varligmi korurken, P-
mTOR (Ser 2448) bu hiicrelerden sadece boliinmekte olanlarinda immiinopozitif
boyanma gostermistir. Bu gruplardan PCOS’Iu ovaryumda P-mTOR (Ser-2448) protein
immiinoreaktivitesinin kesit diizeyinde diger gruplara gore daha fazla oldugu goézlendi
(Sekil 4.2.1-4).
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Sekil 4.2.1. Kontrol grubu ovaryumda mTOR ve P-mTOR (Ser-2448) ciftli immiinohistokimya
boyanmasi mikrografi. Genel olarak bakildiginda folikiiler gelisimin farkli evrelerindeki
biiyiiyen folikiillerde ve ovulasyonun ardindan goriilen korpus luteum yapisi izlenmektredir.
Folikiillerde yeralan granuloza hiicreleri ve oosit sitoplazmik olarak mTOR
immiinoreaktivitesi gosterirken, boliinmekte olan granuloza hiicreleri ¢ekirdeksel olarak P-
mTOR (Ser-2448) boyanmasi gostermektedir. Korpus luteumdaki granuloza lutein
hiicrelerinde, folikiillerde yeralan granuloza hiicrelerine kiyasla daha zayif bir sitoplazmik
mTOR {immiinoreaktivitesi belirlendi. KL: Korpus Luteum, PrF: Primordiyal folikiiller
(oklarla isaretli), MPF: Multilaminar Primer Folikiil, AF: Antral Folikiil.
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Sekil 4.2.2. Kontrol grubu ovaryumda mTOR ve P-mTOR (Ser-2448) ciftli immiinohistokimya
boyanmasi mikrografi. Oklar: P-mTOR (Ser-2448) pozitif immiin boyanma gosteren folikiil
ve granuloza hiicrelerini gostermektedir. PF: Primer Folikul, SeF: Sekonder Folikiil, KL:
Korpus Luteum.
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Sekil 4.2.3. Cozgen grubu ovaryumda mTOR ve P-mTOR (Ser-2448) ciftli immiinohistokimya
boyanmasi mikrografi. Folikiillerde yeralan granuloza hiicreleri ve oosit sitoplazmik olarak
mTOR immiinoreaktivitesi gosterirken, bolinmekte olan granuloza hiicreleri ¢ekirdeksel
olarak P-mTOR (Ser-2448) boyanmasi gostermektedir (oklar). PrF: Primordiyal Folikiil,
PF: Primer Folikiil, AF: Antral Folikiil.
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Sekil 4.2.4. PCOS grubu ovaryumda mTOR ve P-mTOR ¢iftli immiinohistokimya boyanmasi mikrografi.
PCOS grubu ovaryumda gelismekte olan ve ovule olamamis ¢ok sayidaki folikiilde
granuloza hiicrelerinde ve oositte sitoplazmik mTOR boyanmasi izlenirken, bdliinmekte
olan granuloza hiicrelerinde ¢ekirdeksel P-mTOR (Serin-2448) immiinreaktivitesi (oklar)
izlenmektedir. AF:Antral Folikiil, MPF: Multilaminar Primer Folikiil, PF: Primer Folikiil.

58



Sekil 4.2.5. mTOR ve P-mTOR ciftli immunohistokimya uygulanmig PCOS grubu ovaryumda antral
folikiil mikrografi. mTOR’un granuloza hiicrelerinde sitoplazmik olarak yer aldig:
kahverengi kromojenle izlenirken, P-mTOR (Serin-2448) kirmizi renkte kromojen

reaksiyonuyla (oklar), mitotik hiicrelerde olduk¢a gii¢lii bir immiinreaktivite vermekte. O:
Oosit, T: Teka hiicre tabakasi, GH: Granuloza Hiicreleri.

Sekil 4.2.6. mTOR ve P-mTOR iftli boyamas1 yapilmis PCOS grubu ovaryumdan alinan bir tersiyer
folikiiliin KOK (kumulus-oosit kompleksi) bolgesinin 100X biiyiitmedeki mikrografi. P-
mTOR (Serin-2448) pozitif immiin boyanmasi1 gdsteren, hiicrelerin (oklar) mitoz gegirmekte
olduklar1 net olarak izlenmekte. O: Oosit, T: Teka hiicre tabakasi, GH: Granuloza Hiicreleri.
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Sekil 4.2.7. PCOS grubu ovaryumdan alian bir tersiyer folikiiliin 100X biiyiitmedeki mikrografi. Mitotik
boliinmenin farkli asamalarindaki granuloza hiicreleri pozitif P-mTOR (Serin-2448)
immiinoreaktivitesi gostermektedir. O: Oosit, T: Teka hiicre tabakasi, GH: Granuloza
Hiicreleri. Oklar: P-mTOR (Serin-2448) pozitif immiin boyanmas1 gosteren, boliinmekte
olan granuloza hiicrelerini isaret etmektedir.
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Sekil 4.2.8.

PCOS grubu ovaryumdan alinan bir multilaminar primer folikiiliin (soldaki folikiil) ve
primordiyal folikiiliin (sagdaki folikiil) 100X biiyiitmedeki mikrografi. Oklar: P-mTOR
(Serin-2448) pozitif immiin boyanmas1 gdsteren, bdliinmekte olan folikiil hiicrelerini igaret
etmektedir. O: Oosit, T: Teka hiicre tabakasi, FH: Folikiil Hiicreleri. Oklar: P-mTOR (Serin-
2448) pozitif immune boyanmasi gdsteren, boliinmekte olan folikiil hiicrelerini isaret
etmektedir.
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Sekil 4.2.9. Kontrol grubu ovaryum érneginde negatif kontrol boyanmasi mikrografi. immiinohistokimya
boyanmasinda negatif kontrol olarak kullanilan kesitte herhangibir immiin boyanma

izlenmedi.

4.3. Western Blot Analizi Bulgulari

Deney gruplarindan aliman ovaryum dokularindan T-PER ile protein izolasyonu
yapildi. Ardindan PCOS deney grubunda ve kontrol grubundaki mTORC1 ve mTORC2
protein kompleksleri ve bu komplekslerin sirasiyla aktive ettigi P70S6K ile P-P70S6K
ve PKCalpha ile P-PKCalpha proteinlerinin yogunluklari western blot yontemi ile
belirlendi. Sonuglar1 kontrol etmek amaciyla B-aktin antikoru ile esit miktarda protein
kullanip kullanilmadig: teyid edildi. Gruplardaki proteinlerin westermn blot bantlar
NIH’in ImageJ program ile okutularak degerler istatistiksel olarak degerlendirildi.

mTORCI1 protein kompleksini olusturan mTOR, P-mTOR (Serin-2448) ve Raptor
proteinlerinin PCOS, ¢ozgen ve kontrol gruplarindaki ekspresyonlari sekil 4.3.1.A’da
izlenmektedir. Gruplar arasinda mTORCI proteinlerinin bantlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark izlenmemistir.
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mTORC?2 protein komplekslerini olusturan mTOR, P-mTOR (Serin-2481) ve Rictor
proteinlerinin PCOS, ¢6zgen ve kontrol gruplarindaki ekspresyonlar sekil 4.3.1.B’de
izlenmektedir. Gruplar arasinda mTORC2 proteinlerinin bantlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark izlenmemistir.

A P G K B P ¢ K
mTOR |--~|-289 kDa Ser-2481 | - " |-2eg kDa

Ser-2448 |~ s o | 289 kDa Rictor | et 8 S8 |-200 kDa

Raptor | #EEES S s | - 150 kDa Beta aktin | —— — |_42 kDa

Beta aktin | M ew s | -42 kDa

Sekil 4.3.1. mTORC1 ve mTORC?2 proteinlerinin western blot bantlar izlenmektedir. P: PCOS grubu,
C:Cdzgen grubu, K: Kontrol grubu.

PCOS deney grubundan alinan ovaryum dokularindan izole edilen proteinlerdeki;
mTOR, P-mTOR (Serin-2448), Rictor ve P-mTOR (Serin-2481) westemn blot bantlarinin
kontrol ve ¢Ozgen grubuna gore daha yogun oldugu ancak bu yogunluk farkinin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. Raptor icin elde edilen bantlarin
yogunlugu ise gruplar arasinda farklilik gostermedi (Sekil 4.3.2).

A mTOR B ° Ser-2448
P [ K = P c K

C. Raptor = Rictor E Ser-2481
P c K ” P ¢ K - [ ¢ K

Sekil 4.3.2. mTORC1 ve mTORC2 proteinlerinin western blot bantlarnin istatistiksel degerlendirilmeleri
izlenmektedir. A, mTOR; B, P-mTOR (Serin-2448); C, Raptor; D, Rictor ve E, P-mTOR
(Serin-2481).
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mTORC1 ve mTORC2 omak iizere her iki kompleksin de iiyesi olan LST8 (GBL)
protein yogunlugunun gruplar arasinda fark gostermedigi belirlendi (Sekil 4.3.3).

A B LST8

P ¢ K J T 3 .

Beta aktin “—-42 kDa .:

Sekil 4.3.3. LST8 (GBL) protein yogunlugunun western bantlar1 izlenmekte (A). LST8 (GBL) protein
yogunlugu gruplar arasinda fark géstermemektedir (B). P: PCOS grubu, C: Cozgen grubu,
K: Kontrol grubu.

mTORCI sinyal yolagmin son iiriinlerinden biri olan P70S6K ve fosforile olan
aktif formu P-P70S6K proteinlerinin western blot bantlar1 degerlendirildiginde; P70S6K
icin gruplar arasinda bant yogunlugu acisindan herhangibir farklilik gézlenmezken
(Sekil 4.3.4.A ve B), P-P70S6K i¢in PCOS grubunda kontrole gore azalma oldugu
belirlendi (Sekil 4.3.4.C ve D) Ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu
degerlendirmede her ii¢ grupta da, P70S6K’in aktif formu olan P-P70S6K’dan daha
yogun bir ekspresyon gosterdigi belirlendi (Sekil 4.3.4.A ve C).

14 P70S6K
A P C K B .,
P70S6K l . | l-soma -
[ —— il i
" P [+ K
I P-P70S6K

C

P ¢ K O .

P-P70S6K 2 : M.s0kDa .,

Beta aktin S ©
Dn P [+ K

Sekil 4.3.4. P70S6K proteininin western blot bantlarinin (A ve B) ve fosforile olan aktif formu P-P70S6K
proteininin western blot bantlarinin (C ve D) degerlendirilmesi. P: PCOS grubu, C: Cdzgen
grubu, K: Kontrol grubu.

i

64



mTORC?2 sinyal yolaginin son iirlinlerinden biri olan PKCalpha ve P-PKCalpha i¢in
her iic grupta da bant izlendi (Sekil 4.3.5.A-D). Bu bantlarin yogunluklar
karsilastirildiginda ise gruplar arasinda PKCalpha ve fosforile formu olan P-PKCalpha
icin herhangibir farklilik izlenmedi (Sekil 4.3.5.A-D).

e PKCalpha
A P Q K B 104
PKCalpha s s s |-80kDa
Beta aktin | == wm— | -42 kDa 5
ag 5 3 i
c D
P € K P-PKCalpha
P-PKCalpha | s s W |-80kDa
Beta aktin | e wm» |-42 kDa H ﬂ |J_‘
= P [os K

Sekil 4.3.5. PKCalpha proteininin western blot bantlarinin (A ve B) ve fosforile olan aktif formu P-
PKCalpha proteininin western blot bantlarinin (C ve D) degerlendirilmesi. P: PCOS grubu, C:
Cozgen grubu, K: Kontrol grubu.

