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OZET
POLIKISTIK OVER SENDROMLU OLGULARDA
GPER, KOPEPTIN DUZEYLERI ILE GPER GEN
POLIMORFIZMININ ILISKISININ BELIRLENMESI

Tiirkéz Cam, Semiha
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Figen Giizelgiil
Agustos 2025, xiii + 80

Polikistik Over Sendromu (PKOS), kadinlarda yaygin goriilen multifaktoriyel bir
endokrinopatidir ve hormonal diizensizlikler, genetik predispozisyonlar ile metabolik
anomalilerin etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikar. Bu ¢alismada, PKOS’lu kadinlarda G
proteine bagli (protein bagli dstrojen reseptorii (GPER) rs3808350 gen polimorfizmi ile
serum GPER ve kopeptin diizeylerinin iligkisi aragtirllmigtir. Calismaya 40 PKOS
hastast ve 40 saglikli birey dahil edilmistir. Serum 6rneklerinde GPER ve kopeptin
diizeyleri ELISA yontemiyle Olciilmiis, genetik analizler ise TETRA ARMS PCR
yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar, PKOS grubunda serum GPER
diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu ortaya koymustur
(p <0.001). Kopeptin diizeyleri ise iki grup arasinda anlamli fark gostermemistir
(p=0.557). Genotip analizlerinde, GG genotipi ve G allelinin PKOS hastalarinda daha
stk gozlendigi, AA genotipi ve A allelinin ise kontrol grubunda daha yaygin oldugu
bulunmustur. Genotipler aras1 karsilastirmalarda, viicut kitle indeksi (VKI), ferritin,
kreatinin ve serum GPER diizeylerinde anlamli farkliliklar saptanmistir. Bu bulgular,
GPER rs3808350 polimorfizminin PKOS’un genetik yatkinliginda ve hastaligin klinik
ve metabolik profili tizerinde belirleyici rol oynadigini diisiindiirmektedir. Kopeptin
diizeylerinin anlaml farklilik gostermemesi, bu biyobelirtecin PKOS tanisinda sinirl
bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Calisma, GPER’in PKOS patogenezindeki
onemini vurgulamakta ve bu reseptoriin hem tanisal hem de tedavi amagli potansiyel bir
hedef olabilecegini gdstermektedir. ilerleyen dénemde, farkli etnik gruplari kapsayan
genis capli caligmalarla GPER gen polimorfizmlerinin etkilerinin detayli olarak

incelenmesi ve molekiiler mekanizmalarinin agiga ¢ikarilmasi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Polikistik Over Sendrom, GPER, Kopeptin



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN GPER, COPEPTIN
LEVELS AND GPER GENE POLYMORPHISM IN CASES WITH POLYCYSTIC
OVARIAN SYNDROME

Tiirk6z Cam, Semiha
Master's Thesis, Department of Medical Biochemistry
Advisor: Asistant of Prof. Figen Giizelgiil

August 2025, xiii + 80

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is a prevalent multifactorial endocrinopathy in
women, resulting from the interplay of hormonal imbalances, genetic predispositions,
and metabolic abnormalities. This study aimed to investigate the association between
the G protein-coupled estrogen receptor (GPER) gene polymorphism (rs3808350) and
serum levels of GPER and copeptin in women with PCOS. The study included 40 PCOS
patients and 40 healthy controls. Serum GPER and copeptin levels were measured using
ELISA, while genotyping was performed by TETRA ARMS PCR. Results
demonstrated significantly elevated serum GPER levels in the PCOS group compared
to controls (p<0.001), whereas copeptin levels showed no significant difference
(p=0.557). Genetic analysis revealed a higher frequency of the GG genotype and G
allele in PCOS patients, while the AA genotype and A allele were more prevalent in
controls. Comparisons among genotype groups revealed significant differences in body
mass index (BMI), ferritin, creatinine, and serum GPER levels. These findings suggest
that the GPER rs3808350 polymorphism plays a crucial role in genetic susceptibility to
PCOS as well as influencing its clinical and metabolic profile. The lack of significant
difference in copeptin levels indicates its limited utility as a biomarker for PCOS
diagnosis. In this first-time study, the results highlight the importance of GPER in PCOS
pathogenesis and suggest its potential as a diagnostic and therapeutic target. Future
large-scale studies involving diverse ethnic populations are needed to further elucidate

the effects of GPER gene polymorphisms and clarify their molecular mechanisms.

Keywords: Polycystic Ovary Syndrome, GPER, Copeptin
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1. GIRIS ve AMAC

Polikistik Over Sendromu (PKQS), reprodiiktif cagdaki kadinlar arasinda en sik rastlanan
endokrin bozukluklardan biri olarak kabul edilmektedir. Hiperandrojenizm ile oligo-
anovulasyonun 6nde gelen nedenidir. Ureme sistemine ait bozukluklar ve infertilitenin de
goriilebildigi PKOS tablosu bireylerde psiko-sosyal sorunlarida beraberinde
getirmektedir. Hastalik ilk olarak 1935 yilinda Stein Leventhal tarafindan tanimlanmustir,
dolayisiyla bir siire Stein-Leventhal Sendromu olarak anilmistir (Lim ve ark., 2019).
Uzun vadede PKOS olgularinin biiyiik bir ¢ogunlugunda kronik hastaliklarin klinik
tabloya eklenmesi ile daha ciddi bir hastalik tablosu olusturan PKOS’un tanisal kriterleri
uluslararas1 alanda kesinlesmis olan tek bir standart etrafinda birlesememistir. Bu
belirsizlik, tan1 ve tedavi siireglerinde 6nemli zorluklara yol agmaktadir (Altinkaya ve
ark., 2016). PKOS olgularinda menstriiel bozukluklar, infertilite, obezite, tip 2 diabetes
mellitus (DM), lipit bozukluklari, bozulmus glikoz toleransi, hipertansiyon,
kardiyovaskiiler risk faktorleri ve kanser gibi ciddi hastalik tablolari goriilebilmektedir
(Huang ve ark., 2010). PKOS nedeniyle hastaneye bagvuran hastalarin neredeyse dortte
ticiinde infertilite yakinmasi da bulunmaktadir. Genel popiilasyonda ise infertilite
yakinmast %16 civarinda tespit edilmektedir (Diamanti-Kandarakis & Dunaif, 2012).
PKOS’un patofizyolojisi karmasik olmakla birlikte, 6strojen metabolizmas1 ve dstrojen
reseptorlerinin  iglevindeki diizensizlikler, sendromun gelisiminde ©Onemli rol
oynamaktadir. Ostrojenler menopoz 6ncesi kadinlarda, kardiyovaskiiler, metabolik ve
norolojik hastaliklara karst koruma saglar. PKOS'lu kadinlarda siklikla kronik Ostrojen
fazlaligr (6zellikle estron/E1 formu) goriiliirken, normal ovulasyon dongiisiindeki
progesteron salinimi bozulur. Bu durum, negatif geri bildirim mekanizmalarinin
aksamasina neden olarak gonadotropin salinnminda dengesizlik yaratir. Ozellikle
luteinize edici hormon (LH) seviyelerindeki artis, overlerde androjen tiretimini tetikler ve

bu da dstrojenlerin atipik birikimiyle sonuglanir (Diamanti-Kandarakis & Dunaif, 2012).

Yaptigimiz bu calismada PKOS olgularinda GPER (G- Proteinine Bagli Ostrojen
Reseptorii) ve kopeptinin, hastalifin gelisiminde ve ilerleyisinde rolii olup olmadigini

arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1 Polikistik Over Sendromu (PKOS)
2.1.1 PKOS Tarihgesi

PKOS ilk kez 1935 yilinda Stein ve Leventhal tarafindan hirsutizm, amenore, kronik
anoviilasyon, obezite ve infertiliteye neden oldugu diisiiniilen biiylimiis kistik
ovaryumlarin kombinasyonu olarak tarif edilmistir (Lim ve ark,. 2019). PKOS’un
biyokimyasal agidan degerlendirilmesi 1950'lerde hormon 6l¢iimlerinin yapilmasi ile
miimkiin olmustur (Altinkaya ve ark,. 2016). Radyoimmunoassay tekniginin gelismesiyle
birlikte biyokimyasal androjenizm belirlenebilmis, ultrasonografi teknigi ile polikistik
overler gosterilebilmistir. Ilerleyen siirecte de insiilin direnci ile iliskili oldugu ortaya
konmus ve multi sistem metabolik-reprodiiktif bir sendrom olarak kabul edilmistir
(Diamanti-Kandarakis & Dunaif, 2012).

2.1.2 PKOS Tanim

PKOS, iireme ¢agindaki kadinlar1 etkileyen endokrin ve metabolik yonden heterojen bir
bozukluktur. Klinik olarak hiperandrojenizm ve ovulasyon bozuklugu bulgularinin eslik
ettigi klinik bir tablo ile karakterizedir (Lim ve ark. 2019). PKOS, menstriiel diizensizlik,
infertilite, hirsutizm, akne ve obezite ile kendini gosterir. En az bir over hacminin 10
mL'den fazla oldugu ve en az bir overde ¢aplar1 2 ila 9 mm arasinda degisen 12'den fazla

folikiiliin gelistigi bir durumla karakterizedir (Altinkaya ve ark., 2016).
2.1.3. PKOS Tani Kriterleri

PKOS, ¢ogu zaman erken donemde tan1 alamamaktadir. Prevalansi toplumdan topluma
degismekle birlikte, yapilan son ¢alismalarda %35 ile %25 arasinda oldugu
bildirilmektedir. Farkli klinik bulgularla seyreden PKOS, bireylerin sosyal yasamin
olumsuz etkilemesinin yani sira, saglik sistemleri iizerinde de 6nemli bir ekonomik yiik
olusturmaktadir (Diamanti-Kandarakis & Dunaif, 2012). Giiniimiizde mevcut ¢aligmalar
1s181nda, dogurganlik ¢agindaki kadinlarda sik goriilen PKOS un hormonal ve metabolik
anomalilere bagli olarak ortaya c¢iktig1 disiinilmektedir. Temel iki ozelligi

hiperandrojenizm (HA) ve oligoanovulasyondur (OD).
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1990 yilinda Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) tarafindan belirlenen kriterlere gére PKOS
teshisi icin asagidaki parametrelerin hepsinin saptanmasi gerektigi bildirilmektedir

(Huang ve ark., 2010).

e Kilinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm
e Ovulasyon diizensizligi ve/veya polikistik over morfolojisi
e PKOS’un neden olabilecegi diger herhangi bir durum.

