T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

T1ibbi Biyokimya Anabilim Dali
T1ibbi Biyokimya

Doktora Tezi

RAT POLIKISTIK OVER SENDROMU MODELINDE TRPVI VE TRPM2 iYON
KANALLARININ EKSPRESYONUNUN VE METILASYONUN ROLU

Emine Incilay TORUNOGLU
ORCID: 0000-0003-4641-0067

Dog. Dr. Turan AKDAG
ORCID: 0000-0003-3175-6751

Ikinci Danisman
Prof. Dr. Bahattin AVCI
ORCID: 0000-0001-6471-6495

Bu tez calismas1 Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma projeleri tarafindan
23DR 18007 numarali proje ile desteklenmistir.

Konya — 2026



il



ON SOZ VE TESEKKUR

Bilimsel aragtirma siireci, yalnizca bireysel g¢abalarin degil, ayn1 zamanda bir¢ok
kisinin bilgi, deneyim ve desteginin bir araya gelmesiyle ilerleyen bir yolculuktur. Bu tez
calismasinin hazirlanmasi siirecinde katki sunan, yol gosteren ve destek olan tiim degerli kisi
ve hocalarima tesekkiirlerimi sunmay1 bir bor¢ bilirim. Oncelikle, tez ¢alismamin her
asamasinda bilgi birikimi, rehberligi ve yapict yonlendirmeleriyle bana 1s1k tutan Prof. Dr.
Mehmet Giirbilek ve danigmanim Dog¢.Dr. Turan Akdag’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.
Bilimsel yaklagimi, degerli katkilar1 ve destekleriyle caligmalarimin sekillenmesine 6nemli
katki saglayan Prof. Dr. Bahattin Avci’ya tesekkiir ederim. Epigenetik c¢aligmalarimda
deneysel siireglerin yiiriitiilmesinde yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr. Betiil Ziilfinaz Celik’e
icten tesekkiir ederim. Tez calismamin tiim agamalarinda destegini esirgemeyen, motivasyon
saglayan Dr. Erdi Can Aytar’a goniilden tesekkiir ederim. Istatistiksel analizlerin
yapilmasinda katki saglayan Dr. Alper Durmaz’a tesekkiir ederim. Ayrica jiiri iiyelerim Dog.
Dr. Cigdem Damla Deniz’e, Doc. Dr. Betiil Aydin’a ve Prof. Dr. Hiiseyin Kurku’ ya degerli
goriisleri ve yapict Onerileriyle tez ¢alismama katki sagladiklari i¢in tesekkiir ederim. Bu
siire¢ boyunca dogrudan veya dolayli olarak katki saglayan, sabir ve anlayislarini her zaman

hissettiren rahmetli annem Meral Torunoglu’na sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Emine incilay TORUNOGLU
Nisan 2026

il



ICINDEKILER

ON SOZ VE TESEKKUR .....oueeeeeerererrnencresessssesssssssssesessssssssssessssssssssesssssssssssssssssssssasessssses iii
ICINDEKILER.......eeceetieeeeeerereneesesesesssssesesessssssssesessssssssssesssssssssssssssssssssssessssssssssssesssssesans iv
TEZ ONAY SAYFAST ...uiiiiniininnuissensisssissssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssas vi
BILIMSEL ETIK BEYANNAMESI c.ccuuuiiuiinisincnsnsinsensenssnssssessesssssssesscnsenssssssssessens viii
SIMGELER VE KISALTMALAR.......coeeetetesseresesesessesssssesessssssssesessssssssssssssssssessssssessesss ix
TABLOLAR LISTES .cccuiuiiuiininiscnnesinscscnsnsinscsscnssssissesscssesssssssssssessssssssssssassssssssssnss xii
SEKILLER LISTESI....cucuviitiieeeereinieeenesesesssesesssesssssesesssssssssessssssssssssessssssssssssesssssssses xiii
OZET ... iiiiiiiiiiiiiiiiiiietiiiiesttttssttesesssesssssscssssssssssstosssssssssssssssssssssssssssssss XV
ABSTRACT ....coovuvivnrcnnensercsnnens xvi
1. GIRIS VE AMAC ... ieeerererseesseesesesessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssessssssssssssssssssess 1
1.1. Projenin Konusu Ve OZglin DEFEli.cmrersrecsssssessssssesssssssssasessssssesssssssssssessssssessssssassssessssases 1
1.2. AMAG V& HeEAOTleT uuueiieecrneeeenrrnniecnssnneeccssnnsecssssnssecsssnssscssssnssssssssssssssssnssssssssnssssssssssssssssnnas 1
1.2.1. PKOS patogenezinde iyon kanallarinin rolii ve 6neminin aydimnlatilmast ....................... 2
1.2.2. Tedavide kullanilan ajanlarin iyon kanallar1 lizerinden olasi etkilerinin

AYAINIALIIMAST ..eeviieiiieciie ettt ettt et e e beesbeeesbeesaeenbeeseeesbeensaeensaenseaans 2
1.2.3. Semptomlarin tedavisi ve lireme fonksiyonlarinin iyilestirilmesi............ccccveevrvererennennne. 2
1.2.4. PKOS tedavisinde yeni terapotik yaklagimlarin gelistirilmesi.........ccceeevveeeveeiivennieeneenne. 2
1.2.5. EKONOMIYE KAtKI....ccuviiiiiiiiiiiie ettt ettt aee e e e e e eeaeeeenns 2
1.2.6. Yaymlar ve bilimsel Katki .........ccoooiiiiiiiiiiiiiciececeeeeeee e 3
1.2.7. Saglik hizmetlerinin 1y1leStrilmesT .......c.eeerveeeiiieeiieeiee e e 3
2. GENEL BILGILER ... uiieneerencnnncnsencnsensessesssessssssssssensssssesssssssssssssssssssssassssssssssssaes 5
2.1. Polikistik Over Sendromu .5
2.1.1. TanIm .eceeeeeecssaeecssasecssnnscsnns 5
2. 1.2, TAITGEST .ttt e e e et e e e et e e e e eta e e e e e ntae e e e e araeeeeanrreeeennaeas 5
B2 TG TR 253 1 (55 00U 70 0§ ) USSR 6
21,4, EHIYOLOJIST cuvvieuiieiiieiieiiie et eetie et eite et e et e et e e taeeteeesbeesaeesseesseeesseessaesnsaessseenseessseenseensseans 8
2. 1.5, GEIISIMI .ttt e e e e b e e e e aa e e e e etba e e e eeataeeeeearseeeeenseeeeennraeas 8
B B o 110 T34 1S4 L PSPPSR 9
2.2. Polikistik Over Sendromu Medikal Tedavi YaKlagimlar ceceeecceeccsnseccscssnsecsssssasccssssnssscsaes 11
2 TR\ <15 0] 4 14U o DSOS 11
2.2.2. Kombine oral kontraseptifler..........ccouiiriiiieiiiiiiiiiieciie ettt 15
2.3, Iy ON KANALIATTucueerererererererereneresenesenesesesesesesesesesesesesesesesssesesesesesesesesesesesesesssesesesesssssesssssesens 17
2.3.1. Gegici reseptor potansiyel iyon Kanallart ceeeeeeeeceeesseecsecsseicsenssnessecssencsensssncsessssecsanes 17
2.3.2. Gegici reseptor potansiyel vanilloid 1 (7rpvl) iyon kanallart............cccceeeeevveeniieennnnns 17
2.3.3. Gegici reseptor potansiyel melastatin-2 (7rpm?2) iyon kanallari..........ccceeeveeeciveennnens 18
2.4. Epigenetik ve PKOS iligkisi 18

v



2. 5. DNA Metilasyonu ve PKOS 1liSKiS1......ceruiieiieiiiiiieiieeieece ettt 20
2. 6. Polikistik Over Sendrom MOEIIETT ceeeeueeseesserseecsencessaecssnssessanssssssessancsssssnsssessassssssseesssans 21
3. GEREC VE YONTEM ....uouueeererrreeresesssssesesessssssssssesssssssssessssssssssasssssssssssssssesssssssseseses 25
3.1. Hayvan Etik Kurul Onay1 .25
3.2. Deney Hayvanlariin Temini 25
3.3. DENEY GIUPIATT aeiesuresseresressarsssnesssrsssssssssssssssssossssssasssssssssssssssssasossssssssossssssassssasssssossssssasess 25
3.4. Polikistik Over Sendrom MOdeliu..ceesseeseesseessecsercsessancssnssenssncssncsesssnsssessssssnsssessssssssssessssans 26
3.5. VAJINAl YaAYMAuueitrrrrirrrersressansssessssssssssssssssssssssossssssssossssssssossssssassssssssssossssssasessassssssssssssassss 26
3.6. Ilag Uygulama Prosediirii .27
3.7. Deneyin Sonlandirilmasi .28
3.8. Rat Luteinizan Hormon (LH) Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi .29
3.9. Rat Follikiil Stimulan Hormon (FSH) Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi .c..eeeessessesensess 30
3.10. Rat Ostradiol (E2) Konsantrasyonlarinin BelirlenmeSi..eecsesessesesessesessessssssessssssessasessans 31
3.11. Rat Testosteron Konsantrasyonlarinin BelirleNmesic.ceeeeseeseecsessuecsacssensaecsanssessaessaecsnnens 32
3.12. Kan ve Dokuda RNA 1Z0laSYO0NU ..cucuererseresesssessesssnessssssesssssssssssssssssssssssssssssessssssssssessns 32
3.13. RNA Orneklerinden CDNA SENLEZ cuererreressesssessessssessssssessssssssssssssssssssssssssssssessssssssssessns 33
3.13.1. RT-PCR QNALIZI «..eeeuveiiiiieieeiieiee et sttt et sttt e 34
3.14. Kan ve Over Dokularindan DNA izolasyonu 35
3.15. DNA’nin Bisiilfit MOAifIKaSYONU weevueerersserseecsencsessncsanssessaesssnssessansssssssssnsssesssssssssssssssns 36
3.16. Metilasyon Spesifik PCR (IMSP).uuccvccvissensuicsencsessuecsanssenssnssssssesssessssssssssssssssassssssssssssns 36
3.17. IStatiStIKSE] ANAIIZIET verrrerersereseseressessssssssssesssnssessssessssssessssssssssssssssssesssssssssssesssssssssssessans 38
4. BULGULAR .auuuiieictrienstisnssesssisssnssesssissssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 39
4.1. PKOS MOGCL cuvreuersurcserssessancsarsessunssanssesssnssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 39
4.2. Canlt AGITIIK BUlUIarTeeeeioeecseeiseecsuensseecsuenssninseenssnecssesseesssnssssccssessssssssessssssssssssassssesssse 41
4.3. Serum FSH, LH, E2 ve Testosteron Konsantrasyonlaric...eceeeeessssecsssescsssssssssssssasssssassses 42
4.4. Kan ve Over Dokusunda 7rpvI Gen Ekspresyonu 47
4.5. Kan ve Over Dokusunda 7rpm2 Gen Ekspresyonu 49
4.6. Kan ve Over Dokusunda 77pvI Promotor MetilasyonU...eeeeeeeeesssecssssscssssssssssssssnsssssassses 51
4.7. Kan ve Over Dokusunda 7rpm2 Promotor MetilaSyOnU....eececseeessssecsssescssasssssssssssasssssascses 53
4.8. Trpvl ve Trpm2 Genlerinin Over ve Kan Dokularinda Promotor Metilasyon ile

Ekspresyon Iligkisine Ait KOTClasyomn eeeceeesecsseesesssecseecsecsancsanssasssecssessesssecsssssesssesssssasssscsasnn 55
5. TARTISMA ...uuouiiuinniiensninsncsnsssncssicsssssessssssssssssssessssssessssssssssesssssssssssssssssassssssssssasssssssssss 57
6. SONUC VE ONERILER .67
6.1. SONUG cueerreerrnerecsscnnnaccsnnns 67
6.2. ONEriler.ciuirereeeeeerereressasenes 67
7. KAYNAKLAR....ouiiiiiiiiiisetsensesssissessesssissssssesssssssssssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 69
8. EKLER.........ccccevruevvurcuennnen. 79
8.1. EK 1 EtiK KUTUI KATaIT ceeeseresssercsssercssanscssanscsssnssssassssanssssassssssssssssssssssssssnsssssasssssassssnsssssnases 79




TEZ ONAY SAYFASI

Necmettin Erbakan Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya Anabilim
Doktora Ogrencisi EMINE INCILAY TORUNOGLU’nun “Rat Polikistik Over
Sendromu Modelinde Trpvl ve Trpm2 Iyon Kanallarimn EKspresyonunun ve
Metilasyonun Rolii” baslikli tezi tarafimizdan incelenmis; amag, kapsam ve kalite yoniinden
Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Konya /10.04.2026

Tez Danigsmani Dog. Dr. Uyesi Turan AKDAG

Necmettin Erbakan Universitesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Mehmet GURBILEK

Necmettin Erbakan Universitesi

Jiiri Uyesi Dog¢.Dr. Cigdem Damla DENIZ

Konya Sehir Hastanesi

Jiiri Uyesi Prof. Dr. Hiiseyin KURKU

Necmettin Erbakan Universitesi

Jiiri Uyesi Dog¢.Dr. Betiil AYDIN

Gazi Universitesi

Yukaridaki tez, Necmettin Erbakan Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Yonetim Kurulunun 22/04/2026 tarih ve 08/24 sayili karari ile onaylanmistir.
Prof. Dr. Hasibe VURAL

Enstiti Midira

Vi



TEZ CALISMASI ORIJINALLIK RAPORU

“Rat Polikistik Over Sendromu Modelinde Trpv! ve Trpm2 lyon Kanallarinin

Ekspresyonunun ve Metilasyonun Rolii” bagslikli tez calismamin toplam 57 sayfalik kismina
iliskin, 22. 04. 2026 tarihinde tez danismanim tarafindan Turnitin adli intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna
gore, tezimin benzerlik oran1 %8 olarak belirlenmistir.

Uygulanan filtrelemeler:

A A o e

Tez kabul sayfas1 harig

Tez ¢alismasi orijinallik raporu sayfasi harig
Bilimsel etik beyannamesi sayfasi harig¢

On s6z haric

Icindekiler hari¢

Simgeler ve kisaltmalar harig

Materyal ve metot hari¢

Kaynaklar harig

Alintilar dahil

. 7 kelimeden daha az 6rtiisme igeren metin kisimlari harig

Necmettin Erbakan Universitesi Tez Calismasi Orijinallik Raporu Uygulama

Esaslarii inceledim ve tez calismamin, bu uygulama esaslarinda belirtilen azami benzerlik
oraninin (%20) altinda oldugunu ve intihal i¢ermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel
durumda dogabilecek her tirlii hukuki sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis
oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

22/04/2026

Emine Incilay TORUNOGLU Doc. Dr. Turan AKDAG
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BIiLIMSEL ETiK BEYANNAMESI

Bu tezin tamaminin kendi ¢alismam oldugunu, planlanmasindan yazimina kadar tiim
asamalarinda bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet edildigini, tez i¢indeki biitlin
bilgilerin etik davranig ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde edilerek sunuldugunu, ayrica
tez hazirlama kurallarina uygun olarak hazirlanan bu c¢alismada baskalarinin eserlerinden
yararlanilmasi durumunda bilimsel kurallara uygun olarak atif yapildigini1 ve bu kaynaklarin

kaynaklar listesine eklendigini beyan ederim.

10/04/2026

Emine Incilay TORUNOGLU
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SIMGELER VE KISALTMALAR
SIMGELER

°C: Santigrat derece

%: Yiizde

+: Arti/eksi

<: Kiictiktiir

>: Biytiktiir

xg: Yercekimi ivmesi kat1 (g kuvveti)

1X



KISALTMALAR

ACC: Asetil-KoA karboksilaz

AMP: Adenozin monofosfat

AMPK: AMP ile aktive edilen protein kinaz
AMH: Anti-Miillerian hormon

ANOVA: Tek yonlii varyans analizi

ATP: Adenozin trifosfat

BER: Baz eksizyon onarimi

BMI: Viicut kitle indeksi

CaMKK2: Kalsiyum/kalmodulin bagiml1 protein kinaz kinaz-2
CMC: Karboksimetil seliiloz

Ct: Dongii esigi

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DNMT: DNA metiltransferaz

DNMT1: DNA metiltransferaz-1

DNMT3a: DNA metiltransferaz-3 alfa
DNMT3b: DNA metiltransferaz-3 beta

dNTP: Deoksintikleotid trifosfat

E2: Ostradiol

EE: Etinilostradiol

EE/DRSP: Etinilostradiol / Drospirenon

ELISA: Enzim bagli immiinosorbent analiz
FSH: Folikiil stimiilan hormon

GAPDH: Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
GnRH: Gonadotropin salgilatict hormon

GLUT: Glukoz tastyict

HADYEK: Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
HOMA-IR: Insiilin direnci homeostaz modeli
HRP: Horseradish peroksidaz

IGF-1: Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1
IGFBP-1: Insiilin benzeri bilyiime faktérii baglayici protein-1
LH: Liiteinizan hormon

mRNA: Mesajci riboniikleik asit

MSP: Metilasyon spesifik polimeraz zincir reaksiyonu
NIH: National Institutes of Health

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

PKOS: Polikistik over sendromu

RNA: Riboniikleik asit

ROS: Reaktif oksijen tiirleri

RT-PCR: Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
SAM: S-adenozilmetiyonin

SHBG: Seks hormon baglayici globulin

Trp: Gegici reseptor potansiyel

Trpal: Transient receptor potential ankyrin-1
Trpc: Transient receptor potential canonical
Trpm?2: Transient receptor potential melastatin-2
TrpvI: Transient receptor potential vanilloid-1
Trpv2: Transient receptor potential vanilloid-2
USP: Unmetilasyona 6zgiil primer



VKI: Viicut kitle indeksi
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RAT POLIKISTIK OVER SENDROMU MODELINDE TrpvI VE Trpm2 IYON
KANALLARININ EKSPRESYONUNUN VE METILASYONUN ROLU
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Polikistik over sendromu (PKOS), iireme ¢agindaki kadinlarda sik goriilen, hiperandrojenizm, ovulatuar
disfonksiyon ve polikistik over morfolojisi ile karakterize kompleks bir endokrin ve metabolik bozukluktur. Bu
tez ¢calismasinin amaci, ratlarda olusturulan PKOS modelinde TrpvI ve Trpm2 iyon kanallarinin gen ekspresyon
diizeyleri ile promotoér metilasyon durumlarmi arastirmak ve PKOS tedavisinde yaygin olarak kullanilan
metformin ile etinil stradiol/drospirenon (EE/DRSP) kombinasyonunun bu parametreler iizerindeki etkilerini
degerlendirmektir. Calismada deney hayvanlart kontrol, PKOS, metformin, EE/DRSP ve metformin+EE/DRSP
olmak iizere farkli gruplara ayrilmistir. PKOS modeli olusturulduktan sonra serum hormon diizeyleri (FSH, LH,
Ostradiol ve testosteron) belirlenmis, kan ve over dokularindan RNA ve DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.
Gen ekspresyon diizeyleri ger¢cek zamanli PCR yontemi ile analiz edilirken, DNA metilasyon durumlari
metilasyon spesifik PCR yontemi ile degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, PKOS grubunda hormonal
dengenin bozuldugunu ve over dokusunda morfolojik degisikliklerin meydana geldigini gostermistir. Ayrica
Trpvl ve Trpm2 genlerinin ekspresyon diizeylerinde ve promotdr metilasyon durumlarinda 6nemli degisiklikler
tespit edilmistir. Uygulanan metformin ve EE/DRSP tedavilerinin hem gen ekspresyonu hem de metilasyon
profilleri iizerinde diizenleyici etkiler gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle kombine tedavi uygulamasinin bazi
parametrelerde daha belirgin iyilesme sagladigi gozlenmistir. Sonug olarak, bu c¢alisma, Trpvl ve Trpm?2 iyon
kanallarinin PKOS patogenezinde rol oynayabilecegini ve epigenetik diizenlemeler ile iligkili olabilecegini
ortaya koymaktadir. Elde edilen bulgular, PKOS’un molekiiler mekanizmalarinin anlagilmasina katki saglamakta
ve bu iyon kanallariin potansiyel terapotik hedefler olabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA Metilasyonu, Metformin, Polikistik Over Sendromu, Trpvi, Trpm2.
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THE ROLE OF EXPRESSION AND METHYLATION OF Trpvi AND Trpm2 ION
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Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a complex endocrine and metabolic disorder commonly observed
in women of reproductive age and is characterized by hyperandrogenism, ovulatory dysfunction, and polycystic
ovarian morphology. The aim of this doctoral thesis was to investigate the gene expression levels and promoter
methylation status of 7rpvl and TrpmZ2 ion channels in a rat model of PCOS, and to evaluate the effects of
metformin and the ethinyl estradiol/drospirenone (EE/DRSP) combination, which are commonly used in the
treatment of PCOS, on these parameters. In this study, experimental animals were divided into different groups
as control, PCOS, metformin, EE/DRSP, and metformint+EE/DRSP treatment groups. After the establishment of
the PCOS model, serum hormone levels including follicle-stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone
(LH), estradiol, and testosterone were determined. RNA and DNA were isolated from blood and ovarian tissues.
Gene expression levels were analyzed using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR), while DNA
methylation status was evaluated by methylation-specific polymerase chain reaction (MSP). The results
demonstrated that hormonal balance was disrupted in the PCOS group and that significant morphological
alterations occurred in ovarian tissues. In addition, notable changes were observed in both the expression levels
and promoter methylation status of the Trpvl and Trpm2 genes. Treatment with metformin and EE/DRSP
showed regulatory effects on both gene expression and methylation profiles. In particular, the combined
treatment exhibited more pronounced improvements in several parameters. In conclusion, the findings of this
study suggest that Trpvl and Trpm2 ion channels may play a role in the pathogenesis of PCOS and may be
associated with epigenetic regulatory mechanisms. These results contribute to a better understanding of the
molecular mechanisms underlying PCOS and indicate that these ion channels may represent potential therapeutic
targets for the management of the disorder.