44.  Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

PCOS, ¢ozgen ve kontrol gruplarindaki hiicre proliferasyonunu belirlemek amacryla
PCNA antikoru ile western blot teknigi kullanilarak isaretleme yapildi. Gruplar
arasindaki bant yogunluklart karsilagtirnlldiginda PCOS deney grubundaki prolifere olan
hiicre yogunlugunun kontrole gore daha fazla oldugu belirlendi. Ancak gruplar
arasindaki bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.4.1).

A B PCNA

P ¢ K

N .

Beta aktin E s . !-42 kDa =
P C K

Sekil 4.4.1. PCNA (SETS) proteininin western blot bantlarinin (A) gruplar arasindaki degerlendirilmesi
(B). P:PCOS grubu, C: Cdzgen grubu, K: Kontrol grubu.

65



4.5. RT-PCR Bulgular1

Deney gruplarindan alinan ovaryum dokularindan elde edilen mRNA’lar RT-PCR
yontemiyle cDNA’ya c¢evrilip ¢ogaltildi. PCOS deney grubunda ve kontrol grubundaki
mTORC1 ve mTORC2 gen kompleksleri ve bu komplekslerin sirasiyla aktive ettigi
P70S6K ve PKCalpha genlerinin ekspresyonlari belirlendi. RT-PCR teknigi
uygulanirken iki farkli PCR program kullanildi. Sonuglar B-aktin primeri kullanilarak
dogrulandi. Western yontemi ile belirlenen sinyal yolagi proteinlerinin bulunma
yogunluklarina ek olarak deney gruplarmda ayni sinyal molekiillerinin varligt mRNA
diizeyinde de belirlenmis oldu (Sekil 4.5.1).

mTOR - 150 bp LST8 -138 bp
Raptor - 148 bp P70S6K - 300 bp
Rictor -110 bp Beta aktin - 399 bp

PKCalpha - 300 bp

Beta aktin

-390 bp

Sekil 4.5.1. RT-PCR deneyinin sonuglari. P: PCOS grubu, C: Cézgen grubu, K: Kontrol grubu.

RT-PCR yontemi sonuglarina gore gruplar arasinda mTORCI ve mTORC2 gen
kompleksleri ve bu komplekslerin sirasiyla aktive ettigi P70S6K ve PKCalpha
genlerinin ekspresyonlari agisindan bir farklilik izlenmedi (Sekil 4.5.1).

4.6. ELISA Deneyinin Bulgular:

Farede PCOS deney modelini test etmek icin, serum Ostrojen ve progesteron
seviyeleri ELISA yontemi uygulanarak belirlendi.

Calismamizda PCOS fare modelini olusturdugumuz grupta ostradiol (E2) seviyesi,
kontrol grubuna oranla yaklasik 2,5 kat artis gostermektedir (Sekil 4.6.1 ve 2).
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Sekil 4.6.1. Ostradiol i¢in standart konsantrasyon egrisi.
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Sekil 4.6.2. Gruplar arasinda serum dstrojen seviyelerinin karsilastirilmasi.K: Kontrol grubu,
C: Cozgen grubu, P: PCOS grubu, PN25: Postnatal 25.giin.

Calismamizda PCOS fare modelini olusturdugumuz grupta progesteron (P) seviyesi,
kontrol grubuna oranla yaklasik 3 kat artis gostermektedir (Sekil 4.6.3 ve 4).
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Sekil 4.6.3. Progesteron standart konsantrasyon egrisi.
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Sekil 4.6.4. Gruplar arasinda serum progesteron seviyelerinin karsilastiriimasi. K: Kontrol grubu,
C: Cozgen grubu, P: PCOS grubu, PN25: Postnatal 25.giin.
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TARTISMA

PCOS, kronik anoviilasyon, yani ovulasyon olmamasi ve ovaryum dokusu iginde
yeralan ¢ok miktarda folikiiler kist ile karakterizedir. Bunun yanisira PCOS’da
tilylenmede artis (hirsutizm), kilo alma, ciltte yaglanma, sismanlik, sivilcelerde artma ve
gebe kalamama gibi sikayetler soz konusudur. Ayrica PCOS’da puberte doneminden
itibaren baglayan bir adet diizensizligi izlenebilir. Bu diizensizlik seyrek adet, adet
gorememe veya ¢ok diizensiz kanamalar seklinde olabilir. Bu diizensizliklerin arkasinda
duran neden aslinda yumurtlama diizensizlikleridir. Bu sendrom; beyindeki hipofiz
bezinden salgilanan FSH ve LH hormonlarinin anormal sekillerde iiretilmesi ile ortaya
cikmaktadir. Bu dengesizlik sonucu, her ay ovaryumlardan diizenli olarak gergeklesmesi
gereken ovulasyon gerceklesemez. Bunun neticesinde de ovaryumlardan androjen
iretimi artmaktadir. Giiniimiizde nedeni tam olarak bilinmemekle beraber kabul edilen
PCOS mekanizmasinda LH ¢ok biiylik 6nem tagimaktadir. LH'daki artis overlerde
androjen iiretimini artirmakta, iiretilen andojen yag dokusunda ostrojene doniismekte, bu
Ostrojen artis1 da LH uyarimini artirarak bir kisir dongii meydana gelmektedir.

PCOS’'da yumurtlama bozukluklarinin olmasi ve adet diizensizliginin goriilmesi
nedeni ile kisirlik bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kisirlik bu hastalarin
tiimiinde izlenen bir bulgu degildir. Ancak PCOS'lu hastalar genelde gebe kalmak igin
tedaviye gereksinim duymaktadirlar. Son yillarda yapilan c¢alismalarda PCOS'lu
hastalarin yaklasik %60'nda bir gen bozuklugu oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Bu
hastalarda sitokrom P450/C17 enziminin yapimini kodlayan genin bozuklugu soz
konusudur ve dominant olarak nesilden nesile aktarilmaktadir. Bu durum PCOS’un
kalitilabildigini gostermektedir [165, 166].

Kigiik antral folikiillerde yeralan granuloza hiicreleri, LH stimiilasyonuna
prematiire olarak bir cevap olusturabilirler [75]. Bu durum hem LH stimiilasyonundaki
anormallikten, hem de LH uyariminin artmasina bagli olarak hiperinsiilinemi ve/ya da
hiperandrojenemiye neden olmasindan kaynaklanmaktadir. Granuloza hiicrelerinin
insiilin ile stimiilasyonunun ardindan da, kiigiik antral folikiillerin LH uyarimina
hiicresel cevaplar arttigi belirlenmistir [75].
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Giintimiizde PCOS i¢in tan1 kriterleri; hiperandrojenizm, ovulasyon diizensizligi ya
da ovulasyonun ger¢eklesememesidir. Polikistik ovaryumlarda ovariyal stromada artis
ve kapsiil altindaki alanda folikiiler kistler izlenir [167]. PCOS; dolasimda yiiksek LH,
diisiik FSH, folikiiler atrezi, insiiline kars1 direng olusmasi ve kisirlik nedeniyle oldukca
heterojen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir [168]. Son yillarda yapilan insan ve
hayvan c¢alismalart bu sendromun tedavisine yardimci ipuglari elde edilmesini
saglamigtir. PCOS hayvan modelleri ilizerine yapilan ¢aligmalar [168-171] patolojinin
farkl1 yonleri iizerine odaklanilarak ¢alisma imkani saglamaktadir.

Mahesh ve Greenblatt (1962) ilk kez dihidroepiandrosteronu (DHEA) PCOS’lu
kadmlarin ovaryumundan izole ederek karakterize etmistir. [172]. Ardindan Roy ve
arkadaglart (1962), DHEA kullanarak PCOS hayvan modelini olusturmustur [173]. Bu
asamadan itibaren yapilan ¢alismalarda DHEA kullanilarak olusturulan PCOS kemirgen
modelinin, insandaki PCOS’un bir¢cok 06zelligini taklit edebildigi gosterilmistir [174,
175]. Bu nedenle ¢alismamizda deney modeli olarak PCOS fare modeli kullanilarak
mTOR sinyal mekanizmalart c¢alisildi. Ovulasyonun gerceklesmedigi PCOS’Iu
kadmlarda granuloza hiicrelerinin artan aromataz aktivitesi sonucunda, FSH ve LH’a
cevap olarak Ostrojen ve progesteron hormon seviyelerinde artis izlenmektedir. Bu
nedenle c¢aligmamizda, ovaryumda kistlerin olusarak ovulasyon fonksiyonunun
bozuldugunu gostermek icin, serum Ostradiol (E2) ve progesteron (P) seviyeleri
degerlendirildi. ELISA yontemi kullanarak yaptigimiz degerlendirmede, daha onceki
caligmalara parallel olarak [176], E2 ve P seviyesinin PCOS deney modelinde kontrol
grubuna oranla daha yiiksek oldugu belirlendi. Aromataz aktivitesindeki artig, 0strojen
ve progesteron seviyelerindeki artis ile paralellik gosterir [75]. DHEA vererek
olusturdugumuz PCOS deney modelinde serum Ostrojen ve progesteron hormon
diizeylerinin kontrol grubuna oranla artis gdstermesi, deney modelimizin kadinlardaki
PCOS bulgularini taklit ettiginin kanit1 olarak degerlendirildi.

Olusturdugumuz fare PCOS modelinde ovulasyonun ardindan gelisen korpus
luteum yapis1 izlenmezken, gelisimlerinin erken evresinde dejenere olmus ¢ok sayida
folikiil gozlendi. Buna ek olarak kontrol grubu ile karsilastirildiginda, primordiyal
folikiil yogunlugunun azaldigini ve atretik folikiil yogunlugunun da arttigin1 tespit ettik.
Bu bulgularimiz daha 6nce bu modelin kullanildig1 ¢alismalar ile paraleldi [46, 177].
Ayrica, ovaryumda folikiillerin teka tabakasindaki ve medulla bolgesindeki, damarlarin
PCOS’da daha fazla oldugu gozlendi. Bu durum daha once belirtilen PCOS’lu
kadmlarda meydana gelen asiklik hipervaskiilarite bulgusunu desteklemektedir [75].

Farede polikistik ovaryumlar, anormal sayida biiyliyen immatiir folikil igerirler. Bu
ovaryumlarda oosit ile oositi g¢evreleyen granuloza hiicreleri arasindaki diyalog
degismektedir. Bu degisen sinyaller ile dominant folikiiliin secilmesinde basarisizlik
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meydana gelmekte [46] ve ovaryumda c¢ok sayida hormon iiretebilen ancak gelisimsel
olarak duraklamig folikiil izlenmektedir [75]. Calismamizda goézlemledigimiz farkli
evrelerdeki immatiir ve atretik folikiiller, deney modelimizin bu anlamda da PCOS’a
sahip insan ovaryumunu taklit ettiginin kanit1 olarak kabul edildi [178].

mTOR, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasinda gorev alan, ayni zamanda hiicrenin enerji
durumunu kontrol eden bir sensor olarak c¢alisan, bir serin/trionin kinazdir . Hiicrede
enerji metabolizmasinda rol alarak hiicre i¢i enerji dengesinin korunmasindan
sorumludur. Stres ya da beslenmeye baglh gelisen bozukluklar, ovaryumda folikiil
bliyiimesini direk olarak etkileyebilir [45]. Bilindigi iizere PCOS’da lipid
metabolizmasinda meydana gelen diizensizlikler kadinlarin asiri kilo almasina neden
olmaktadir. PCOS’daki bu bulgular, hiicrenin enerji metabolizmasi ile direk iliskide olan
mTOR sinyal mekanizmasmi akla getirmektedir. PCOS’da gerek stress ve beslenme
bozuklugu (PCOS’lu hastalarda yaygin olarak izlenen obezite sorunu) gerekse hormonal
dengenin bozulmasi, mMTOR mekanizmasini etkileyerek kistik yapilarin gelismesine ve
ovulasyonun ger¢eklesmemesine neden olabilir.