2003 yilinda gelistirilen Rotterdam kriterlerine goére ise ti¢ kriterden ikisinin varligi

PKOS’un tanisi igin yeterlidir. Bunlar;

o Oligo-anoviilasyon
o Klinik ve/veya biyokimyasal hiperadrojenizm bulgulari

o Ultrasonografide polikistik over goriiniimii (Carmina ve ark., 2016)

Androjen Fazlalig1 ve Polistik Over Sendromu Toplulugu (AE-PCOS Toplulugu), 2008
kriterlerine gore teshis igin asagidaki parametreler yeterli gortilmistiir (Azziz ve ark.,
2009).

o Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm

J Ovulasyon diizensizligi ve/veya polikistik over morfolojisi

Giintimiizde Rotterdam kriterleri PKOS i¢in en yaygin olarak kullanilan ve kabul géren
kriter olmaya devam etmekte olup bu durum PKOS'un degerlendirilmesi, tan1 ve tedavi
stireclerinin daha giivenilir bir sekilde kontrol altina alinmas1 amaciyla yaymlanan 2018
Uluslararas1 Kanita Dayali Kilavuz'da bir kez daha oybirligiyle desteklenmistir (Teede ve
ark., 2018). Ilgili kilavuzda “PKOS’lu olgularda diizensiz menstiirasyon dongiileri veya
hiperandrojenizm varligi mevcutsa, tani igin ultrason gerekli degildir ancak yine de
fenotipleme igin Onerilir. Ergenler ultrasona girmemelidir.” maddeleri yer almaktadir
(Diamanti-Kandarakis ve ark., 2008). 2009'da AE-PCOS birligi, PKOS'un primer olarak
hiperandrojenik bozukluk oldugunu hiperandrojenizm ve ovaryen disfonksiyon
(oligoanoviilasyon ve/veya polikistik overler) tanimlamasimnin gbézden gegcirilmesi
gerektigini bildirmistir. Sonug olarak, tan1 i¢in Rotterdam kriterleri kapsaminda ultrason
bulgularma ek olarak hiperandrojenizmin de gerekli olduguna dair bir rapor

yayinlanmustir. (Tablo 2.1) (Carmina ve ark., 2016).
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Tablo 2.1. PKOS Kiriterleri

NIH ROTTERDAM AE PKOS
KRITERLERI KRITERLERI KRITERLERI
1990 2003 2006
Klinik veya Biyokimyasal | Klinik veya Biyokimyasal | Klinik veya Biyokimyasal

Hiperandrojenizm Hiperandrojenizm Hiperandrojenizm

Oliigo/Amenore, Oliigo/Amenore, Oliigo/Amenore,

Anoviilasyon Anoviilasyon Anoviilasyon
Ultrasonografide polikistik | Ultrasonografide polikistik
over gorunumu over gorunimu

Ultrasonografide polikistik over ile eslesen goriintiiye sahip her kadinda klinik ve
biyokimyasal olarak sendromun belirtileri goriilmez. Bazi olgularda tiim klasik
semptomlar gozlenirken, klinige bagvuranlarin ¢ogunda ise sadece bir veya birkag bulgu
goriilmektedir. Ultrasonografide, overlerde periferik yerlesimli, kiigiik kistik yapilardan

olusan dizilimler mevcuttur.

Gergek birer kist olmayan bu kistik yapilar immatiir veya atrofik folikiillerdir. Bu
folikiillerin ¢evreledigi stroma ise kalin ve hiperekojen goriinimdedir. Bu ultrasonografik
goriinim Rotterdam 2003 kriterlerinden birini olusturmaktadir ve overlerden herhangi
birinin bu kriterleri saglamasi polikistik over gorlinlimii olarak tanimlanmasi i¢in

yeterlidir (Diamanti-Kandarakis ve ark., 2008).

PKOS i¢in addlesanlarda kullanilan ultrasonografi (USG) bulgular1 heniiz kesin olarak
dogrulanmamustir. Bu nedenle, bu yas grubunda transvajinal ultrasonografi (TVUSG)
uygulamasi hem pratik hem de etik agidan bazi sorunlari beraberinde getirebilir.
Abdominal USG ise tan1 koymada smirlt bir rol oynamaktadir. Uygun yas araliginda
kullanilan USG yontemi ile elde edilen verilerde, polikistik morfolojiye sahip bir overin

goriiniimii oldukga tipiktir (Sekil 2.1) (Gimenez-Peralta ve ark., 2022).



Sekil 2.1. Polikistik Morfolojiye Sahip Bir Overin Tipik Goriiniimii
(Gimenez-Peralta ve ark., 2022).

PKOS’un goriilme orani giin gectikge artmaktadir ve hastaligin klinik tablosu g¢ok
degiskendir (Huang ve ark., 2010). Son bes yilin arastirmalarina gére PKOS'un iilke
bazinda goriilme sikhig1 verilerini gosteren listede Hindistan listenin basinda yer
almaktadir. Bunu sirasiyla iran, Tiirkiye, Danimarka ve Brezilya takip etmektedir.
Tiirkiye’de her bes kadindan birini etkilemekte oldugu diisiiniilen PKOS’un, uzun
donemde psikososyal sorunlar, tip-2 diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar ve endometrium
kanseri agisindan risk olusturmakta olduguna dair veriler bulunmaktadir (Altinkaya ve
ark., 2016).

2.1.4. PKOS Etiyolojisi ve Patofizyolojisi

PKOS'un etiyolojisi hala tam olarak bilinmemektedir. Yapilan genetik ¢alismalarda bazi
ailelerde genel niifusa gére PKOS goriilme sikliginin nedenleri arasinda genetik alt
yapinin oldugu gosterilmistir. PKOS tanisi alan, menopoz 6ncesi kadinlarin %35'inin, kiz
kardeslerinin ise %40'1nin etkilendigini 6ne siiren ¢alismalar mevcuttur (Kahsar-Miller
ve ark., 2001). Kiz kardeslerden %24'"iniin ise diizenli menstriiel siklus Oykiilerinin
yaninda hiperandrojenizme sahip olduguna dair veriler elde edilmistir (Legro ve ark.,

1998). PKOS etiyolojisini ortaya ¢ikarmada rol oynayan genetik faktorler, belirli
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genlerdeki tek niikleotid polimorfizmlerini (SNP) kapsar. PKOS'tan sorumlu yaklasik
241 gen varyasyonu vardir (Ajmal ve ark., 2019). Bu gen varyasyonlari, bir genin
transkripsiyonel aktivitesinde bozukluklara neden olabilen polimorfik yapilar veya tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP) olabilir. Bu genler steroidogenezde, ovaryumlarda
bulunan teka hiicrelerinin islevinde ve hipotalamik-hipofiz hormon salgilanmasinda rol
oynar. Hamilelik sirasinda, fetal gelisimi etkileyen c¢evresel faktorler, maternal
hipertansiyon, sigara i¢me, stres, obezite, diyabet, androjen fazlaligi, ilaglar ve
paketlenmis gidalardaki kimyasallar, intrauterin biiyiime geriligine neden olabilir. Bu
¢ocuklarda dogumdan sonra insiilin direnci, glikoz intoleransi, hipotalamus ve hipofiz
salgisinin islev bozuklugu, hipertansiyon, hiperandrojenizm veya ergenlik doneminde

PKOS gelisebilir (Kahsar-Miller ve ark., 2001).

Cocukluk doneminde ise PKOS'a neden olabilecek gevresel faktorler arasinda yasam
tarzi, sagliksiz beslenme aliskanliklar1 ve ¢evresel kimyasallar sayilabilir (Legro ve ark.,
1998). Obeziteye yol acan fiziksel hareketsizlik ve artmis Viicut kitle indeksi (VKI)’de
PKOS"u tetiklemede dnemli bir rol oynar. Cevresel kimyasallar ayrica PKOS'a yol acan
bazi epigenetik degisiklikleri tetikleyebilir. Karbonhidrat agisindan zengin gidalar ve ileri
glikasyon son iriinlerinin (AGE) icerigi PKOS fenotipine yol agan insiilin direncine
katkida bulunur. Néroendokrin, hormonal, metabolik ve genetik etkiler, gevresel etkilerle

bir araya gelerek PKOS’un olusumunda rol oynamaktadir (Ajmal ve ark., 2019).

PKOS patogenezi heniiz kesin olarak ¢oziilemese de aralarindaki yakin iliskilerin

go6zlendigi li¢ temel hipoteze dayandirilmaktadir. Bunlar;

1- Liteinlestirici hormon (LH) hipotezi, hipofizer duyarsizlik ile hipotalamik
Gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH) sentezinde artma neticesinde meydana
gelen LH artisi,

2- Over hipotezi, overlerin farkli uyaranlara eksajere androjen salgisi ile karsilik vermesi,
3- Insiilin hipotezi, insiilin direncinin, follikiil biiyiime ve olgunlasmasina olan negatif

etkisidir (Widecka ve ark., 2019).



PKOS patofizyolojisi temel olarak hipotalamus-hipofiz-over eksenindeki anormallikler,
ovaryumlarda meydana gelen islev bozuklugu ve insiilin salgilanmasindaki
diizensizliklerle ilgilidir. Ayn1 zamanda oksidatif stres ve proinflamatuar sitokinler de
dogrudan oosit kalitesini ve endotel islevini etkiler ve boylece infertiliteye neden olabilir.
Kadinlarda overler ve adrenal bezler tarafindan tiretilen androjenlerin normalden fazla
salinimi  PKOS patofizyolojisinin gelismesinin temel nedenlerinden biri olan
hiperandrojenizme neden olur. PKOS'a neden olan tiim risk faktorleri birbirine baglidir

ancak tam olarak anlagilamamigtir (Widecka ve ark., (2019).

2.1.5. PKOS’un Klinik Ozellikleri

2.1.5.1. Hiperandrojenizm

Hiperandrojenizm, ergenlik doneminde ortaya c¢ikan asiri androjen salgilanmasi ile
karakterize bir durumdur. Hiperandrojenizmi gosteren klinik semptomlar esas olarak
akne, hirsutizm, alopesi, obezite ve akantozis nigrikanstir (cilt kivrimlarinda ve
kirisikliklarinda olusan koyu ve kalin cilt lekeleriyle karakterize cilt pigmentasyonu).
Kadinlarda, kan dolasiminda yer alan steroidler, dehidroepiandrosteron (DHEA),
dehidroepiandrosteron siilfat (DHEAS), testosteron, dihidrotestosteron ve androstendion
iceren androjenler olarak bilinir. Bunlardan androstendion ve testosteron, aromataz
enziminin aktivitesiyle dstrojene donistiiriiliir (Doh, 2016). Bu nedenle, PKOS sirasinda
strojen seviyeleri yiiksek olup progesteron seviyeleri ise diisiik seyreder. Ikincil cinsiyet
hormonlarindaki bu dengesizlik anoviilasyona ve menstriiel siklus diizensizligine neden
olur. PKOS'ta agir1 salgilanan androjenler esas olarak testosteron, androstendion, DHEA
ve DHEAS" igerir. Asir1 salgilanmalar1 folikiillerin erken gelismesine, overlerde ¢ok
sayida kiiciik antral folikiil olusumuna neden olur (Pasquali & Gambineri, 2018).
Ferriman-Gallwey Skoru, kadinlarda hirsutizmin (erkek tipi killanma) degerlendirilmesi
i¢in kullanilan, klinik olarak kabul gérmiis bir sistemdir. Bu sistemde androjene duyarl
9 viicut bdlgesi 0 ile 4 arasinda puanlanarak toplam bir skor elde edilir. Bu skorlamaya
gore yapilan degerlendirme sonucunda elde edilen skorun >4 ila 6 olmasi hirsutizm
olabilecegine isaret etmektedir. Klinik olarak >8 puan, anlamli hirsutizm olarak kabul

edilir ve altta yatan neden arastirilmalidir (Sekil 2.2) (Ferriman & Gallwey, 1961).



Sekil 2.2. Ferriman-Gallwey Skoru
(Ferriman & Gallwey, 1961).