Keywords: DNA Methylation, Metformin, Polycystic Ovary Syndrome, Trpvi, Trpm2.
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1. GIRIS VE AMAC

1.1.  Tezin Konusu ve Ozgiin Degeri

Arastirmamizin konusu, ratlarda olusturulan Polikistik Over Sendromu (PKOS)
modelinde Trpvl (Transient receptor potential channels, vanilloid subtype-1) ve Trpm2
(transient receptor potential melastatin-2) iyon kanallarinin gen ekspresyonlar1 ile
metilasyonunun PKOS patogenezindeki roliinii ve PKOS tedavisinde yaygin olarak kullanilan
Metformin, Drospirenone/Ethinylestradiol (EE/DRSP) kombine kullanimlarinin etkisini

arastirmaktir.

Bu calisma, PKOS patogenezi ve tedavi mekanizmalarinin anlagilmasinda 6nemli
sonuglar ortaya cikarma potansiyeline sahiptir. 7rpvl ve TrpmZ2 iyon kanallarinin PKOS
tizerindeki etkisi lizerine odaklanmasi bu ¢alismanin 6nemini artirmaktadir. 7rpvI ve Trpm2
iyon kanallari, PKOS' un gelisiminde ve ilerlemesinde kritik roller oynayan molekiiler
bilesenlerdir. TrpvI ve Trpm2 iyon kanallarinin ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin ve
genetik metilasyonun PKOS patogenezindeki énemli faktorler oldugu bu g¢alisma ile ortaya
konabilecektir. Elde edilecek bulgularin, PKOS semptomlarinin tedavisi ve lireme
fonksiyonlariin iyilestirilmesine yonelik potansiyel terapotik hedeflerin belirlenmesine katki
saglayabilecegi diislinlilmektedir. Ayrica Metformin ve EE/DRSP tedavide siklikla kullanilan
ilaglarin 7rpvl ve Trpm?2 iyon kanallarini nasil etkiledigini arastiran bu caligma, PKOS
tedavisindeki farmakolojik yaklasimlarin etkinligini daha iyi anlamamiza katki saglayabilir.
Bu da PKOS yo6netiminde yeni ve daha etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yol agabilir.
Bu calismanin, Trpvl ve Trpm?2 iyon kanallarmin PKOS patogenezindeki roliinii ve tedavi
stirecindeki etkilerini ortaya koyarak hastaligin mekanizmasinin daha iyi anlasilmasina ve

daha etkin tedavi segeneklerinin gelistirilmesine katki saglamasi hedeflenmektedir.

1.2. Amac ve Hedefler

Aragtirmamizin amaci ratlarda olusturacagimiz PKOS modelinde 7rpvI ve Trpm?2
iyon kanallariin gen ekspresyonlari ile metilasyonunun roliinii ve PKOS tedavisinde yaygin
olarak kullanilan Metformin, EE/DRSP ilaclarinin etkisini arastirmaktir. Bu calismanin

beklenen yararlar1 ve uygulamaya aktarma potansiyeli sunlar1 icermektedir:



1.2.1. PKOS patogenezinde iyon kanallarinin rolii ve 6neminin aydinlatilmasi
Trpvi/Trpm?2 iyon kanallar1 ile PKOS arasindaki olasi iligkiyi acikliga kavusturmay1
amaclamaktadir. PKOS, bir¢ok ciddi metabolik komplikasyon ile iligskilendirilmistir. Bu
komplikasyonlar arasinda tip 2 diyabet, metabolik sendrom gibi durumlar bulunmaktadir.
Trpm2 ve Trpvl kanallari, metabolik denge ve insiilin salimimi gibi 6nemli islevleri
diizenleyen proteinlerdir. Metforminin 77pm2 kanal aktivitesini inhibe ederek insiilin
salimimii artirdid1 ve glukoz metabolizmasini diizenledigi bilinmektedir. Iyon kanallarinin
PKOS patogenezindeki roliiniin ve Oneminin arastirilmasi, bu sendromun gelisimi ve
ilerlemesinde potansiyel katkilarini aydinlatmay1 hedeflemektedir. Bu arastirma, PKOS'un
altinda yatan mekanizmalar1 daha iyi anlamamiza ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesine

yol agabilir.

1.2.2. Tedavide kullanillan ajanlarin iyon kanallar1 iizerinden olas1 etkilerinin
aydinlatilmasi

PKOS tedavisinde hormonal ilaglar (oral kontraseptifler), anti-androjenler ve insulin
duyarliligin1 artiran ilaglar (metformin vb.) gibi secenekler bulunmaktadir. Bu tedavi
ajanlarinin iyon kanallar1 iizerindeki olasi etkilerinin aydinlatilmasi, PKOS'un patogenezi ve
tedavisi acisindan Onemli bir alan olabilir ve gelecekte daha iyi tedavi yaklasimlarimin

gelistirilmesine katki saglayabilir.

1.2.3. Semptomlarin tedavisi ve iireme fonksiyonlarmnin iyilestirilmesi

Arastirma sonuglarimiz, Trpvl ve Trpm2 iyon kanallarinin PKOS’un semptomlari
tizerindeki etkisini ortaya koyacak ve semptomlarin daha iyi yonetilmesine ve iireme
fonksiyonlarmin iyilestirilmesine yonelik yenilik¢i terapotik stratejilerin  gelistirilmesine

yardimci olabilme potansiyeline sahiptir.

1.2.4. PKOS tedavisinde yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi

Aragtirmamizin  sonuglari Oncelikle PKOS patogenezinin aydinlatilmasina 151k
tutacaktir ve PKOS tedavisinde siklikla kullanilan Metformin, EE/DRSP ve bunlarin
kombinasyonlarin Trpvl ve Trpm2 iyon kanallar1 tizerindeki etkisini aydinlatacaktir.

Dolayistyla daha etkin tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katkida bulunacaktir.

1.2.5. Ekonomiye katki
PKOS, kadinlarda yaygin bir hormonal bozukluktur ve tibbi tedavi gerektirmektedir.

Arastirma sonuclarimiz, daha etkili tedavi se¢eneklerinin gelistirilmesine ve hastalarin yasam
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kalitesini artirmaya yOnelik maliyet-etkin yaklasgimlarin  benimsenmesine katkida

bulunacaktir.

1.2.6. Yaynlar ve bilimsel katka

Calismamizin  sonuglar1, bilimsel alanda literatiire katki saglayacak potansiyele
sahiptir. Bu konuya ilgi duyan arastirmacilar ve saglik profesyonelleri tarafindan ileri
arastirmalara 151k tutacaktir. Bulgularimizin ulusal ve uluslararasi makale olarak sunulmasi
planlanmistir. Yayinlanan makaleler, PKOS iizerine yapilan aragtirmalara yeni bir perspektif

sunabilir ve gelecekteki caligmalarin temelini olusturabilecektir.

1.2.7. Saghk hizmetlerinin iyilestirilmesi
Arastirmanin  sonuglari, PKOS hastalarinin  mevcut tedavi protokollerinin
degerlendirilmesine ve yeni tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesine yardimci olacaktir. Bu da

hastalara daha i1yi saglik hizmeti sunulmasini saglayacaktir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Polikistik Over Sendromu
2.1.1. Tanim

Polikistik over sendromu (PKOS), artmis androjen diizeyleri, menstriiasyon
bozukluklar1 ve polikistik overlerle karakterize karmasik bir hormonal bozukluktur (Teede ve
ark., 2023). Literatiirde bir “hastalik” olarak degil, ¢oklu semptomlarla seyreden bir “klinik
tablo” olarak degerlendirilmektedir (Mohammed ve ark., 2025).

Uluslararas1 Kanita Dayali PKOS Degerlendirilmesi ve Yonetimi Kilavuzu’na gore,
yetiskinlerde PKOS tanisi i¢in asagidaki ii¢ kriterden en az ikisinin bulunmasi gerekmektedir
(Teede ve ark., 2023). (1) Total testosteron, serbest androjen indeksi veya biyolojik olarak
kullanilabilir testosteronun artisiyla birlikte klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm;
(2) diizensiz veya hic¢ adet gormeme ile birlikte ovulatuar disfonksiyon; (3) ¢ok sayida kiigiik
antral folikiil, genislemis overler ve/veya artmig anti-miillerian hormon (AMH) diizeyleri ile
karakterize PKO morfolojisi. Polikistik overler ile normal over hiicrelerinin karsilastirilmasi

sekil 2.1. gbsterilmistir.

Polikistik over Normal over

Gelisen primer  Ikincil oosit ~ Folikiiler ~ Folikiiler sivi
Olgun folikul folikdil hicreler

Bircok olgunlasmamig
folikal

Kist

Kalin fibrotik

Kkapsiil Korpus a
psd albicans %“

7 Yumurta
= f birakiimig
—; (ovulasyon)

Atretik folikiil S

Tam gelismis Erken korpus
korpus luteum luteum

Sekil 2.1. Polikistik overler ile normal over hiicrelerinin karsilastirilmasi (Teede ve ark., 2023).

2.1.2. Tarihgesi
PKOS, ilk kez 1935 yilinda Irving F. Stein ve Michael L. Leventhal tarafindan yapilan
aragtirmalar sonucunda, yumurtlama bozukluklariyla iligkili bir klinik tablo olarak

tanimlanmistir. Modern tarihgesi, 1935 yilinda Irving F. Stein ile Michael L. Leventhal



tarafindan “amenore, hirsutizm ve poli-kistik over goriinimi” icliisi baglaminda
tanimlandiginda baglamis olup, bu c¢aligmayla sendrom ilk kez sistematik bi¢cimde tarif
edilmistir (Stein ve Leventhal, 1935). Bununla birlikte, tarihi kayitlar incelendiginde 1721°de
Italyan bilim insan1 Antonio Vallisneri tarafindan “parmak yumrugu biiyiikliigiinde parlak,
beyaz ylizeyli yumurtaliklar” tanimlanmis ve bu bulgu giinimiizde PKOS ile
iligkilendirilmektedir (Azziz, 2021). Tani kriterleri, 1990’11 yillarda National Institutes of
Health (NIH) tarafindan 6nerilmis (A. Huang ve ark., 2010) ve daha sonra 2003 yilinda
European Society of Human Reproduction and Embryology/American Society for
Reproductive Medicine (Geisthovel, 2003) ortaklasa belirledigi “Rotterdam kriterleri” ile

yaygin bicimde kabul gormiistiir.

2.1.3. Epidemiyolojisi
Prevalans

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan siif II oligooviilasyon tanis1 almis 827 kadin
tizerinde yiiriitiilen ¢aligmada, olgularin %55’ inin 1990 Ulusal Saglik Enstitiileri kriterlerine,
%91 1nin ise 2003 Rotterdam kriterlerine gore polikistik over sendromu (PKOS) kapsaminda
degerlendirildigi bildirilmistir. Bu bulgu, Rotterdam kriterlerinin daha genis ve kapsayici tani
Olciitleri sundugunu ve buna bagl olarak PKOS prevalansinin anlamli diizeyde daha yiiksek
saptandigin1 gostermektedir. Bu bulgu, Rotterdam kriterlerinin daha genis kapsamli tam
Olgiitleri sundugunu ve dolayisiyla prevalans degerlerini anlamli sekilde artirdigini
gostermektedir (Broekmans ve ark., 2006). 2012 yilinda Tiirkiye’de 392 kadin iizerinde
gerceklestirilen epidemiyolojik bir ¢alismada, PKOS prevalansi; Ulusal Saglik Enstitiileri
(1990), Rotterdam (2003) ve Androjen Fazlaligi ve PKOS Dernegi kriterlerine gore sirasiyla
%6,1, %19,9 ve %15,3 olarak saptanmistir. Bu bulgular, PKOS tanisinda kullanilan kriter
setlerinin epidemiyolojik prevalans tahminleri tizerinde belirleyici bir rol oynadigini ortaya
koymakta; ayrica sendromun hem iireme sagligi hem de metabolik hastaliklarin gelisimi
acisindan O6nemli bir halk sagligi sorunu oldugunu agikca gostermektedir (Yildiz ve ark.,
2012). Tiirkiye’de 2020 yilinda yayimlanan bir meta-analizde PKOS prevalanst %15 - 20
araliginda bildirilmistir (Deswal ve ark., 2020).

Komorbiditeler
PKOS ve obezite, birbirini etkileyen karmasik patofizyolojik siireglerdir. PKOS’lu
kadinlarin yaklasik %65’inde obezite varligi bildirilmis olup, bu durumun hem genetik

yatkinlik hem de c¢evresel faktorlerle iligkili oldugu kabul edilmektedir. Obezitenin



degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan klinik Olgiitler arasinda viicut kitle indeksi

(VKI), bel cevresi ve bel-kalca oran1 yer almaktadir (Hagberg & Spalding, 2023).

Puberteden yetiskinlige gegis slirecinde kilo artiginin belirgin oldugu bilinmektedir. Bu
kapsamda, PKOS’lu bireylerin %]11’inde yiiksek viicut kitle indeksi (VKI) egilimi
saptanirken, PKOS bulunmayan kontrol grubunda bu oran %6,6 olarak bildirilmistir. On y1llik
izlem siiresinde ise PKOS’lu bireylerin ortalama olarak +2,6 kg daha fazla kilo artisi
gosterdigi rapor edilmistir (Stener-Victorin ve ark., 2024). Bununla birlikte, menopoz
donemine yaklasildik¢a bu farkin azaldigi, PKOS’u olmayan kadinlarin da zamanla benzer
sekilde kilo aldig1 ifade edilmektedir. Ayrica, PKOS ile iligkili kilo artiginin etnik kokene
gore farklilik gosterdigi; Amerikali Hispanikler, Afrikali Amerikalilar ve Giiney Pasifik
Adalilarin daha ytiksek viicut agirligina sahip oldugu, buna karsin Avrupalilar ile Giiney ve
Dogu Asyal bireylerin daha diisiik VKI degerlerine ragmen daha yiiksek abdominal obezite
oranlar sergiledigi bildirilmektedir (Sendur ve Yildiz, 2021).

Abdominal obezite, insiilin direnci ve hiperinsiilinemi ile iligkili olup, artmis lipoliz
sonucunda dokularda serbest yag asitlerinin birikimine yol agar; bu durum lipotoksisite
araciligiyla hiicresel hasar1 artirarak insiilin direncinin progresyonuna katkida bulunur. Artan
instilin direnci ve hiperinsiilinemi, ovulasyon siirecini olumsuz etkileyerek menstriiel

diizensizliklere ve dogurganligin azalmasina neden olabilir (Cena ve ark., 2020).

Epidemiyolojik veriler, PKOS’lu kadinlarin %40-80’inde hiperandrojenizmin
goriildiigiinii gdstermektedir. Hiperandrojenizmin klinik belirtileri etnik koken, obezite ve
yasa gore degiskenlik gostermektedir. Hirsutizm, PKOS’lu hastalarin yaklasik %70-80’inde
gozlenirken, genel popiilasyonda bu oran ortalama %]13’tiir (aralik %8-20) ve bolgesel
farkliliklar mevcuttur (Mousa ve ark., 2023). Akne goriilme sikligt PKOS’lu bireylerde
yaklagik %43°tlir (%95 GA: %41-45) ve PKOS’u olmayan bireylerde %21°dir (95% GA:
%19-22). Akne orani, yetigkinlere kiyasla ergenlerde ve hiperandrojenik PKOS alt tipinde
daha ytiksektir (Ramezani Tehrani ve ark., 2021). Kadin tipi androgenetik alopesi PKOS’lu
kadinlarda yaklasik %28 oraninda (95% GA: %?22-34) goriilmektedir (Carmina ve ark.,
2019).

Bu klinik belirtilerin, hastalarda ciddi psikolojik sikintilara yol ac¢tig1 bilinmektedir.
Dolayisiyla, sendromun yonetiminde yalnizca hormonal dengenin degil, psikolojik sagligin da

biitiinciil sekilde ele alinmas1 gerekmektedir (Karjula ve ark., 2017).



PKOS olan kadinlarda infertilite riski, PKOS’u olmayan kadinlara gore yaklagik 15
kat daha fazladir (Joham ve ark., 2015). PKOS’lu kadinlarda kendiliginden ovulasyon
meydana gelebilir, bu nedenle gebelik istenmiyorsa uygun bir dogum kontrol ydntemi
kullanilmalidir. Yaklasik 35—40 yasina gelen PKOS’lu kadinlarda adet dongiileri diizenli hale
gelebilir ve ovulasyon yeniden ortaya c¢ikabilir; ancak bu durumun ileri yaslardaki

dogurganlik iizerindeki etkileri hala belirsizdir.

PKOS, maternal gebelik ve dogum komplikasyonlar1 agisindan artmis bir risk ile
iliskilidir. Ancak, PKOS’un klinik 6zelliklerinin ve diger potansiyel risk faktorlerinin bu
komplikasyonlar lizerindeki etkisi hala tam olarak bilinmemektedir (Bahri Khomami ve ark.,

2019).

2.1.4. Etiyolojisi

PKOS’un etiyolojisi bilinmemektedir. Hastalik bazen kalitsal olabilir. Aile
bireylerinizden herhangi birinde PKOS varsa, PKOS olabilme riskiniz artabilir. PKOS
yalnizca hormonal bir bozukluktan ibaret olmadigini, aksine genetik yatkinlik, epigenetik
diizenlemeler, cevresel faktorler ve metabolik degisimlerin dinamik etkilesimi sonucunda
gelistigini gostermektedir (Azziz ve ark., 2016). Genetik faktorler, PKOS’a yatkin bireylerde
androjen {retimi, gonadotropin salmimi ve insiilin duyarliligin1 diizenleyen genlerdeki
varyasyonlarla iliskilendirilmektedir. Fetal donemde meydana gelen epigenetik
degisikliklerin, 6zellikle maternal hiperandrojenemi ve gestasyonel metabolik dengesizlikler
gibi intrauterin faktorlerin etkisiyle, ilerleyen yaslarda polikistik over sendromu (PKOS)
gelisimine zemin hazirlayabilecegi bildirilmektedir. Bunun yani sira, bisfenol A ve ftalatlar
gibi cevresel endokrin bozuculara maruziyetin hormonal sinyal yolaklari etkileyerek

ovaryan fonksiyonlarda bozulmaya yol acabilecegi one siiriilmektedir.

Tim bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, PKOS’un etiyolojisinin tek bir
mekanizmayla agiklanamayacagi; aksine genetik, epigenetik, ¢cevresel, hormonal ve metabolik
etkenlerin birbirini etkileyerek ilerleyen ¢ok boyutlu bir patofizyolojik siire¢ oldugu

anlasilmaktadir.

2.1.5. Gelisimi
Hormon dengesizlikleri, artmis androjen seviyeleri, bozulmus gonadotropin salgist ve
insiilin  direnci ile karakterize olan PKOS patogenezinin merkezinde yer alir.

Hiperandrojenizm, diizensiz adet dongiilerine neden olur ve hirsutizm ile akne gibi PKOS’un



karakteristik belirtilerine katkida bulunur. Hipotalamustan gonadotropin salgilatict hormonun
(GnRH) diizensiz salinimi, PKOS’un temel bir o6zelligidir; adet donglisiinii bozar ve
amenoreye neden olur (Roberts ve ark., 2020). Hormon dengesizligi, yumurtalifin antral
folikiillerinde kistlerin olusumuna neden olur; bu durum ovulasyonu engeller ve adet
dongiisiinii bozarak amenoreye yol acar. PKOS’ta kistik yapilarin yaklastk 10 mm capa
ulagabildigi ve over hacminde 10 cm’ye varan geniglemelerin goriilebildigi; bu morfolojik
degisikliklerin ovulasyonu bozarak fertilizasyon silirecini olumsuz etkiledigi ve gebelik
olusumunu zorlastirdig1 bildirilmektedir (Hajam ve ark., 2024). PKOS, gestasyonel diyabet ve
gebelige bagli hipertansiyon gibi gebelikle iligkili sorunlarla baglantilidir (McDonnell ve
Hart, 2017). Gelisen folikiilleri destekleyen teka hiicreleri, PKOS hastalarinda insiiline asir1

duyarlilik gdsterir ve bu da androjen seviyelerinin yiikselmesine yol acar.

PKOS, seks hormonlarindaki dengesizlikle karakterize olup yumurtaliklarda kist
olusumuna yol agar. Artmis luteinize edici hormon (LH) diizeyleri ve azalmis folikil uyarict
hormon (FSH) diizeyleri, LH/FSH oraninin yiikselmesine neden olur ve bu durum genellikle
PKOS’lu kadinlarda anormal viicut kitle indeksi (BMI) ile iliskilidir. Yumurtalik i¢inde asir1
androjen salgilanmasi, hiperinsiilinemi ve degismis steroidogenez nedeniyle PKOS
gelisiminde 6nemli bir faktordiir. PKOS’ta normal bireylere gore daha fazla gelismekte olan
folikiil bulunur ve folikiil olgunlagsmasin1 diizenleyen cesitli faktorler arasindaki dinamikler
hala tam olarak agiklanamamistir. PKOS, bozulmus folikiiler gelisim, anormal morfoloji ve

yumurtaliklarda diizen bozuklugu ile iliskilidir (Franks ve ark., 2008).