Insiilin, peripferal dokulardaki glikoz kullanimmi diizenleyerek glikoz
homeostasisini kontrol etmektedir. Besin almimmin kontroliinde gorev alan mTOR,
insiilin direncini ve glikoz metabolizmasini da kontrol ederek Tip II diyabet ve obezite
gibi metabolik hastaliklarda yeni tedaviler saglamaktadir [179]. Dahasi P70S6K gen
eksikligi olan farelerde insulin hassasiyeti bildirilmistir [180]. Bu durum bize
mTORClsinyal yolaginin ve P70S6K ile aktif formu olan P-P70S6K’nin, PCOS ile
izlenebilen insulin direncinden ve obeziteden de sorumlu olabilecegini diisiindiirmiistiir.

mTOR inhibitorleri giinlimiizde kanser hastalarinda ve organ transplantasyonu
hastalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu ilaglar ile gonadal foksiyon
bozukluklarmin kronik tedavisi iizerine yapilan ¢aligsmalar ise halen devam etmektedir
[181]. mTOR sinyalinin disi farelerde pubertenin baslangicinin kontrol edilmesinde ve
LH salimimmda rol aldigi bilinmektedir. mTOR sinyali rapamisin kullanilarak
engellendiginde; pubertedeki gonadotropik kontroliin inhibe edildigi, vajinal agilmanin
geciktigi, LH ve oOstradiol hormon seviyesinin azaldigi ve ovaryum ile uterus
dokularinda atrofiye neden oldugu belirtilmistir [182]. Calismamizda olusturdugumuz
PCOS fare modeli ile artan LH’ya karsiik PCOS’lu ovaryum Orneklerinde
belirledigimiz artan mTOR sinyali, mTOR’un LH ile pozitif bir etkilesim igerisinde
oldugunu diisindiirmektedir. Bu nedenle mTOR sinyalinin ovaryumda enerji dengesinin
korunmas1 ve ovariyal fonksiyonlar i¢in 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.. LH uyarimh
olarak mTOR sinyalinin aktive edilmesinin gonadotropik bir marker olarak diistiniilmesi
[183], PCOS’da da mTOR sinyal yolagina 6nem kazandirmaktadir.
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Daha onceki bir ¢aligmamizda mTOR ve P-mTOR (Serin-2448) boyanmalarini
normal fare ovaryumunda granuloza hiicrelerinde gostermistik [45]. Bu ¢aligmamizda
ilk defa PCOS fare modelinden alinan ovaryum 6rneklerinde mTOR ve P-mTOR (Serin-
2448) c¢iftli immiinohiskimya boyanmalar1 yapildi. Western blot ve ciftli
imminohiskimya  sonuglarimizi  kontrol ~ grubu  ovaryum = Ornekleri  ile
karsilastirdigimizda; PCOS’lu ovaryumlarda P-mTOR (Serin-2448) pozitif reaksiyon
veren hiicre yogunlugunun daha fazla oldugunu belirledik. Bu durum, mTOR sinyal
yolaklarindan mTORC1’in, PCOS’da  gerg¢eklesen artan granuloza hiicre
proliferasyonundan sorumlu olabilecegini gostermektedir.

mTORC1’in komponentlerinden Raptor ve LST8 (GBetal) hiicre ¢cogalmasi ve
farklilanmasinda rol alan iki o6nemli komponenttir. Western blot calismamizin
bantlarinin yogunluklarina bakildiginda, her iki proteinin de gruplar arasinda fark
gostermedigi belirlenmistir. Bu durum bize Raptor ve LSTS8 (GBetal) proteinlerinin
mTORCI1 kompleksinin olusmasinda ve ardindan bu kompleksin sinyal yolaklarinda
stimulator protein kompleksi pozisyonuna geg¢mesinde rol alabileceklerini
distindiirmiistiir.

P70S6K, mTORC1’in en iyi tanimlanmis alt sinyal yolag: Uriiniidiir. mTOR hiicre
biliyiimesi ve ¢ogalmasi fonksiyonunu P70S6K gibi sitoplazmik hedefleri araciligiyla
gergeklestirmektedir. Yapilan ¢aligmalarda mTOR’un hiicre igerisinde c¢ekirdek ile
sitoplazma arasinda tasiyici olarak gorev aldigi gosterilmis [184] ve mTOR’un
niikleositoplazmik tasiyici gérevinin P70S6K’nin maksimum aktivasyonunu saglayarak
yerine getirdigi belirtilmistir [184]. mTOR un protein sentezini diizenleyebilmesi i¢in
P70S6K ve 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1) proteinlerinin
gerekli oldugu ileri siiriilmistiir [185]. Bu molekiillerin her ikisi de mitojen-indiiklii
translasyonun baglatilmasinda diizenleyici olarak rol oynamaktadir [186]. mTOR,
P70S6K ve 4E-BP1 proteinlerini fosforile ederek regiile etmektedir [186-188]. Raptor
ise P70S6K ve 4E-BP1 ile mTOR arasinda koprii gorevini listlenmektedir [147, 148,
189]. mTOR, P70S6K nin fosforilasyonunu stimiile ederek translasyonu ve sonug olarak
40S ribosomal protein S6’y1 uyarmaktadir. Bu yolagin aktivasyonu, pek¢ok folikiiler
farklilagsma belirteclerinin (luteinize hormon reseptorii, inhibin alpha, mikrotiibiil iliskili
protein 2D) FSH-aracil1 indiiksiyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Ayrica FSH transkripsiyon
faktorii HIF-1 (transcription factor hypoxia-inducible factor-1)’in aktivasyonunu da
saglamaktadir [190]. Tiim bu literatiir bilgileri 15181inda, P70S6K ve P-P70S6K western
blot sonuclarimizi degerlendirdigimizde, mTORC1 kompleksinin aktivasyonu ile sinyal
yolagi alt iriinii olan P70S6K’nin stimiilasyonunun gerceklestigini soyleyebiliriz.
Dolayisiyla P-P70S6K’nin western bant yogunlugunun, PCOS deney grubunda azalma
gostermesi, PCOS’da folikiilogenezin saglikli bir sekilde ger¢eklesememesinden
kaynaklaniyor olabilir. Soyleki, FSH’in etkisi ile ortaya ¢ikan folikiiler farklilasma
belirtegleri PCOS’da FSH seviyesinin azalmasi ile yeterince etki gosterememekte,
dolayistyla P70S6K’nin  yeterince aktive olamamasmma ve folikiiler gelisimin
duraklamasina neden olmaktadir. Bu nedenle PCOS deney modelinde P70S6K’nin
aktivasyonunda azalma oldugunu diisinmekteyiz .
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mTORC2, aktin sitoskeletonun diizenlenmesinde Onemli bir role sahiptir.
mTORCI1’de Serin-2448 fosforilasyonu ger¢eklesirken, mTORC2’de ise Serin-2481
fosforilasyonu gergeklesmektedir. Bazi c¢alismalarda mTORC2 rapamisine duyarsiz
olarak bilinmesine karsin [191], baz1 kanser tiirleri hiicrelerinde mTORC2’nin uzun
stireli rapamisin uygulanmasina kars1 duyarli oldugu ve rapamisin uygulanan hiicre
kiltiiriic 6rneklerinde mTORC2nin bloke edildigi belirtilmistir [43]. Calismamizda ilk
kez, western blot yontemi kullanilarak P-mTOR (Serin-2481) varligi PCOS fare
modelinden alinan ovaryum Orneklerinde gosterilmistir. Bu sonuca gore PCOS’lu
ovaryumda, kontrol grubuna oranla P-mTOR (Serin-2481) bant yogunlugu az da olsa bir
artig gostermistir. Ayrica; mTORC2 kompleksinin diger bir iiyesi olan Rictor proteinin
de PCOS deney grubunda, kontrol grubuna oranla artis gosterdigi izlenmistir. Bu veriler
degerlendirildiginde, mTOR sinyal yolaklarindan mTORC2’nin de PCOS’da rol
alabilecegi diisiiniilmektedir.

PKCalpha, hiicrede proliferasyon, farklilagma ve apoptoz gibi pek¢ok yasamsal
olayda onemli rollere sahiptir. PKC’nin fonksiyon gorebilmesi i¢in aktif hale ge¢mesi
gerekmektedir. mTORC2, PKCalpha’nin fosforilasyonunda gorev almaktadir.
mTORC2’nin komponentlerinin (mMTOR, Rictor ya da Sinl) ortadan kaldirilmas1 sonucu
PKCalpha fosforile olamayarak post-translasyonel islemlerde rol alamamaktadir [192].
PKCalpha ve onun fosforile formu P-PKCalpha, PCOS deney modelinden alinan
ovaryum Orneklerinde ilk kez calismamizda gosterilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda PCOS deney grubunda PKCalpha ve onun aktif formu olan P-
PKCalpha westemn blot bant yogunlu arasinda fark olmadigini belirledik. Bu durum bize
mTORC2 kompleksinin PCOS’da PKCalpha sinyal yolagnin yanisira, fakli bir sinyal
molekiiliinii de uyararak etkisini gostermis olabilecegini diisiindiirdii. Bu anlamda
mTORC?2 yolag: iiriinlerinden Rho ve Akt’nin de ileriki ¢aligmalarda arastirilmasinin
PCOS’lu ovaryumda tedaviye yonelik yaklasimlara yeni bir ufuk agabilecegini
disinmekteyiz.

Yapilan bir ¢alismada mTORC1’in rapamisin ile inhibisyonunun ardindan, PI3
kinaz ve Akt aktivasyonlarinin da inhibe edildigi belirtilmistir. Boyle bir durumda
mTORC2 upregiile olmaktadir. Aktive olan mTORC2, Akt ve HIF2-alpha (hypoxia-
inducible factor 2 alpha)’y1 aktive ederek mTORCI sinyal yolagina alternatif bir yolak
olusturmaktadir [193]. Calismamizda gosterdigimiz mTORC2 kompleksi proteinlerinin
ve bu sinyal yolagi iiriinii olan PKCalpha’nin PCOS deney modeli ovaryumlarinda
izlenmesi bize, PCOS’da mTORClyolaginin yanisira mTORC2 yolaginin da alternatif
bir yolak olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, olusturdugumuz PCOS fare modelinde, PCOS olan hastalarin
ovaryumlarinda oldugu gibi yiiksek diizeyde granuloza ve teka hiicresi proliferasyonu
belirledik. mTOR’un ve fosforile formlarinin (Serin-2448 ve Serin-2481) artis;; mTOR
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sinyal yolaginin, PCOS’da granuloza ve teka hiicrelerinin yiiksek diizeydeki
proliferasyonundan sorumlu olabilecegini akla getirmektedir. mTOR sinyal yolaklarinin
ve bu yolaklarin iirlinlerinin PCOS’a sahip ovaryumlardaki muhtemel rollerini
arastirdi@imizda, mTOR sinyal yolaklarindan her ikisinin de (TORC1 ve TORC2)
farede PCOS mekanizmasinda etkili oldugunu disiinmekteyiz..