Hiperandrojenizm esas olarak kanda serbest testesteron ile kendini gdsterir. Genellikle
serumda bulunan testosteronun %1-2'si serbest iken, kanda dolasan testosteronun %98'i
globulin proteinine bagli olarak bulunur. Ergenlik doneminde artan testosteronun,
menarstan birka¢ yil sonra bile dnemli dl¢lide yiiksek kalmasi durumunda PKOS'a yol
acabilecegi diisiintilmektedir (Chun, 2020), (DeVane ve ark., 1975). Asir1 androjen
iiretimi ¢ok sayida kii¢iik antral folikiil olusumuna yol agar. Hipotalamustan GnRH'nin
asir1 salgilanmasi da esas olarak hipofiz bezinden salgilanan gonadotropin hormonunu
uyararak antral folikiil sayisinin artmasinda ve primordial folikiillerin biiylimesinde rol
oynar (Pasquali & Gambineri, 2018). Ote yandan, androjen salgilanmasi overlerde

bulunan teka hiicrelerinde LH ve FSH tarafindan uyarilir, graniiloza hiicrelerinin



androjenlerden Ostrojen liretmesini saglayarak folikiiler biiyiimeyi tesvik eder. PKOS'lu
kadinlarin biiyiik ¢ogunlugunda GnRH seviyelerindeki artis nedeniyle LH ve FSH orani
yiiksektir (Bulsara ve ark., 2021)

2.1.5.2. Insiilin direnci (IR)

Insiilin direnci, organizmada hiicrelerin insiilin hormonuna karsi duyarliliginin
azalmasiyla karakterize edilen metabolik bir bozukluktur. Normal kosullarda insiilin,
kandaki glukozun hiicre igerisine taginmasini saglayarak enerji liretimini kolaylastirir.
Ancak insiilin direnci gelistiginde, kas, yag ve karaciger hiicreleri insiilinin etkisine
yeterince yanit veremez ve glukozun hiicre i¢ine alimi azalir. Bunun sonucu olarak
pankreas, kan glukoz diizeyini normal sinirlarda tutmak amaciyla daha fazla insiilin
salgilar. Bu hiperinsiilinemi durumu, uzun vadede pankreas beta hiicre fonksiyonlarinda

bozulmaya ve tip 2 diyabet gelisimine zemin hazirlayabilir (Pradhan ve ark., (2001).

Insiilin direnci genellikle abdominal obezite, dislipidemi, hipertansiyon ve glukoz
intoleranst ile birlikte goriiliir ve klinik tablo metabolik sendrom olarak tanimlanir. Klinik
olarak, insiilin direnci olan bireylerde sik goriilen belirtiler arasinda kilo vermede gii¢liik,
postprandiyal (yemek sonrasi) yorgunluk, hipoglisemik semptomlar, abdominal
yaglanma ve Akantozis nigrikans gibi cilt degisiklikleri yer almaktadir (Toosy, Sodi, &
Pappachan, 2018). insiilin direnci, kas, yag ve karaciger gibi hedef dokularin insiilin
hormonuna kars1 duyarliliginin azalmasiyla karakterize edilen bir metabolik bozukluktur.
Normal fizyolojik kosullarda insiilin, pankreastan salgilanarak hiicre yiizeyindeki insiilin
reseptOrlerine baglanir ve hiicre i¢ine glukoz girisini saglayan bir dizi sinyal yolunu aktive
eder. Bu sinyal iletimi sonucunda, basta kas ve yag hiicrelerinde olmak iizere hiicre zarina
glukoz tastyici proteinler (6zellikle GLUT-4) tasinir ve glukoz hiicre i¢ine alinarak enerji
{iretimi i¢in kullanilir (Aversa ve ark., 2020). insiilin direnci gelistiginde, bu sinyal iletim
mekanizmalarinda bozulmalar meydana gelir. Ozellikle insiilin reseptdriine bagli IRS
(Insulin Receptor Substrate) proteinlerinin serin kalintilari tizerinden fosforilasyonunun
artmasi, sinyal iletiminin etkinligini azaltir. Normalde tirozin kalintilar1 iizerinden
fosforilenen IRS proteinleri, bu yapisal degisiklik nedeniyle islevini yitirir. Bu durum,
insiilinin hiicre zarindaki etkilerini gésterememesine neden olur (Hannon, Janosky, &

Arslanian, 2006).



Insiilin direncinin gelisiminde birden fazla faktdr rol oynar. Bunlar arasinda kronik
inflamasyon, serbest yag asidi (FFA) diizeylerinin artis1, mitokondriyal disfonksiyon ve
oksidatif stres 6ne ¢ikar. Ozellikle obezite durumunda, yag dokusundan salman TNF-o,
ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinler, insiilin sinyal yolunu negatif yonde etkileyerek
direncin artmasina neden olur. Ayrica fazla yag dokusundan salinan serbest yag asitleri,
kas ve karaciger hiicrelerinde lipotoksisiteye neden olarak glukoz alimini azaltir.
Mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasi ve artan reaktif oksijen tiirleri (ROS), hiicre i¢i
stres mekanizmalarini tetikler ve sinyal iletim proteinlerinin yapisal biitiinliigiinii bozar

(Caprio, 1999).

PKOS'lu kadinlarin  yaklasik %50 -70’inde insiilin direnci saptanmaktadir.
Hiperinsiilinemi, over diizeyinde androjen iiretimini artirarak hiperandrojenizme neden
olur. Ayrica insiilin, karacigerde seks hormon baglayici globulin (SHBG) iiretimini
baskilar, bu da serbest dolasan androjen diizeylerinin artmasina yol agar. Bu hormonal
dengesizlik, ovulasyonun bozulmasmma ve PKOS'wun tipik semptomlarinin ortaya

¢ikmasina neden olur (Fridlyand & Philipson, 2006)

Insiilin direncine bagl olarak artan insiilin diizeyleri, aym1 zamanda follikiil gelisimini
olumsuz etkiler, LH diizeylerinde artisa neden olur ve anovulatuar sikluslari tesvik eder.
Bu siire¢, PKOS’ta gbzlenen infertilitenin temel nedenlerinden biridir (Seow ve ark.
2007). Sonug olarak, insiilin direnci, hiicresel diizeyde sinyal iletim bozukluklariyla
baslayan ve sistemik diizeyde bircok organ sistemini etkileyen karmasik bir
patofizyolojik siirectir. Bu siire¢, kronik inflamasyon, obezite ve genetik yatkinlik gibi
faktorlerle tetiklenir ve ilerleyen dénemde ciddi metabolik bozukluklara yol agabilir

(Corbould ve ark. 2005).

2.1.5.3. Anti-Miillerian Hormonu (AMH)

AMH, dénistiiriicti bitytime faktori- (TGF-B) siiper ailesine ait bir glikoproteindir (Lv
ve ark. (2020). AMH iiretimi intrauterin donemde, gebeligin yaklasik 36. haftasinda
baslamakta olup, ergenlik doneminde en yiiksek seviyelerine ulasir. Bu hormonun diizeyi,
ilerleyen yasla birlikte kademeli olarak azalmakta ve menopozdan hemen 6nce belirgin
sekilde diismektedir. AMH’1n en yogun sekilde ifade edildigi folikiil evresi, cap1 2—4 mm

olan preantral ve kii¢iik antral folikiiller olarak tanimlanir ancak bazi ¢aligmalar, ¢cap1 8
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mm’ye kadar olan folikiillerin de AMH {iretmeye devam edebildigini gostermektedir
(Silva & Giacobini, 2021), (Anderson & Su, 2020). AMH, primer folikiillerin
rekritmanini (toplanmasini) inhibe eder ve bdylece biiyiimekte olan folikiillerin erken
olgunlagmasint Onleyerek over rezervinin korunmasinda rol oynar (Moolhuijsen &

Visser, 2020).

PKOS olgularinda serum AMH diizeyleri, saglikli kadinlara kiyasla belirgin sekilde daha
yiiksektir ve bu durum, AMH’in PKOS tanisinda potansiyel bir biyobelirte¢ olarak
kullanilmasina olanak saglamaktadir (Dewailly ve ark., 2011). AMH diizeylerindeki bu
artisin temel nedeni, preantral ve kiiciik antral folikiil sayisindaki artistir. Bu artis, s6z
konusu folikiillerin her birinden daha fazla AMH salgilanmasina yol agmakta ve serum
diizeylerini yiikseltmektedir (De Loos ve ark.,, 2021). Bununla birlikte, AMH
diizeylerindeki artis yalnizca folikiil sayisindaki artisla agiklanamaz, ovulasyon
gerceklesmeyen PKOS olgularinda da folikiil sayis1 benzer olmasina ragmen, daha
yiiksek AMH seviyeleri bildirilmistir (Pierre ve ark., 2017). Her ne kadar AMH, folikiil
sayist ile yakindan iligkili oldugu i¢in over rezervinin bir belirteci olarak kabul edilse de
tek basina PKOS tanisinda yeterli tanisal degere sahip bir biyobelirte¢ degildir. AMH'in
tanidaki dogrulugu iizerine yapilan calismalar, sonuclarda belirgin heterojenlik
gostermektedir ve bu durum AMH’1n klinik kullanimi agisindan sinirlayici bir faktor

olusturmaktadir (Wang ve ark., 2021).

2.1.5.4. Genetik Yatkinlik

PKOS’lu kadimnlarin birinci derece akrabalarinda (6zellikle anne ve kiz kardeslerinde)
insiilin direnci, hiperandrojenizm, adet diizensizlikleri ve infertilite gibi bulgularin daha
stk goriildiigii bildirilmistir. Bu da PKOS’un kalitsal bir zemine sahip oldugunu
gostermektedir (Bjonnes, Saxena, & Welt, 2016). Ayrica ikiz calismalarinda, tek yumurta
ikizlerinde PKOS benzeri fenotiplerin ¢ift yumurta ikizlerine gore daha yiiksek oranda
goriilmesi, genetik yatkinligi destekleyen bir bagka bulgudur (Goodarzi ve ark. 2011).

Genetik caligmalar, PKOS ile iligkili bircok aday genin tanimlanmasina olanak

saglamistir. Bu genler; androjen biyosentezi, gonadotropin etkisi, insiilin sinyal iletimi,

11



ovaryan folikiil gelisimi ve enerji metabolizmasi gibi siireclerde gorev alan genleri
icermektedir. Ozellikle FSHR (folikiil stimiile edici hormon reseptorii), LHCGR
(luteinizan hormon/koriyonik gonadotropin reseptorii), INSR (insiilin reseptorii),
DENND21A (DENN Domain Containing 1A), THADA (Thyroid Adenoma Associated),
HMGAZ2 (High Mobility Group AT-Hook 2) ve YAP1 (Yes-Associated Protein 1) gibi

genler {izerinde yogunlasan ¢alismalar mevcuttur (Vink ve ark., 2006).

Buna ek olarak, genom ¢apinda iliskilendirme ¢alismalar1 (GWAS), Cin, Avrupa ve Latin
Amerika kokenli popiilasyonlarda PKOS ile iligkili ortak genetik varyantlar
tanimlamistir. Ancak bu varyantlarin etkisi cogunlukla kiigiik olup, genetik belirteglerin
tan1 koymadaki klinik kullanimi heniiz sinirhdir. Ayrica, etnik farkliliklar nedeniyle
genetik risk profilleri popiilasyonlar arasinda degisiklik gosterebilmektedir (Legro ve
ark., 1998). GWAS calismalarinda ortaya ¢ikan varyantlarin fonksiyonel etkilerini ortaya
koymak i¢in epigenetik analizler, gen ekspresyon ¢aligmalari ve in vitro modellemeler
gibi ileri diizey arastirmalar gerekmektedir. Ayrica cevresel faktorlerin genetik
yatkinlikla nasil etkilesime girdigi hala tam olarak anlasilmis degildir (Kahsar-Miller ve
ark., 2001).

2.1.5.5 PKOS'un Psikolojik Ozellikleri

PKOS bulgularinda goriilen fenotipik degisikliklerin yani sira tabloya eslik eden iireme
sorunlari, infertilite ve yasam kalitesini diigiiren durumlar sagligi olumsuz yonde
etkilemektedir. Bu durum bireylerde 6zgiiven problemi, olumsuz beden imajina bagl

kaygi ve depresyona yatkinlik goriilmesine neden olmaktadir (Coffey & Mason, 2003).