2.1.6. Patogenezi

Hiperandrojenizm genellikle seks hormon baglayici globulin (SHBG) diizeylerinde
azalmaya ve serbest testosteron konsantrasyonunda artisa yol acar. PKOS’lu kadinlarda
plazmadaki artmus testosteron seviyeleri, yag dokusunda dstrona déniistiiriilebilir. Ostronun
E2’e doniisiimiindeki bozulmalar, folikiil biiylimesini etkiler ve LH ile FSH oranini bozarak
ovulatuvar disfonksiyona neden olur (Y. Li, Chen ve ark., 2019). Hiperandrojenizm ayni
zamanda anti-miillerian hormon konsantrasyonlarim1 artirarak c¢esitli mekanizmalar
araciliiyla ovulasyonu ve folikiil gelisimini baskilar. Buna ek olarak, follikiiler sivida follikiil
capmi ve E2 konsantrasyonunu pozitif yonde etkileyen insiilin benzeri biiylime faktorii-II
konsantrasyonlari, androjen ile ters orantilidir; Hiperandrojenizm, follikiiler sividaki androjen
konsantrasyonunun azalmasi ile iligskilendirilmektedir (Y. Li, Zheng ve ark., 2019).

Hiperandrojenizm dolayli olarak LH konsantasyonlarimi artirir (Moore ve Campbell, 2017).



Hem E2 hem de progesteron, negatif geri bildirim mekanizmalar1 araciligiyla GnRH ve LH
salgisin1 kontrol eder (Coyle ve Campbell, 2019; Ruddenklau ve Campbell, 2019).
Hiperandrojenizm bu negatif geri bildirimi bozar ve LH diizeylerinin artmasina neden olur

(Ruddenklau ve Campbell, 2019).

Hiperandrojenizm, ¢esitli mekanizmalar araciligiyla insiilin duyarliligim1 ve GLUT-4
ekspresyonunu azaltmakta, ayrica hepatositlerde insiilin yikimini baskilayarak insiilin
direncini siddetlendirmektedir (J. Wang ve ark., 2019). Insiilin direnci sonucunda gelisen
hiperinsiilinemi, LH ile ovaryum teka hiicrelerinde androjen sentezini uyarir. Artan androjen
diizeyleri, insiilinle etkileserek SHBG konsantasyonlarini azaltir ve serbest androjen
miktarinin ylikselmesine neden olur. Bu durum hirsutizm gibi klinik belirtilerle kendini

gosterebilir (Ding ve ark., 2021).

PKOS  patogenezinde,  hipotalamus-hipofiz-ovaryan  eksendeki =~ hormonal
dengesizlikler 6nemli rol oynamaktadir. Hipofiz bezinden salgilanan LH ve FSH, ovulasyonu
diizenleyen hormonlardir. Menstrual dongiiniin baslangicinda LH ve FSH seviyeleri hemen
hemen aynmidir. Ancak ovulasyonun baslamasina saatler kala LH seviyesi yiikselir ancak
salgilandiktan sonra normale doner. Disilerde fizyolojik olarak diisiik diizeylerde bulunan
testosteron konsantrasyonlarinin artmasi, ovulatuvar fonksiyonlar1 ve menstrual siklus
diizenini inhibe edebilmektedir. Buna karsin, E2, menstrual siklusun regiilasyonu,
ovulasyonun gerceklesmesi ve fertilitenin siirdiiriilmesinde kritik rol oynayan temel bir
ostrojenik hormondur. Menstrual siklusun baslangicinda E2 konsantrasyonlar1 diisiiktiir, daha
sonra kademeli olarak yiikselmeye baslar ve yumurtlamadan onceki giinlerde artarak yiikselir.
PKOS patogenezinde, hipotalamik GnRH saliniminin artan sikligina cevaben artmig LH/FSH
orant hakimdir ve bu durum androjen artigina, overyan teka hiicrelerinin asir1 uyarilmasi
yoluyla over folikiillerinin iiretiminin ve olgunlasmasinin azalmasina neden olmaktadir
(Szeliga ve ark.,, 2022). PKOS mekanizmasi karmasik bir hormonal ve metabolik
dengesizlikler agiyla iliskilidir ve bu durumun nedeni tam olarak anlasilamamistir; ancak

genetik ve cevresel faktorlerin bir araya gelerek hastaligi tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir.

PKOS’un néroendokrin bir temele sahip olabilecegini ve bipolar bozukluk ile epilepsi
gibi psikiyatrik rahatsizliklar1 bulunan kadinlarin bu sendromu gelistirmeye daha yatkin
olduklarim1 gostermektedir (Qadri ve ark., 2018). Valproat gibi ilaclar tarafindan modiile
edilebilen degismis GABA aktivitesi ve diizeylerinin, hipotalamus-hipofiz-gonadal aks1

tizerinde etkili olarak PKOS gelisimine katkida bulunabilecegi one siiriilmiistiir (Ghodke-
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Puranik ve ark., 2013; Viswanathan ve ark., 2016; L. Zhang ve ark., 2016). Bu bulgular,

PKOS’un baslangicinda néroendokrin eksenin potansiyel roliinii vurgulamaktadir.

Hem hipofiz gonadotrop hiicreleri hem de beyindeki GnRH salinimi, LH amplitiidiinii
diizenleme kapasitesine sahiptir. Her iki dokuda meydana gelen degisiklikler, LH atim genligi
ve bazal LH diizeylerindeki farkliliklarda rol oynayabilir. GnRH pulsatif saliniminin
zamanlamasi, LH puls frekansini belirleyen temel diizenleyici mekanizmay1 olusturmakta
olup, bu siireg hem GnRH noéronlarindaki intrinsik degisikliklerden hem de upstream
konumda yer alan GnRH puls jeneratoriindeki noroendokrin modifikasyonlardan

etkilenebilmektedir (Condorelli ve ark., 2017).

Adipoz doku, sistemik glukoz metabolizmasi ve insiilin duyarliliginda merkezi bir rol
oynar. Viicut kitle indeksi kontrol PKOS’ u olmayan kadinlarla karsilastirildiginda, PKOS’lu
kadinlarda sistemik yag birikimi ve belirgin sekilde artmis subkutan yag hiicresi hacmi
gozlenmistir (Kokosar ve ark., 2018; Polak ve ark., 2020; ve Zhu ark., 2021). Adipoz dokuda
gelisen insulin direnci, glukoz alimini ve lipid birikimini azaltir, ayn1 zamanda lipid yikimini
onemli ol¢iide inhibe eder. Bu durum, asir1 serbest yag asitlerinin iskelet kas1 ve karacigere
taginmasina, burada yag depolanmasina ve iskelet kasi ile karacigerdeki insulin direncinin

siddetlenmesine yol agar (Zhao ve ark., 2023).

2.2. Polikistik Over Sendromu Medikal Tedavi Yaklasimlari

PKOS tedavisi, farmakolojik ve non-farmakolojik yaklasimlari iceren multimodal bir
terapotik stratejiye dayanmaktadir. Farmakolojik olmayan tedaviler arasinda yasam tarzi
degisiklikleri, psikolojik danismanlik ve cerrahi miidahaleler yer alir (Pundir ve ark., 2019).
Bu tedaviler, PKOS’un c¢ok disiplinli ve kisiye 6zel yonetiminde 6nemli bir rol oynar.
Farmakolojik miidahaleler arasinda ise oral kontraseptifler, metformin, anti-androjenler,
tiazolidindionlar, glukagon benzeri peptid-1 reseptdr agonistleri, insiilin duyarliligin1 artirict
ajanlar, aromataz inhibitorleri ve antioksidanlar yer alir. Bu ilaglar, PKOS ile iligkili
ovulasyon bozukluklar1 ve infertilite tedavisinde etkilidir (Della Corte ve ark., 2020;
Magzoub ve ark., 2022; Turkcapar ve ark., 2013).

2.2.1. Metformin
Metformin’in kullanim alanlart
Tip 2 diyabet tedavisinde onaylanmis bir biguanid olan metformin, obez, fazla kilolu

veya metabolik bozukluklar1 bulunan PKOS’lu hastalarin tedavisinde en yaygin olarak
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aragtirilan ve en sik uygulanan insiilin duyarlilagtirict ajandir (Sekil 2.2) (C. C. Huang ve ark.,
2023). Biguanidlerin en potansiyel olarak oliimciil klinik etkisi laktik asidozdur. Biguanid
iligkili laktik asidozun goriilme siklig1 diisiik olmasina ragmen, mortalite oraninin %30-50
arasinda oldugu tahmin edilmektedir. Metformin kaynakli laktik asidoz gelisiminde temel risk
faktorii bobrek fonksiyon bozuklugudur (Attia ve ark., 2023). PKOS tedavisi ig¢in
kullanildiginda, LH ve androjen seviyelerini azaltma ve dongiiniin diizenlenmesine yardimci
olur (Rashid ve ark., 2023). Metforminin yalnizca endokrinolojik bozukluklar1 diizeltmekle
kalmayip, ayni zamanda ovaryum disfonksiyonunu iyilestirir ve obez PKOS hastalarinda
viicut agirligini azaltabildigini ortaya koymustur (Guan ve ark., 2020). Metformin, PKOS
olan kadinlarda endotel fonksiyonunu iyilestirdigini ve endotel disfonksiyonunu azalttigi

bildirilmistir (Heidari ve ark., 2019).

Sekil 2.2. Metformin kimyasal yapisi (https://molview.org/).

Metformin’in PKOS taki etki mekanizmast

Metformin kullanimi, PKOS’lu kadinlarda oviilasyonun gerceklesmesi ve menstriiel
siklusun diizenlenmesiyle iliskilidir (Shpakov ve Sechenov, 2021). ilacin temel klinik islevi,
metformin insiilin salinimini artirmaz; antidiyabetik etkilerini mitokondriyal kompleks I’1
inhibe ederek ve insiilin duyarliligin1 artirarak gosterir; ayrica hepatik glukoz alimim azaltir,
periferik glukoz absorbsiyonunu artirir, bagirsak glukoz tliketimini yiikseltir ve yag asidi
oksidasyonunu azaltir (Mehrpour ve ark., 2022; Szymczak-Pajor ve ark., 2022). Metformin
ayrica aclik serum insiilin diizeyini yaklasik %40 oraninda diistiriir (bu nedenle hipoglisemi
riski oldukga diisiiktiir) ve ortalama viicut agirhginda %5,8 oraninda azalma saglar (Attia ve

ark., 2023).
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Metformin hiicresel solunuma miidahale ederek mitokondriyal solunum zinciri
kompleks I’i inhibe eder mitokondriyal stres olusturur ve hiicre i¢i ATP seviyesini diisiirerek
hiicrede aclik durumunu taklit eder. Bu durum, adenozin monofosfat (AMP) havuzunun
artmasina neden olur ve hiicre enerji sensorii olan AMP ile aktive edilen protein kinazi
(AMPK) etkinlestirir. AMPK, dogrudan AMP molekiillerinin enzimin gama alt birimine
baglanmasiyla ya da dolayli olarak defosforilasyonunun engellenmesi yoluyla aktive edilir.
AMPK aktivasyonu, glukoz tastyicilarinin (GLUT) hiicre zarina tasinmasini artirir ve hiicre
icine glukoz girisini hizlandirarak glukoz kullanimini artirir (Hardie, 2008; Hardie ve ark.,

2016; Lin ve Hardie, 2018).

Adenozin monofosfat ile aktive edilen protein kinaz (AMPK) aktivasyonu ayni
zamanda asetil-CoA karboksilaz (ACC) aktivitesinde azalmaya yol acar; bu durum, yag
asitlerinin oksidasyonunu azaltir ve lipojenik enzimleri baskilar. Yag asidi oksidasyonunun
baskilanmasi, hipetrigliseridemi diizeylerinde azalmaya neden olarak glukoneogenez igin
enerji kulanimimi sinirlar. Bu  durum, c¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein (VLDL)
temizlenmesinin artmasi ve sentezinin azalmasiyla iligkilidir. Lipoliz inhibisyonu ve
trigliserid diizeylerindeki azalma, lipotoksisitenin diismesi yoluyla insiilin duyarliliginin

artmasina yol acar (Attia ve ark., 2023).
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Sekil 2.3. Metforminin hiicresel etki mekanizmalar1 (Shpakov ve Sechenov, 2021).

Metformin yumurtaliklardaki steroidojenik aktivite iizerindeki inhibitdr etkisinin

mekanizmalarinin

AMPK ’ya bagimli yolaklarin tetiklenmesi kilit bir rol oynamaktadir. Yumurtalik hiicrelerinde
AMPK aktivasyonu mekanizmalari, sekil 2.3. ve 2.4. Shpakov ve Sechenov, (2021) agiklanan
mekanizmalarla benzer olup, mitokondriyal solunum zincirinin kompleks I’inde metforminin
neden oldugu elektron tagima zinciri inhibisyonu ile tetiklenmektedir (Du ve ark., 2022).
Insanlar, diger memeliler ve kuslarda (sican ve fare) AMPK nin oosit-kumulus kompleksleri,

graniiloza ve theka hiicreleri ile korpus luteum dahil olmak iizere eksprese edildigi

¢Oziilmesinde,

bilinmektedir (W. Yang ve ark., 2020).

AMPK’nin uyarilmasi
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Sekil 2.4. PKOS’ta metforminin hiperandrojenizm iizerindeki inhibitdr etkisi (Krattenmacher, 2000).
2.2.2. Kombine oral kontraseptifler

Glinlimiizde PKOS tedavisinde etkili bir yontemdir (Forslund ve ark., 2023).
Etinilostradiol (EE) igeren dordiincii nesil kombine oral kontraseptiflerin, yenilik¢i bir
progestin olan drospirenon (DRSP) ile kullanimi, anti-mineralokortikoid ve antiandrojenik
aktiviteler dahil olmak tizere dogal progesteron 6zelliklerine yakin etkilere sahip oldugu 6ne
stirilmektedir. Drospirenon/etinilostradiol (EE/DRSP) tabletlerinin progestin bileseni, giiclii
progesteron benzeri, tuz-kortikosteroid direncli ve anti-androjen farmakolojik aktiviteye sahip

steroid 17a-spironolakton tiirevidir (Sekil 2.5 ve 2.6) (Krattenmacher, 2000).

EE/DRSP kombinasyonu, PKOS tedavisinde kullanilan dogum kontrol ilaglarindan
biridir (Y. Fu ve ark., 2024). Drospirenon'un bir spironolakton ve aldosteron antagonisti
analogu oldugu ve yeni bir progestin olarak klinik gelistirme siirecinde oldugu belirtilmistir
(Paton, 2020). EE/DRSP ilag kombinasyonunun gebeligi 6nlemek icin kullanilan bir dstrojen
olan EE ile bir progestin olan DRSP icerdigini ve antiandrojenik 6zelliklere sahip oldugunu
ileri stirmiistiir (L. Li ve ark., 2020). Bu kombine oral kontraseptiflerin klinik uygulamaya
girisi hizli olmustur; ancak PKOS’lu adolesanlar ve gen¢ kadinlarda etkileri heniiz
bilinmemektedir. PKOS tedavisinde kullanilan EE/DRSP ila¢ kombinasyonu, beden kitle
indeksini, glukoz ve lipid metabolizmasini, menstriiasyon siklus, sex hormonlarini
diizenlemekte, ovulasyonu baskilamaktadir (Park Chun, 2019). Kombine oral kontraseptifler,

hipotalamus-hipofiz ekseninin 0&strojen/progestojen ile etkin bir sekilde baskilanmasini
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saglayarak hormon replasman tedavisi saglar ve bdylece adet dongiilerinin diizenlenmesine

olanak tanimaktadir (Forslund ve ark., 2023).

Sekil 2.5. Drospirenon kimyasal yapist (https://molview.org/).

Sekil 2.6. Etinilostradiol kimyasal yapisi (https://molview.org/).

Kombine oral kontraseptifler, farkli mekanizmalar araciligiyla hiperandrojenizmi
azaltir. Baslica mekanizma, testosteron i¢in ana baglayici protein olan cinsiyet hormonu
baglayicit globulin (SHBG) iiretimini artirarak serbest dolasimdaki androjen diizeylerini
diisiirmektir. Kombine oral kontraseptifler ayrica luteinize edici hormon (LH) salgisini azaltir;
bu durum, overlerden kaynaklanan androjen iiretiminin azalmasina yol acar. Ek olarak, bazi
progestinler, endojen androjenlerle androjen reseptorleri lizerinde rekabet ederek (6rnegin cilt
ve sacta) ve ciltte eksprese edilen 5-a-rediiktaz tip I enzimini inhibe ederek antiandrojenik
etki gosterir (Amiri ve ark., 2018). Progestojen bileseni, pulsatil LH salgisim1 engelleyerek
over androjen {iretimini azaltabilir. Ostrojen bileseni olan EE ise karacigerde SHBG {iretimini
artirarak biyolojik olarak en aktif kadin androjeni olan serbest testosteron diizeyinin
diismesine neden olur. Ayrica, androjen reseptorlerini bloke edebilen progestojenler
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(kullanildiginda, hiperandrojenizmin tedavisindeki etkinlik artar (Min ve ark., 2022; Ruan ve

ark., 2017).

2.3. lyon Kanallan

Biyolojik sistemlerde, hiicreler arasindaki iletisim; hiicre zarinda yer alan, iyon akisina
pasif olarak izin veren veya bunu aktif bicimde kontrol eden, boyut secici filtreler ya da
uyarana duyarli molekiiler valfler olarak islev goren zar proteinleri ve iyon kanallar
aracihigiyla gerceklesir. Iyon kanallar1 membranin lipid ¢ift tabakasin1 kesen ve bu tabaka
boyunca iyonlarin hareketini kolaylastiran makromolekiiler protein komplekslerdir (Luo ve

ark., 2023).

2.3.1. Gegici reseptor potansiyel iyon kanallar

Trp kanallari, alti alt aileye ayrilmis kalsiyum gecirgen ve secici olmayan iyon
Kanallaridir. Bu Alt Aileler; Trpc (“C” Kanonik), 7rpv (“V” Vanilloid), Trpm (“M”
Melastatin), 7rpa (“A” ankyrin), Trpp (“P” polikistik) ve Trpml (“ML” mukolipin) olarak
simiflandirilir (Fallah ve ark., 2022). 7rp kanallarinin ¢ogu kalsiyum iyonuna (Ca?")
gecirgendir ve TRP kanallariin aktivasyonu 6nemli bir Ca?* giris yoludur. Evrensel bir ikinci
haberci olan hiicre i¢i Ca®" artis1, kalsiyum/kalmodulin bagimli protein kinaz kinaz 2
(CaMKK?) sinyal yolunu aktive eder; bu yol ise istah diizenleme merkezi olan 5" AMP-aktif
protein kinaz (AMPK) sinyal yolunu aktive eder (T. Huang ve ark., 2023; Wu ve ark., 2018).

2.3.2. Gegici reseptor potansiyel vanilloid 1 (7rpvI) iyon kanallar:

Trp melastatin kanallarinin bir alt grubu ise Trp vanilloid 1 (7Trpvi)’dir. Bagisiklik
hiicrelerinde bulunan bu kanal, aci biberlere karakteristik acilik veren inflamatuvar bir
vanilloid bilesigi olan kapsaisin tarafindan aktive edilir. Trpvi, kapsaisin tarafindan aktive
edilmesinin yani sira zararli 1s1 (42 °C), diisiik pH ve diger endojen ligandlar tarafindan da
uyarilmaktadir. Ayrica, iskemi/reperfiizyon kaynakli oksidatif stres sirasinda tretilen hiicre
dis1 reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan aktive edilmekte ve potansiyalize edilmektedir
(Kose ve Naziroglu, 2014). Ayrica, TrpvI’in agri modiilasyonunda rol oynadigi bildirilmistir
(Wang ve ark., 2020). Trpvl, homotetramerik, non-selektif bir katyon kanalidir ve instilin
salgilamasinda yer alir. Trpvl, en iyi tanimlanms memeli 7rp kanalidir. Ilk olarak
sicanlardan klonlanmis, 2514 niikleotit uzunlugunda bir agik okuma cergevesine sahip olup,
95 kDa’lik 838 amino asitlik bir protein kodlar. Trpvi, ii¢ ankirin tekrar alan1 igeren uzun bir
N-terminal bolgeye ve S6’ya yakin bir 7rp alani igeren C-terminal bolgeye sahiptir (Nilius ve

ark., 2007). TrpvI kanali, bagisiklik hiicrelerinde baharatli yiyeceklere karakteristik ac1 tadini
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veren inflamatuar bir vanilloid bilesik olan kapsaisin tarafindan aktive edilmektedir (Shuba,
2021; Uchida ve Izumizaki, 2021). Kose ve Naziroglu (2014) yaptig1 calisma, Trpvi
kanallarinin PKOS patogenezinde rol oynayabilecegi ileri siirmektedir. Bu hipotezi
desteklemek icin, uygun hayvan modelleri ya da uygun klinik calismalarin yapilmasi

gerekmektedir. Bu kanallar PKOS tedavisinde potansiyel hedefler olabilirler.