PCOSIu kadmlarda endometriyal hiperplazi ve endometriyal kanser riski [194],
insiiline kars1 olusan direncten dolayr Tip II diyabet izlenmesi [195], kan basincinin
artmasi, depresyon, kardiyovaskiiler hastaliklarin ve kalp krizi riskinin artmasi [196],
lipid metabolizmasinin bozulmasi [197], kilo alma, diisiik yapma [49] ve otoimmiin
tiroiditis riskinin artmasit gibi olumsuz sonuclarla karsilasilmaktadir. PCOS’Iu
kadmlarda iireme problemleri subfertilite, anovulasyon ve erken gebelik kayb1 olarak
tanimlanir [75]. Bu durum gerek temel arastirmalar gerekse klinik aragtirmalar agisindan
olduke¢a dikkat cekici bulgulardir. PCOS hakkinda ¢ok fazla bilgiye sahip olmamiza
ragmen, heterojen bir sendrom olmasi nedeniyle, lireme fonksiyonundaki bozuklugun
nedeni halen tam olarak belirlenebilmis degildir. PCOS’da folikiilogenez, oosit
olgunlagmas1 ve hormonal denge bozuk, hiperinsiilinemi ve obezite yaygindir. Tiim
bunlar endometriyal cevabin olusumunda da anormalliklerin ortaya ¢ikmasma neden
olmaktadir. Sonug¢ olarak ovulasyonun gergeklesmemesi ya da gebelik kayiplart ile
karsilagilmaktadir. Glinlimiizde ovulasyon bozukluklari nedeniyle gebelik elde
edemeyen hastalarda yumurta gelisimini saglamak i¢in Klomifensitrat, Metformin,
gonadotropinler, GnRH agonistleri veya antagonistleri kullanilmaktadir. Ovaryan
drilling denen yumurtaliklarin kabuk kisminin lazer veya elektrik enerjisi kullanilarak
tahrip edilmesi isleminin kullanimi ¢ok smirli olarak da olsa bazi vakalarda
kullanilabilmektedir. mTOR komplekslerinden mTORC1’in inhibitorii olarak bilinen
Rapamisin, bazi1 hiicre gruplarinda hem mTORCI’t hem de mTORC2’yi
baskilamaktadir. PCOS olusturulan fare modeline rapamisin tedavisi uygulandiginda,
granuloza ve teka hiicresi proliferasyonu durdurulabilir. Ayrica PCOS’da yiiksek
diizeyde olan ve ovulasyona izin vermeyen LH seviyesi, Rapamisin tedavisi
uygulanmasi ile digiiriilebilir. Dolayisiyla, PCOS’un tedavisine yardimci olunarak
anovulasyona bagli disi infertilitesine yeni bir yaklagim saglanabilecegini ileri
siirmekteyiz. Bu nedenden dolayi, PCOS fare modeli kullanilarak Rapamisin’in in vivo
etkisini degerlendirecek baska fonksiyonel ¢caligmalara gereksinim oldugu kanisindayiz.
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SONUCLAR

Bu tezde, farede Polikistik Over Sendromu modelinde mTORC1 ve mTORC2
sinyal yolagi proteinlerinin hiicresel islevlerinin anlasilmasma yonelik elde ettigimiz
sonuclar maddeler halinde asagida 6zetlenmistir.

1.

Farede olusturulan PCOS deney modeli, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; gelismekte olan folikiillerin, ovule olamamis
folikiilerin (folikiiler kistlerin) ve atreziye giden folikiillerin PCOS
deney grubunda daha yogun oldugu belirlendi.

Fare PCOS ve kontrol grubu ovaryum dokularindan alinan 6rneklere
uygulanan ¢iftli immunohistokimyasal analizler sonucunda, tim
gruplarda mTOR, granuloza hiicreleri ve oositin sitoplazmasinda
yerlesim gosterirken, P-mTOR (Serin-2448) bolinmekte olan
granuloza hiicrelerinde mitotik mekikte yerlesim gosterdi. Granuloza
hiicrelerinin mitotik aktivitelerinde rol oynayan P-mTOR (Serin-2448)
protein ekspresyonunun PCOS’lu ovaryumda daha fazla oldugu
belirlendi.

Western blot yontemi sonucunda mTORC1 ve mTORC2 protein
komplekslerinin her ikisinin de PCOS ve kontrol grubu ovaryumlarda
rol aldig1 belirlendi. Ancak ilk kompleks olan mTORCI’in
yogunlugunun daha fazla oldugu izlendi. Bu durum ovaryumda
mTORCI ’in daha fazla role sahip oldugu hipotezini giiclendirmistir.

RT-PCR yontemi ile degerlendirilen mTOR, Raptor, Rictor, LSTS8
(GBetaL), P70S6K ve PKCalpha genlerinin gruplar arasinda, mRNA
diizeyleri bakiminda fark bulunmadigi belirlendi.

ELISA yontemi ile PCOS deney grubunda ostradiol (E2) ve
progesteron (P) hormonlar seviyelerinin kontrol ve ¢ézgen grubuna
oranla daha yiiksek oldugu belirlendi.

Bu calisma, PCOS fare modelinde mTOR komplekslerini ve sinyal
yolaklar1 tirlinlerini gosteren orjinal bir calismadir.
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Abstract c-Abl is a protein tyrosine kinase which has
very important roles in signal transduction, control of the
cell cycle, cell motility, proliferation, and inhibition of
apoptosis. We hypothesized that c-Abl may play an
important role on uterine remodeling during pre-receptive,
receptive and non-receptive endometrium. Our aim is to
investigate the expression of c-Abl protein tyrosine kinase
in uterine remodeling and placental development in mouse
gestational stage. We performed c-Abl immunohisto-
chemistry on mouse uterine tissue sections on days 1-9, 11,
13, and 15 of pregnancy. c-Abl was highly upregulated in
the uterine luminal epithelium and other endometrial
structures including glands and blood vessels in pre-
receptive and receptive endometrium. Therefore these
results demonstrate a role for c-Abl in uterine remodeling
during decidualization, implantation, and placentation
throughout gestation.

c-Abl Mouse Uterus

Keywords Decidua
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c-Abl protein tyrosine kinase expression suggests that it may play a
role in uterine remodeling during decidualization, implantation, and
placentation in the mouse from the rst to the 15th day of gestation.
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Introduction

Abelson Tyrosine Kinase (c-Abl) gene is a member
of the family of non-receptor protein tyrosine kinase
(Laneuville 1995) and it has been identied as the cel-
lular homologue of Abelson Murine Leukemia Virus
protein. The mammalian c-Abl is a highly evolutionarily
conserved gene (Abelson and Rabstein 1970; Shaul and
Ben-Yehoyada 2005) with two isoforms due to alterna-
tive splicing within its amino terminal region. These
isoforms are referred to as type I and type IV c-Abl
proteins in mouse and type la and type 1b proteins in
the human (Van Etten 1999; Daniel et al. 2001). c-Abl
localizes in various part of the cell including the nucleus,
cytoplasm, and cell membrane (Taagepera et al. 1998;
Shaul2000). c-Abl can interact with a variety of cellular
proteins and to have very crucial roles in different sig-
naling pathways that control cell morphogenesis, motility
(Hernandez et al. 2004), growth and proliferation (par-
ticularly at the G1/S checkpoint), modulation of apop-
tosis (Plattner et al. 1999; Hantschel and Superti-Furga
2004) and the development of female and male mouse
germ cells (Iwaoki et al. 1993).

Previous studies showed that c-Abl knockout mice have
reduced fertility (Li et al. 2000) and a variety of defects in
their hematopoietic and embryonal development (Lanier
and Gertler 2000; Hantschel and Superti-Furga 2004;
Hernandez et al. 2004). In light of this information we
hypothesized that c-Abl protein tyrosine kinase may have
an important role in pre-receptive, receptive, and non-
receptive endometrium. Therefore, our aim was to localize
full-length c-Abl protein tyrosine kinase within the uterus
and determine the role of this tyrosine kinase at decidual-
ization, implantation and during placental development.
The dynamic expression of c-Abl in the uterus is
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suggestive of important role(s) during pre-receptive,
receptive, and non-receptive endometrium.

Materials and methods
Animals

8 week old female Balb/c mice (n = 5 for each group and
total n = 60) were used to evaluate in vivo expression of
c-Abl in pre-receptive (day 1-4), receptive (late 4 to late
day 5), and non-receptive (refractory) endometrium for day
1-9 and in placenta for day 11, 13 and 15. Adult Balb/C
mice were obtained from The Laboratory Animal Center of
Akdeniz University of Medical Faculty. Mice were housed
under temperature- and light-controlled conditions (12 h
light and 12 h dark, 22°C temperature and % 30-60
humidity) with food and water. Females were mated with
fertile males of the same strain to induce pregnancy. The
first morning in which a vaginal plug was evident, or sperm
was evident in vaginal smear was considered as day 0.5 of
pregnancy. The studies included in this work were per-
formed in accordance with the Akdeniz University Insti-
tutional Animal Care and Use Committee Policies for
Animal Use under an approved animal protocol. Handling
and euthanasia of mice were performed per the Akdeniz
University Institutional Animal Care and Use Ethical
Committee. The experimental protocol for animal use was
approved by the Akdeniz University Animal Resources
Center.

Immunohistochemistry

We determined total uterine (uterus and embryo) c-Abl
expression from pre-receptive, receptive and non-receptive
endometrium and, day 11, 13, and 15 placental samples
with immunohistochemical technique. To detect implan-
tation areas in uterine horns on day 5 of pregnancy, we
injected 3 ml 1% Evans Blue into the femoral artery of
each female mouse. After 1-2 min we euthanized the
animal under ether anesthesia and dissected the uterine
tissue. Mouse uterine tissues from the implantation areas
were dissected, and fixed in Holland fixative for 6 h.
Afterwards, they were washed with tap water for 2 h. They
were dehydrated in a graded series of ethanol, were then
placed in xylenes. We then embedded the tissues into
paraffin blocks. Sections were deparaffinized in xylenes
and were rehydrated in a graded series of ethanol, distilled
water, and PBS. They were subjected to antigen retrieval
by boiling the sections in citrate buffer (10 mM Sodium
Citrate, pH = 6.0) in a microwave set on medium-high for
4 min and then cooled to room temperature (RT). After
rinsing in PBS, the sections were incubated in antibody

@ Springer

blocking solution for 5 min at RT to prevent non-specific
binding, and then incubated with anti-rabbit c-Abl (Lab-
vision, Fremont, CA, USA) and rabbit IgG (negative con-
trol) at 4°C for overnight. The sections were incubated in
secondary antibody for 20 min at RT. The alkaline phos-
phatase kit and fast red tablets (Roche) were used in
accordance with the manufacturer’s specification to reveal
the c-Abl staining. The sections were lightly counterstained
with Mayer’s hematoxylin, dehydrated and mounted using
mounting medium.