2.1.6. PKOS ve Ostrojen Reseptirlerinin Iliskisi

PKOS olgularinda 6strojen ve dstrojen reseptorlerinin (ER'ler) islevi dikkat ¢ekicidir.
Implantasyon basarisizhigi, abortus habitualis, partus praematurus ve endometriyal
karsinom gibi daha olumsuz tireme riskleri goriilebilmektedir. ER, ERa ve ERp, tipik
olarak dimerize olan ve ligand baglanmasindan sonra g¢ekirdege tasinan klasik steroid
reseptorlerdir. Cekirdege girdikten sonra, reseptorler Ostrojen yanit elemanlarina baglanir

veya gen ifadesini degistirmek i¢in diger transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girerler.
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FSH ve LH’in diizenli salgilanmasinin sonucunda normal ovulasyon meydana gelir ve
ireme saglhigr i¢in bu durum ¢ok onemlidir. LH, over folikiiliiniin teka hiicrelerini
uyararak androjen sentezine yol acar. Bunlardan bazilari SHBG’e baglanir ve bazi
androjenler yakindaki graniiloza hiicrelerine (GC'ler) yayilir, burada FSH uyarimu ile
Ostrojene dontstiiriiliir. Bu 6strojen hormonlarinin seviyesinde bir artisa neden olur ve bu
da LH tiretimi seklinde pozitif geri bildirim olusturarak LH seviyesinde artisa neden olur
ve ovulasyonu tetikler. Teka hiicrelerinin ve graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
farklilagsmasi, biiyiime faktorleri tarafindan diizenlenir ve ovaryumda folikiiler gelisim
bircok hormon ve diger biiylime faktorleri tarafindan kontrollii bir sekilde diizenlenir
((Liu ve ark., 2019). Ovulasyondan sonra, steroid hormonlar1 progesteron ve dstrojen
salgilayan ve daha sonra endometriumu implantasyona daha duyarli hale getiren korpus
luteum olugur. Overler, dstrojen sentezinin birincil yeridir ve esas olarak hedef organlar
ve hiicreler lizerinde ¢oklu dstrojen reseptorleri (ER'ler), ERa, ERB ve GPER yoluyla etki
gosteren 17B-estradiol (E2) tiretir (Kumar & Sait, 2011).

Ostrojenlerinin overlerde lokal olarak folikiiler olgunlasmay: diizenledigi ve baskin
folikiil biyiimesi sirasinda GC proliferasyonunu uyardigi diisiiniilmektedir. PKOS gibi
ovulasyon disfonksiyonu ile karakterize edilen durumlarda, degismis Ostrojen ifadesinin
onemli bir rolii vardir. Yapilan deneylerde ERa geni bozulmus farelerin, dolasimdaki
yiilksek LH konsantrasyonlar1 ve ovulasyon olmayan c¢oklu hemorajik ve Kkistik
folikiillerle karakterize edilen, PKOS'a benzer bir fenotip gelistirdikleri gozlenmistir
(Schomberg ve ark., 1999).

Baska bir deney de disi ERP} downregiile farelerinin daha diisiik ovulasyon sayilari, daha
az gebelik ve FSH kaynakli farklilasmaya zayif yanit gosteren ovulasyon oncesi
folikiillerle karakterize diisiik dogurganliga sahip oldugunu gostermistir. Bu nedenle,
ER'lerin (ERa ve ERP) anormal ekspresyonu, PKOS olgularinda zayif oosit gelisimi ve
ovulasyon basarisizligi ile iliskili olabilir. Ostrojenler, hedef dokularda ERa ve ERP
aracilifiyla genomik etkilere aracilik eder. Yakin donemde, GPER’in 8strojenin genomik
olmayan sinyal iletimine aracilik ettigi gosterilmistir. Ancak PKOS’ta 0Ostrojen
reseptorlerinin (ER) rolii halen tam olarak aydinlatilamamistir (Prossnitz & Barton,
2011).
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2.2 G-Proteine Bagh Ostrojen Reseptorii (GPER)

G proteinine bagl Ostrojen reseptorii (GPER), eski adiyla GPR30 olarak bilinen, yedi
transmembranlt G proteinine bagli reseptérler (GPCR) ailesine ait bir membran
reseptoriidiir. GPER, 6strojen hormonunun klasik niikleer reseptorleri olan ERa ve ER
disindaki hizli, nongenomik sinyal iletim mekanizmalarini diizenleyen temel aracilardan
biri olarak tanimlanmistir. GPER'in kesfi, 1990’larin sonlarina dayanmaktadir. Ilk olarak
1997 yilinda 6strojen reseptoriine benzer yapida bir GPCR olarak tanimlanmis ve GPR30
ismi verilmistir. Ancak, bu reseptdriin Ostrojen baglayici bir reseptdr oldugu ve dstrojen
aracilt nongenomik sinyal yollarinda gorev aldigi, 2000'li yillarin basinda yapilan
calismalarla ortaya konmustur. Prossnitz ve Barton (2003) tarafindan GPR30'un 6strojen
reseptOrii olarak islev gordiigii gosterilmis ve literatiirde GPER adiyla anilmaya

baslanmistir (Medical B, 2022), (Prossnitz & Barton, 2023).

2.2.1. GPER’in Etki Mekanizmast

Klasik 6strojen reseptorlerinin aktivasyonu sonrasinda, bu reseptorler ¢ekirdege gegerler,
ardindan genomik veya nongenomik yanitlar olustururlar. GPER, G-protein bagh
reseptdr (GPCR) ailesinin liyesidir ve hem plazma membrant hem de endoplazmik
retikulum membranlarinda lokalize olan 7 transmembranli bir membran proteinidir.
Ostrojen, GPER iizerinden hizli hiicresel yanmitlar ve gen ekspresyonunu etkileyen
transkripsiyonel siirecler olusturur. ERa ve ER, ligand baglandiktan sonra dimerize olup
cekirdege tasinan klasik steroid reseptorleridir. Cekirdege girdikten sonra, reseptorler
Ostrojen yanit elemanlarina baglanir veya gen ifadesini degistirmek i¢in diger
transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girerler. GPER ile klasik Ostrojen reseptorleri
karsilastirildiginda pek c¢ok farklilik goriilmektedir (Tablo 2.2) (Prossnitz & Barton,
2011). GPER, 6strojen ile etkilesimi sonrasinda hizli sinyal iletimine aracilik eder. Bu
reseptor, hiicre zarinda ve endoplazmik retikulum membraninda lokalizedir. GPER’in
aktivasyonu, cAMP artis1, MAPK/ERK yolunun tetiklenmesi, PI3K/Akt aktivasyonu ve
hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin degisimi gibi ikinci haberci sistemler araciligiyla
gerceklesir. Bu yollar, hiicrede kisa siirede yanit olusturur ve genellikle gen

ranskripsiyonu yerine hizli biyokimyasal degisimlerle sonuclanir. Buna karsin ERa ve
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ERB, niikleer hormon reseptorleri simifinda yer alir ve Ostrojen baglandiginda genomik
mekanizmalar iizerinden etkilesimde bulunur. Bu reseptorler, sitoplazmada
sentezlendikten sonra ligand baglanmasiyla birlikte niikleusa taginir ve burada DNA
tizerindeki Ostrojen yanit elementlerine baglanarak gen ekspresyonunu diizenler. Bu
mekanizma daha yavas isler ve hiicredeki protein sentezine dogrudan katki saglar

(Prossnitz & Barton, 2011).

Tablo 2.2. GPER ve ERa / ERp Karsilastirilmasi.

OZELLIK GPER ERA / ERB

Membran—G protein bagl

¥ Niikleer hormon reseptorii
reseptor

Reseptor tipi

Etki tlirti Non-genomik (hizli) Genomik (yavas)

Membran, endoplazmik

retikulum Sitoplazma — Niikleus

Hiicre i¢i lokalizasyon

DNA {izerinden gen

Sinyal yollari CAMP, MAPK, PI3K, Ca** e
transkripsiyonu

(Prossnitz & Barton, 2011).

GPER, ostrojen ile etkilesimi sonrasinda hizli sinyal iletimine aracilik eder. Bu reseptor,
hiicre zarinda ve endoplazmik retikulum membraninda lokalizedir. GPER’in
aktivasyonu, cAMP artis1, MAPK/ERK yolunun tetiklenmesi, PI3K/Akt aktivasyonu ve
hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinin degisimi gibi ikinci haberci sistemler araciligiyla
gerceklesir. Bu yollar, hiicrede kisa silirede yanit olusturur ve genellikle gen
transkripsiyonu yerine hizli biyokimyasal degisimlerle sonuglanir. Buna karsin ERa ve
ERp, niikleer hormon reseptorleri sinifinda yer alir ve strojen baglandiginda genomik
mekanizmalar  iizerinden etkilesimde bulunur. Bu reseptorler, sitoplazmada
sentezlendikten sonra ligand baglanmasiyla birlikte niikleusa tasinir ve burada DNA
tizerindeki Ostrojen yanit elementlerine baglanarak gen ekspresyonunu diizenler. Bu
mekanizma daha yavas igler ve hiicredeki protein sentezine dogrudan katki saglar

(Prossnitz & Barton, 2011).
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(Xu, Yu, Dong, & Lee, 2019).

2.2.2. GPER Lokalizasyonu

GPER’in lokalizayonunun 2007 yilinda yapilan ¢aligmalarda tespit edildigi iizere insan
arter ve ven diiz kaslarinda GPR-30 ekspresyonu ile ortaya konulmustur. Ilgili
caligmalarda GPER’in, plazma zar1 ve endoplazmik retikulumda lokalize oldugu ve
beyin, kalp, kemik, lenfoid doku, plasenta, akciger, karaciger, pankreas, kan damarlari,
endometrium, over ve meme kanseri dokularinda eksprese edildigi belirtilmistir. Ilk
yapilan ¢alismalarin ¢ogu GPER’in endoplazmik retikulum gibi hiicre i¢i membranlara
yerlestigini gdstermistir. GPER lokalizasyonu hakkinda farkli fikirler 6ne siirtilmiis ve
daha sonraki bir¢ok calisma hiicre ici lokalizasyonu ve niikleer lokalizasyonu oldugunu
desteklemistir (Xu, Yu, Dong, & Lee, 2019). Ayrica sadece hiicre gegirgen E2
tirevlerinin veya hiicre i¢i enjekte edilen ligandlarin hizli GPER aktivasyonuna yol
acabilecegini, GPER'in hiicre i¢i lokalizasyonunu ve islevselligini destekledigini gésteren

calismalar da bulunmaktadir.

Daha yakin tarihli ¢alismalarda elde edilen bilgilere gore ise GPER’in, Klasik steroid

hormon reseptdrlerinden farkli olarak hiicre zarina bagli ve G proteinleriyle iliskili oldugu
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ortaya konmustur. Bu nedenle, 6strojenin klasik genomik etkilerinden farkli olarak,
GPER araciligiyla gelisen etkiler hizli, yani nongenomik o6zellik tasir. GPER, hiicre
zarinda veya endoplazmik retikulum membraninda lokalize olarak Ostrojenin

baglanmasiyla ¢esitli ikinci haberci sistemlerini aktive eder (Heldring ve ark., 2007).

2.2.3. GPER Ligandlar: ve Sinyalleri

Baglica steroid hormonlardan biri olarak tanimlanan ve overlerden salgilanan 17p-
estradiol (E2), ¢esitli tireme fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Olde
& Leeb-Lundberg, 2009). E2, biyolojik yonden gergeklestirdigi fonksiyonlarini genomik
ve non-genomik sinyal yollarryla gerceklestirir. Ostron (E1) ve &striol (E3), 6zellikle de
E3'lin serum seviyeleri gebelik boyunca artmasina ragmen, E1 veya E3'in GPER'e
baglanma afinitesi E2'ninkinden ¢ok daha diistiktiir. GPER, hiicre i¢i sinyal yollarini,
klasik ikinci habercileri ve kalsiyum mobilizasyonunu uyarma gibi bir¢ok hizli yaniti
baslatir. Insanlarda GPER birgok doku tipinde ifade edilir ve E2'ye yanit veren dokularla
smirh degildir (Rouhimoghadam ve ark., 2020).