2.3.3. Gegcici reseptor potansiyel melastatin-2 (7rpm2) iyon kanallar:

Gegici reseptor potansiyel vanilloid 2 (7rpm?2), se¢ici olmayan katyon kanali,
cogunlukla Ca** iyonlarina gecirgendir ve 1s1, kirmiz1 151k, mekanik gerilme, ROS, hormonlar
ve biiylime faktorleri ve kimyasal bilesikler tarafindan aktive edilebilmektedir. ROS,
Trpm2’nin aktivatorleridir ve 6zellikle folikiiller ve/veya korpus luteumda insan overinde rol

oynarlar (Eubler ve ark., 2023).

Trpm?2, inflamatuvar ve immiinolojik siireclerle iliskilendirilmistir ¢linkii makrofajlar,
mast hiicreleri ve adaptif bagisiklik hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilir (Nagasawa
ve ark., 2007; Yamashiro ve ark., 2010). Ayrica, kanser invazivligi ve progresyonu ile iligkili
bulunmus ve bir biyobelirtec ile potansiyel terapotik hedef olarak dnerilmistir (Kato ve ark.,

2021; Monet ve ark., 2010; Siveen ve ark., 2020).

Literatiirde 7rpm2 ve gonad hiicreleri hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Bununla
birlikte, bu iyon kanalinin insan testisinin ¢esitli hiicrelerinde, testikiiler makrofajlar ve

peritiibiiler hiicreler dahil olmak {izere yliksek miktarda bulundugu gosterilmistir (Eubler ve
ark., 2018, 2021).

Trpm2’nin kadin gonadinda in situ olarak bulundugunu ve 6zellikle insan graniiloza
hiicrelerinde, endotelyal hiicrelerde, diiz kas hiicrelerinde ve makrofajlarda yer aldigim
gostermistir  (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000187688-TRPV2;  erisim tarihi:
19.11.2025). Trpm?2 transkript diizeylerinin folikiil gelisimi ile paralel olarak insan graniiloza
hiicrelerinde arttigin1 bildirilmistir (Y. Zhang ve ark., 2018).

2.4. Epigenetik ve PKOS iliskisi

Epigenetik, genin niikleotid dizilimini degistirmeden gen ekspresyonunu diizenleyen
bir olgudur. Epigenetik modifikasyonlar baslica DNA metilasyonu, kromatin yeniden
sekillenmesi ve kodlamayan RNA’y1 igerir. Bunlar arasinda DNA metilasyonu, en iyi
anlagilan ve en cok arastirilan epigenetik diizenleme mekanizmalarindan biridir (Berson ve

ark., 2018; Nebbioso ve ark., 2018; Rosa-Garrido ve ark., 2018). Epigenetik degisiklikler,
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PKOS gelisimi ile iligkilendirilmistir ve bu konuda yapilan ¢alismalar Olaniyi ve ark. (2022)
tarafindan desteklenmektedir. Kokosar ve ark. (2016) tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligma,
PKOS hastalarinin yag dokularinda bir dizi transkripsiyonel ve epigenetik degisiklikler

oldugunu ortaya koymustur.

DNA metilasyonu, S-adenozilmetiyonin (SAM) tarafindan metil dondrii olarak
katalize edilen DNA metiltransferaz enzimi aracilifiyla sitozinin S5-metilsitozine (5mC)
dontstiiriildiigii bir reaksiyondur. Memelilerde DNA metiltransferazlar (DNMT’ler) esas
olarak DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b enzimlerini igerir. DNMT 1, metilasyon durumunun
korunmasinda gorev alirken, non-CPG boélgelerdeki de novo metilasyon igin gereklidir ve
metilasyon durumunun devamliligr ile iligkilidir. DNMT3a ve DNMT3b ise de novo
metilazlardir. DNA metilasyonu genellikle baskilayici bir epigenetik isaret olarak tanimlanir.
DNA metilasyonu, kromatin yapisinda, DNA konformasyonunda, DNA stabilitesinde ve
DNA’nin proteinlerle etkilesim bigiminde degisikliklere neden olarak gen ekspresyonunu

kontrol edebilir (Y. N. Liu ve ark., 2022).

Metillenmis DNA, demetilasyon siirecine de girebilir. 5mC once 5-
hidroksimetilsitozine (5ShmC) oksitlenir, ardindan 5-formilsitozine (5fC) doniistiiriiliir ve son
olarak 5-karboksisitozine (5caC) oksitlenir. Daha sonra timin DNA glikozilaz (TDG), baz
eksizyon onarimi (BER) ile birlikte calisarak DNA’daki 5fC ve 5caC’yi uzaklastirir ve
bdylece yeniden modifiye edilmemis bir sitozin (C) olusur (Klungland ve Robertson, 2017).
Bir¢ok genin ekspresyonu DNA metilasyonu ve demetilasyonu tarafindan diizenlenir. DNA
metilasyonu, transkripsiyonel diizenleme, X kromozomu inaktivasyonu, embriyonik gelisim
ve hiicre farklilasmasi gibi siireclerde 6nemli rol oynar. Yapilan arastirmalar, DNA
metilasyonundaki degisikliklerin tip 2 diyabet, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve PKOS
gibi bir¢ok hastaligin patogeneziyle yakindan iliskili oldugunu gdstermistir (Martin-Nufiez ve

ark., 2014; Oliveira ve ark., 2021; Zhong ve ark., 2021).

PKOS, karmasik etiyolojiye ve belirli bir kalitsal 6zellige sahip bir hastaliktir.
Epigenetik, PKOS’un temel genetik fenotipini diizenleyen onemli bir faktor olarak kabul
edilmektedir. Anne karninda ya da dogum sonrasi olumsuz g¢evresel kosullar tarafindan
indiiklenen epigenetik degisiklikler, ergenlik doneminde PKOS benzeri semptomlara yol
acabilir (Cui ve ark., 2018). Bu nedenle, anormal DNA metilasyonu da dahil olmak {izere

epigenetik degisiklikler, PKOS’ un gelisimine katkida bulunabilir.
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2. 5. DNA Metilasyonu ve PKOS iliskisi

DNA metilasyonu, genellikle DNA’daki sitozin bazinin pirimidin halkasindaki 5'
karbonuna bir metil grubunun eklenmesiyle gerceklesir. Bu modifikasyon ¢ogunlukla CpG
dizilerinde yer alan sitozinlerde gerceklesir. Bu CpG dizileri, 6zellikle memelilerde siklikla
goriilen bir DNA dizilim 6zelligidir ve gen ekspresyonu, hiicre gelisimi (Illingworth ve ark.,
2008) ve transkripsiyonel diizenleme, X kromozomu inaktivasyonu, imprinting, gametogenez
gibi biyolojik siireglerde 6nemli rol oynar (Senner, 2011). DNA metilasyonunda meydana
gelen degisiklikler Tip II diyabet mellitus, norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler
hastalik ve kanser gibi bircok hastaligin patogenezinde onemli rol oynar (Berson, 2018,

Nebbioso, 2018, Rosa-Garrido, 2018).

PKOS yalnizca iireme sistemiyle ilgili bir bozukluk olmayip, siklikla metabolik
anormalliklerle de birlikte goriilmektedir. Metabolik anormallikler, PKOS’lu kadinlarin
onemli bir 6zelligidir ve bu anormalliklerin yol actig1 sekeller kadinlarin tim yasamlarini
etkilemektedir. PKOS hastalarindaki metabolik bozukluklar baglica hiperandrojenizm, insiilin
direnci ve obezite seklinde ortaya c¢ikmaktadir (Patel, 2018). Bu metabolik anormalliklerin
nedenleri ve mekanizmalar1 heniiz tam olarak anlagilmamis olup giderek artan bir ilgiyle
aragtirtlmaktadir. PKOS’ta epigenetik modifikasyonlarin incelenmesi, giiniimiizde énemli bir
arastirma konusu haline gelmistir. DNA metilasyonu ile hiperandrojenemi, instilin direnci ve
obezite gibi anormal metabolik hastaliklar arasindaki iliski de bildirilmektedir. Yapilan
caligmalar, PKOS hastalarinin overlerinde, graniiloza hiicrelerinde ve yag dokularinda
genomik DNA metilasyonu ve transkripsiyon kaliplarinda anlamh degisiklikler bulundugunu
ve bu degisikliklerin metabolik bozukluklarla iligkili oldugunu ortaya koymustur (Cui ve ark.,
2018; Pan ve ark., 2018; N. Xu ve ark., 2014).

PKOS’u olan kadinlarda DNA metilasyon konsantrasyonlarmi bildiren ilk calisma
2010 yilinda yayimmlanmistir. Konsantrasyonlariiferik kandan elde edilen metilenmis
DNA’nin konsantrasyonlart ELISA yontemiyle degerlendirilmistir (N. Xu ve ark., 2010).
PKOS ve normal yumurtalik dokulari arasinda farkli metilasyon profillerinin varlig
gosterilmistir (Yu ve ark., 2015). DNA metilasyonu ¢alismalari, PKOS’tan etkilenen farkl
dokular ve hiicrelerde farkli sekilde metile edilmis genlerin glukoz, lipid metabolizmas1 ve
hormon sentezi gibi ilgili yollarla iligkili oldugunu gostermistir (Y. N. Liu ve ark., 2022).
Shen ark. (2013), insiilin direnci olan ve olmayan PKOS’u olan kadinlarda DNA
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metilasyonundaki  degisikliklerle iligkili olarak inflamasyon ve metabolizmanin
diizenlenmesinde gorev alan genlerin bozulmus ekspresyonuyla aciklanabilecegini ileri
siirmiislerdir. PKOS’lu kadinlar ile PKOS olmayan kadinlar arasinda farkli CpG metilasyon
bolgesi tespit edilmistir Y. D. Liu ark. (2017), spesifik CpG bdolgelerindeki metilasyon
diizeyleri ile PKOS’Iu kadinlardaki E2 ve prolaktin serum konsantrasyonlar1 arasinda bir
iliski oldugunu ve bunun HPO aksindaki bozulmalarla iligkili olabilecegini bildirmistir.
Sicanlarda PKOS benzeri bir fenotip, over dokusundaki DNA metilasyon diizeylerinde, lireme
organlarinin  gelisimi ve hormonla iligkili siireglerde gorev alan genlerin promotor

bolgelerinde goriilen degisikliklerle iliskilendirilmektedir (D. Zhang ve ark., 2014).

PKOS’un patogenezi tam olarak aydinlatilamamis olmakla birlikte, ortaya c¢ikan
kanitlar genetik, epigenetik ve cevresel faktorler arasindaki karmasik etkilesime isaret
etmektedir (Bruni ve ark., 2021). Ovaryan korteksteki oositler ile somatik hiicreler arasindaki
iletisimin bozulmasi folikiiler arrestle sonuglanir ve oositlerin gelisimsel yetkinligini azaltarak
infertiliteyi daha da agirlastirir (Chen ve ark., 2024; Lohrasbi ve ark., 2022). Son calismalar,
Ozellikle DNA metilasyonu basta olmak iizere epigenetik modifikasyonlarin oosit
maturasyonu ve folikiilogenez sirasindaki gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli bir

rol oynadigini gostermistir (Seem ve ark., 2024; Vanselow ve ark., 2018).

DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar tarafindan gerceklestirilen ve genomik
stabilitenin korunmasi ile transpozon elementlerinin susturulmasi i¢in kritik olan bir siirectir;
bu sayede oositler genom igi stresten korunur (Gu ve ark., 2010; Vanselow ve ark., 2018).
Bununla birlikte, PKOS’un belirgin bir 6zelligi olan oksidatif stres, kromatin yapisini ve
DNA metilasyon paternlerini degistirerek bu epigenetik siirecleri bozabilir (Garcia-Giménez
ve ark., 2021). ROS, yalnizca DNA hipermetilasyonunu indiiklemekle kalmaz, ayn1 zamanda
histon modifikasyonlarin1 da etkileyerek oosit maturasyonunun bozulmasina ve endometrial

disfonksiyona yol agar (Aranda ve Pascual, 2001; Dutta ve ark., 2024).

2.6. Polikistik Over Sendrom Modelleri

PKOS hayvan modelleri, literatiirde farkli yontemler kullanilarak indiiklenmistir.
Ornegin, Kamada ark. (2022) tarafindan gerceklestirilen calismada, PKOS hayvan modelinin
olusturulmasinda dihidrotestosteron ile birlikte yiiksek yagli diyetin uygulandigi rapor
edilmistir. Farkli bir caligmada ise PKOS hayvan modelinin yalnizca dihidrotestosteron
uygulamasi ile indiiklendigi bildirilmistir (Mahmoud ve ark., 2022). Baska bir calismada,

PKOS hayvan modelinin letrozol ve yiiksek yagli diyet kombinasyonu ile olusturuldugu rapor
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edilmistir (Mirseyyed ve ark., 2023). Yapilan farkli bir ¢alismada, PKOS hayvan modelinin
dehidroepiandrosteronun subkutan enjeksiyonu ile indiiklendigi bildirilmistir (W. Zhang ve
ark., 2024). Diger bir ¢alismada ise, PKOS hayvan modelinin E2 valerat enjeksiyonu ile
olusturuldugu rapor edilmistir (Raoofi ve ark., 2022). Mevcut c¢alismamizda, literatiir
dogrultusunda 21 giin siireyle PKOS hayvan modeli olusturulmustur (Ataabadi ve ark., 2023;
Mvondo ve ark., 2020).

Letrozol, PKOS benzeri semptomlar1 indiikleyen bir sitokrom P450 aromataz
inhibitoriidiir (Sekil 2.7). Aromataz, testosteronu (T) E2’¢ ve androstenedionu 0Ostrona
doniistiiren bir enzimdir. Letrozol, nonsteroidal bir aromataz inhibitorii olarak androjenlerin
Ostrojene doniisiimiinii engeller ve boylece androjen seviyesini artirir. Letrozol ayrica,
PKOS’lu kadinlarda goriilen kilo artigi, over boyutlarinda biiyiime, teka i¢ tabakasinda
kalinlasma ve anovulasyon gibi benzer degisikliklere neden olur (Osuka ve ark., 2019; Ryu ve
ark., 2019). Bu nedenle letrozol, PKOS hayvan modellerinin olusturulmasinda yaygin olarak

kullanilmaktadir ve ¢ogunlukla postnatal donemde uygulanmastir.

Sekil 2.7. Letrozol kimyasal yapisi (https://molview.org/).

Letrozol ile tedavi edilen sican ve fareler tamamen asiklik hale gelmistir. Bu sigan
modelinden alinan vajinal yaymalarda, didstrus fazinin baskin hiicre tipi olan bol miktarda

16kosit gdzlemlenmistir (Manneras ve ark., 2007).

Letrozol ile tedavi edilen siganlarda kontrol grubuna kiyasla over agirligi, en biiyiik
folikiil alan1 ve kistik folikiil sayisinda artis gézlenmis; ayrica overlerinde atreziye ugramis
antral folikiiller ve folikiiler kistler bulunmustur. Letrozol ile tedavi edilen farelerin
overlerinde ise kontrol grubuna gore sagliksiz biiyiik antral folikiiller ve hemorajik kistlerin

sayisinda artis tespit edilmistir (Mirseyyed ve ark., 2023).
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Letrozol ile tedavi edilen sicanlarda serum LH, FSH ve testosteron diizeyleri, Ostrus ve
didstrus donemlerinde kontrol grubuna gore artis gostermistir. Ayrica bu siganlarda serum E2
ve progesteron diizeyleri, sirasiyla prodstrus ve didstrus kontrollerine gore daha diisiik
bulunmustur (Osuka ve ark., 2019). Letrozol ile tedavi edilen farelerde ise serum testosteron
diizeyleri yiiksek, buna karsm LH ve FSH, E2 diizeyleri kontrol grubuyla benzer

bulunmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvan Etik Kurul Onay1
Calismamizin Etik Kurul izni, Ondokuz May1s Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel

Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 22.06.2023 tarih ve 2023/ 46 nolu karar1 ile alinmustir.

3.2. Deney Hayvanlarinin Temini

Calismamiz icin Ondokuz Mayis Universitesi Deney Hayvanlart Uygulama ve
Aragtirma Merkezi (DEHAM) deney hayvanlar1 laboratuvarindan toplamda 30 adet ve
agirliklar1 250 - 300 gram arasinda degisen Sprague Dawley disi sicanlar temin edildi. Deney
bitimine kadar hayvanlara ad libitum igme suyu ve standart sican yemi verildi ve standart
sicaklik (20 £ 2°C) ve nem (%5-10) kosullarinda, 12:12 saat 1sik-karanlik dongiisii altinda
giinliik bakimlar1 yapildi.

3.3. Deney Gruplan

Toplam 30 adet sigan, her grupta 6 hayvan olacak sekilde random olarak 5 gruba
ayrildi. Kontrol grubu disindaki 4 gruba 1 mg/kg/giin Letrozol 21 giin boyunca 1 mL oral
gavage ile uygulandi. Kontrol grubuna ayni siirede 1 mL serum fizyolojik oral gavage ile
verildi. 21 giin sonunda PKOS olusturulan gruplarda ilag uygulamasina gegildi. 20 giin
sonunda deney sonlandirildi (Sekil 3.1).

Deney gruplar1 agsagidaki gibi olusturuldu;

Grup 1: Kontrol grubu (SF)

Grup 2: PKOS grubu (1 mg/kg Letrozol)

Grup 3: PKOS + Metformin grubu (300 mg/kg metformin)

Grup 4: PKOS + Ethinylestradiol (0.5 mg/kg) /Drospirenone (2.5 mg/ kg)

Grup 5: PKOS + Metformin (300 mg/kg) + Ethinylestradiol (0.5 mg/ kg) /Drospirenone (2.5

mg/ kg)
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Sekil 3.1. Kontrol, PKOS, MET, EE/DRSP ve MET + EE/DRSP deney gruplart.

3.4. Polikistik Over Sendrom Modeli

PKOS modeli olusturulmadan 6nce sicanlarin agirliklar tartildi. 21 giin boyunca
Img/kg Letrozol (Katolog numarasi; PHR1540 Sigma Aldrich), %0,5 karboksimetil seliiloz
(CMC, Katolog numarasi; 9004-32-4 Sigma Aldrich) i¢inde ¢oziilerek oral gavage ile verildi
ve siire sonunda si¢anlarin tartimlar tekrar yapildi. Deney siiresince giinliik olarak her bir

sicanin vajinal slirlintli orneginden yayma yapilarak ostrus dongiisii takibi yapildi.

3.5. Vajinal Yayma

Deney modelinin olusup olusmadigini dogrulamak amaciyla siganlarin  Gstrus
dongiisiiniin belirlenmesi i¢in her giin ayn1 saatte vajinal smear 6rnekleri incelendi. Siganlarin
vulva bolgesi %70’lik etil alkol ile silindikten sonra, mikropipetin i¢ine 0,5 mL serum
fizyolojik ¢ekilerek birka¢ defa vajina igerisine verilip geri ¢ekildi. Steril pamuklu ¢ubuklar
kullanilarak, hayvanin vajinal bolgesinden hiicre 6rnekleri alind1 ve lam {izerine yayilarak oda
sicakliginda kurumasi beklendi. Kuruduktan sonra lam iizerine %70 metanol fiksasyon i¢in
uygulanarak tekrar kurumaya birakildi. Sonra %]1’°lik Toluidin mavisi ile preparatlar 5 dk

boyandi. Ardindan 151k mikroskobu ile incelenerek Gstrus evreleri tespit edildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Vajinal yayma: Siganlarin &strus dongiisiiniin belirlenmesi.

3.6. ila¢ Uygulama Prosediirii

Metformin (Cat No.1115-70-4, Cayman) distile suda ¢oziilerek giinliik hazirlanan stok
¢ozeltisinden 300 mg/kg olacak sekilde giinde 1 kez 1 mL oral olarak gavajla verildi.
Ethinylestradiol (Cat No0.57-63-6, Cayman) /drospirenone (Cat No0.67392-87-4, Sigma
Aldrich) ve 0,5 mg/ kg Ethinylestradiol / 2,5 mg/ kg Drospirenone olacak sekilde giinliik
hazirlanan stok ¢ozeltisinden giinde 1 mL hacminde 1 kez oral gavajla verildi. Deney

protokolii 20 giin boyunca oral olarak uyguland (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Sicanlara oral gavaj ile ilaglarin verilmesi.

3.7. Deneyin Sonlandirilmasi

Her gruptaki sicanlar Ketasol (40 mg/kg i.m.) ve Xylazine (7 mg/kg i.p.) ile anestezi
altina alindi. Sicanlarin ayagi penset ile sikistirilarak tepkime verip vermemeleri kontrol
edildikten sonra batinlart acildi. Biyokimyasal analizler i¢in, kardiyak ponksiyon ile 3 mL kan
sar1 kapakli jelli tiip igerisine ve epigenetik caligsmalar i¢in de 2 mL tam kan EDTA’l1 tliplere
alindi. Daha sonra siganlar %4’liikk paraformaldehit ve %4’liik gluteraldehit soliisyonlar1 ile
kardiyak perflizyon gerceklestirildi. Daha sonra her bir siganin sag ve sol ovaryumlar:
alinarak s1v1 azot ile muamele edildi (Sekil 3. 4). Kan 6rnekleri Ondokuz Mayis Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Laboratuvarinda 10 dakika boyunca 3500 xg’ de santrifiij
edildi ve serum Orneklerinde FSH, LH, E2 ve Testosteron konsantrasyonlar1t ELISA yontemi

ile belirlendi.