Results
c-Abl expression in gestational days

In this study, we detected total c-Abl protein tyrosine
kinase via immunohistochemical staining in the uterus over
a time course of pregnancy. During the pre-receptive per-
iod, in first day of pregnancy, we detected very weak c-Abl
immunolabelling in the apical surface of uterine luminal
epithelial cells (LE) (Fig. 1a). When we evaluated endo-
metrial glandular epithelial cells (GE) and endothelial cells
of endometrial vessels (EV), we detected the same low
c-Abl staining intensity. There was no staining in endo-
metrial stromal cells, but myometrial cells showed weak
c-Abl immunoreactivity (data not shown). On the second
day of pregnancy, we defined c-Abl expression in the basal
pole of LE and GE as well as the apical pole. The number
of glands in the endometrium that were immunoreactive
increased compared to the 1st day of pregnancy (Fig. 1b).
In the following days, the apical surface of LE cells,
endometrial glands, and endothelial cells, all showed
increasing c-Abl immunostaining through 2nd—4th days of
pregnancy (Fig 1b—d). Negative control immunostaining
with normal rabbit IgG confirmed the specificity of c-Abl
staining patterns.

On day 5, a non-implanted blastocyst was detected in
the receptive uterus (Fig. 2b, c¢) of one sample. Interest-
ingly, the luminal surface had a smooth, more regular
appearance than seen in the days before implantation. This
change in morphology may relate to the attachment of the
blastocyst at this site. We observed increased c-Abl
immunoreactivity on the apical and basal poles of uterine
LE cells (Fig. 2a, b). The immunoreactivity was stronger in
the apical poles of epithelial cells than in basal poles in LE
and GE (Fig. 2b, c). c-Abl immunostaining in endothelial
cells of endometrial vessels was observed to be strong as in
luminal and glandular epithelial cells (Fig. 2d). When we
evaluated the c-Abl immunoreactivity in blastocyte, we
observed weak immunostaining in the trophoblast cells and
in the inner cell mass of the blastocyst (Fig. 2b) to compare
with LE and GE in receptive endometrium.
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Fig. 1 Expression of c-Abl protein tyrosine kinase in mouse pre-
receptive endometrium (day 1-4). c-Abl immunoreactivity in mouse
uterine tissue on luminal epithelium (LE) and endometrium (E).
a c-Abl immunoreactivity expressed luminal (arrow head) and
glandular epithelium (arrows) during the 1st day of pregnancy.
b Luminal epithelium has strong c-Abl immunoreactivity during 2nd,
¢ 3rd and d 4th day of pregnancy. Apical and basal poles of glandular
(arrows) and luminal epithelial cells (arrow head) were showed
increased c-Abl immunoreactivity through 1-4 day of pregnancy.
Endometrial stromal cells have no c-Abl expression. L: Lumen,
E: Endometrium. (Objective magnifications; a—d 40x)

On day 6 (non-receptive endometrium) we detected an
embryo that had implanted into the endometrial wall. On
the same day, for the first time the amniotic cavity was seen

Fig. 2 c-Abl immunoreactivity in decidual area (De) of mouse uterus
in receptive endometrium (day 5) (a); in uterine luminal epithelium
(arrow head, b) and glandular epithelium (c) have a strong c-Abl
immunoreactivity. In the myometrium, longitudinal and transverse
muscular layers have moderate immunoreactivity. It was the first time
in this day, decidual area was seen and decidual cells showed weak

in the center of the embryo (data not shown). c-Abl
immunoreactivity for some of the cells was decreased in
uterine LE cells, endometrial GE cells and endothelial cells
compared to day 5 of pregnancy. The proamniotic cavity
was also observed for the first time on this day. We further
detected c-Abl immunoreactivity in parietal and visceral
endoderm cells. c-Abl revealed an intense immunoreaction
in primary trophoblast cells at the ectoplacental cone in
non-receptive endometrium (data not shown).

On day 7, c-Abl immunostaining exhibited strong
immunoreactivity in regressed uterine LE, endometrial GE
cells and endometrial vessels (EV) as to day 6. Further-
more, by this time some of the epithelial cells entirely lost
c-Abl immunoreactivity (data not shown) completing the
decreasing trend seen above. Parietal endoderm cells
showed more intense immunoreactivity than visceral
endoderm cells on the 7th day of pregnancy. Moreover, the
ectoplacental cone area enlarged on this day. The number
of primary trophoblastic cells increased and they showed
very intense c-Abl immunostaining (data not shown).

c-Abl expression was found to decrease in residual
lumen epithelium and endometrial GE cells on the 8th
(Fig. 3b, c, e) and 9th days of pregnancy (data not shown).
c-Abl immunoreactivity in endothelial cells of endometrial
vessels (EV) was decreased as seen in epithelial cells
(Fig. 3f). However, trophoblastic cells showed very intense
membrane staining at ectoplacental cone in non-receptive
endometrium (Fig. 3d).

c-Abl expression in placental tissues

We evaluated placental expression of c-Abl within the
three placental layers; the labyrinth zone-the fetal part of

.' - e > De
blasfoéz’ig‘ff .
» 5 . .

c-Abl expression. Preimplantation blastocyst that trying to attach to
luminal epithelium has weak c-Abl expression. Inner cell mass (ICM)
and trophoblast cells showed weak c-Abl expression (arrow) (b),
Endometrial vessels endothelial cells exhibit c-Abl immunoreactivity
in this stage (d). Insert: Negative control (a). De: Decidua (Objective
magnifications; a 10x, b—d 40x)
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Fig. 3 c-Abl immunoreactivity in mouse uterine tissue during non-
receptive endometrium (day 8). Residual lumen (arrow) is seen at
mesometrial pole (a, b). c-Abl expression observed, in residual lumen
epithelium (c¢) and in embryo (d). Ectoplacental area display very
strong c-Abl immunoreactivity (d). Glandular epithelial cells (e) and

the placenta, the junctional zone, and the decidua basalis-
the maternal part of placenta. On day 11 of pregnancy,
c-Abl expression was observed in the cytoplasm and sur-
face/plasma membrane of trophoblastic cells and endo-
thelial cells of fetal vessels of the labyrinth zone, but was
not seen in the junctional zone or the decidua basalis
(Fig. 4a, b). We detected increased c-Abl immunoreactiv-
ity in the fetal part of the placenta on day 13 (Fig. 4c, d),
but not in the maternal part (Fig. 4c). On day 15, c-Abl
immunoreactivity in giant trophoblast cells and endothelial
cells of fetal vessels was increased compared to day 13
(Fig. 4e, f). No immunoreactivity for c-Abl tyrosine kinase
was seen in the maternal part of the placenta at this time
(Fig. 4e). In the days of pregnancy evaluated, only the
glycogenic cells of the junctional zone showed weak c-Abl
immunoreactivity. Interestingly, trophoblast cells exhibited
increased cytoplasmic and membrane staining throughout
pregnancy. There were interesting heterogeneous staining
intensities on various parts of giant trophoblast cell mem-
brane (Fig. 4f) that warrant further study. It may be that
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endothelial cells of mesometrial vessels (f) showed c-Abl expression.
Negative control (a). Embryonic ectoderm (arrow head), extraem-
bryonic ectoderm (arrow), maternal blood (asterisk). (Objective
magnifications; a—b 5x, d 20x, c—e, f 40x)

trophoblast giant cells present this dramatic staining
because of their migration during placental modeling.

Discussion

Here we have further characterized the expression of total
c-Abl protein tyrosine kinase during mouse pre-receptive,
receptive and non-receptive endometrium. We also showed
that c-Abl tyrosine kinase localizes in fetal part of mouse
placenta but not in maternal part. These findings provide
evidence that c-Abl as a protein tyrosine kinase is involved
in uterinal modeling and placental development.

Previous literature assessed c-Abl expression in somatic
and germ cell lineages and demonstrated its role in the
preimplantation period of embryonic development in mice
(Ahmad and Naz 1994). c-Abl knock-out mice showed
neonatal lethality and lymphopenia (Tybulewicz et al.
1991). Interestingly, Iwaoki et al. (1993) showed that high
levels of c-Abl mRNA expression in the ovary correlated
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db

jt

Fig. 4 c-Abl expression on mouse placenta. c-Abl immunoreactivity
in 11. day of gestation in mouse decidua basalis (db) and placental
layers; labyrinth layer (It) and junctional layer (jt) (a), in placental
cells (b). Trophoblastic giant cells showed membranous and cyto-
plasmic c-Abl expression. Glycogenic cells (arrow heads) showed
membranous c-Abl staining. Spongiotrophoblast cells did not display
any immunoreactivity. Endothelial cells of labyrinth layer vessels
display very strong c-Abl immunoreactivity. Fetal blood cells (Fbc)
exhibited weak cytoplasmic c-Abl staining in the vessel, but Maternal
blood cells (Mbc) did not (b). c-Abl immunoreactivity on the 13th day
of gestation in mouse placenta (c¢). Trophoblastic giant cells (arrow)
showed very intense membranous and cytoplasmic staining in the
labyrinth layer (It) of placenta (d). Spongiotrophoblast cells showed
almost no c-Abl expression in their cytoplasm. c-Abl immunoreac-
tivity in 15. day of gestation in mouse placental layers (e) and
different placental cells (f). Trophoblastic giant cells (arrows) showed
very strong c-Abl staining, interestingly some membranous part of
cells exhibit more strong immunoreactivity than others. 1t: labyrinth
layer, jt: junctional layer, db: decidua basalis. (Objective magnifica-
tions; a, ¢, e 2,5x; b, d, f 40x)

with different sizes of oocytes. In our study here, we
evaluated the distribution of the total c-Abl protein in the
uterus and early embryo through the window of endome-
trial receptivity to non-receptive endometrium. We found a
strong cytoplasmic and membranous staining during mouse
embryonic development. On days 1 and 2 of pregnancy
c-Abl showed a gradually increasing immunostaining until
day 5 (receptive stage) (correlating with decreasing estro-
gen after ovulation), the day implantation occurs (Paria
et al. 1998; Carson et al. 2000). In our study c-Abl
increased in expression in uterine LE cells and endometrial
GE cells from days 1 through 5 of pregnancy suggesting
that during the pre-receptive period, this increase is likely
to be involved in uterine remodeling necessary for this
impending implantation and decidualization.

Moore and Kinsey (1994) suggested that c-Abl protein
tyrosine kinase was associated with cytoskeletal compo-
nents closely (Moore and Kinsey 1994). There are some
studies showing that c-Abl has F- and G-actin- binding
domain in its amino terminal region (Hantschel and
Superti-Furga 2004; Hernandez et al. 2004), and binds to
apical actin filaments in neuroepithelial cells (Van Etten
1999), suggesting a role in regulation of apical cytoskele-
ton (Woodring et al. 2003), cell adhesion and G-actin
polymerization (Lanier and Gertler 2000; Moresco and
Koleske 2003). We hypothesize that it is through the use of
these cytoskeletal binding motifs that c-Abl may regulate
the structural and functional differentiation of the uterine
lumen, stroma, and trophoblasts. Particularly, it may take
role in migration and movement of giant trophoblastic cells
during placental development.

Previous studies showed that proline rich region of
ESX1 mediates interactions in vitro with the c-Abl SH3
domain and ESXI1 has an essential function during pla-
cental development (Yan et al. 2000). As is known, the
labyrinth layer, fetal part of placenta, has a vessel network
formed by fetal capillary and maternal lacunas, and sup-
plies an extensive contact surface by this vessel network
(Ohlsson et al. 1999). Primary hemotrophic change
between mother and fetus occurs within this labyrinth
layer, and it is not possible embryo can survive without it
(Coan et al. 2004). In our study, we showed an intense
c-Abl staining in the labyrinth layer; it may be that c-Abl is
involved in the proper development of labyrinth layer and
thus the survival of the fetus. We indicated that c-Abl
expressed in labyrinth layer of placenta, but not in the
junctional layer or decidua basalis at days 11, 13 and 15 of
gestation. Remarkably, c-Abl expression increased in the
giant trophoblast cells and endothelial cells of fetal vessels
in the labyrinth layer from the 11th to the 15th day of
development. Thus we suggested that c-Abl could support
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development and continuity of placental development by
playing an important role in proliferation and migration of
trophoblastic cells necessary for fetal survival. Both cyto-
plasmic and membrane localization of c-Abl, especially
regarding its function in actin polymerization would be
explained by having c-Abl act in an effective role in
dynamic intracellular organization, coordinating morpho-
logical changes and the movement(s) of trophoblast cells.