GPER’in normal fizyolojideki yeri ve sinyalizasyonu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
GPER'in hiicre i¢i baglanma bolgesi hakkindaki tartismalar devam etmekte olup, hiicre
yiizeyini ve niikleer lokalizasyonu gosteren cesitli raporlar bulunmaktadir. Reseptoriin
MCF7 hiicrelerinin  ¢ekirdeginde, ancak T47D meme kanseri hiicrelerinin
sitoplazmasinda bulundugu tespit edilmistir. GPER tarafindan aktive edilen sinyal yollar1
birden fazladir ve birbirine zit 6zelliktedir. Yapilan ¢alismalar GPER'in in vitro CAMP'yi
artirdigini gostermektedir (Kalidhindi ve ark., 2020).

2.2.4. GPER’in Hastaliklarla Iliskisi

Ostrojenler menopoz o6ncesi kadinlarda, kardiyovaskiiler, metabolik ve nérolojik
hastaliklara karst koruma saglar. GPER sinyalizasyonunun ve islevinin molekiiler,
hiicresel ve farmakolojik diizeyde etki gosterdigi, cok sayida hastaligin terapotik hedefi
ve prognoz gostergesi olarak hizmet etme potansiyeli oldugu distiniilmektedir.
Bagisiklik, inflamasyon ve enfeksiyonlar, meme kanseri, gastrointestinal ve karaciger

hastaliklari, obezite ve DM, akciger hastaliklari, bobrek fizyolojisi ve hastaliklari, kalp
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yetmezligi, kan basinci ve arteriyel hipertansiyon gibi pek ¢ok hastalikta etkili olduguna
dair ¢alismalar vardir (Sekil 2.4) (Kalidhindi ve ark., 2020).

2.2.4.1 Kanser

. GPER, 0strojen duyarli meme kanserlerinde hiicre proliferasyonunu
artirabilir. Tamoksifen gibi bazi ilaglar GPER’1 aktive ederek beklenmeyen etkiler
olusturabilir.

. Endometrium, over ve prostat kanserlerinde GPER'in ekspresyonu arttigi
ve hiicre biiyiimesini destekledigi bidirimistir.

. Kolorektal ve akciger kansererinde GPER'in tiimor baskilayici etkiler

gosterdigine dair caismalar mevcuttur (Prossnitz ve Barton, 2023).

2.2.4.2 Kardiyovaskiiler Hastaliklar

. GPER, arter ve ven elastikiyeti i¢in 6nemlidir, kan basinci diizenlenmesi
ve anti-inflamatuar etkiler yoluyla koruyucu bir rol oynar. Vazodilatasyonun
kontroliinde etkilidir.

. Ateroskleroz ve hipertansiyon gibi durumlarda GPER aktivasyonu odugu

kanitlanmistir (Prossnitz ve Barton, 2023).

2.2.4.3. Metabolik Hastaliklar

. GPER, glukoz homeostaz1 ve insiilin duyarlilig1 tizerinde etkilidir.

. Obezite ve tip 2 diyabet ile iliskili baz1 inflamatuar siireclerde GPER’in

rol oynadig1 gosterilmistir (Prossnitz ve Barton, 2023).
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2.2.4.4 Norolojik Hastaliklar

. GPER, beyin fonksiyonlarinda ve ndroproteksiyonda rol oynar.

. Alzheimer hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklarda GPER'in koruyucu
etkileri olabilecegi bidirilmistir (Prossnitz ve Barton, 2023).

2.2.4.5. Otoimmiin Hastaliklar

. GPER’in bagisiklik hiicreleri iizerindeki diizenleyici etkileri, romatoid
artrit ve inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 gibi durumlarla iliskilidir (Prossnitz ve
Barton, 2023).

. GPER, bagisiklik yanitinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir

(Kalidhindi ve ark., 2020).

. Astim modeli olusturulan farelerde GPER agonisti G-1 uygulanmasinin
ardindan IL-10 treten CD4" T hiicrelerinin ve Foxp3® diizenleyici T

hiicrelerinin anlamli sekilde arttigi gosterilmistir (Kalidhindi ve ark., 2020).

. GPER’in bagisiklik sisteminde antiinflamatuvar yanitlari destekledigini ve
potansiyel bir immiin modiilator olarak degerlendirilebilecegini gdstermektedir

(Prossnitz ve Barton, 2023).
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Sekil 2.4 GPER’in Hastaliklarla iliskisi
(Prossnitz ve Barton, 2023).

2.2.5 GPER ve PKOS

Ostrojenlerin, ovaryumda lokal olarak folikiil olgunlasmasimi diizenledigi ve baskin
folikiil biliylimesi sirasinda graniiloza hiicrelerinin  proliferasyonunu uyardigi
diisiiniilmektedir. Son zamanlarda, GPER ile oosit olgunlagsmasi arasindaki iliski
bildirilmistir. PKOS’lu hastalardan alinan kiimiiliis grantiloza hiicrelerinde yliksek GPER
seviyeleriyle Dbirlikte diisiik E2  seviyelerinin insan oosit olgunlagsmasini
engelleyebilecegini gostermistir (Zang ve ark., 2016). Bu durum GPER'lerin oosit
olgunlagmasinda 6nemli bir rol oynayabilecegi yolunda yeni veriler olusturmustur (Wang

ve ark., 2007).
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2.2.5.1 Ostrojen Sinyal Yolu Bozuklugu

. PKOS hastalarinda dstrojen diizeyleri genellikle normal ya da ytiksektir,
ancak doku diizeyinde Ostrojenin etkileri bozulmus olabilir.

. GPER, 06strojenin hiicre dis1 sinyallerini ilettigi i¢in, bu reseptordeki islev
bozuklugu hormonal dengeyi etkileyebilir.

. GPER ekspresyonunun PKOS hastalarinda degistigi (azaldig1 veya arttig1)
bazi ¢aligmalarda bildirilmistir, bu da folikiil gelisimi ve ovulasyon

mekanizmalar1 tizerinde etkili olabilir (Wang ve ark., 2007).

2.2.5.2 Folikiil Gelisimi ve Graniiloza Hiicreleri

. GPER, yumurtaliklarda graniiloza hiicrelerinde bulunur ve folikiil
gelisimi, hiicre proliferasyonu ve apoptozis gibi siireglerde gorev alir.

. PKOS hastalarinda bu hiicrelerdeki GPER aktivitesinin degismesi,
anovulasyon ve folikiil arresti (gelisemeyen folikiiller) gibi PKOS’un temel
belirtilerine katkida bulunabilir (Wang ve ark., 2007).

2.2.5.3 Insiilin Direnci ve Metabolik Etkiler

. PKOS’ta sik goriilen insiilin direnci, GPER’in glukoz metabolizmasinda
oynadig rollerle de baglantili olabilir.
. GPER’in pankreasta insiilin sekresyonu ve insiilin duyarlilig1 lizerine

etkileri mevcuttur (Wang ve ark., 2007).

2.2.5.4 Over Mikrosimiilasyon Calismalari

. Bazi in vitro ¢aligmalarda, PKOS’lu bireylerden elde edilen hiicrelerde
GPER’in ekspresyonunun farkli oldugu gdosterilmistir.
. GPER agonistleriyle yapilan deneylerde hiicre proliferasyonu ve steroid

tiretiminde degisiklikler gozlemlenmistir (Wang ve ark., 2007).
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2.3. Kopeptin

Arjinin Vazopressin (AVP) ve Kopeptin, klinik uygulamada ozmotik ve hemodinamik
uyaricilara yanit olarak esit miktarlarda dolasima salinan, arka hipofiz bezinden
salgilanan iki hormondur. Saglikli bireylerde AVP, damar tonusunu ve sivi dengesini
diizenleyerek kardiyovaskiiler sistemin dengesini korur. AVP, bobrek fonksiyonlarini ve
damar toniisiinii ayarlayici etkilerinin yaninda, endokrin, hemostatik ve merkezi sinir
sistemlerinin diizenlenmesinde de 6nemli bir rol oynar (Christ-Crain, 2019). AVP,
ozmotik denge, sodyum homeostazi, kan basinci ve bobrek fonksiyonlarinin kontroliinde
onemli bir rol oynar. AVP’nin bu etkileri, lic G-protein bagli reseptor araciligiyla
gergeklesir bunlar; damar reseptorii (V1aR), 6n hipofiz reseptorii (V1bR) ve antidiiiretik
etkiden sorumlu reseptordiir (V2R) (Sparapani ve ark., 2021). RAAS (renin-anjiyotensin-
aldosteron sistemi) ve AVP sistemleri arasinda uyumlu bir etkilesim gozlenmistir. Bu iki
sistem, metabolizmanin, kardiyovaskiiler sistemin ve su-elektrolit dengesinin uygun
diizenlenmesini saglamak tizere birlikte caligirlar. Dolayisiyla, ayni1 uyarana yanit olarak
birlikte aktive olabilirler (Szczepanska-Sadowska ve ark., 2018). Klinik uygulamada
AVP 6l¢timleri sinirlidir ¢iinkii AVP’nin yar1 6mrii ¢ok kisadir, -20°C’de depolansa bile
molekiiler stabilitesi diistiktiir ve dolasimdaki AVP’nin %99’undan fazlas1 trombositlere
baglidir, bu da ger¢cek AVP seviyesinin yanlis tahmin edilmesine yol acar (Lukaszyk ve
Matyszko, 2015). AVP ile esmolar (esit miktarda) salinmasi ve yiiksek stabilitesi
sayesinde kopeptin, AVP salinimini yansitan bir belirteg olarak kullanilabilecegi
ongoriilmektedir. Gliniimiizde kopeptin, insanlarda AVP konsantrasyonunun stabil bir
temsilci belirteci olarak kullanilmaktadir. Ayrica, pulmoner hastaliklar, kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin prognozunda bir biyobelirte¢ olarak kullanimi
onaylanmistir (Christ-Crain, 2019). Kopeptin, ilk olarak 1972 yilinda Holwerda
tarafindan domuzlarin arka hipofiz bezinde tespit edilmistir. 39 amino asitten olusan,
16sin agisindan zengin bir ¢ekirdek bolgesi bulunan glikozillenmis bir peptittir. Kopeptin,
AVP prekiirsoriiniin (pro-AVP) C-terminal kisminda yer alir. Molekiiler kiitlesi yaklagik
5 kDa’dir (Holwerda, 1972). AVP’nin Vla, V1b ve V2 reseptorleri araciliiyla etki ettigi
bilinmektedir. V1a reseptorleri lizerindeki etki arteriyel vazokonstriksiyonla, V2 {izerinde
antiditiretik etkiyle ve V1b flizerinde adenokortikotropik hormon (ACTH), insiilin,
glukagon salgilanmasiyla baglantilidir. AVP’nin aksine, kopeptinin dolagimdaki

fizyolojik islevi halen net olarak bilinmemektedir. 1972’de tanimlanmasindan sonra, bazi
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erken donem arastirmalar kopeptinin prolaktin saliveren bir faktér olarak islev
gorebilecegini One siirmiis, ancak bu bulgular sonradan yapilan deneyler tarafindan
dogrulanmamugtir (Pettibone ve ark., 1989). Yeni calismalar, kopeptinin AVP’nin
katlanmas1 ve proteolitik olgunlagsmasinda bir saperon protein olarak islev gorebilecegini
varsaymaktadir (Harris ve ark., 1998). Dolasimda kopeptinin diizenli bir sekilde
bulunmasi, onun spesifik bir periferik gorevi olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
nedenle, kopeptinin dolasimdaki spesifik roliinii belirlemek igin daha fazla deney
yapilmasi gerekmektedir. Mevcut durumda, kopeptinin strese, ozmotik ve hemodinamik
uyaricilara AVP ile ayni1 yanit1 verdigi gosterilmistir. AVP ile esit miktarda tiretilmesi,
kopeptin testini AVP bozukluklariyla iligkili hastaliklarin tan1 ve prognozunda islevsel
kilmaktadir. Kopeptinin dolagimdan nasil atildigina dair spesifik bir mekanizma heniiz
tanimlanmamis olsa da bobrek yoluyla atilabilecegi diisiiniilmektedir ¢iinkii kopeptin
idrarda da Oolgiilebilmektedir (Roussel ve ark., 2014). Kopeptin iiretimi, pro-AVP
prekiirsoriiniin enzimatik yikimi sonucunda gerceklesir (Sekil 2.59) (Abdelmageed ve
Giizelgil, 2023).