28



3.8. Rat Luteinizan Hormon (LH) Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Serum Rat Luteinizan Hormon (LH) konsantrasyonlart Ondokuz Mayis Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda ticari olarak
piyasada bulunan Rat LH ELISA kit (Reed Biotech Ltd.Sti., Cat No. RE2741R, Wuhan, Cin)
ile sandwich metod enzim linked immunosorbent assay yontemi ile c¢alisildi. Tiim g¢aligma
cozeltileri taze olarak hazirlandi ve kullanmadan 6nce oda 1sisinda (25 °C) bekletildi.
Rat LH standart1 kullanilarak seri diliisyon yontemiyle, 8 adet standart (S1-0 mIU/mL, S2-
1,57 mIU/mL, S3-3,13 mIU/mL, S4-6,25 mIU/mL, S5-12,5 mIU/mL, S6-25 mIU/mL, S7-50
mlIU/mL ve S8-100 mIU/mL) hazirlandi. ELISA plate {izerinde kor, standartlar ve 6rnekler
icin kuyucuklar belirlendi. Standartlara ornekler ile aymi prosediir uygulandi. Belirlenmis
kuyucuklara 100 pL standart (S1-S8) eklendi ve oOrnekler pipetlendi, 37°C’ de 90 dk
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda plate otomatik yikayici yardimiyla 3 kez 350

pL yikama solusyonu ile yikandi. Daha sonra standart ve numune kuyucuklarina 100 pL
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biotinylated detecting antibody solution pipetlendikten sonra 37°C’de 60 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda plate otomatik yikayici yardimiyla 3 kez 350 pL yikama
solusyonu ile yikandi. Tiim kuyucuklara 100 u. HRP conjugate solution ilave edilerek 37°C’
de 30 dk. inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda plate otomatik yikayici yardimiyla 3
kez 350 puL yikama solusyonu ile yikandi. Sonrasinda 100 pL substrate reagent solution
pipetlenerek 37°C’ de 15 dk. karanlikta inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 50 pL stop solution
pipetlenerek reaksiyon durduruldu. Calisma sonunda BioTek Synergy-4 (Seri no.233513,
USA) marka Microplate reader kullanilarak 450 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

LH konsantrasyonlari, standart degerleri kullanilarak olusturulan standart egriye gore
hesapland1 ve elde edilen konsantrasyonlar mIU/mL olarak ifade edildi. Kit sensitivity 0,94
mlU/mL ve CV <%5, 6l¢lim araligr ise 1,57 mIU/mL - 100 mIU/mL arasinda verilmisti.

Yiiksek konsantrasyonlu 6rnekler diliie edilerek iki kez ¢alisilarak dogrulandi.

3.9. Rat Follikiil Stimulan Hormon (FSH) Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Serum Rat Follikiil Stimulan Hormon (FSH) konsantrasyonlar1 Ondokuz Mayis
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda ticari
olarak piyasada bulunan Rat FSH ELISA kit (Reed Biotech Ltd.Sti., Cat No. RE3021R,
Wuhan, Cin) ile sandwich metod enzim linked immunosorbent assay yontemi ile calisildi
Tim calisma c¢ozeltileri taze olarak hazirlandi ve kullanmadan 6nce oda 1sisinda (25 °C)

bekletildi.

Rat FSH standart1 kullanilarak seri diliisyon yontemiyle, 8 adet standart (S1-0 ng/mL,
S2-3,13 ng/mL, S3-6,25 ng/mL, S4-12,5 ng/mL, S5-25 ng/mL, S6-50 ng/mL, S7-50 ng/mL ve
S8-100 ng/mL) hazirlandi. ELISA plate iizerinde kor, standartlar ve 6rnekler i¢in kuyucuklar
belirlendi. Standartlara 6rnekler ile ayn1 prosediir uygulandi. Belirlenmis kuyucuklara 100 pL
standart (S1-S8) ve drnekler pipetlendi, 37°C° de 90 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda plate otomatik yikayici yardimiyla 3 kez 350 pL yikama solusyonu ile yikandi.
Daha sonra standart ve numune kuyucuklarina 100 pL biotinylated detecting antibody
solution pipetlendikten sonra 37°C’de 60 dk. inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasinda
plate otomatik yikayict yardimiyla 3 kez 350 pL yikama solusyonu ile yikandi. Tim
kuyucuklara 100 pL HRP conjugate solution ilave edilerek 37°C’ de 30 dk. inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda plate otomatik yikayici yardimiyla 3 kez 350 pL yikama
solusyonu ile yikandi. Sonrasinda 100 pL substrate reagent solution pipetlenerek 37°C* de 15

dk. karanlikta inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 50 pL stop solution pipetlenerek reaksiyon
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durduruldu. Caligma sonunda BioTek Synergy-4 (Seri n0.233513, USA) marka Microplate

reader kullanilarak 450 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

FSH konsantrasyonlar1 standart degerleri kullanilarak olusturulan standart egriye gore
hesapland1 ve elde edilen konsantrasyonlar ng/mL olarak ifade edildi. Kit sensitivity 1,88
ng/mL ve CV <%5, 6l¢iim aralig1 ise 3,13 ng/mL- 200 ng/mL arasinda verilmistir. Yiiksek

konsantrasyonlu 6rnekler diliie edilerek iki kez calisilarak dogrulandi.

3.10. Rat Ostradiol (E2) Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Serum rat dstradiol (E2) konsantrasyonlar1 Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda ticari olarak piyasada bulunan
Rat E2 ELISA kit (Reed Biotech Ltd.Sti., Cat No. RE10177, Wuhan, Cin) ile sandwich metod
enzim linked immunosorbent assay yontemi ile calisildi Tiim calisma ¢ozeltileri taze olarak

hazirland1 ve kullanmadan 6nce oda 1sisinda (25 °C) bekletildi.

Rat E2 standart1 kullanilarak seri diliisyon yontemiyle, 8 adet standart (S1-0 pg/mL,
S2-S2-12,5 pg/mL, S5-25 pg/mL, S6-50 pg/mL, S7-100 pg/mL, S8-200 pg/mL, S8-400
pg/mL ve S8-800 pg/mL) hazirlandi. ELISA plate iizerinde kor, standartlar ve drnekler i¢in
kuyucuklar belirlendi. Standartlara Ornekler ile ayni prosediir uygulandi. Belirlenmis
kuyucuklara 100 pL standart (S1-S8) ve ornekler pipetlendi, 37°C’ de 90 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda plate otomatik yikayici yardmmiyla 3 kez 350 pL yikama
solusyonu ile yikandi. Daha sonra standart ve numune kuyucuklarina 100 pL biotinylated
detecting antibody solution pipetlendikten sonra 37°C’de 60 dk. inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda plate otomatik yikayici yardimryla 3 kez 350 uL yikama solusyonu ile
yikandi. Tiim kuyucuklara 100 pL. HRP conjugate solution ilave edilerek 37°C* de 30 dk.
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda plate otomatik yikayici yardimiyla 3 kez 350
pL yikama solusyonu ile yikandi. Sonrasinda 100 pL substrate reagent solution pipetlenerek
37°C’ de 15 dk. karanlikta inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 50 pL stop solution pipetlenerek
reaksiyon durduruldu. Calisma sonunda BioTek Synergy-4 (Seri no.233513, USA) marka

Microplate reader kullanilarak 450 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

Rat E2 konsantrasyonlar1 standart degerleri kullanilarak olusturulan standart egriye
gore hesaplandi ve elde edilen konsantrasyonlar pg/mL olarak ifade edildi. Kit sensitivity 7,5
pg/mL ve CV<% 5, dl¢iim aralif1 ise 12,5 pg/mL - 800 pg/mL arasinda verilmisti. Yiiksek

konsantrasyonlu 6rnekler diliie edilerek iki kez caligilarak dogrulandi.
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3.11. Rat Testosteron Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Serum Rat Testosteron konsantrasyonlart Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda ticari olarak piyasada bulunan
Rat Testosteron ELISA kit (Reed Biotech Ltd.Sti., Cat No. RE10175, Wuhan, Cin) ile
sandwich metod enzim linked immunosorbent assay yontemi ile calisildi Tiim c¢alisma

¢ozeltileri taze olarak hazirlandi ve kullanmadan 6nce oda 1sisinda (25 °C) bekletildi.

Rat Testosteron standartt1 kullanilarak seri diliisyon yontemiyle, 8 adet standart (S1-0
ng/mL, S2-0,16 ng/mL, S3-0,31 ng/mL, S4-0,63 ng/mL, S5-1,25 ng/mL, S6-2,5 ng/mL, S7-5
ng/mL ve S8-10 ng/mL) hazirlandi. ELISA plate iizerinde kor, standartlar ve ornekler igin
kuyucuklar belirlendi. Standartlara Ornekler ile ayni prosediir uygulandi. Belirlenmis
kuyucuklara 100 pL standart (S1-S8) ve ornekler pipetlendi, 37°C* de 90 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda plate otomatik yikayici yardimiyla 3 kez 350 pL yikama
solusyonu ile yikandi. Daha sonra standart ve numune kuyucuklarma 100 pL biotinylated
detecting antibody solution pipetlendikten sonra 37°C’de 60 dk. inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda plate otomatik yikayici yardimiyla 3 kez 350 pL yikama solusyonu ile
yikandi. Tiim kuyucuklara 100 pL HRP conjugate solution ilave edilerek 37°C’ de 30 dk.
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda plate otomatik yikayici yardimiyla 3 kez 350
puL yikama solusyonu ile yikandi. Sonrasinda 100 pL substrate reagent solution pipetlenerek
37°C’ de 15 dk. karanlikta inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 50 pL stop solution pipetlenerek
reaksiyon durduruldu. Calisma sonunda BioTek Synergy-4 (Seri no.233513, USA) marka

Microplate reader kullanilarak 450 nm dalga boyunda absorbanslar okundu.

Testosteron konsantrasyonlar1 standart degerleri kullanilarak olusturulan standart
egriye gore hesaplandi ve elde edilen konsantrasyonlar ng/mL olarak ifade edildi. Kit
sensitivity 0,09 ng/mL ve CV<%S5, 6l¢iim araligt ise 0,16 ng/mL - 10 ng/mL arasinda

verilmistr. Yiiksek konsantrasyonlu 6rnekler diliie edilerek iki kez ¢alisilarak dogrulandi.

3.12. Kan ve Dokuda RNA izolasyonu

Tiim deney gruplarina ait kan ve over doku orneklerinden total RNA izalosyonu igin;
EDTA’l1 kan 6rneginden 200ul alind1 ve dokular i¢in 10 mg 6rnek alinarak 1,5 mL ‘lik steril
ependorf tliplerine aktarildiktan sonra, iizerine 1 mL Trizol (bir guanidinium thiocyanate
soliisyonu) ilave edilerek vortekslenip oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Sonra, karisima

200 pl kloroform ilave edilerek 30 saniye vortekslendi ve 2-3 dk oda sicakliginda bekletildi.
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Daha sonra tiim bu lizis karisim1 4 °C’de 14000xg’ de 10 dk santrifiij edildi ve sonra en
iistteki berrak faz yeni ependorf tiiplere aktarildi. Ustteki fazdan alman kisma izopropanol
eklenerek vorteks yapildi ve 10 dk oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra RNA
presipitasyonu icin 4 °C’de 10000xg de 20 dk santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda iistteki
stvi kisim uzaklagtirildiktan sonra RNA pelletine 1 mL %75’lik etanol ile yikama islemi
gerceklestirildi. 4 °C de 14000xg de 5 dk santrifiij isleminin ardindan bu yikama islemi
tekrarland1 ve etanol tamamen uzaklastirildiktan sonra 50 pl niikleaz icermeyen steril su
eklenerek RNA 6rnegi sulandirildi. Sonrasinda her bir RNA 6rneginin miktar1 ve safligi 260
ve 280 nm dalga boylarindaki absorbanslarinin spektrofotometrik olarak bir nanodrop ile
dlciilmesiyle belirlendi. Ideal safliktaki RNA nin A260/ A280 absorbans oraninm 1.8-2.0
olmasi beklenmektedir. Elde edilen RNA ornekleri PCR ¢alismalarinda kullanilana kadar -
80°C’ de muhafaza edildi (Sekil 3. 5).

i

Sekil 3.5. Kan ve over dokusundan RNA izolasyonunun asamalari.

3.13. RNA Orneklerinden cDNA Sentezi

RT-PCR reaksiyonunda kullanilmak {izere, izole edilen RNA 06rneklerinden
komplementer ¢cDNA sentezi i¢in Bio-Rad firmasma ait iScript™ cDNA Sentez Kiti
kullanild1 (Sekil 3. 6). Tablo 3.1. de belirtilen miktarlara gore reaksiyon karigimi hazirlandi ve
tablo 3.2. de ki 1s1 ve dongiilere gére cDNA sentez reaksiyonu gerceklestirildi.
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Sekil 3.6. RNA orneklerinden komplementer DNA sentezi i¢in cDNA reverse transkript kit.

Tablo 3.1 20 pl revers transkriptaz reaksiyon karisimi.

Bilesenler Hacim
5x iScript Mix 4 uL
Ters transkripsiyon (RT) 1 pL
RNA ornegi + RNaz icermeyen su 15 uL
Total hacim 20 uL

Hazirlanan karigim termal dongii cihazina (BIO-RAD/T100) yerlestirildi.

Tablo 3.2. Revers transkriptaz termal déngii protokolii.

Sicaklik (°C) Siire (dk)
Baslatma 25 5
Ters transkripsiyon (RT) 46 20
RT inaktivasyonu 95 1
Optimum asama 4 -

3.13.1. RT-PCR analizi

Real-Time PCR analizi i¢in “SsoAdvenced Universal 2X SYBR Green Super Mix
(with ROX) (Bio-Rad)” kiti kullanildi. Kitin protokoliine gore, toplam 10 pl reaksiyon hacmi
icin; 5 ul 2X SYBR Green Super Mix, sentezlenen cDNA o6rneklerinden 100ng/ 2 pl, 20
pmol/0,3 ul forward ve revers primerlerin her birinden ve 2,4 pl niikleaz icermeyen su ile
karisim hazirlandi. 96-kuyucuklu plate’de, her bir 6rnek i¢in en az ii¢ tekrarli olarak ve
referans gen olarak GAPDH kullanilarak Real-Time PCR cihazinda reaksiyon gerceklestirildi.
PCR reaksiyon kosullar1 i¢in kullanilacak program kitin protokoliine gore; baslangig
denatiirasyonu i¢in 98 °C’de 3dk, ardindan 40 dongii olacak sekilde denatiirasyon icin

98°C’de 15sn ve baglanma/uzama i¢in 60°C’de 1dk olarak uygulandi. Reaksiyon sonucunda
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gen ekspresyon diizeyleri, elde edilen Ct degerleri kullanilarak, hedef RNA’larin Ct
degerlerinin endojen kontroliin Ct degerine normalize edildigi AACT metodu ile belirlendi.

2 —AACt

Gen ekspresyonundaki rolatif degisimLer yontemine gore hesaplandi.

3.14. Kan ve Over Dokularindan DNA izolasyonu

Disi Sprague-Dawley sicanlar1 deney prosediirleri tamamlandiktan daha sonra kan ve
over dokularindan genomik DNA’nin izolasyonu igin, ticari bir genomik DNA izolasyon kiti
kullanild1 ve kitin protokolii uygulandi (Sekil 3. 7). Elde edilen DNA numunelerinin
konsantrasyonlar1 ve safliklar1 bir nanodrop spektrofotometre ile o6lciildii. Sonrasinda,

metilasyon analizi i¢in bu DNA 6rneklerine bisiilfit modifikasyonu islemi uygulandi.

Sekil 3.7. Kan ve over dokusundan DNA izolasyon kit.

200 pl 6rnek (EDTA’lh tam kan) veya 25 mg over doku numunesi mikro santrifiij
tiipiine aktarildi. Ornege 20 pl Proteinaz K eklendi ve ardindan 200 pl FATG2 Buffer (Lizis
Tamponu 2) ilave edildi. Karisim pulse-vortex (kisa ve ardisik calkalama) ile tamamen
homojenlestirildi. Numune 60°C sicaklikta 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda ara
ara vortex yapildi. Numune 70°C sicaklikta 10 dakika daha inkiibe edildi. Karigima 200 pl
etanol (%96—-100) eklendi ve tekrar pulse-vortex ile iyice karistirildi. Tiip, kapagin i¢
yiizeyindeki damLalarin uzaklastirilmas1 amaciyla kisa siireli santrifiij edildi. Bir FATG Mini
Kolon (Silika bazli dna baglayici kolon), bir toplama tiipli i¢ine yerlestirildi. Hazirlanan
karisim dikkatlice kolona aktarildi. Numune tam hizda (~18.000 x g) 1 dakika santrifiij edildi
ve FATG Mini kolon yeni bir toplama Tiipii icerisine aktarildi. Kolona 400 pul W1 Buffer
(Yikama Tamponu 1) eklenir. Tam hizda 1 dakika santrifiij edildi ve akigkan atildi. Kolona
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750 pl Wash Buffer (Yikama Tamponu 2) eklendi. Tam hizda 1 dakika santrifiij edildi ve
akiskan atildi. Kolon, kalint1 sivilarin tamamen uzaklagtirilmasi amaciyla tam hizda 3 dakika
daha santrifiij edildi. 100 ul kadar 6nceden 70°C’ye sicakliga isitilmis Elution Buffer’:
(Eliisyon tamponu) veya ddH-O (pH 7.5-9.0)’yu FATG Mini kolonunun membran merkezine
dikkatlice uygulanir. FATG Mini kolonu 3 dakika kadar bekletildi. DNA’y1 eliie etmek igin
kolon tam hizda 2 dakika santrifiij edildi.

3.15. DNA’min Bisiilfit Modifikasyonu

Steril bir PZR tiipline 500ng genomik DNA igeren 20ul DNA 06rnegi konuldu.
20ul’den az olan DNA orneklerinin hacmi ise, steril bidistile su ilave edilerek son hacmi
20ul’ye tamamlandi. 500ng/20ul DNA igeren PZR tiipline, dnceden hazirlanmig olan 120ul
‘Modification Reagent’ soliisyonu eklendi, pipetaj yapilarak karistirildi. PZR tiipii kuru 1s1
blogunda 98°C’de 10 dakika ve hemen ardindan 60°C’de 150 dakika bekletildi. Bir toplama
tiipl icerisindeki ‘DNA Purification Micro Column’ mini kolonuna 400ul ‘Binding Buffer’
eklendi. Sonra igerisine, 3. Asamadaki bisiilfit modifikasyonu yapilmis DNA 6rnegi ‘Binding
Buffer’ icerisine ilave edildi ve pipetaj yapilarak iyice karistirildi. Toplama tiipii icindeki mini
kolon, oda sicakliginda 12,000rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiiptindeki sivi
atildi ve mini kolon ayni toplama tiipiine yerlestirildi. Mini kolona 200ul ‘Wash Buffer’
eklendi ve oda sicakliginda 12,000rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiipiindeki siv1
atildi ve mini kolon ayni toplama tiipline yerlestirildi. Mini kolona 200ul ‘Desulfonation
Buffer’ eklendi ve oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Toplama tiipii i¢indeki mini kolon,
oda sicakliginda 12,000rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiiplindeki siv1 atild1 ve
mini kolon ayni1 toplama tiipiine yerlestirildi. Mini kolona 200ul ‘Wash Buffer’ eklendi ve oda
sicakliginda 12,000rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiipiindeki siv1 atildi ve mini
kolon ayni toplama tiipiine yerlestirildi. Mini kolona tekrar 200ul ‘Wash Buffer’ eklendi ve
oda sicakliginda 12,000rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Toplama tiipii ve ig¢indeki s1v1 atildu.
Mini kolon, steril 1.5ml’lik bir mikro santrifiij tiipiine yerlestirildi. Mini kolona 10ul ‘Elution
Bufter’ eklendi ve oda sicakliginda 12,000rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Mini kolon atildi.
Elde edilen bisiilfit modifikasyonu yapilmig DNA 6rnegi, Metilasyon Spesifik PZR (MSP)’da

kullanild1. Hemen kullanilmayan 6rnekler —20°C’de muhafaza edildi.

3.16. Metilasyon Spesifik PCR (MSP)
Metilasyon Spesifik PCR yontemi, bisiilfit donilisiimii yapilmis DNA o6rneklerinde,

CpG adaciklarindaki metilasyon durumunun belirlenmesinde kullanildi. DNA’nin bisiilfit ile
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muamelesi, kimyasal olarak metile olmayan sitozinleri urasile doniistiiriirken, metile olan
sitozinler degismeden kalirlar. Bunun sonucunda, bisiilfit muamelesi yapilmis DNA’da artik
orijinal baz eslesmesi ortadan kalkar. Bu nedenle MSP yonteminde 7rpvi ve Trpm2 genlerinin
promotor bolgelerini ¢ogaltmak i¢in, metilasyona 6zgiil olan primerler (MSP) ve metilasyona
0zgiil olmayan primerler (USP) tasarlandi. Metilasyona 6zgiil PCR primerlerini tasarlamak
icin, ‘www.ensembl.org’  sitesinden elde edilen gen  promotér  dizileri
‘http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi’  adresindeki  veri tabanina
girilerek MSP ve USP primerler tasarlandi. MSP yonteminde kullanilan primer dizileri Tablo

3.3. de verilmistir.