Other previous studies have shown that c-Abl acts as an
angiogenic factor (O’Neill et al. 1997) and has a key role in
differentially mediating bFGF- and VEGF-induced angio-
genesis in microvascular endothelial cells (Yan et al. 2008)
and tumor micro-vessels (O’Neill et al. 1997). Our findings
are also consistent with c-Abl may have an angiogenic
function during placental development. It can be hypoth-
esized that c-Abl may have a functional role in angiogen-
esis and development of both the placenta and fetal
hematopoietic system. As mentioned, c-Abl knockout mice
have been shown to die early upon parturition (Tybulewicz
et al. 1991). Our detailed analysis of the expression of the
protein suggests that it may have a more subtle role in early
reproductive events than appreciated. Defects in synthesis
or regulation of the activity of c-Abl might cause abnor-
malities in the blastocyst or in aberrant uterine remodeling
with resulting altered embryonal and/or placental devel-
opment. Indeed, the defects found in the knockout mice
may in part result from developmental events gone awry in
the early embryo or placenta, or uterus. Careful study of the
consequences of disrupted c-Abl function early in devel-
opment, either in maternal tissues, the embryo, or both, will
allow these questions to be answered.
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A Putative Mitotic Checkpoint Dependent on mTOR
Function Controls Cell Proliferation and Survival

in Ovarian Granulosa Cells

Aylin Yaba, MSc, Veronica Bianchi, PhD, Andrea Borini, MD,
and Joshua Johnson, PhD

The conserved target of rapamycin (TOR) proteins are involved in sensing nutrient levels and/or stress

and the resultant control of cell growth, size, and survival. The authors assess mammalian TOR

(m'TOR) kinase expression in the mouse ovary and also the expression of its cofactors, Raptor, Rictor,

and LSTS8. In granulosa cells, mTOR demonstrates high cytoplasmic/perinuclear expression. The
kinase-active serine 2448—phosphorylated form of mTOR (P-mTOR) is present at very high levels dur-
ing the M-phase. P-mTOR was enriched on or near the mitotic spindle and also near the contractile ring
during cytokinesis. Rapamycin inhibition of mTOR resulted in both reduced granulosa cell proliferation
and reduced follicle growth in vitro, each in a dose-dependent fashion. Follicles cultured in rapamycin did

not undergo atresia. mTOR inhibition results in a reduction in granulosa cell proliferation, supporting a

model in which stress and nutritional cues may directly influence ovarian follicle growth.

KEY WORDS:

TOR, mTOR, mouse, ovary, granulosa cells, follicle, growth,

cytoskeleton, proliferation, size control.

Coordinated Granulosa Cell Proliferation
Is Responsible for the Growth of
Mammalian Ovarian Follicles

Follicles within the mammalian ovary grow in response
to a multitude of cues, including autocrine, endocrine,
paracrine, and juxtacrine signals."* Within this complex
context, the granulosa cells that surround single oocytes
are the key to follicle growth and increasing mass.
Beginning as a single layer of just a few pregranulosa cells
around a primordial oocyte, growth-activated granulosa
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cells proliferate in a stereotyped manner that results in the
multilaminar ovulatory follicle. Ovulatory follicles con-
tain tens of thousands of granulosa cells and surrounding
theca cells, which have proliferated and differentiated to
support the mature oocyte. While many signals that affect
granulosa cell behavior in vivo and in vitro have been
exhaustively characterized, exactly how granulosa cells
integrate said signals to control the growth of follicles is
unclear. One pathway that serves to integrate such signals
operates using the conserved mTOR kinase to regulate
cell responses to environmental cues.

mTOR Signaling and Cell Behavior

The target of rapamycin (TOR) gene product is a serine/
threonine kinase that has been implicated in the control of
a variety of cell behaviors. In general, during periods of
compromised nutrition or stress, mammalian TOR
(mTOR) activity is decreased, leading to pleiotropic down-
stream effects that can reduce cell size® and induce the onset
of autophagy.* Reduced mTOR activity can also result in
decreased proliferation,” and for this reason, mTOR is con-
sidered an important target for anticancer therapy.
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mTOR Controls Granulosa Gell Proliferation During Mitosis

mTOR functions as part of at least 2 multiprotein
complexes, each of which has defined roles in the control
of cell growth and fate. The first, the mammalian TOR
complex 1 (mMTORC1), consists of mTOR and a grow-
ing list of cofactor proteins. Among these cofactors, the
protein Raptor®” has been shown to be required for the
downstream eftects of mMTORC1. The other mTOR
complex, mMTORC2, includes the cofactor Rictor essen-
tially in place of Raptor.*” mTORC2 has been shown to
regulate the organization of the actin cytoskeleton, acting
through Rho GTPases.*""

mTOR Activity

Phosphorylation of serine residue 2448 in mTOR has
been shown to correlate with the activation status of
mTOR.""" The active molecule is referred to here as
P-mTOR. mTOR Ser-2448 phosphorylation is acutely
sensitive to rapamycin treatment.'"""> Phosphorylation of
mTOR at this site has been shown to be dependent on
upstream activity of the PI-3 kinase pathway'"'®"” and,
more recently, as resulting from feedback from a down-
stream mTOR substrate, P70S6 kinase (p70S6K)."" As
such, this modified form of mTOR has been used as an
indication of its activity and thus is reflective of nutrient
availability and stress.

mTOR Expression in the Ovary and
Within Other Mammalian Cells

Questions about mTOR function within the ovary have
begun to be addressed in the contexts of granulosa cell'®

1" function. Some information is available

and luteal cel
regarding the subcellular localization of mTOR in other
mammalian cells and tissues. In one example, Zhang
et al*” demonstrated a predominantly nuclear localization of
mTOR in a variety of transformed cell lines and primary
cells. In contrast, Drenan et al*! showed that endogenous
and recombinant mTOR primarily localize to the endo-
plasmic reticulum and the Golgi apparatus, even in some
of the same cell types. Another group showed that the
active form of mTOR  (phospho-serine 2448) is predom-
inantly nuclear in untreated Swiss 3T3 cells but rapidly
becomes associated with an actin cytoskeletal arc upon
the activation of cell migration.” Here, we have deter-
mined the location(s) of (1) total and (2) active mTOR
expression within the mouse ovary. Furthermore, we
show that inhibition of mTOR in primary cultures of
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granulosa cells results in cell death that correlates with
the G2/M stages of the cell cycle. Ovarian follicles cul-
tured in the presence of rapamycin were reduced in size
compared with vehicle-treated controls but remained
viable; the effects of rapamycin were not seen to be con-
sistent with the induction of follicular atresia. We hypoth-
esize that mTOR acts as a novel mitotic survival
checkpoint that acts to regulate follicle growth in vivo.

MATERIALS AND METHODS

Animals

The studies included in this work were performed in
accordance with the Yale University Institutional Animal
Care and Use Committee Policies for Animal Use under
an approved animal protocol. Handling and euthanasia of
mice were performed per the National Institutes of
Health Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals. C57BL/6 mice between 25 days and 11 weeks
of age were used for these studies. Ovaries were collected
from 25-day-old and 12-week-old C57BL/6 mice to
evaluate in situ expression of mTOR and P-mTOR.
Animals were housed in a temperature-controlled room
(21°C) under a 14:10 hour dark:light cycle with food
and water available ad libitum. Mice were killed using
cervical dislocation after ketamine anesthesia. After their
removal, the ovaries were immediately fixed with fresh
4% paratormaldehyde for 6 hours for immunostaining.
The experimental protocol for animal use was approved
by the Yale University Animal Resources Center.

Immunostaining

Detection of mTOR, P-mTOR, and P-HH3 in paraffin
sections. Paraffin-embedded samples were cut into 5-m
sections. After deparaffinization in xylene and rehydration
in a graded series of ethanols, antigen retrieval was per-
formed by microwaving in 10 mM sodium citrate, pH
6.0 for 8 minutes. For colorimetric detection of mTOR
and P-mTOR, sections were immersed in 3% hydrogen
peroxide in methanol for 10 minutes to block endoge-
nous peroxidase activity. Slides were then incubated in a
humidified chamber with TBS-T (Tris-buffered saline
containing 0.1% Tween-20 and 5% normal goat serum;
Sigma, St Louis, MO) for 1 hour at room temperature.
After removing excess blocking solution, the sections were
incubated with rabbit antimouse mTOR (1:50 dilution;
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Cell Signaling Technology, Danvers, MA) or P-mTOR
(1:50 dilution; Cell Signaling) overnight in a humidified
chamber at 4°C. The sections were washed 3 times for 5
minutes each with TBS-T, then incubated in biotinylated
antirabbit second antibody. Incubation in streptavidin—
horseradish peroxidase (HRP) conjugates (ABC Elite
HRP staining kit; Vector Laboratories, Burlingame, CA)
followed for 30 minutes. After washing, sections were
incubated in DAB (Sigma) and optionally counterstained
with hematoxylin. For dual immunostaining, Alexa
546—conjugated goat antirabbit second antibody (1:300
dilution; Molecular Probes, Carlsbad, CA) was substituted
for 1 hour at room temperature. The sections were
washed 3 times for 5 minutes each with TBS-T, then
reblocked with 5% normal goat serum in TBS-T solution
for 15 minutes at room temperature. Sections were
optionally incubated with rabbit antimouse Phospho-
Histone H3 (Alexa 488 conjugate; Cell Signaling; 1:200
dilution in TBS-T) or antimouse 0O~tubulin (Alexa 488
conjugate) for 1 hour at room temperature. After final
washes, sections were mounted in Vectashield mounting
medium (Vector Laboratories; H-1400) containing a
1:200 dilution of DAPI.

Cell Labeling and Cytospin Slide
Preparation

For granulosa cell labeling and subsequent cytospin slide
preparation, the manufacturer’s protocol for P-HH3 stain-
ing of cells in suspension was followed with the following
modification for concurrent labeling of P-mTOR. Prior
to the addition of the fluor-conjugated anti—-P-HH3, cells
treated with anti-P-mTOR  (1:50 dilution)
overnight at 4°C, washed 3 times for 5 minutes, and then
stained with antirabbit second antibody (Alexa 546 conju-
gate). Reblocking was performed prior to the addition of
anti-P-HH3. After 3 final washes, cytospin slides were pre-
pared, and cell nuclei were stained with DAPI. Both sec-
tions and granulosa cell cytospin preparations were imaged
using a Zeiss LSM Pascal Confocal Microscope.

‘were

In Vitro Culture, Treatment, and
Viability Assessment of Granulosa Cells
and Follicles

Granulosa cells. Ovaries were removed, rinsed in DMEM
media, and incubated in 3% sucrose/0.01 M EDTA.