C Sinyal C AVP ( Norofizin-2 ( Kopeptin C )

AVP onciisii

1 Sinyal peptidaz

C AVP ( Norofizin-2 C Copeptin C )

1 Prohormon Konvertaz

— 17 1

C AvP ( ) < Norofizin-2 11 < > ( Kopeptin ( )

Sekil 2.5 Kopeptin Sentezi

(Abdelmageed ve Giizelgiil, 2023).
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Pro-AVP prekiirsorii, hipotalamusta {iretilir. Pro-AVP'nin hipotalamustan salinmasi iki
farkli mekanizma aracihigiyla gerceklesir. ilk mekanizma, arka hipofiz saliim
mekanizmasidir. Bu mekanizmada, pro-AVP, hipotalamik supraoptik (SON) ve
paraventrikiiler (PVN) ¢ekirdeklerin magnoseliiler noronlarinda iiretilir. Pro-AVP daha
sonra endoplazmik retikulumda islenir; burada sinyal peptidi uzaklastirilir ve bir
karbonhidrat zinciri eklenir. Sonrasinda arka hipofiz bezine aksonal tasinim gerceklesir
ve burada, Pro-AVP’nin enzimatik yikimi sonucunda kopeptin, AVP ve norofizin-2
tretilir (Sekil 2.5) (Abdelmageed ve Giizelgiil, 2023). Bu ii¢ peptit, nérohipofizde
depolanir ve hemodinamik veya ozmotik uyarilara yanit olarak salinirlar. Diger
mekanizma ise pro-AVP'nin, hipotalamusun parvoseliller ndronlarinda sentezlenip
islendigi yoldur. Bu bdlgede ayn1 zamanda kortikotropin saliverici hormon (CRH) de
tiretilir. AVP, ardindan hipofiz portal sistemine tasinir ve burada CRH ile is birligi i¢inde,
on hipofiz bezinden ACTH salinimini uyarir. ACTH ise, bobrekiistii bezinden kortizol

salmimini tetikler (Sparapani ve ark., 2021).

AVP gibi, kopeptinin dolasimdaki diizeyleri de kan basinci, stres ve ozmolalite
degisikliklerine yanit verir. Saglikli bireylerde, kopeptinin plazma ozmolalitesiyle
AVP'ye kiyasla daha fazla iligkili oldugu gézlemlenmistir. Saglikli kontrollerde, kopeptin
diizeylerinin ozmolalite degisiklikleriyle giiclii bir iliski gosterdigi, susuzluk sirasinda
hizla yiikseldigi ve sivi alimindan sonra hizla distiigii bulunmustur. Ayrica, kopeptin,
fizyolojik stres diizeylerini belirlemede kortizolden daha etkili olabilir. Kortizoliin serbest

hormon olarak dl¢iilmesi zordur (Morgenthaler ve ark., 2007).

Saglikli bireylerde normal kopeptin diizeyleri 1.70—11.25 pmol/L arasinda bulunmustur.
Normal kosullarda, nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, erkeklerin kopeptin
diizeylerinin kadinlara gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Erkeklerdeki daha
yiiksek kopeptin diizeylerinin, daha fazla ozmolar madde alimina bagl olabilecegi one
stiriilmiistiir. Kopeptine benzer sekilde, AVP diizeyleri de erkeklerde kadinlardan daha
yiiksek bulunmustur. Ancak, AVP diizeyleriyle ilgili cinsiyet farklarina dair dogrudan bir
kanit bulunmamaktadir. AVP diizeylerinin giinliik ritim gosterdigi bildirilmis olsa da
kopeptin i¢in diizenli bir sirkadiyen degiskenlik rapor edilmemistir. Ayrica, yas
farklarinin kopeptin diizeyleri ilizerindeki etkisine dair herhangi bir bilgi de rapor
edilmemistir (Dobsa ve Cullen Edozien, 2012).
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Bununla birlikte, fiziksel egzersizin kopeptin diizeylerini artirabilecegi gozlemlenmistir.
6.801 katilimcidan olusan biiyiik bir kohort ¢alismasinda, yasam tarzi ve sigara, alkol
kullanimi, s1vi ve sodyum alimi gibi diyetle iligkili faktorlerle kopeptin diizeyleri arasinda
bir iligki oldugu belirlenmistir. Ayrica, kopeptinin yliksek sistolik kan basinci, yiiksek
bobrek sodyum ve iire atilimi ve diisiik 24 saatlik idrar hacmi ile iliskili oldugu da saglikli

bireylerde gozlemlenmistir (Mammen ve ark., 2014).

2.3.2. Kopeptin ve PKOS

Son yillarda PKOS tanis1 alan kadinlarda serum kopeptin diizeylerini belirlemek adina
yapilan cesitli klinik ve epidemiyolojik calismalar mevcuttur. Bu g¢aligmalar, AVP
sisteminin PKOS patofizyolojisindeki olasi roliine ortaya koymaya yoneliktir. PKOS’lu
bireylerde artmis kopeptin diizeyleri, dzellikle IR, obezite ve metabolik sendrom gibi
eslik eden durumlarla iliskili bulunmustur (Roh ve ark., 2018). PKOS’lu kadinlarda IR,
sendromun en sik rastlanan metabolik bozukluklarindan biri olup, artmis kopeptin
diizeyleriyle korelasyon gostermektedir. AVP'nin periferik insiilin duyarlilig1 {izerinde
dogrudan etkili olabilecegi diisiiniilmektedir; dolayisiyla kopeptin diizeylerinin
yiikselmesi, bozulmus glukoz metabolizmasinin ve IR'nin biyobelirteci olarak
degerlendirilebilir. Bununla birlikte, kopeptin artis1 yalnizca IR ile sinirli kalmayip, ayni
zamanda hipertansiyon ve abdominal obezite gibi diger kardiyometabolik risk
faktorleriyle de anlamli diizeyde iliskilendirilmistir (Turan ve ark., 2020). Obezite,
PKOS’un hem nedeni hem de sonucu olabilen yaygin bir klinik bilesenidir ve kopeptin
diizeylerinin artisinda belirleyici bir rol oynayabilir. Kopeptin ile viseral yag dokusu
artist, sistemik inflamasyon ve adipokin dengesizlikleri arasinda pozitif iliskiler
saptanmisgtir (Jansen ve ark., 2017). Tiim bu bulgular 1s18inda, kopeptin diizeylerinde,
ilerleyen donemlerde tabloya eklenen hastaliklar neticesinde ortaya ¢ikan anlamli
degisimlerin goriilebilmekte oldugu hem metabolik hem de kardiyovaskiiler risklerin
ongoriilmesinde  potansiyel  bir  biyobelirtec  olarak  degerlendirilebilecegi
ongoriilmektedir. Literatiirdeki baz1 ¢aligmalar, yiiksek kopeptin diizeylerinin, PKOS’lu
bireylerde IR, obezite ve kardiyovaskiiler hastalik gelisme riskini 12 kata kadar
artirabilecegini ileri siirmektedir. Bu nedenle, kopeptin diizeylerinin klinik izlemi, risk
siniflandirmas1  ve tedavi stratejilerinin  bireysellestirilmesinde o6nemli katkilar

saglayabilir (Kahraman ve ark., 2021).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyaller

3.1.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

e Genomic DNA Mini Kit (Thermo Fischer Scientific Invitrogen PureLink, ABD)
(Lot. 2918392)

e Agarose (Agaroz) (BioShop, Canada, Lot. 4C86758)

e TBE (Tris bazi/ Borik asittEDTA) (Thermo Scientific, Lot. 01091115)

e Solis BioDyne Tetra-primer ARMS PCR Kit (Lot No: 14251250430.1, Solis
BioDyne, Estonya)

e Human CPP (Copeptin) ELISA Kit (Cat. no. E1129Hu). (BT LAB)

e Human ELISA Kit (GPER) Code. EH1361 Size: 96T Bath No. FN240514 8Fine Test)

3.1.2. Calismada kullanilan cihazlar

e Sogutmali mikrosantrifiij (Hettich Micro 22)

e Sogutmali satnrifiij (Hettich Rotana 460 R)

e Derin dondurucu (Haier Bio-medical)

e Etiiv (Memmert)

e Spektrofotometre (Techcomp UV1000)

e Hassas terazi (AND GR200)

e Buzdolab1 (UGUR)

e Vortex (VELP)

e Mikro santrifiij (Stratagene PicoFuge II)

e Su Banyosu / Water Bath (Medingen SWB 20)

e Mikro pipet (Thermo Fisher P10-P100-P1000)

e Mikro plaka okuyucu / Microplate Reader (Organon Technika Microwell system)
e (Cam malzemeler (balon joje, deney tiipii, beher, meziir)

e Shaker (IKA KS 130 basic)

e Miknatish Karistiric1 / Magnetic Stirrer (Yellow line MSH basic)

e PCR Cihaz1 (Termal Cycler) (Techne, TC 4000,TC 412)
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e Elektroferez Tank1 (Cleaver Scientific, MSCHOICE)
e Elektroferez Gli¢ Kaynagi (Thermo Scientific EC 300 x L)
o Jel Goriintilleme Sistemi (QUANTUM ST-4, 1000/20M, 09200806)

3.2. METOD

3.2.1. Calisma Tasarimi

Calismamiz Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulundan alinan 24-KAEK-058 nolu izin sonrasinda gergeklestirildi. Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali biinyesinde gerceklestirilen
caligmamiza, Eyliil 2024 ve Subat 2025 tarihleri arasinda Niksar Devlet Hastanesi Kadin
Dogum Poliklinigi’ne basvuran “Polikistik Over Sendromu” tanili 40 olgu ve 40 saglikli
birey calismaya dahil edildi. Rutin jinekolojik muayene i¢in gelen olgular kontrol
grubunu olustururken, PKOS tanis1 alan hastalar ¢alisma grubu olarak belirlendi. Tiim
hastalardan ¢alismaya dair bilgilendirme igeren yazili onam alindi. Bagvuran hastalardan
PKOS ile iliskili sikayetlerle bagvuranlar Rotterdam kriterlerine gore degerlendirildi.
Calismaya 18-35 yas arasinda kadinlar dahil edildi.