Tablo 3.3. Metilasyon spesifik PCR primer dizileri.

Gen Primer Dizisi

Trpvl MSP-F 5'-GGAATTTTAGCGTTAGAGGC-3’
Trpvl MSP-R 5'-CGACCTACCAAAATTAATAACGTA-3’
Trpvl USP-F 5'-GGAATTTTAGTGTTAGAGGTG-3’
Trpvl USP-R 5'-AACCTACCAAAATTAATAACATAA-3'
Trpm2 MSP-F 5'-GTAGTTTGGGGTTAAAGGCG-3’
Trpm2 MSP-R 5'-GACGTTCTTCCAAAACTCGAA-3’
Trpm?2 USP-F 5'-GGGTAGTTTGGGGTTAAAGGT-3’
Trpm2 USP-R 5'-GGGTAGTTTGGGGTTAAAGGT-3’

MSP yonteminde, Taq DNA polimeraz enzim kiti (Thermo Fisher, Litvanya) ve
metilasyona 0zgiil oligoniikleotit primerler kullanildi. MSP reaksiyon karisimi i¢in; toplam
25ul’lik reaksiyon hacmi i¢in, 2.5 pl PCR tamponu, 0.2 pl/200 uM dNTP mix, 20pmol/ul
forward primer, 20pmol/ul revers primer, 150ng/3ul bisiilfitle modifiye DNA 6rnegi, 1.25U

Taq DNA polimeraz enzimi ve steril su kullanildu.

Metilasyon spesifik PCR protokolii i¢in: Bagslangic denatiirasyonu i¢in 95°C’de 3dk,
sonrasinda 40 dongii seklinde 95°C’de 40sn denatiirasyon, 57°C’de primer baglanmasi ve
72°C’de 70sn uzama yapildi. Sonrasinda 72°C’de 7dk son uzama yapilarak reaksiyon

sonlandirildi.

MSP sonrasinda PCR iriinleri %?2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek
goriintiilendi ve metile-spesifik primerle amplifiye olan Ornekler ile unmetile-spesifik
primerle amplifiye olan Orneklerin bant yogunluklar1 Image] programinda analiz edilerek

metilasyon durumlar1 degerlendirildi.
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3.17. istatistiksel Analizler

Bu calismada hormon diizeyleri, gen ekspresyonu, DNA metilasyonu ve deney
siiresince izlenen agirlik degisimleri IBM SPSS Statistics 21.0 yazilimi1 kullanilarak analiz
edilmistir. Analizlere baslamadan once tim degiskenler i¢in dagilim oOzellikleri incelenmis;
Shapiro—Wilk testi sonuglarmma gore verilerin normal dagilim gosterdigi, Levene testi
bulgularina gore varyanslarin homojen oldugu saptanmistir. Bu nedenle parametrik
istatistiksel yOntemlerin uygulanmast miimkiin olmus ve tiim analizlerde bu yaklagim
izlenmistir. Gruplar arasindaki ve gruplar igerisindeki farkliliklar1 degerlendirmek amaciyla
agirlik degisimleri, hormon konsantrasyonlari, gen ekspresyon diizeyleri ve metilasyon
oranlar i¢in tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) yiiriitiilmiis; anlamli modellerde
grup farkliliklarinin yoniinii belirlemek tlizere Tukey HSD veya Duncan ¢oklu karsilagtirma
testleri uygulanmistir. Gen ekspresyonu ve metilasyon diizeylerinde hem grup hem doku
etkilerini ve bu iki faktoriin etkilesimi arasindaki dogrusal iliskiler Pearson korelasyon
katsayisi ile degerlendirilmis; korelasyon katsayilari (r), kovaryans degerleri ve anlamlilik
diizeyleri raporlanmistir. Tiim analizlerde istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul

edilmis, tablo olarak gosterimlerde ortalama =+ standart hata degerleri kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. PKOS Modeli

Ostriis siklusunun evreleri vaginal smear drneklerinde géoriilen iig tip hiicrenin oranina
gore karakterize edilmektedir. Bu hiicre tipleri epitel hiicreler, kornifiye hiicreler ve
l16kositlerdir. Prodstrus evresinde ¢ok sayida ¢ekirdekli epitelyum hiicreleri ve bunun yaninda
nétrofiller, 16kositler ve ¢ekirdeksiz hiicreler goriiliir. Ostrus evresinde sadece ¢ekirdeksiz iist
iiste gelmis yass1 hiicreler goriiliir. Metadstrus evresinde {i¢ hiicre tipi de goriiliir fakat yogun
olarak c¢ekirdeksiz hiicreler ve notrofil l16kositler goriiliir. Didstrus evresinde ise notrofil

l6kositler yogun bir sekilde goriiliirken az sayida da ¢ekirdekli hiicreler goriiliir (Sekil 4.1).

.f‘ A
. Diostrus’ .

Sekil 4.1. PKOS rat modelinde Ostrus siklusunun vajinal smear goriintiilerimiz A) prodstrus, B) ostrus, C)
metadstrus ve D) didstrus evreleri.

Gruplarda PKOS modelinin olustugunu tespit etmek i¢in 21 giin boyunca Ostriis
dongiisii takip edildi. Sicanlardan aliman vajinal smear Orneklerinin sonuglarina gore

PKOS’un olusturuldugu dogrulandi (Sekil 4.2). Kontrol grubuna ait sicanlar diizenli Gstrus
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siklusu gosterirken, diger gruplara ait sicanlar diizensiz, uzamis Ostrus siklusu gostermistir

(Sekil 4.3).

Sekil 4.2. A) Over dokusu kontrol grubu saglikli overler; B) Over dokusu PKOS grubunda olusan polikistik
goriiniim.

Sekil 4.3. Metformin grubu (A), EE/ DRSP grubu (B) ve Metformin + EE/DRSP grubuna (C) ait makroskobik
over goriiniimleri.
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4.2. Canh Agirhk Bulgular

Gruplar arasinda kontrol grubuna ait siganlarin canli agirhiginin en diisiik oldugu
belirlendi. Kontrol grubuna kiyasla PKOS grubu canli agirliklarinda anlami bir artig
gosteriyordu (p<0.05). Metformin grubu, EE/DRSP grubu, Metformin + EE/DRSP gruplari
ile kontrol grubuna goére anlamli bir fark bulunurken (p<0.05); Metformin grubu ve EE/DRSP
grubu ile PKOS gruplari arasinda anlaml bir fark yoktu (p>0.05). Metformin ve EE/DRSP
gruplar1 arasinda da anlamli fark olmadig1 ve bu degerlerin birbirine benzer oldugu ve PKOS
grubu ile de benzer oldugu tespit edildi(p>0.05). Metformin + EE/DRSP kombine uygulanan
tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farkin bulundugu (p<0.05) ve bu diisiis
sonucu PKOS grubu ile arasinda anlamli farkliligin kalmadig: tespit edildi ( p>0.05). Tiim
gruplara ait canli agirlik Olglimlerinin istatistiksel analizi Tablo 4.1 ve Sekil 4.4’ de

verilmistir.

Tablo 4.1. Gruplarin sican canh agirhiklari (ortalama + standart sapma).

Gruplar Ortalama = SS
Kontrol grubu 274,3¢ + 27.76
PKOS Grubu 323,6* £ 20.11
Metformin Grubu 316,0* + 17.66
EE/DRSP Grubu 308,5% + 26.57
Metformin + EE/DRSP Grubu 285,5% + 8.7

*Ayni harf ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Farkli harf
ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).

PROS sonrasi
(Tedavi gruplarz)

400,00

300,00

4

i

200,004

Viicut agirhg (g)

100,007

0,00- T

T
Kontrol PEOS Metformin EE/DRSP Metformin + EE/DRSP

Gruplar

Sekil 4.4. Gruplarin sican canli agirliklari.
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4.3. Serum FSH, LH, E2 ve Testosteron Konsantrasyonlari

Deney sonunda tiim gruplara ait siganlarin serum FSH, LH, E2 ve Testosteron
konsantrasyonlar1 degerlendirildi. Deney sonunda tiim gruplara ait siganlarin serum FSH, LH,
E2 ve testosteron konsantrasyonlar1 ve istatistiksel analizleri Tablo 4.2 de sunuldu.

Tablo 4.2. Kontrol grubu, PKOS grubu ve tedavi gruplarmma ait FSH, LH, E2 ve testosteron
konsantrasyonlari (ortalama + standart sapma).

FSH (ng/mL) LH (mIU/mL) E2 (pg/mL) Testosteron (ng/mL)

Ortalama Standar Ortalam Standar Ortalama Standar Ortalam  Standar
tsapma a t sapma tsapma a t sapma

Kontrol 112,5826° 9,91806  4,81288>  1,95900  103,76627 30,3239  2,02630°  0,50972
grubu a 6

PKOS 74,86750°  5,56557  22,56727*° 3,79573  35,33290° 19,9839  5,35855*  (,55844
grubu 2

Metformi  87,73243°  11,98238 7,26212° 222346  48,95793° 12,9901 1,71763%  0,31433
n grubu 2

EE/DRSP  83,66402¢ 12,0186  5,70165° 224164 49,26618> 152094  2,09810°  0,64236
grubu 2 1

Metformi  137,04798 18,4531  5,00922°  1,39757  85,33242* 28,4265 1,70378°>  0,41044
n + @ 7 0

EE/DRSP

grubu

*Ayni harf ile gosterilen degerler arasinda istatistiksel bir anlam bulunmamaktadir (p>0,05) Farkli harf ile
gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05).
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FSH konsantrasyonlar1 incelendiginde PKOS grubundaki FSH konsantrasyonlarinin
kontrol grubuna gore belirgin olarak azaldigi tespit edildi. Istatistiksel olarak PKOS ve
kontrol gruplar1 arasinda FSH konsantrasyonunda anlamli bir farklilik goézlendi (p<0,05).
Metformin grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunsa da
(p<0,05) metformin grubu ile PKOS grubu arasinda anlamli bir fark bulunmuyordu (p>0,05).
EE/DRSP grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmakta
olup (p<0,05); EE/DRSP grubu ile PKOS grubu arasinda anlamli bir fark bulunmuyordu
(p>0,05). Metformin+EE/DRSP kombine uygulana grupta kontrol grubu ile grubunda anlamli
bir fark bulunuyordu (p<0,05), bu anlamh farklilik Metformin+EE/DRSP ile PKOS grubu
arasinda da tespit edildi(p<0,05). Metformin+EE/DRSP grubunda FSH konsantrasyonun
PKOS grubuna gore belirgin dlgiide arttig tespit edildi. Metformin ve EE/DRSP gruplarinda
FSH konsantrasyonun PKOS grubuna gore arttig1, gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig:

(p>0,05) tespit edildi. Tiim gruplarin FSH konsantrasyonlarina ait veriler Sekil 4.5 verilmistir.

200,00000]

15000000

——

FSH

100,00000-]

o
B

$0,000007

0,00000~ T T T

Kontrol PKOS Metformin EE/DRSP Metformin + EE/DRSP

Gruplar

Sekil 4.5. Kontrol grubu, PKOS grubu, Metformin grubu, EE/DRSP grubu ve Metformin + EE/DRSP
gruplarinda serum FSH konsantrasyonlart.
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LH konsantrasyonlar1 konsantrasyonlarina incelendiginde PKOS grubunda kontrol
grubuna gore belirgin dl¢iide artis oldugu tespit edildi. Istatistiksel olarak PKOS ve kontrol
gruplar1 arasinda LH konsantrasyonu anlamli bir fark bulunmaktaydi (p<0,05). Metformin
grubu, EE/DRSP grubu ve Metformin + EE/DRSP gruplari ile kontrol grubu arasinda anlamli
bir fark olmadig: tespit edildi (p>0,05). EE/DRSP ve Metformin + EE/DRSP gruplarinin LH
konsantrasyonlarinin kontrol grubu ile benzer oldugu tespit edildi. Metformin grubu,
EE/DRSP grubu ve Metformin + EE/DRSP gruplar1 arasinda LH konsantrasyonun PKOS
grubuna gore belirgin Ol¢iide azaldigr ve bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli tespit

edildi(p<0,05). Tiim gruplarin LH konsantrasyonlarina ait veriler Sekil 4.6’da verilmistir.

30,00000]

20,000004

LH

10,00000]

T

T =+

0,00000- T

T
Kontrol PKOS Metformin EE/DRSP Metformin + EE/DRSP

Gruplar

Sekil 4.6. Kontrol grubu, PKOS grubu, Metformin grubu, EE/DRSP grubu ve Metformin + EE/DRSP
gruplarinda serum LH konsantrasyonlari.
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E2 konsantrasyonlar1 incelendiginde; PKOS grubunda E2 konsantrasyonun kontrol
grubuna gore belirgin olciide azaldig: tespit edildi. Istatistiksel olarak PKOS ve kontrol
gruplar arasinda E2 konsantrasyonunda anlamli bir farklilik oldugu (p<0,05) tespit edildi.
Metformin grubunda kontrol grubuna gore E2 konsantrasyonlarinda belirgin azalma oldugu
(p<0,05), PKOS grubu ile arasinda anlamli bir fark bulunmadigi tespit edildi (p>0,05).
EE/DRSP grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmakta
olup (p<0,05); EE/DRSP grubu ile PKOS grubu arasinda anlamli bir fark bulunmuyordu
(p>0,05). Metformin + EE/DRSP grubu ile PKOS grubu arasinda anlamli bir fark oldugu
(p<0,05) kontrol grubu ile arasinda ise anlamli bir fark bulunmadig: tespit edildi (p>0,05).
Metformin + EE/DRSP grubunda E2 konsantrasyonun PKOS grubuna gore belirgin olciide
arttig1 tespit edildi. Metformin ve EE/DRSP gruplar1 E2 konsantrasyonun PKOS grubuna gore
arttig1 ve Metformin ve EE/DRSP gruplar1 konsantrasyonlariin benzer oldugu tespit edildi;
bu artig bakimindan her iki grup arasinda anlamli bir fark olmadig1 (p>0,05) tespit edildi. Tim

gruplarin E2 konsantrasyonlarina ait veriler Sekil 4.7 verilmistir.

150,00000+

100,00000-]

Estradiol

50,00000-

T |
N

T

T T
Kontrol PKOS Metformin EE/DRSP Metformin + EE/DRSP

Gruplar

Sekil 4.7. Kontrol grubu, PKOS grubu, Metformin grubu, EE/DRSP grubu ve Metformin + EE/DRSP
gruplarinda serum E2 konsantrasyonlari.
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Testosteron  konsantrasyonlar1  incelendiginde; PKOS grubunda testosteron
konsantrasyonun kontrol grubuna gore belirgin dlgiide artmisti. PKOS grubu ve kontrol
gruplar1 arasinda testosteron konsantrasyonunun istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gosterdigi tespit edildi (p<0,05). Metformin verilen grupta testosteron konsantrasyonlari
PKOS grubuna gore anlamli derecede diismiis(p<0,05) ; bu diisiis kontrol grubu seviyelerine

indiginden kontrol grubu ile anlaml1 bir fark gézlenmemistir(p>0,05).

PKOS ve Metformin, EE/DRSP, Metformin + EE/DRSP gruplar1 arasinda anlamli bir
fark oldugu (p<0,05) tespit edildi. Bu tedavi gruplarinda testosteron konsantrasyonun PKOS
grubuna gore belirgin 6l¢iide azaldig: tespit edildi.

Metformin, EE/DRSP ve Metformin + EE/DRSP gruplar testosteron konsantrasyonlari
arasinda anlamli bir fark olmadig1 (p>0,05). PKOS grubuna gore anlamli bir diisiis gortildigi
(p<0,05) her tii¢ grup ile kontrol grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi
(p>0,05) testosteron seviyelerinin kontrol grubu diizeyine diistiigii gozlendi. Metformin grubu
ve Metformin + EE/DRSP grubuna ait testosteron konsantrasyonlarinin benzer oldugu,
EE/DRSP grubunda ise testosteron konsantrasyonlarinin diger tedavi gruplarina gore daha
yiiksek oldugu tespit edildi. Tiim gruplarin testosteron konsantrasyonlarina ait veriler Sekil

4.8 verilmistir.

6,00000]

5,00000

4,00000-

3,00000

Testosteron

2,000007

:
Ll

1,00000

T T
Kontrol PKOS Metformin EE/DRSP Metformin + EE/DRSP

Gruplar

Sekil 4.8. Kontrol grubu, PKOS grubu, Metformin grubu, EE/DRSP grubu ve Metformin + EE/DRSP
gruplarinda serum testosteron konsantrasyonlari.
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4.4. Kan ve Over Dokusunda 7rpvl Gen Ekspresyonu

Real-time PCR analizi sonuglarina gore over dokusunda 7rpv/ gen ekspresyon
diizeylerine bakildiginda: PKOS grubunda kontrole gore ekspresyonun 1,42 kat arttigi
(p<0.001) gozlendi. PKOS grubu ile kiyaslandiginda; Metformin grubunda ekspresyonun
0,86 kat azaldig1 (p<0.001); ED/DRSP grubunda 1,78 kat arttig1 ve Metformin + ED/DRSP
grubunda 0.051 kat azaldig1 (p<0.001) gozlendi (Sekil 4.9).

2,000000=

1,500000

1,000000-

Mean TRPV1_over

0,500000—

|
1 T
kortrol metf edfdr metfedidr

grup
Error Bars: 95% CI

Sekil 4.9. Kontrol grubu, PKOS grubu, Metformin grubu, EE/DRSP grubu ve Metformin + EE/DRSP
gruplarinda serum over dokunda gen ekspresyon grafigi.

0,000000=
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Real-time PCR analizi sonuglarina gore kanda 7rpvI gen ekspresyon diizeylerine
bakildiginda: PKOS grubunda kontrole gore ekspresyonun 2,45 kat arttigi (p<0.001) gozlendi.
PKOS grubu ile kiyaslandiginda; Metformin grubunda ekspresyonun 0,0121 kat azaldigi
(p<0.001); EE/DRSP grubunda 0,0111 kat azaldigi ve Metformin + EE/DRSP grubunda
0,00021 kat azaldig1 (p<0.001) gozlendi (Sekil 4.10). Metformin ve EE/DRSP gruplarinda
kanda anlamli bir farklilik gostermedigi tespit edildi (p > 0,001).

2,500000+

2,000000=

1,500000

Mean TRPV1_kan

1,000000

0,500000=

0,000000—

T T T
kontral pcos metf edidr metfedidr
grup

Error Bars: 95% Cl

Sekil 4.10. Kontrol grubu, PKOS grubu, Metformin grubu, EE/DRSP grubu ve Metformin + EE/DRSP
gruplarinda serum kan dokunda gen ekspresyon grafigi.
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4.5. Kan ve Over Dokusunda 7rpm2 Gen Ekspresyonu

Real-time PCR analizi sonuclarina gore over dokusunda 7rpm2 gen ekspresyon
diizeylerine bakildiginda: PKOS grubunda kontrole gore ekspresyonun 0,531 kat azaldigi
(p<0.001) gozlendi. PKOS grubu ile kiyaslandiginda; Metformin grubunda ekspresyonun
0,540 kat azaldig1 (p<0.001); EE/DRSP grubunda 0,151 kat azaldigi ve Metformin +
EE/DRSP grubunda 0,531 kat azaldig1 (p<0.001) gozlendi (Sekil 4.11).

1,000000=

0,500000-

0,800000+

Mean TRPM2_over

0,400000-

0,200000

0,000000= - -
kortrol poos metf edidr metiedidr

grup
Errar Bars: 95% Cl

Sekil 4.11. Kontrol grubu, PKOS grubu, Metformin grubu, EE/DRSP grubu ve Metformin + EE/DRSP
gruplarinda serum over dokunda gen ekspresyon grafigi.
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Real-time PCR analizi sonuglarina gore kan dokusunda 7rpm2 gen ekspresyon
diizeylerine bakildiginda: PKOS grubunda kontrole gore ekspresyonun 2,73 kat arttigi
(p<0.001) gozlendi. PKOS grubu ile kiyaslandiginda; Metformin grubunda ekspresyonun
0,011 kat azaldig1 (p<0.001); EE/DRSP grubunda 0,0198 kat azaldigi ve Metformin +
EE/DRSP grubunda 0,0201 kat azaldigr (p<0.001) goézlendi (Sekil 4.12). Metformin,
Metformin + EE/DRSP ve EE/DRSP gruplarinda kanda anlamli bir farklilik gostermedigi

tespit edildi (p > 0,001).

3,000000+

| 2,000000

Mean TRPM2_kan

1,000000-

0,000000- T T T
kontrol pcos metf edidr metiedidr
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Error Bars: 95% CI

Sekil 4.12. Kontrol grubu, PKOS grubu, Metformin grubu, EE/DRSP grubu ve Metformin + EE/DRSP
gruplarinda serum kan dokunda gen ekspresyon grafigi.
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4.6. Kan ve Over Dokusunda 7rpvl Promotor Metilasyonu

Metilasyon spesifik PCR analizi sonucuna gore 7rpvI geninin over dokusunda
promotor metilasyon profiline bakildiginda: PKOS grubunda kontrole kiyasla metilasyonun
arttigi  (p<0.001) gozlendi. PKOS grubu ile kiyaslandiginda; Metformin grubunda
metilasyonun azaldig1 (p<0.001), EE/DRSP grubunda metilasyonun azaldigi (p<0.001),
Metformin + EE/DRSP (p<0.001) grubunda metilasyonun azaldigi gdzlenmistir. Kontrol,
Metformin ve Metformin + EE/DRSP gruplar1 arasinda metilasyonda anlamli bir farklilik

olmadig tespit edildi (p>0,001) (Sekil 4.13 ve 4.14).