Yaba et al

Afterward, cells were moved to DMEM/F12 with 5%
serum and punctured, and granulosa cells were filtered
through a 40-um filter. Cells were pelleted and resus-
pended in DMEM/F12 containing 5% serum, 1X peni-
cillin/streptomycin, and 13 (g/mL laminin (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Fifty thousand cells per well were then
plated in 96-well plates. The following day (day 0), the
media were removed and replaced with fresh media lack-
ing only laminin but containing either vehicle (EtOH) or
vehicle containing rapamycin in the following 100-fold
dilutions: 10, 0.1, 0.001, and 0.00001 nM. Cell viability
was assessed via the CellTiter assay™** 1, 3, and 5 days
after the addition of vehicle or rapamycin. For direct cell
counts, 75000 cells were plated and treated identically
with rapamycin or vehicle. At 1, 3, and 5 days after treat-
ment, cells (in triplicate) were trypsinized and resus-
pended in 100 PL of phosphate-buffered saline
containing 0.01% Trypan Blue (EMD Chemicals,
Darmstadt, Germany); the number of viable cells was
determined using a hemocytometer by counting those
cells that excluded Trypan Blue. A 2-way ANOVA of data
from viability and cell number experiments was per-
formed using GraphPad Prism statistical analysis software
(GraphPad Software, San Diego, CA).

Ovarian follicles. Follicles were cultured after the work of
Cortvrindt et al.* Briefly, preantral follicles were
mechanically isolated from the ovaries of 25-day-old
mice in Leibovitz L-15 media containing 1X penicillin/
streptomycin. Individual follicles were then placed in
individual drops of follicle culture media containing
0.5 pug/mL recombinant follicle-stimulating hormone
(National Hormone and Peptide Program, HUMC,
http://www.humc.edu/hormones) under mineral oil
Photographs were taken of follicles every 24 hours, and
diameter measurements were calculated using Axiovision
software (Zeiss, Thornwood, NY). Follicle viability was
assessed via a luminescent viability assay (Celltiter-glo;
Promega, Madison, WI) by placing individual follicles
either postculture or immediately after isolation (con-
trols) into fresh media droplets containing assay substrate
for 2 hours at room temperature.

For reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR), RINA was extracted from either whole
ovaries or isolated granulosa cells as follows. Either 1
whole ovary or granulosa cells isolated from 2 ovaries
were homogenized in 1 mL of Tri Reagent (Invitrogen),
tollowed by RNA extraction. Reverse transcription was
performed on 1 Ug of total RINA using Superscript II
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reverse transcriptase (Invitrogen) according to the manu-
facturer’s protocol. PCR was performed using 1 UL of
each RT sample within a reaction mix containing 1X
Bufter D (Epicentre Biotechnologies, Madison, WT), 10
pmol of each primer, and Taq polymerase (Epicentre
Failsafe Taq polymerase). Thirty-five PCR cycles were
performed for all target genes, with the exception of the
loading control B-actin, for which 25 cycles were per-
formed. Primers used for the amplification of mTORC
complex genes were as follows (oligonucleotide sequences
listed 5" to 3’ orientation; accession number and product
size follow gene name in parentheses). All primers were
designed such that a genomic exon was spanned, and
mock reversed transcribed control samples were run ver-
sus every experimental sample. mTOR (AF152838, 150
bp): sense, TTG GAG TGG CTG GGT GCT GA, anti-
sense, AAG GGC TGA ACT TGC TGG AA; LSTS
(AK088951,138 bp): sense, GAC TAA GGC AGA GTG
CAG AG, antisense, AAA AGC GCA CCG TGT GGT
CA; raptor (AB082952, 148 bp): sense, GCC ATC ACA
GAT ACC ATC GC, antisense, CTG CTT ACT GGG
GTG CAG TT; Rictor (AK087858, 110 bp): sense, GAG
AAC GTC CCG CTC GAT CT, antisense, TGG CCC
AGCTTT CTC ATA TT; and B-actin (NM007393, 399
bp): sense, GAT GAC GAT ATC GCT GCG CTG, anti-
sense, GTA CGA CCA GAG GCA TAC AGG.

RESULTS

mTOR Is Broadly Expressed in the
Mouse Ovary

As revealed by immunohistochemical detection methods,
mTOR expression was found to be essentially ubiquitous in
the mouse ovary (Figure 1), with higher expression in the
cytoplasm than the nuclei of cells (Figure 1A, B; nuclear
counterstaining is omitted to reveal greater expression in
cytoplasm than nuclei; the asterisk indicates a positively
stained oocyte). Cytoplasmic mTOR was detected in gran-
ulosa cells, theca, the ovarian stroma, ovarian surface epithe-
lium, and oocytes at all stages of follicular development
(examples in Figure 1B [asterisk] and C [red box and inset]).

The Kinase-Active Form of mTOR
(Phospho-Serine 2448) Is Highly Enriched
in Mitotic Granulosa Cells

We went on to assess the expression of the active, serine
2448—phosphorylated form of mMTOR" (referred to here
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as P-mTOR) in ovary tissue sections. Given the broad
and mainly cytoplasmic nature of total mTOR expres-
sion within granulosa cells, we expected a similar distri-
bution of the active form, under conditions in which
nutritional and stress status were normal in vivo.
However, P-mTOR was found to be massively enriched
in a small subset of cells within healthy follicles (colori-
metric detection of P-mTOR is shown in Figure 1D-G,
with counterstaining omitted in Figure 1D to highlight
the specificity within the granulosa cells relative to other
ovarian cell types and enrichment in scattered cells). This
enrichment of Ser 2448—phosphorylated mTOR was
found to correlate strongly with the mitotic status of
granulosa cells (Figure 1F-J). P-mTOR displayed dynamic
expression during the M phase, showing an association
near (Figure 1F and G, red arrowheads) and between
(Figure 1E I, and J, yellow arrowheads) separating chro-
mosomes. Concentrated P-mTOR  expression was also
consistently detected in the region of the actin contrac-
tile ring of dividing granulosa cells (Figure 1G, white
arrowhead). Adjacent oviduct and uterine tissues were
also examined, and no increase in the amount of P-mTOR
was detected during mitosis in any cell type other than
granulosa cells (data not shown).

The specificity of enriched expression during mitosis
was confirmed by dual staining of mMTOR and P-mTOR
with the mitosis-specific phosphorylated form of Histone
H3 (P-HH3).** Costaining with anti-P-HH3 (green
channel) revealed that in the case of P-mTOR, most
granulosa cells with high expression of P-mTOR were
also positive for P-HH3 (Figure 1H, I). High P-mTOR
expression was seen in all stages of mitosis, with the phos-
phoprotein showing tight localization to the region of the
mitotic spindle in P-HH3—positive cells (Figure 1H,
merged
Costaining with 0-tubulin confirmed the enrichment of
P-mTOR 1in the region of the mitotic spindle (Figure 1J).
While the association of P-mTOR with actin-containing
cytoskeletal structures has been reported,” its expression
in the region of the tubulin-based mitotic spindle is a
novel observation that may have unique consequences for

inset; and Figure 1I, yellow arrowhead).

granulosa cells and their proliferation.

Analysis of paraffin-embedded tissue sections allowed
for high-quality, reproducible detection of mTOR and
P-mTOR and their relative expression levels in the dif-
terent cell types of the ovary. However, to further assess the
subcellular localization of P-mTOR during interphase
cell cycle stages, we went on to use cytospin preparations
of freshly isolated mouse granulosa cells for the same dual
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LS

P-mTOR o-tubulin
DAPI

Figure 1. Expression of total and active (P-mTOR) mammalian target of rapamycin (nTOR) in the mouse ovary. Expression of mTOR in
growing follicles in the ovaries of 12-week-old animals via colorimetric immunohistochemical detection. (A, B) Hematoxylin counterstaining
has been omitted so that the positive signal (brown) may clearly be seen to be predominantly cytoplasmic. mTOR is expressed essentially ubiq-
uitously, with the highest levels seen in the ovarian surface epithelium and granulosa cells. Most granulosa cells express mTOR in their cyto-
plasm. (C) Representative small (primordial and primary) follicles, in which both granulosa cells and immature oocytes express mTOR. In
contrast, P-mTOR was found to be massively enriched in a small subset of cells within healthy follicles (colorimetric detection of P-mTOR is
shown in panels D and G, with counterstaining omitted in panel D to highlight the specificity to granulosa cells and nuclear enrichment in scat-
tered cells). P-mTOR showed an enriched expression that correlated strongly with the mitotic status of granulosa cells. Cells with mitotic fig-
ures showed high P-mTOR expression adjacent to condensed chromatin (F and G, red arrowheads). P-mTOR could also be seen decorating
the contractile ring (G) in cells undergoing cytokinesis (G, inset, white arrowhead). Immunofluorescent costaining with anti-phospho-Histone
H3 antibody revealed that most mitotic cells positive for P-HH3 were also positive for P-mTOR (H, I). In the case of cells at the metaphase and
anaphase stages of mitosis, P-mTOR could be seen in the region of the mitotic spindle (yellow arrowhead, H and inset; also I). We went on to
confirm the specificity of enriched expression during the mitosis of P-mTOR by performing dual staining for P-mTOR and o-tubulin (see
Figure 1], yellow arrowhead).
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Figure 2.

P-mTOR is expressed in freshly isolated mouse granulosa cells and enriched in those cells that are entering mitosis. Cytospin prepa-

rations of granulosa cells were prepared and dual stained for P-mTOR and P-HH3.These cytospin preparations allowed for a more detailed view
of the subcellular localization of P-mTOR. P-mTOR was clearly detected as being perinuclear (A and B, yellow arrowheads) in nondividing

cells (A and B) and at greatly increased levels reminiscent of that seen in paraffin sections (above) in G2/M-phase granulosa cells (C). All cells
that expressed high levels of P-mTOR also expressed P-HH3. Scale bars = 5 pm.

immunostaining (Figure 2). Immunostaining of cytospin
preparations revealed that P-mTOR is primarily cyto-
plasmic/perinuclear in nondividing cells (Figure 2A).
This expression was evocative of that seen in the region
of the Golgi apparatus and endoplasmic reticulum as
reported by Drenan et al.*' Here again, remarkable colo-
calization of P-HH3 and P-mTOR was found (Figure
2B, C) in cells with intact nuclei.

The localization of mTOR and its active form to
cytoskeletal elements led us to question which of the 2
mTOR complexes are present and potentially controlling
the function of granulosa cells. As mentioned, n"TORC1

and mTORC2 have defined roles in cell behavior, with
mTORC2 having previously been indirectly implicated
in the control of the actin cytoskeleton. As the proteins
Raptor (a required component of mMTOR C1) and Rictor
(MTORC2) are mutually exclusive in the 2 mTORC:s,
we determined which of the 2 are expressed in granulosa
cells by RT-PCR. As shown, both Raptor and Rictor are
expressed in whole ovary and in isolated granulosa cells
(Figure 3) at the level of mRINA. Whether the 2 proteins
are expressed and actually participate in mTORC func-
tion at the cytoskeletal sites revealed in these studies
remains to be investigated.
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Figure 3. Granulosa cells express the key components of both
mammalian target of rapamycin complex 1 (mTORCI1) and
mTORC2. Reverse transcription polymerase chain reaction analysis
of mTORC genes showed that the key components of both
mTORC1 and mTORC?2 are expressed in granulosa cells. Transcripts
of 2 genes common to both complexes, mTOR and mLST8, are
expressed in whole ovary samples (3 unique repeats, Ov1-3) and in
isolated granulosa cells (GC1-3). Both Raptor, an essential component
of mTORCI, and Rictor, essential for mTORC?2, are expressed
in whole ovary and in isolated granulosa cells. All mock reverse-
transcribed samples resulted in no bands.