Yapilan G*Power analizine gore calismanin orneklem biiyiikliigi, istatistiksel giiclin
yeterliligini saglamak amaciyla G*Power 3.1 yazilimi1 kullanilarak hesaplandi. Tip I hata
(o) degeri 0.05, istatistiksel gii¢ (1-B) degeri 0.80 olarak belirlendi. Etki biiyiikliigii (effect
size) orta diizeyde (d=0.5) varsayildi. Bu parametreler dogrultusunda, her grup i¢in en az
34 katilmcimin ¢alismaya dahil edilmesi gerektigi belirlendi. Bu drneklem biiytikliigi,
istatistiksel olarak anlamli sonuglara ulasilmasi i¢in yeterli kabul edildi. Kan 6rnekleri
sabah saat 8:00-10:00 araliginda alindi. ELISA testi ve biyokimyasal analizler i¢in her
katilimcidan jelli tiiplere 5 ml, gen ¢alismalar igin EDTA’l1 tiiplere 3 ml tam kan 6rnegi
alindi. Biyokimyasal analizler i¢in kan 6rnekleri laboratuvara ulastirildiktan sonra 4.000
rpm’de 15 dk. siireyle Hettich Zentrifiigen Rotanta 460R (Germany) sogutmali santrifiij
ile ayristirildi, serum kismi ayrildi ve mikrotiiplere aktarildi. Tiim serum 6rnekleri, analiz
zamanina kadar -80 °C'de sakland1; bu saklama kosulu ile 6rneklerin biitiinliigii korunarak
protein yapisinin bozulmasi 6nlenmis oldu. EDTA’1 tiipler 4 kez yavasga karistirilarak

calisma giiniine kadar +4 derecede saklandi.

27



Calismada kullanilan dislama kriterleri olarak 18’den kiiclik ya da 35’ten biiyiik yas,
ovaryen cerrahi 6ykiisii olmasi, muayenede adneksiyel kitle saptanmasi, herhangi bir over
timori, neoplazm Sykiisii varligi, pelvik radyoterapi/sistemik kemoterapi oykiisi, alkol

ve sigara kullanimi olarak belirlenmistir.

3.2.2 Istatistiksel Analizler

Istatistiksel veriler IBM SPSS Statistics 20 yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.
Verilerin dagiliminin normalligini degerlendirmek amaciyla Shapiro-Wilk testi
uygulanmistir. Normal dagilim gosteren parametreler parametrik testler ile analiz edilerek
ortalama + standart sapma (SS) seklinde ifade edilmistir. Normal dagilim gostermeyen
parametreler ise medyan ve minimum-maksimum araliklar1 ile ifade edilerek non-

parametrik testler ile analiz edilmistir.

GPER'in, PKOS'lu hastalar ile saglikli kontrolleri ayirt etmedeki tanisal yetenegini
degerlendirmek amaciyla ROC (Receiver Operating Characteristic) analizi
gerceklestirildi. ROC analizi, biyobelirteglerin 6zgiilliik (Spesifite) ve duyarhilik
(sensitivite) degerleri arasindaki iligkiyi inceleyerek ayirt edicilik performansini ortaya
koymaktadir. ROC analizinde istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi. Allel ve
genotip frekanslarinin analizinde SPSS 16.0, WinPepi (Siiriim 11,65) ve OpenEpi (Stiriim
3.01) istatistik yazilimlari kullanildi. Hasta ve kontrol gruplarindaki genotip ve allel
frekanslar1 Ki-kare (y?) testi ile degerlendirildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. Tanisal performans agisindan egri altinda kalan alan (AUC), duyarlilik,

ozgiilliik ve kesim (cut-off) degerleri dikkate alinarak degerlendirildi.

3.3 Biyokimyasal Analizler

3.3.1 Rutin Biyokimya Analizleri

Kan glukozu (mg/dl), alanin aminotransferaz (ALT) (U/L), aspartat aminotransferaz
(AST)(U/L), trigliserit (TG) (mg/dl), yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) (mg/dl),
diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) (mg/dl), c¢ok diisikk yogunluklu lipoprotein
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(VLDL)(mg/dl), ferritin, C-reaktif protein (CRP) (mg/dl), kan tire azotu (BUN) (mg/dl)
ve D vitamini (ng/ml) diizeyleri, Tokat Niksar Devlet Hastanesi Tibbi Biyokimya
Laboratuvar’nda ROCHE Cobas 6000/c501/e601 kimya analizérii kullanilarak analiz
edildi.

3.3.2 Enzim Baglantili Immiinosorbent Analiz (ELISA) Prensibi

ELISA, bir antijen—antikor etkilesimine dayanir. Bu etkilesim bir enzime baglanmis
antikor araciligiyla gozlenebilir hale getirilir. Enzim Baglantili immiinosorbent Analiz
(ELISA) yontemi, belirli bir hedef molekiilii (6rnegin bir protein veya hormon) tespit
etmek ve miktarmi belirlemek ic¢in kullanilan bir immiinoassay (bagisiklik temelli test)
teknigidir. Bu yontemin temel prensibi, iki farkli antikorun ayni antijene baglanmasi

esasina dayanir.

Calismamizda 96 kuyucuklu plaka, yakalayici antikor ile dnceden kaplandi. Biyotinin
konjuge edildigi antikor, tespit antikoru olarak kullanildi. Standartlar, test 6rnekleri ve
biyotin konjugeli tespit antikoru sirastyla kuyucuklara eklendi, ardindan yikama tamponu
(Wash Buffer) ile yikama islemi uygulandi.

Daha sonra, Horseradish Peroxidase-Streptavidin (HRP-Streptavidin) eklenmis ve
baglanmamis konjugatlarin uzaklastirilmasi icin tekrar yikama tamponu kullanildi. HRP
enziminin reaksiyonunu goriiniir hale getirmek icin Tetrametilbenzidin (TMB)
peroksidaz substratlar1 kullanildi. TMB, HRP tarafindan katalize edilerek mavi renkli bir
tirlin olusturuldu. Asidik durdurma soliisyonu eklendiginde bu mavi renk sariya donistii.
Olusan sar1 rengin yogunlugu, plaka iizerinde yakalanan hedef 6rnek miktariyla

orantilidir.

3.3.3. GPER Diizeylerinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Plazma GPER diizeyi, Human ELISA Kit (GPER) (Code. EH1361 Size: 96T Bath No.
FN240514 8 Fine Test) kullanilarak, sandvi¢ enzim baglantili immiinosorbent analiz
(ELISA) teknolojisi ile 6lgiildii. Optik yogunluk (O.D.) absorbansi, 450 nm dalga
boyunda ORGANON TEKNIKA 12 420 mikroplaka okuyucu ile okunmustur. GPER
diizeyi, pikogram/mililitre (pg/mL) cinsinden ifade edilmistir. Hesaplamalar Microsoft

Excel 2016 programi kullanilarak yapildi.
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e Calhisma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi
Tiim reaktifler ve 6rnekler, deneyden 20 dakika dnce oda sicakliginda bekletildi.

e Ornek Hazirlama:

Ornekler 1:3 oraninda seyreltilmistir; 75 ul drnek, 25 ul érnek seyreltme tamponu ile

karistirtlarak homojen hale getirildi.

e Yikama Tamponu Hazirlama:

30 ml yogunlastirtlmis Yikama Tamponu (25X), distile su kullanilarak 750 ml'ye

seyreltildi.

e Standartlarim Hazirlanmasi:

1 ml 6rnek seyreltme tamponu, sifir numarali olarak etiketlenmis bir standart tiipiine
eklendi. Tiip, oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra iyice karistirildi.
7 adet Eppendorf tiipii 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 ve bos (blank) olarak etiketlendi.

Her bir tipe 03 ml ornek seyreltme tamponu eklendi ve devaminda
sifir numarali tiipten 0.3 ml alinip 1/2 etiketli tiipe aktarildi ve 1yice karistirildi. Ardindan
bu tiipten 0.3 ml alinip bir sonraki tiipe aktarildi ve bu islem 1/64’e kadar aym sekilde
devam ettirildi. Bos tiipe herhangi bir soliisyon eklenmedi (Sekil 3.1).

|

blank
Zero tube 12 1/4 18 116 1132 1/64

Sekil 3.1. GPER Testine Ait Standart Soliisyonlarin Konsantrasyonlar
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* Biyotin ile isaretlenmis Antikor Calisma Soliisyonu Hazirhg:

Biyotin-tespit antikoru, antikor seyreltme tamponu ile 1:100 oraninda seyreltilmis ve

testten 1 saat dnce iyice karistirildi.

* HRP-Streptavidin Konjugat (SABC) Calisma Soliisyonu Hazirhgi:

SABC soliisyonu, SABC seyreltme tamponu ile 1:100 oraninda seyreltilmis ve testten 30

dakika once iyice karistirildi.

Test Prosediirii

e 96 kuyucuklu mikrotitre plaka etiketlendi, 7 kuyucuk standartlar igin, kalan 80
kuyucuk ise 6rnekler i¢in ayrildi.

e Her bir standart kuyucuguna 100 pl standart soliisyon, her bir 6rnek kuyucuguna
ise 100 ul (75 pl 6rnek + 25 pl seyreltme tamponu) eklendi.

e  Plaka kapatild1 ve 37 °C’de 90 dakika inkiibe edildi. Plaka igerigi bosaltilmis ve
her kuyucuga 350 pl yikama tamponu eklenerek iki kez yikandi.

e Her kuyucuga 100 ul biyotinli antikor ¢alisma soliisyonu eklendi, plaka
kapatildi, hafifge vurularak karistirilmis ve 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

e Plaka bosaltildi ve 3 kez yikandi.

e Her kuyucuga 100 pul SABC calisma soliisyonu eklenmis, plaka tekrar kapatilip
hafifce vurularak karistirilmis ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

e Plaka igerigi bosaltilmis ve 5 kez yikandi.

e Karanlik bir ortamda, her kuyucuga 90 ul TMB substrat1 eklenmis, plaka
kapatilmis, hafif¢e karistirilmig ve 37 °C’de 15 dakika karanlikta inkiibe edildi.

e Renk degisimi gozlendikten sonra, her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu
eklenmis ve renk aninda sariya dondii (Sekil 3.2).

e  Optik yogunluk (O.D.) 450 nm dalga boyunda mikrotitre plaka p kuyucu ile

hemen okundu.
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Sekil 3.2. ELISA Yonteminin Basamaklari (GPER testi uygulama prosediiriiniin 6zet
boélimiinden alinmustir.

» Hesaplamalar
0O.D. = Her bir kuyucugun O.D. degeri — Bos (blank) kuyucugun O.D. degeri
Standart egri, Microsoft Excel 2016 programi kullanilarak ¢izildi.

Burada;

. Y ekseni, her bir standart soliisyonun O.D. degerini
. X ekseni, ilgili konsantrasyonu temsil etti (Sekil 3.3).

S =0.01254208

X Axis (units)

Sekil 3.3. GPER Standart Egri Grafigi
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3.3.4 Kopeptin Diizeylerinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi (CPP)

e Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tiim reaktifler ve numuneler testten dnce 20 dk oda sicakliginda bekletildi.

e Standartlarin Hazirlanmasi

I

120l 120 ! 120u)

\’\/\/'\

11

Zeto Standard

Standart Standart Standart Standart Standart Standart
Konsantrasyon No.5 No.4 No.3 No.2 No.1
24 ng/ml 12 ng/ml 6 ng/ml 3 ng/ml 1,5ng/ml | 0,75 ng/ml

Sekil 3.4. Standart Konsantrasyonlari

Plazma kopeptin diizeyi, Human CPP (Kopeptin) ELISA Kiti (BT LAB, Cat. no.
E1129Hu) kullanilarak,
teknolojisi ile olglildi. Optik yogunluk (O.D.) absorbansi, 450 nm dalga boyunda
ORGANON TEKNIKA 12 420 mikroplaka okuyucu ile okutuldu. Kopeptin diizeyi,
pikogram/mililitre (pg/mL) cinsinden ifade edilmistir. Hesaplamalar Microsoft Excel

sandvi¢ enzim baglantili immiinosorbent analiz (ELISA)

2016 programi kullanilarak yapildi.