TRPV1 Geni Metile / Unmetile Oram
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Kontrol PKOS Metformin EE/DRSP Metformin + EE/DRSP

Gruplar

Sekil 4.13. Metformin, EE/DRSP ve Metformin + EE/DRSP kombinasyonlarimin PKOS over dokusunda Trpvi
geninin promotdr metilasyonun metile/ unmetile orani.

oty

Sekil 4.14. Metformin, EE/DRSP ve Metformin +E/DRP kombmasyonlarnm PKOS over dokusunda TrpvI
geninin promotdr metilasyonuna etkisini gosteren metilasyon spesifik PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforezi
gorintiisi.
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Metilasyon spesifik PCR analizi sonucuna gore 7rpv/ geninin kandaki promotor
metilasyon profiline bakildiginda: PKOS grubunda kontrole kiyasla metilasyonun arttigi
(p<0.001) gozlendi. PKOS grubu ile kiyaslandiginda; Metformin grubunda metilasyonun
azaldig1 (p<0.001), EE/DRSP grubunda metilasyonun azaldig1 (p<0.001), Metformin +
EE/DRSP (p<0.001) grubunda metilasyonun azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.15 ve 4.16)
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Kontrol PKOS Metformin EE/DRSP Metformin + EE/DRSP

Gruplar

Sekil 4.15. Metformin, EE/DRSP ve Metformin + EE/DRSP kombinasyonlarinin PKOS kan dokusunda 7rpvi
geninin promotdr metilasyonun metile/ unmetile orani.

Sekil 4.16. Metformin, EE/DRSP ve Metformin + EE/DRSP kombinasyonlarinin PKOS kan dokusunda 7Trpvi
geninin promotdr metilasyonuna etkisini gosteren metilasyon spesifik PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforezi
goriintiisi.
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4.7. Kan ve Over Dokusunda 7rpm2 Promotor Metilasyonu

Metilasyon spesifik PCR analizi sonucuna goére 7rpm?2 geninin over dokusunda
promotor metilasyon profiline bakildiginda: PKOS grubunda kontrole kiyasla metilasyonun
azaldig1 (p<0.001) gozlendi. PKOS grubu ile kiyaslandiginda; Metformin grubunda
metilasyonun azaldigi (p<0.001), EE/DRSP grubunda metilasyonun artig1 (p<0.001),
Metformin + EE/DRSP (p<0.001) grubunda metilasyonun artig1 gézlenmistir (Sekil 4.17 ve
4.18).
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Gruplar

Sekil 4.17. Metformin, EE/DRSP ve Metformin + EE/DRSP kombinasyonlarinin PKOS over dokusunda Trpm2
geninin promotdr metilasyonun metile/ unmetile orani.

OS kan dokusunda 7 rpm2
geninin promotdr metilasyonuna etkisini gosteren metilasyon spesifik PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi
gorilintiisi.
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Metilasyon spesifik PCR analizi sonucuna gore Trpm2 geninin kandaki promotor
metilasyon profiline bakildiginda: PKOS grubunda kontrole kiyasla metilasyonun azaldigi
(p>0.001) gozlendi. PKOS grubu ile kiyaslandiginda; Metformin grubunda metilasyonun
azaldig1 (p>0.001), EE/DRSP grubunda metilasyonun azaldig1 (p<0.001), Metformin +
EE/DRSP (p<0.001) grubunda metilasyonun azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.19 ve 4.20).
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Gruplar

Sekil 4.19. Metformin, EE/DRSP ve Metformin + EE/DRSP kombinasyonlarinin PKOS over dokusunda Trpm?2
geninin promotdr metilasyonun metile/ unmetile orani.
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Sekil 4.20. Metformin, EE/DRSP ve Metformin + EE/DRSP kombinasyonlarinin PKOS kan dokusunda 7rpm?2
geninin promotdr metilasyonuna etkisini gosteren metilasyon spesifik PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforezi
gorilintiisi.
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4.8. Trpvl ve Trpm2 Genlerinin Over ve Kan Dokularinda Promotor Metilasyon ile
Ekspresyon Iliskisine Ait Korelasyon

Trpvl geninin over dokusunda promotér metilasyon ve ekspresyon arasindaki
korelasyona bakildiginda: PKOS grubunda kontrole gore ekspresyonun artarken,
metilasyonun arttigi  gozlendi (r = 0.895** p=0.000, p<0.01). PKOS grubu ile
kiyaslandiginda; Metformin grubunda ekspresyonun azalirken metilasyonun azaldig: (r = 422,
p=172, p>0.05); EE/DRSP grubunda ekspresyon artarken metilasyonun azaldigi (r = -0727*%*,
p=0,007, p<0.01); Metformin + EE/DRSP grubunda ekspresyon azalirken, metilasyonun
azaldig1 (r = 0,870%*, p=0.00, p<0.01) gozlendi.

Trpvl geninin kan dokusunda promotor metilasyon ve ekspresyon arasindaki
korelasyona bakildiginda: PKOS grubunda kontrole gore ekspresyonun artarken metilasyonun
arttig1 gozlendi (r = 0.834**, p=0.001, p<0.01). Metformin grubunda ekspresyonun azalirken
metilasyonun azaldigi (r = 0, 588, p=0.044*, p<0.05); EE/DRSP grubunda ekspresyonun
azalirken metilasyonun azaldig1 (r = 210, p=0.511, p>0.05); Metformin + EE/DRSP grubunda
azalirken metilasyonun azaldig1 gozlendi (r = 781%*, p=0.003, p<0.01).

Trpm2 geninin over dokusunda promotdr metilasyon ve ekspresyon arasindaki
korelasyona bakildiginda: PKOS grubunda kontrole gore ekspresyonun azalirken,
metilasyonun azaldigr goézlendi (r = 0.870*%*, p=0.000, p<0.01). PKOS grubu ile
kiyaslandiginda; Metformin grubunda ekspresyonun artarken metilasyonun azaldigi (r =
0758**, p=0.004, p<0.01); EE/DRSP grubunda ekspresyon azalirken metilasyonun artig1 (r =-
0.780**, p=0.003, p<0.01); Metformin + EE/DRSP grubunda ekspresyon azalirken
metilasyonun artig1 gézlendi (r =-0.728, p=0.007, p<0.01).

Trpm2 geninin kan dokusunda promotdér metilasyon ve ekspresyon arasindaki
korelasyona bakildiginda: PKOS grubunda kontrole gore ekspresyonun artarken metilasyonun
azaldig1 gozlendi (r =-0.254, p=0.426, p>0.05). PKOS grubu ile kiyaslandiginda; Metformin
grubunda ekspresyonun azalirken metilasyonun azaldigr (r = 0.463, p=0.001, p>0.05);
EE/DRSP grubunda ekspresyon azalirken metilasyonun azaldigi (r = 0.825%*, p=0.350,
p<0.01); Metformin + EE/DRSP grubunda ekspresyon azalirken metilasyonun (r = 0.855%*%*,
p=0.000, p<0.01) azaldig1 gézlenmistir.
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5. TARTISMA

Calismamizda ratlarda olusturdugumuz deneysel PKOS modelinde; deney grubunda
ve tedavi uygulanan gruplarda TrpvI ve Trpm?2 iyon kanallarinin metilasyon ve ekspresyon
diizeylerinde olas1 degisimler arastirilmistir. Elde ettigimiz verilerle, PKOS modelinde Trpvi
ve Trpm2 iyon kanallarmin epigenetik ve transkripsiyonel diizenlenmesinde belirgin
degisiklikler oldugu gozlenmis; PKOS tedavisinde siklikla kullanilan Metformin, EE/DRSP
ve bunlarin kombinasyon uygulamalarinin molekiiler parametreler iizerindeki etkileri ortaya
konmustur. PKOS grubunda her iki genin ekspresyon ve metilasyon diizeylerinde PKOS
fizyopatolojisiyle uyumlu yonde degisimler izlenirken, tedavi uygulamalarinin gen ve dokuya

Ozgii farkl etkiler gosterdigi belirlenmistir.

Hormon diizeylerindeki gozlenen degisimler ve vajinal smear analizleri ile ratlara
uyguladigimiz Letrozol ile hedeflenen in vivo PKOS modelinin olustugu dogrulanmuistir.
PKOS olusturulan ratlarda LH ve testosteron konsantrasyonlarinin artmast ve FSH
konsantrasyonlarinin azalmas1 gibi endokrin degisiklikler, insan PKOS’unda goriilen
hormonal profile benzer bir modelin olustugunu desteklemektedir. (Khosrowpour ve ark.,

2022; Moradi ve ark., 2021).

Calismamizda Letrozol ile indiiklenen in vivo PKOS modelinde ratlarin viicut
agirliklarinin kontrol grubuna gore arttig1 gézlenmistir. Bu bulgu, PKOS’ta gozlenen yiiksek
lipid birikimi ve hafif glukoz intoleransini igeren anabolik etki ile iligkili olabilecegi gibi,
literatiirdeki ¢aligmalarla uyumlu olarak overde cok sayida kist olusumu ile de iligkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. (Kelley ve ark., 2016; Ndeingang ve ark., 2019): Buna
karsilik, ilag uygulanan tedavi gruplarinda PKOS grubuna kiyasla viicut agirliklarinda anlamli
bir azalma gozlenmistir. B. Xu ve ark. (2022) yaptiklar1 bir ¢alismada, PKOS grubunun viicut
agirhiginin kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha yiiksek oldugu ve PKOS modeline
21 giin oral metformin uygulandiktan sonra, PKOS + MET grubunda viicut agirliginin PKOS
grubuna gore azaldigi rapor edilmistir. Bu bulgular ile ¢alismamizin bulgular paralellik

gostermektedir.

Ostrus  dongiisii, esas olarak ovaryum fonksiyonunu diizenleyen cinsiyet
hormonlarindaki degisiklikler nedeniyle PKOS’Iu sigcanlarda diizensiz hale gelmektedir (Sun
ve ark., 2013). Calismamizda kontrol grubunda 21 giinliik serum fizyolojik uygulamasi

sonunda diizenli siklus goriiliirken, PKOS’lu sicanlar uzamis diizensiz 0Ostrus siklusu
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gostermistir. Rajen ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢aligmada ve benzer sekilde H. Yang ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada letrozol ile indiiklenen PKOS’un disi siganlarda uzamis

Ostrus dongiisii ile iliskili oldugunu bildirmistir (Rajan ve ark., 2017; H. Yang ve ark., 2018).

PKOS, cinsiyet hormon diizeylerinden 6zellikle testosteron, LH ve E2 diizeylerinde
degisimlerle karakterize bir sendromdur (Ndeingang ve ark., 2019). Artmis serum testosteron
ve LH konsantrasyonlar1 ile buna eslik eden diisiik E2, progesteron ve FSH seviyeleri PKOS
tablosunu olusturan cinsiyet hormonlarindaki degisimlerdir. Calismamizda da PKOS modeli
olusturdugumuz ratlarda kontrol grubuna gére LH ve testosteron konsantrasyonlarinda
anlamli bir artis, FSH ve E2 konsantrasyonlarinda ise anlamli bir azalma oldugu; ayrica bu
ratlarin alinan vajinal smear Orneklerinde diizensiz ve uzamig Ostrus siklusu goézlenmistir.
PKOS modeli olusturdugumuz ratlarin over dokularinin morfolojik incelemesinde kistik
yapilarin olustugu gozlenmistir. Tiim bu veriler, PKOS modeli olusturulmasinda kullanilan
doz ve siirede letrozoliin etkinligini dogrulamaktadir. M. X. Wang ve ark. (2020) yaptiklar
calismada, letrozol ve yiiksek yagl diyet ile indiiklenen PKOS-IR modelindeki siganlarda
FSH diizeyinde anlamli azalma, LH ve testosteron konsantrasyonlarinda ise anlamli artma
oldugunu bildirilmistir. Bu veriler ¢alisma bulgularimizla paralellik gdstermekte ve hormonal
dengesizligin PKOS patofizyolojisinde 6nemli bir rol oynadigin1 desteklemektedir. Baska bir
calismada Khosrowpour ve ark. (2022) letrozol ile indiiklenen PKOS modelinde kontrol
grubuna kiyasla yiikksek LH ve testosteron seviyeleri, diisiik E2 ve progesteron

konsantrasyonlari tespit etmislerdir (Khosrowpour ve ark., 2022).

Calismamizda PKOS grubunda, kontrol grubuna goére anlamli diizeyde azalan FSH
konsantrasyonlarinin metformin ve EE/DRSP uygulamasinin yapildigi gruplarda FSH
konsantrasyonlarinda diizelmeler sagladigi; metformin ile EE/DRSP uygulanan kombine
tedavinin FSH konsantrasyonlar1 agisindan PKOS tablosunda belirgin iyilesmeye sebep
oldugu goriilmektedir. E2 konsantrasyonlarinin PKOS grubuna kiyasla Metformin grubu ve
EE/DRSP gruplarinda arttig1 ancak anlamli bir fark olusmadigi; oysa Metformin + EE/DRSP
verilen kombine tedavinin E2 konsantrasyonlarint PKOS grubuna gore anlamli o6l¢iide

yiikselttigi goriilmiistiir.

Testosteron konsantrasyonlarinin PKOS grubuna kiyasla metformin, EE/DRSP ve
metformin + EE/DRSP gruplarinda azaldigi fakat en belirgin diisiisii metformin + EE/DRSP
kombine tedavinin sagladig1 gozlenmistir. Tedavinin olumlu etkisi ac¢isindan ii¢ tedavinin de

benzer etkiler gosterdigi izlenmistir.
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Xu ve ark., (2022),—PKOS rat modelinde metformin uygulanan grupta E2
konsantrasyonlarinin PKOS grubuna gore arttigini, testosteron konsantrasyonlarmin ise
azaldigim1 bildirmistir. Baska bir calismada ise Rabah ve ark. (2023), PKOS-IR si¢can
modelinde, metformin grubunda E2 ve FSH konsantrasyonlarimin PKOS grubuna kiyasla
arttigini, LH ve testosteron konsantrasyonlarinin azaldigini rapor etmislerdir. Bu bulgular
calismamizin sonuglariyla paralellik gostermektedir. PKOS grubundaki serum hormon
konsantrasyonlari, PKOS’ta hormonal bozukluklarin meydana geldigini, buna karsin
metformin tedavisinin s6z konusu hormonal diizensizlikleri diizenleyici etki gosterdigini

ortaya koymaktadir.

Literatirde PKOS sican modeli Tlizerine yapilan c¢alismalar incelendiginde,
metforminin bu modelde yaygin olarak kullanilan bir ila¢ oldugu goriilmektedir. Ancak
EE/DRSP ile metformin + EE/DRSP kombinasyonlarinin PKOS sican modeli ilizerindeki
etkilerini aragtiran deneysel ¢alisma bulunmamaktadir. Mevcut verilerin biiyiik ¢ogunlugunu
insanlar iizerinde gergeklestirilen randomize klinik ¢aligmalar olusturmaktadir. Bu nedenle,
s0z konusu ilaglarla yiiriitiilen bu ¢alismamiz, 6zgiinliik agisindan literatiirde ilk deneysel
verileri sunmaktadir. L. Li ve ark. (2020)’nin c¢alismasinda, PKOS hastalarinda LH
konsantrasyonlarinin EE/DRSP tedavisi sonrasi azaldigi; FSH konsantrasyonlarinin EE/DRSP
tedavisi sonrasi arttigi; testosteron konsantrasyonlariin EE/DRSP tedavisi sonrasi azaldigi
rapor edilmistir. Bu bulgularin ¢alismamizda EE/DRSP ile tedavi edilen PKOS modeli
sonuclartyla uyumlu oldugu ve metformin + EE/DRSP kombinasyon tedavisinde daha

belirgin bir iyilesme oldugu gozlenmistir.

Yapilan bir baska ¢calismada, PKOS hastalarinda EE/DRSP ve metformin + EE/DRSP
tedavileri sonrasinda FSH, LH ve testosteron konsantrasyonlarinda azalma; E2
konsantrasyonlarinda EE/DRSP tedavisi sonrasinda azalma oldugu, kombinasyon tedavisinde
ise artig oldugu gozlenmistir, ancak bu degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir
(Kaya ve ark., 2012). Calismamizda ise PKOS sican modelinde EE/DRSP tedavisi FSH ve E2
konsantrasyonlarinda  artis, metformin+EE/DRSP  tedavisi LH ve testosteron
konsantrasyonlarinda anlamli azalma meydana getirdigi tespit edilmistir. Literatiirdeki
farkliliklarin klinik ¢alismalardaki insan populasyonu ile deneysel hayvan modelleri arasinda
fizyolojik, metabolik ve endokrin yanit farkliliklarindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir.
Ayrica ilag biyoyararlanimi, doz uygulamasi, tedavi siliresinin de hormon yanitlarini

etkileyebilecegi de gbz oniinde bulundurulmalidir.
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Trpvl ve Trpm2'nin kan dokusunda artmig ekspresyonu, PKOS’un bilinen
inflamatuvar ve oksidatif stres komponentleri ile uyumludur. Bu iyon kanallar1 hiicresel stres
sensoOrleri olarak gorev yapmakta; artmis reaktif oksijen tiirleri, inflamatuvar sitokinler ve
metabolik yiik altinda aktive olmaktadir. Dolayisiyla PKOS modelinde goriilen sistemik
inflamasyon, dolagimda hem 7rpvl/ hem Trpm2 ekspresyon artis1 seklinde yansimaktadir.
Tedavi gruplarinda ekspresyonun kontrol diizeyinin altina diismesi yani downregiilasyonu,
hem metabolik stresin (Metformin) hem hormonal baskinin (EE/DRSP) bu kanal aktivitesini

sistemik olarak gerilettigini gostermektedir.

Kan dokusunda metilasyon paternleri degerlendirildiginde PKOS modelinde klasik
baskilayic1 metilasyon modelinin tersine metilasyonda artis (7rpvl) ve anlamli degisim
olmamast (7rpm2) s6z konusudur. Bu durum mRNA diizeyindeki artisin promotdr bolge
metilasyonlarina bagli olarak degil de PKOS’a 6zgii oksidatif stres esliginde gelisen
epigenetik adaptasyon ile agiklanabilir. Epigenetik diizenlemenin ¢ok katmanli olmasi ve
dokuya ozgii farkliliklar gosterebilmesi dogal bir durumdur. Promotor metilasyonu c¢ogu
zaman transkripsiyon baskilanmasiyla iligkilendirilse de 6zellikle inflamasyon ve oksidatif
stresle iliskili 7rpvl ve Trpm?2 gibi iyon kanali genlerinde bu iliski dogrusal olmamaktadir.
Gen ekspresyonu yalnizca DNA metilasyonuyla degil; histon modifikasyonlari, enhancer
aktivitesi, hormon diizeyleri, stres yanit1 ve post-transkripsiyonel mekanizmalar tarafindan es
zamanl olarak kontrol edilmektedir. Bu nedenle promotér metilasyonundaki artisin gen
ekspresyonundaki artisla veya azalmanin ekspresyon azalmasiyla paralel olmamasi

beklenebilir bir durumdur.

Ayrica kan ve over dokusunun farkli hiicresel yapilar1 ve epigenetik imzalar1 nedeniyle ayni
genin iki dokuda tamamen farkli diizenlenmesi biyolojik olarak olagan karsilanmaktadir.
PKOS’un yarattig1 inflamatuvar ortam, bazi dokularda ekspresyonu metilasyondan bagimsiz
olarak ytikseltirken, diger dokularda epigenetik baskilanmay1 artirabilmektedir. Dolayisiyla
bu ¢alismada goriilen metilasyon—ekspresyon uyumsuzlugu bir metodolojik tutarsizlik degil;
PKOS’un dokuya 6zgii, cok katmanli ve kompleks epigenetik diizenlenmesine ait tipik bir
yansima olarak degerlendirilmelidir. Promotoér bdlge metilasyonlar1 gen ekspresyon
seviyelerinden bagimsiz olarak degerlendirildiginde, biyokimyasal ve morfolojik diizelmeye
eslik eden bir yonde degistigi goriilmektedir. Ozellikle kombine tedavilerin metilasyon
durumu PKOS modelinden anlamli derecede farklilik gostermektedir. 77pv/ geni promotor

bolgesindeki metilasyon azalmasi ve 7rpmZ2 promotor bolgesindeki metilasyon artis1 kan
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dokusunda normale doniisiin gostergelerinden biridir. Kan dokusunda genel olarak
bakildiginda promotoér bolge metilasyon oranlari ile gen ekspresyon seviyeleri iliskili
goriinmese de hem PKOS modeli hem de tedavi gruplarinin hiicrelerde meydana gelen stresi
yonetme dogrultusunda metilasyon paterni ve ekspresyon seviyesi ortaya koydugu
goriilmektedir. Benzer sekilde over dokusunda da ilgili genlerin promotér bdlge metilasyon
oranlar1 ve gen ekspresyonlarinin iligkili olmadig1 gézlemlenmistir. Bu durum, s6z konusu
genlerin ekspresyonunun promotér bolge metilasyonundan ziyade diger epigenetik

mekanizmalar tarafindan diizenlendigini géstermektedir.