Rapamycin Treatment Results in a
Reduction in Granulosa Cell Proliferation
and Aberrant Mitoses

The association with the mitotic apparatus mTOR might
have a role during granulosa cell mitosis. Inhibition of
mTOR might therefore affect and potentially prevent
normal mitosis. To this end, cell proliferation was assessed
within primary mouse granulosa cells cultured in vitro.
Fifty thousand granulosa cells were plated in triplicate
and treated with either 1 concentration in a dilution
series of rapamycin or ethanol vehicle. As a control, the
global induction of apoptotic cell death in these cultures
was assessed via fluorescent-labeled annexin V and pro-
pidium iodide (PI) exclusion. Apoptotic cells were very
rare (less than 0.1% annexin V—positive/Pl-negative cells,
n = 3 samples per treatment) under all treatment condi-
tions. This is in keeping with published reports of mTOR
inhibition potentiating but not causing classical apopto-
sis.””** However, a dose-response relationship was found
between rapamycin treatment and granulosa cell number
as measured by the CellTiter assay and by the direct
counting of cells over the time course (Figure 4A, B). A
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plateau effect was seen at greater than 0.1 nM, with sim-
ilar significant negative effects upon measured granulosa
cell viability and number 3 and 5 days posttreatment at
and above that concentration. Treatment with lower con-
centrations, 0.001 and 0.00001 nM rapamycin, also
decreased cell viability and number.

Concurrent microscopic analysis of the cultures used
for the above assays of cell viability and number (Figure
4A, B) showed that the number of cells undergoing nor-
mal hallmarks of mitosis completion correlated with the
cell viability data (Table 1). Here, we scored the number
of cells per well in 5 microscopic fields with an appear-
ance of the late stages of mitosis, from approximately
mitotic anaphase through nearly complete cellular divi-
sion. The percentage of cells seen to be completing mito-
sis was dependent on the concentration of rapamycin;
treatment at all concentrations of rapamycin reduced the
number of mitotic cells relative to the total number of
cells, with essentially zero mitotic cells seen in 0.1-nM-
treated wells after day 1 of culture.

Rapamycin induces granulosa cell death during
mitosis in a concentration-dependent manner. Primary
granulosa cell viability was measured via colorimetric
assay at days 1, 3, and 5 posttreatment with 10, 1, 0.01,
0.001, and 0.00001 nM rapamycin (Figure 4A). Ethanol
vehicle-treated samples were set to 100% viability. Data
shown are mean optical density values = SEM. Significant
(P < .001, 2-way ANOVA analysis) viability reduction
was seen in cells treated with greater than 0.1 nM
rapamycin on days 3 and 5 posttreatment. At 5 days post-
treatment, cells treated with 0.00001 nM rapamycin
showed a significant decrease in viability versus vehicle as
well (P < .001).Viable cell number after each treatment
correlated with the loss of cells seen in the viability assays
at each time point posttreatment (Figure 4B). As seen in
the cell viability measurements, significant (P < .001) dif-
terences in cell number were seen in treatments greater
than 0.001 nM rapamycin versus vehicle on days 3 and 5.
Fluorescent immunocytochemical labeling of P-mTOR
and P-HH3 of 0.1 nM rapamycin-treated primary mouse
granulosa cells resulted in aberrant staining on day 3
posttreatment. Co-localization between P-mTOR and
P-HH3 was seen in vehicle-treated cells, as expected,
with condensed chromatin evident in mitotic cells (white
arrowhead). However, few cells were positive for P-
mTOR in cells treated with 0.1 nM rapamycin. A few
treated cells were positive for both P-mTOR and P-HH3
(yellow arrowhead); however, none of these cells demon-
strated normal chromatin morphology.
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Table 1.

Versus Rapamycin-Treated Primary Granulosa Cells

Percentage of Dividing Cells in Vehicle-Treated

Average % Dividing® Cells £ SEM

Rapamycin Concentration, nM

Days Posttreatment Vehicle 0.00001 0.001 10
1 7.7 4.8 3.8 3.4
3 9.1 6.0 2.2 0.9
5 6.0 4.4 1.4 0.3

*Cells were scored as dividing if they were elongated and raised from
mitotic anaphase through nearly complete cellular division. Approximately
200 cells were counted for each of 3 microscopic fields.

To directly assess the effects of rapamycin upon
mTOR Ser-2448 phosphorylation'"'"” in granulosa cells,
we assessed the expression of the phosphoprotein in
treated versus vehicle-treated cultures on day 3 of our
time course. As shown in Figure 4C, vehicle treatment
allowed for bright, compact staining associated with
P-HH3—positive chromatin (white arrowhead) as shown
above (Figure 1H) and as seen in untreated cells. In con-
trast, 0.1 nM rapamycin treatment resulted in not only a
reduction in the number of cells that completed mitosis
normally (Table 1) but also a reduction in the number of
cells that were brightly positive for P-mTOR. Rapamycin-
treated granulosa cells instead showed very weak staining
for P-mTOR when positive at all (cells denoted by white
outlines). Very few cells were positive for P-HH3.
However, a few cells in each well (of a 96-well plate) did
show aberrant immunopositive condensations of P-mTOR,,
above blackground, that co-localized with P-HH3 (yel-
low arrowhead).

Therefore, a direct correlation may be seen between
active mTOR, mitotic status (as seen in P-HH3 costain-
ing), and the completion of mitosis. We interpret these
data as indicative of a requirement for active mTOR and
its presumptive downstream targets such that granulosa
cells may proliferate normally and avoid cell death dur-
ing the G2/M stages of the cell cycle.

Rapamycin Treatment Results in
Attenuated Follicle Growth In Vitro

Finally, the effects of mTOR inhibition on growing fol-
licles were assessed. Intact mouse primary follicles (n =12
follicles per treatment) containing 2 to 3 layers of granu-
losa cells were cultured in increasing concentrations of

Reproductive Sciences Vol. 15, No. 2, February 2008 135

rapamycin; representative photomicrographs are shown in
Figure 5. Follicles treated with 1 nM and 100 nM were
reduced in size compared with both vehicle-treated sam-
ples and samples treated with 0.00001 nM rapamycin
(Figure 5A). Surprisingly, follicles cultured in 0.00001
nM rapamycin were consistently larger and demonstrated
improved morphology when compared with even vehi-
cle-treated follicles, as early as 24 hours postculture. At
the end of the culture period, follicle viability was meas-
ured using an indirect luminescence-based assay, and via-
bility for cultured follicles was compared with freshly
isolated follicles of the same approximate size(s). Even
follicles cultured in 100 nM rapamycin were shown to be
viable and generated approximately the amount of lumi-
nescence as freshly isolated follicles of the same diameter
(negative controls containing no follicles generated neg-
ligible background luminescence). Therefore, treatment
did not result in general toxicity to the follicles nor to the
induction of atresia, in which most granulosa cells would
have been induced to die via apoptosis.

DISCUSSION

In summary, mTOR is ubiquitously expressed in the
mouse ovary with predominantly cytoplasmic and perin-
uclear expression in granulosa cells. However, the active
form of mTOR, phosphorylated on serine 2448, is
strongly enriched within mitotic granulosa cells. P-mTOR
is enriched in the region of the mitotic spindle and also
near actin filament—containing structures, including the
contractile ring of cytokinesis. Active mTOR’s associa-
tion with the mitotic spindle is either a situation that is
unique to granulosa cells or has been unrecognized in
other mammalian cell types. Intriguingly, inhibition of
TOR protein in yeast has been shown to affect the
microtubule stability and the morphology and function
of the mitotic spindle.”” As mentioned, mTOR has been
shown to colocalize with actin condensations in vitro as
cells migrate.” Its association with actin elements within
the mitotic contractile ring may then occur in a similar
fashion.

The detected association with mitotic machinery
caused us to investigate possible effects of mMTOR inhibi-
tion on granulosa cell mitosis. In vitro culture of granu-
losa cells revealed negative eftects of rapamycin on cell
growth versus controls without an overt induction of
apoptosis. The negative effects of rapamycin on granulosa
cell proliferation are likely to be 2-fold. First, granulosa
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Figure 4.

cells that attempt to divide when mTOR is inhibited are
less likely to survive mitosis than vehicle-treated controls;
this was apparent after both the visualization of aberrant
mitoses within treated cells (Figure 4C) and the reduc-
tion in the number of cells displaying normal mitotic
hallmarks (Table 1). Second, mTOR inhibition may
result in changes in cell cycle duration or completion in
viable granulosa cells by acting at checkpoints outside of
the G2/M phases. mTOR has been shown to be involved
in cell cycle progression at G1,°°" but effects at G2/M
or at the so-called spindle checkpoint have not been
described to date.To our surprise, while low-level inhibition
of mMTOR (0.00001 nM rapamycin) resulted in a subtle
decrease in cultured primary granulosa cell number
(Figure 4A, B), it resulted in a consistent increase in the

size of cultured follicles (Figure 5A). Such an effect on
intact follicles is likely to result from the presence of the
oocyte and oocyte-supplied growth factors. Effects on
follicle and oocyte quality under these conditions will
require further investigation.

Understanding the upstream regulation of mTOR
during the cell cycle is an important future direction. Just
how is mTOR activated at such high levels during such
a specific cell-cycle window? One known upstream acti-
vator of mTOR, PI3-kinase, has been shown to be
required for cell cycle progression, specifically the M/G1
transition in CHO cells.” PI3-kinase’s action would
seem to be earlier than that seen for mTOR here, but
exposure of those cells to the PI3K inhibitor LY294002
at early time points during mitosis did result in cleaved
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Figure 5. Follicle growth in vitro is attenuated by rapamycin treatment.
(A) Representative images of follicles treated with either rapamycin or
vehicle (VEH) during 4 days of in vitro culture. Follicles were pho-
tographed every 24 hours after placement in culture; images are
shown at 24 and 96 hours. Postculture viability was assessed using a
luminescence-based viability assay (B). Follicles cultured in rapamycin
demonstrated similar viability as freshly isolated follicles of the same
approximate diameter, demonstrating that treated follicles are still alive
but have grown less than vehicle-treated controls (solid line, linear
regression of relationship; dashed lines, 95% confidence interval).

caspase-3, indicating commitment to apoptosis. Whether
mTOR acts downstream of PI3K in a cell cycle-dependent
manner in granulosa cells is unclear. Equally exciting
questions remain as to the downstream targets of mMTOR
activity in mitotic granulosa cells. As mentioned, direct
effects of mTOR activity on the cytoskeleton through
the mTORC2 are known in other cell types,*!’ and such
effects may exist on the mitotic cytoskeleton. Exactly
how death is initiated and executed during these stages is
also unclear. The activation of caspase-3 after PI3K inhi-
bition™ is an intriguing downstream event that may result
from mTOR inhibition during mitosis.

mTOR Control of Granulosa Cell
Proliferation: Effects on Follicle Size

mTOR control of cell proliferation has been investi-
gated, especially with regard to the clinical application of
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rapamycin in attempts to slow tumor growth.” We now
hypothesize that mTOR acts to control granulosa cell
proliferation in a novel manner that is dependent on its
binding to the cytoskeleton. The integration of nutrition
and stress cues through mTOR may therefore directly
control the growth and growth rate(s) of ovarian follicles
in vivo in this manner. The preliminary demonstration
that rapamycin slows the growth of follicles while pre-
serving overall follicle viability (Figure 5) supports this
hypothesis. More information is needed regarding mTOR
function in these cells that are so critical for steroidoge-
nesis, fertility, and ovarian cancer onset and progression.
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