Trpvl gen ifadesi kontrole gore PKOS modelinde artis gosterirken metformin
tedavisiyle kontroliin altina diismiis, metformin + EE/DRSP tedavisinde ise belirgin bir
sekilde downregiile olmustur. EE/DRSP tedavisinde 6nemli bir farklilik gézlenmistir ve bu
durum, hormon tedavisinin over dokusunda belirgin degisikliklere yol agabilecegini
diisiindiirmektedir. EE/DRSP tedavisiyle Trpvi gen ifadesinin hem kontrolden hem de PKOS
modelinden anlamli diizeyde yiiksek ¢ikmasi hormonal tedaviye verilen cevap olarak
anlamlandirilabilir. Bu durumun tam tersine 77pm2 gen ifadesi kontrole gore aralarinda
anlamli bir fark olmamak iizere hem PKOS hem metformin hem de metformin + EE/DRSP
tedavisinde diisiik diizeyde kalmistir EE/DRSP tedavisinde ise tiim gruplardan anlamli 6l¢tide
downregiile olmustur. EE/DRSP tedavisi ile 7rpv/ gen ifadesinde belirgin artis ve Trpm2 gen
ifadesindeki belirgin diisiis gostermesi tedavinin bu kanal proteinlerinin dahil oldugu bir
mekanizmayla dokuda iyilesmenin saglanmasina katki verdigi bulgusunu karsimiza
cikarmaktadir. Gen ekspresyonlar1 iizerinde etkisi olmadigini diisiindiigiimiiz metilasyon
paternleri ise doku iyilesmesiyle korelasyon gostermekte ve bagimsiz bir indikatér olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

Metforminin ndropatik agri (Hacimuftuoglu ve ark., 2020), inflamatuvar agr1 (Russe
ve ark., 2013) ve viseral agr1 (Nozu ve ark., 2019) iizerinde analjezik etki gosterdigi
kanitlanmistir. Buna ek olarak, 77pvI olarak bilinen secici olmayan katyon kanali da H*
iyonlar1 tarafindan aktive edilebilmektedir (Elokely ve ark., 2016; Wu ve ark., 2019;
Rosenberger ve ark., 2020). Trpvi, dorsal kok ganglionlarinda yiliksek diizeyde eksprese
edilmekte olup farkli agri durumlarindaki rolii iyi sekilde belgelenmistir (Sondermann ve ark.,
2019). Ozellikle inflamasyon ve inflamatuvar agri, Trpv1’in &nemli bir rol oynadig
bilinmektedir (Joseph ve ark., 2019). Bu nedenle, metforminin PKOS agris1 iizerindeki

analjezik etkisinde 77pvI’in rol alabilecegi diisiiniilmektedir. 7rpm2, oksidatif strese duyarli
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kalsiyum gecirgen bir iyon kanali olup hiicresel redoks dengesindeki degisikliklere yanit
olarak aktive olmaktadir (Chen ve ark., 2020). PKOS artmis oksidatif stres ve inflamasyonun
Trpm?2 aktivasyonunu artirarak hiicre i¢i Ca?* dengesinin bozulmasina katkida bulunabilecegi
diistiniilmektedir. Metformin ise AMPK yolunu aktive ederek oksidatif stresi ve inflamatuvar
yanit1 azaltabilen bir ajandir (Hasanvand, 2022). Bu nedenle metforminin reaktif oksijen
tiirlerini azaltmasi yoluyla 7rpm2 kanal aktivitesini dolayli olarak modiile edebilecegi ve bu
mekanizmanin PKOS ile iliskili hiicresel ve metabolik diizensizliklerin iyilestirilmesine katki

saglayabilecegi one siiriilmektedir.

Zhou ve ark. (2024) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kemik kanseri sican modelinde
metforminin kemik kanseri agrisini hafiflettigi ve Tgffl-TgfBri-TrpvI yolunun baskilandigi
ortaya konmustur. Qian ve ark. (2021) calismasi da benzer sonuglar gostermekte olup, 7rpvi
yolunun baskilandig1 rapor edilmistir. Bu ¢alismalar farkli hastalik modellerinde
gerceklestirilmis olsa da 7rp iyon kanallar1 ve Tgf-B aracili sinyal yollarinin inflamasyon ve
oksidatif stres ile iliskili olmas1 nedeniyle bu mekanizmalarin PKOS patogenezinde de rol
oynayabilecegi diislinlilmektedir. Metforminin yalnizca glukoz metabolizmasi {izerine degil,
aynt zamanda inflamasyon, oksidatif stres ve iyon kanal regiilasyonu lizerine de etkileri
oldugu bilinmektedir. Bu ¢ok yonli etkiler, metforminin PKOS tedavisinde go6zlenen
faydalarinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin 7rp iyon kanallar1 {zerinden
gerceklesebilecegini diisiindiirmektedir. Calismamizda PKOS modelinde 7rpvI ekspresyon
diizeylerinin metformin tedavi grubunda baskilandig1 tespit edilmis olup, bu bulgular

literatiirdeki diger ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

Diyabetik rat modelinde yapilan bir ¢alismada ise atriyumda KCa?2.2 ekspresyonunun azaldigi
ve KCa2.3 ekspresyonunun ise arttigi gosterilmistir. Metformin tedavisinin diyabete bagl
atriyal kiiciik iletkenlige sahip kalsiyum ile aktive olan potasyum kanallarmin
ekspresyonundaki degisiklikleri tersine ¢evirdigi bildirilmistir (X. Fu ve ark., 2018). Diyabet
ve PKOS’un ortak patofizyolojik ozellikler arasinda insiilin direnci ve metabolik stres yer
aldigindan, metforminin iyon kanallar1 {izerindeki diizenleyici etkilerinin PKOS dokularinda
da goriilebilecegi diisiiniilmektedir. Bu bilgiler 151¢inda ¢alismamizda PKOS modelinde over
dokusunda TrpvI ekspresyonunun arttii, 7rpm2 ekspresyonunun ise azaldigi; metformin
tedavisinin bu 7rp iyon kanallarimin ekspresyonunu modiile ettigi gozlenmistir. Bu
bulgularimiz literatiirde metforminin iyon kanallar tizerindeki diizenleyici etkilerini bildiren

calismalarla uyumludur.
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Kronik agri1 modeli olusturulan disi ratlarin trigeminal sinirindeki 7rpvi gen
ekspresyonunun analizinde, metformin ile tedavi edilen grupta, kontrol grubuna kiyasla 7Trpv/
kanal ekspresyonunda azalma oldugu bildirilmistir (Santos ve ark., 2024). Yapilan ¢alismalar,
inflamasyonun periferik ve merkezi sinir sisteminde agri durumunun gelisimi ve
siirdliriilmesinde 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Watkins ve ark., 2023). PKOS
patogenezinde inflamasyon, oksidatif stres ve metabolik disfonksiyonun 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. Kronik sistemik inflamasyon ile agr1 duyarliligi arasindaki iliskinin kronik
agrinin gelisimi ve devaminda yiiksek derecede etkili oldugu bildirilmistir. PKOS’lu
hastalarda artmis ROS birikimi, agrinin gelisimi ve siirdiiriilmesinde rol oynayabilir (Lu ve
ark., 2022). Bu nedenle proinflamatuvar ve oksidatif stres PKOS’lu hastalarda agr1 algisina
katkida bulunabilmektedir. Calismamizda ise PKOS’ta gozlenen artmis ekspresyon
diizeylerinin metformin tedavi modelinde baskilanmasi benzerlik gdstermektedir. Benzer
sekilde calismamizda da PKOS modelinde artmig 7rpvi ekspresyonunun metformin tedavisi
ile baskilandig1r gozlenmis olup, bu durum metforminin farkli patolojik durumlarda 7rp
kanallar {izerinde ortak diizenleyici etkilere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. 7rp iyon
kanallariin bu siireglerde yer almasi, bu kanallarin PKOS patofizyolojisinde potansiyel

molekiiler hedefler olabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan bagka bir calismada, kiiltiire edilmis insan endometriyal epitel hiicrelerinde
Trpm2 mRNA ekspresyonunun 17B-0stradiol ile arttigi belirlenmis olup, bu durumun
Trpm2’nin Ostrojene duyarli bir gen oldugunu gostermistir (Hiroi ve ark., 2013).
Calismamizda Trpm?2 gen ekspresyon diizeyleri, PKOS grubunda ve EE/DRSP grubunda
azaldig1 gozlenmistir. EE/DRSP tedavisine karsin 7rpm2 gen ekspresyonundaki azalmanin
devam etmesi, s6z konusu tedavinin 77pm2 regiilasyonunu yeniden diizenlemek i¢in yeterli
olmayabilecegini veya bu regiilasyon siirecinde farkli transkripsiyon faktorleri ile hiicre igi
sinyal yolaklarinin etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. 77rpm2 gen ekspresyonunun
hormonal yanitin degerlendirilmesinde potansiyel bir biyobelirte¢ olabilecegi, ancak
fizyopatolojik kosullar altinda regiilasyonunun kompleks mekanizmalar tarafindan kontrol

edildigi diisiiniilmektedir.

Sekstiel matiir ratlarda Trpal ve Trpvl mRNA diizeylerinin dietilstilbestrol tedavisi
sonrasinda anlamli sekilde arttig1 bildirilmistir. 7rpal tedavi sonrasi artis gosterirken, 7rpv/
kombinasyon tedavisinde degisim gozlenmedigi bildirilmistir. Seksiiel olarak immatiir

ratlarda dietilstilbestrol tedavisinin her iki kanalin mRNA ekspresyonunda artisga neden
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oldugu bildirilmistir (Pohoczky ve ark., 2016). Calismamizda over dokusunda 77pvI gen
ekspresyon diizeylerinin PKOS grubunda artti§i, metformin + EE/DRSP grubunda
kombinasyon tedavi sonrasi ekspresyonun baskilandigi gézlenmistir. 7rpm2 gen ekspresyon
diizeylerinde ise tedavi sonrasinda EE/DRSP ve metformin + EE/DRSP grubunda anlamli
degisim gozlenmemistir. Her iki ¢calismada da hormonal ve kombine tedaviler sonucunda iyon
kanallarinin ekspresyon diizeyleri farkliliklar gostermistir. Bu sonuglar, klinikte kullanilan
sentetik Ostrojen ve progesteron analoglarinin birlikte uygulandiginda, tek baslarina

uygulamalarindan farkli 6zgiin tedavi profilleri olusturduklarin1 vurgulamaktadir.

PKOS olusturulmus sican modelinde inflamasyonun artmast ve kollajen birikiminin
degismesi ile kutandz epitel rejenerasyonunun gecikmesi, 77pv1’in bu siirecte rol oynadigini
gostermektedir  (Zholos, 2011). Ayrica, PKOS’lu bireylerde notrofillerde 7rpvi
aktivasyonunun, kalsiyum girisine bagli nétrofil aktivasyonu ile proinflamatuvar sitokinlerin
salimimint etkiledigi diisiiniilebilir (Knowlton ve ark., 2011). Yapilan baska bir ¢alismada, N-
asetil sistein tedavisi ile noétrofillerde lipid peroksidasyonu, sitozolik reaktif oksijen tiirleri
iiretimi ve mitokondriyal membran depolarizasyonu degerlerinin azaldigi gosterilmistir.
Serum lipid peroksidasyonu, LH ve testosteron diizeylerinin N-asetil sistein tedavisi ile
azaldig1 bildirilmistir (Kdse ve Naziroglu, 2015). N-asetil sisteinin, oksidatif stresi ve Trpvl
kanali iizerinden Ca®" girisini azaltmasi; oksidatif stres ve Trpvl kanalinm PKOS
etiyolojisinde 6nemli bir role sahip oldugunu desteklemektedir. Bizim c¢aligmamizda da
benzer sekilde TrpvI gen ifadesi, kontrole gére PKOS modelinde artig gosterirken, metformin
tedavisiyle azalma, metformin + EE/DRSP tedavisi ile de belirgin bir sekilde azalma
gostermistir. Bu bulgular, uyguladigimiz tedavi protokollerinin 7rpvI kanallar1 iizerinden
Ca*" girisini diizenleyebilecegini diisiindiirmektedir. Bu durumun tam tersine 7rpm2 gen
ifadesi hem PKOS hem metformin hem de metformin + EE/DRSP tedavisinde diisiik diizeyde
kalmistir. Bu bulgular kombine tedavinin Ca** girisini azaltarak oksidatif stresin kontrol altina

alinmasinda terapotik katki saglayabilecegini diisiindiirmektedir.

Kose ve Naziroglu’nun diger bir ¢calismasinda ise, PKOS hastalarinda selenyumun,
notrofil Trpvl kalsiyum kanallarmin modiilasyonu yoluyla oksidatif strese ve Ca®" girisine
kars1 koruyucu etki sagladigi ileri siiriilmiistiir (Kose ve Naziroglu, 2016). Calismamizda,
over dokusunda 7rpvl gen ifadesinin PKOS modelinde kontrol grubuna kiyasla arttigi,
metformin tedavisiyle kontrol dilizeyinin altina distiigii ve metformin + EE/DRSP

kombinasyonunda belirgin sekilde baskilandigi gozlenmistir. EE/DRSP tedavisinde Trpvi
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gen ekspresyonunun hem kontrolden hem de PKOS modelinden anlamli diizeyde yiiksek
bulunmasi, hormonal tedavinin over dokusunda gii¢lii ve farkli yanitlar olusturabilecegini
gostermektedir. Bu durum, PKOS patofizyolojisinde 7rpv/ kanallarinin 6nemli bir

diizenleyici role sahip olabilecegine isaret etmektedir.

Garcia-Gomez ve arkadaslarinin (2023) yaptiklar1 ¢alismada PKOS’lu bireylerin
endometrium dokusunda, kontrol grubuna kiyasla Hoxal0O, Gabl ve Slc2a4 genlerinin
ekspresyon diizeylerinin azaldig1 ve Hoxal( promotor bolgesinde DNA metilasyon diizeyinin
arttig1 belirlenmistir. Metformin ve ve karbonhidrat kontrollii diyet uygulamasi PKOS’lu
bireylerin endometrium dokusunda Hoxal0O, Gabl ve Slc2a4 genlerinin ekspresyonunun
arttig1 ve Hoxal( promotor bolgesindeki DNA metilasyon seviyesinin azaldigi bildirilmistir.
Elde edilen bulgulara goére metformin ve ve karbonhidrat kontrollii diyet uygulamasinin
Hoxal0 gen promotoriindeki DNA metilasyonunun modiilasyonu ve endometrial reseptivite
ile insiilin sinyal yolaklarinda rol alan genlerin ekspresyonunun diizenleyerek PKOS
hastalarinda endometrial fonksiyonu iyilestirebilecegi rapor edilmistir (Garcia-Gémez ve ark.,
2023). Amani Abkenari ve ark. (2021), yaptig1 bir ¢alismada, metforminin PKOS hayvan
modelinde DNA metilasyon paterni (5mC) ile H3K9 histon dimetilasyonu (H3K9-me2) ve
ayrica H4K16 ve H4KS5 histon asetilasyonu (H4K16-ac ve H4KS5-ac) gibi epigenetik
diizenlemelerde meydana gelen degisiklikleri iyilestirmekle iligkili oldugu belirlenmistir.
Metformin tedavisinin asir1 androjenlerin neden oldugu olumsuz etkilerin 6nlenmesi ve PKOS
hastalarinda epigenetik degisikliklerin iyilestirilmesi agisindan yararl bir tedavi yaklagimi
olarak degerlendirilebilecegi rapor edilmistir. Calismamizda elde edilen veriler gére Trpvi ve
Trpm2 genin de PKOS modelinde kontrole gore belirgin sekilde ekspresyonunun arttigini,
buna karsin uygulanan metformin tedavisinde ekspresyon diizeylerinin kontrole gdére anlamli
olarak azaldigin1 ortaya koymustur. Metformin tedavisi sonrasinda over dokusunda
metilasyon paternleri degerlendirildiginde, 7rpv/ ekspresyonu ve promotdér metilasyon
durumlar arasinda beklenen negatif korelasyonun olmadig1 gézlenmistir. Fakat 7rpm2°nin
epigenetik diizenlenmesinde rol oynayabilecegini ve metilasyon seviyesindeki azalmanin gen

ekspresyonundaki artis ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.

Ovaryumdaki metilasyon, ovaryan fonksiyon iizerinde etkili olup anovulasyon,
diizensiz menstruasyon ve infertilite gibi sorunlara yol agabilmektedir (D. Li ve ark., 2015).
Literatiirdeki ¢ok sayida c¢alisma, hipermetilasyonun hiperandrojenizm, androjen

reseptorlerinin asir1 ekspresyonu ve diyabet ile iliskili oldugunu gostermektedir (Gravina ve
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ark., 2011; Shiota ve ark., 2012). Calismalarda DNMT ekspresyonundaki artisin PKOS
modellerinde oksidatif stresi artirdigi bildirilmistir (Hitchler ve ark., 2006; Hurt ve ark.,
2007). DNA metilasyon stireglerini kontrol eden iki énemli gen olan DNMTI ve DNMT3a
ekspresyonuna iliskin sonuclar, ovaryumda DNMTI ve DNMT3a ekspresyonunun PKOS
grubunda anlamli diizeyde arttigini, kersetin tedavisinin ise bu ekspresyonu belirgin sekilde
azalttigin1 gostermistir (Jafari-Khorchani ve ark., 2025). Calismamizda elde edilen bulgularla
Trpvl ekspresyonundaki artisin ovulasyonu bozdugu; ancak over dokusunda da promotor

bolge metilasyon profilleri ve gen ekspresyonlarinin iligkili olmadigi gézlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuc¢

Bu calismada deneysel PKOS modelinde 7rpvi ve Trpm?2 iyon kanallariin
ekspresyon ve metilasyon diizeylerindeki degisimler ile uygulanan tedavilerin bu parametreler
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Elde edilen bulgular, PKOS modelinde o6zellikle kan
dokusunda 7rpvl ve Trpm?2 ekspresyon diizeylerinde artis oldugunu ve bu durumun hastaligin
inflamatuvar siirecleri ile oksidatif stres temelli patofizyolojisi ile uyumlu bir molekiiler yanit
olabilecegini gostermektedir. Metformin tedavisinin metabolik stres ve oksidatif yiikii
azaltarak TrpvI ekspresyonunu baskiladigi ve bu kanalin ekspresyon diizeyinin kontrol
grubunun altina kadar gerileyebildigi saptanmistir. Metformin ile EE/DRSP kombinasyonu
ise bu baskilayic1 etkiyi daha belirgin hale getirerek iyon kanallarinin stres yanitindaki
aktivasyonunu daha giiglii bigimde azaltmistir. Ote yandan EE/DRSP tedavisinin over
dokusunda Trpvl gen ekspresyonunu artirirken 7rpm?2 ekspresyonunu belirgin sekilde
azaltmasi, hormonal tedavilerin 77p iyon kanallarinin yer aldigi sinyal mekanizmalar
tizerinden doku homeostazinin yeniden diizenlenmesine katki saglayabilecegini

diistindiirmektedir.

Promotor bolge metilasyon paternlerinin gen ekspresyon diizeyleri ile tam paralellik
gostermemesi, 7rpvI ve Trpm?2 genlerinin diizenlenmesinde DNA metilasyonunun tek basina
belirleyici olmadigini; oksidatif stres yaniti, hormonal sinyal yollar1 ve diger epigenetik
diizenleyici mekanizmalarin da 6nemli rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir. Bununla
birlikte tedavi gruplarinda gozlenen metilasyon farkliliklari, epigenetik degisimlerin PKOS’ta

tedaviye yanit1 yansitan potansiyel biyolojik gdstergeler olabilecegini diistindiirmektedir.

Sonug olarak bu ¢aligma, PKOS patogenezinde Trpvl ve Trpm?2 iyon kanallarinin hem
ekspresyon hem de epigenetik diizenlenme diizeylerinde degisiklik gosterdigini ve uygulanan
tedavilerin bu molekiiler mekanizmalar1 modiile ederek hastaligin patofizyolojisi iizerinde

etkili olabilecegini ortaya koymaktadir.
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6. 2. Oneriler

PKOS patogenezinde 7rp iyon kanallarinin roliinii daha ayrintili ortaya koyabilmek i¢in
Trpvl ve Trpm?2 kanallart protein dilizeyinde ve fonksiyonel aktivite agisindan da
degerlendirilebilir. Bu kanallarin PKOS ile iliskili inflamasyon, oksidatif stres ve metabolik
bozukluklar ile olan iliskisini daha net ortaya koymak amaciyla daha genis Orneklem
biiylikliigiine sahip deneysel ve klinik c¢alismalar yapilabilir. Metformin ve hormonal
tedavilerin 7rp iyon kanallar lizerindeki etkilerini aciklayabilmek i¢in hiicresel sinyal
yolaklarini inceleyen mekanistik ¢alismalarin gergeklestirilmesi yararli olacaktir. Trpvi ve
Trpm2 genlerinin epigenetik diizenlenmesinde rol oynayan diger mekanizmalarin (histone
modifikasyonlari, mikroRNA’lar ve kromatin yeniden diizenlenmesi gibi) arastirilmasi,
PKOS patogenezinin molekiiler diizeyde daha iyi anlasilmasina katki saglayabilir. 77p iyon
kanallarinin PKOS’ta potansiyel biyobelirte¢ veya terapotik hedef olarak kullanilabilirligini
degerlendirmek amaciyla klinik 6rnekler iizerinde yapilacak translasyonel calismalar katki

saglayacaktir.
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