¢ Enzim Baglantih Iimmiinosorbent Analiz (ELISA) Prensibi

96 kuyucuklu plaka, yakalayici antikor ile 6nceden kaplanmistir. Biyotinin konjuge
edildigi antikor, tespit antikoru olarak kullanildi. Standartlar, test 6rnekleri ve biyotin
konjugeli tespit antikoru sirasiyla kuyucuklara eklenmis, ardindan yikama tamponu

(Wash Buffer) ile yikama iglemi uygulandi.
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Daha sonra, Horseradish Peroxidase-Streptavidin (HRP-Streptavidin) eklendi ve

baglanmamis konjugatlarin uzaklastirilmasi i¢in tekrar yitkama tamponu kullanildi.

HRP enziminin reaksiyonunu goriiniir hale getirmek igin Tetrametilbenzidin (TMB)
peroksidaz substratlar1 kullanildi. TMB, HRP tarafindan katalize edilerek mavi renkli bir
tirtin olusturdu. Asidik durdurma soliisyonu eklendiginde bu mavi renk sartya doniisiir.
Olusan sar1 rengin yogunlugu, plaka lizerinde yakalanan hedef 6rnek miktariyla

orantilidir.
* Biyotin ile isaretlenmis Antikor Calisma Soliisyonu Hazirhg:

Biyotin-tespit antikoru, Antikor Seyreltme Tamponu ile 1:100 oraninda seyreltilmis ve

testten 1 saat once iyice karistirildi.
* HRP-Streptavidin Konjugat (SABC) Calisma Soliisyonu Hazirhgx:

SABC soliisyonu, SABC Seyreltme Tamponu ile 1:100 oraninda seyreltilmis ve testten
30 dakika once iyice karigtirildi.

Test Prosediirii

e 96 kuyucuklu mikrotitre plaka etiketlenmistir; 7 kuyucuk standartlar i¢in, kalan 80
kuyucuk ise 6rnekler i¢in ayrildi.

e Her bir standart kuyucuguna 100 pl standart soliisyon, her bir 6rnek kuyucuguna ise
100 pl (75 pl 6rnek + 25 pl seyreltme tamponu) eklendi.

e  Plaka kapatildi ve 37 °C’de 90 dakika inkiibe edildi. Plaka igerigi bosaltilmis ve her
kuyucuga 350 pl Yikama Tamponu eklenerek iki kez yikandi.

e Her kuyucuga 100 pl biyotinli antikor ¢aligsma soliisyonu eklendi, plaka kapatildi,
hafifce vurularak karistirildi ve 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

e Plaka bosaltildi1 ve 3 kez yikand.

e Her kuyucuga 100 pul SABC ¢alisma soliisyonu eklendi, plaka tekrar kapatilip
hafif¢e vurularak karistirildi ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

e Plaka igerigi bosaltildi ve 5 kez yikandi.

e Karanlik bir ortamda, her kuyucuga 90 ul TMB substrati eklendi, plaka kapatidi.
Calkalamadan hafif¢e karistirildi ve 37 °C’de 15 dakika karanlikta inkiibe edildi.
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e Renk degisimi gozlendikten sonra, her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu
eklendi ve renk aninda sariya dondii.
e  Optik yogunluk (O.D.) 450 nm dalga boyunda mikrotitre plaka okuyucu ile hemen

okundu.

* Hesaplamalar

0.D. = Her bir kuyucugun O.D. degeri — Bos (blank) kuyucugun O.D. degeri
Standart egri, Microsoft Excel 2016 programi kullanilarak ¢izildi ve burada

. Y ekseni, her bir standart soliisyonun O.D. degerini,

. X ekseni, ilgili konsantrasyonu temsil etmistir.

S$=0.01949189
r =0.99894827

090 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 4.4 8.8 13.2 17.6 22.0 26.4

Sekil 3.5 Kopeptin Standart Egri Grafigi
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3.4 GENOTIP ANALIiZ

3.4.1 DNA Izolasyonu

Hastalardan 3 ml venoz kan 6rnegi EDTA’l1 tiiplere alinarak, bir kag kez alt iist edildikten
sonra c¢alisma gilintine kadar gegen siirede +4 °C'de saklandi. Invitrogen PureLink
Genomic DNA Kiti (Lot No: 2918392, Kat No: 182002) kullanilan DNA izolasyonunun

asamalar1 agagida belirtilen siralamaya gore gerceklestirildi.

Lizat Hazirlama:

v Ik olarak wash buffer soliisyonlarina istenilen oranlarda su tutucu 6zelligi
ve ¢okelme saglamasi amaciyla etanol eklendi. (Wash Buffer I’e 96 ml, Wash
Buffer II’ye 100ml) Su banyosu 55 °C'ye ayarlandi.

v Steril eppendorf tiiplerine (hasta sayis1 adedince numaralandirilarak) 200
ul kan eklendi. Uzerine 20 pl Proteinaz K ve 20 pl RNase A eklenerek
vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Uzerlerine hiicre ¢eperini
parcalamak amaci ile 200 pl Lysis/binding buffer eklenerek homojen bir karigim
elde etmek amaciyla vortekslendi.

v 10 dk. 55 °C'de inkiibe edilerek proteinlerin par¢alanmasi saglandi.

v Lizatin tizerine 200 pl etanol eklenerek homojen bir karisim elde etmek

i¢in 5 saniye vortekslendi. Hemen baglama asamasina gegildi.

e Spin Kolonlar Kullanilarak Saflastirma Prosediirii

Steril 1.5 ml’lik santrifijj tiipleri kullanildi. Tiim santrifiij asamalar1 oda sicakliginda
uygulandi. Baglamadan 6nce Wash Buffer [ ve Wash Buffer II’ye belirtilen miktarda %96
-100’liik etanol eklenip iyice karistirildi ve etanol eklendi olarak isaretlendi. Her etanol

eklenmis yikama tamponu oda sicaklifinda muhafaza edildi.
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e Baglama Asamasi

Toplama tiipleri ve i¢indeki kolonlar ¢ikartildi. Toplam hacmi 640 ul olan lizat spin
kolonlara eklendi. Kolonlar oda sicakliginda 10.000 devirde 1 dakika santrifiij edildi. Tek
kullanimlik olan toplama tiipleri atildi ve spin kolonlar yeni toplama tiiplerine

yerlestirildi.

¢ Yikama Asamasi

Kolonlara 500 ul Wash Buffer I eklendi. Kolonlar oda sicakliginda 10.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. Toplama tiipleri atildi ve spin kolonlar yeniden farkli bir toplama
tiipiine yerlestirildi. Kolona 500 pl Wash Buffer II eklendi. Kolon oda sicakliginda

maksimum hizda 3 dakika santrifiij edildikten sonra toplama tiipleri atildi.

e DNA Eldesi

Spin kolonlar steril olan 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi. Kolonlarin
tizerine 25-200 pl Elution Buffer eklendi. Kolonlar oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edildi. Kolonlar oda sicakliginda maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi. Spin kolonlar

atilarak saflastirilmis DNA’y1 igeren tiipler analiz siireci dncesi -20 °C'de saklandi.

3.4.2 DNA’nin Kalitatif Tayini

DNA Kkalitatif tayininde standart goriintiilleme orani olan %]1°lik hazirlanan agaroz jel
kullanildi. Ortalama olarak 1 gram agaroz 100 ml TBE igerisinde ¢ozdiiriildi. 60 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra 3 pl Etidyum Bromiir eklendi. Siv1 halde bulunan jel, taraklar
yerlestirilmis olan agaroz jel elektroferez kabina dokiilerek donmaya birakildi. 1 ul DNA
toplam hacim 5 pl olacak sekilde boyar madde ile (Bromophenol Blue) ile muamele
edilerek jeldeki kuyucuklara yiiklendi. 120 voltta 15 dk. yiiriitiildiikkten sonra jel UV
altinda incelendi ve genomik DNA analize hazir hale getirildi (Sekil 5.1).
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Sekil 3.6. Genomik DNA

3.4.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Teknigi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), 1983 yilinda Nobel 6diiliine layik goriilmiis olan,
Kary Mullis tarafindan gelistirilmistir. PCR, Taq polimerazi olarak bilinen Thermus
aquaticus'tan izole edilen DNA polimeraz I enzimini kullanarak DNA'nin kisa
segmentlerini denatiire ve renatiire etmek i¢in kullanilan bir niikleik asit amplifikasyon
teknigidir. Cok az miktarda bulunan DNA’y1 milyonlarca kopya haline getiren bu
molekiiler biyoloji teknigi belirli asamalardan olusmaktadir. PCR, temel olarak
denatiirasyon (94-96 °C’de 30-90 sn), baglanma (50-65 °C’de 30-120 sn), uzama (72
°C’de 60-180 sn) asamalarinin birbirini tekrar eden dongiilerinden olusmaktadir.
Reaksiyona 6zel kullanilan primer dizileri hedef DNA’nin ¢ogaltilmasini saglar ve bu
asama ortalama 25-40 dongii boyunca tekrarlanir. Tekrarlama islemi sonucunda DNA
sayist katlanarak artar. Dongii sonunda n dongii sayist kabul edilirse 2" miktarda DNA
elde edilir. PCR’de kullanilan kalip DNA, ¢ogaltilacak 6rnek DNA’dir, Tag DNA
polimeraz yiiksek sicakliga dayanikli DNA’y1 sentezleyen enzimdir ve her bir dongiide
niikleotitleri kullanarak DNA’nin ¢ogaltilmas: islevini goriir. Primerlerin baglandig:
yerden yeni DNA zinciri sentezler. MgCl, enzim aktivitesi i¢in gerekli kofaktorii igerir.
Primerler, PCR’de hedef DNA bolgesine 6zgii olarak baglanan, DNA polimerazin
senteze baslamasini saglayan kisa DNA dizileridir. Buffer reaksiyon ortamini dengede
tutmak i¢in su ise enzim aktivitesi i¢in gerekli ortam1 saglamak amaci ile kullanilmaktadir

(Lorenz, 2012).
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3.4.4 Tetra-Primer Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (TETRA ARMS-PCR)

Tetra-primer amplifikasyon refrakter mutasyon sistemi-polimeraz zincir reaksiyonu
(ARMS-PCR) SNP degisikliklerini genotiplemek i¢in kullanilan basit ve ekonomik bir
yontemdir. Bu teknik, DNA {izerinde SNP’leri ayirt etmek icin kullanilir. ARMS-
PCR’nin gelistirilmis halidir. Bu teknikte 4 farkli primer kullanilir, iki dig primer (dis

cevreleyici) ve iki i¢ primer (alel-spesifik).

I¢ primerler, SNP'nin bulundugu lokustaki spesifik alele 6zgii olarak tasarlanir. iki ic
primerden biri mutant allele, digeri ise normal allele 6zgiidiir. Bu sayede her alel i¢in

farkli boyutta amplikon (PCR iiriinii) olusur.

v' 2 ig primer (allele-spesifik)
v' 2 dis primer (kontrol ve amplifikasyon i¢in)

Tetra ARMS-PCR SNP’lerin tespitinde yiiksek oOzgiilliik ve hassasiyet saglayan bir
molekiiler biyoloji yontemidir. Bu teknikte yabanil tip (wild type) ve mutant alelleri ayni
anda hedefleyebilmek amaciyla kullanilan iki ¢ift primer mevcuttur. Primerler, alel-
spesifik amplifikasyonun eszamanli olarak karsit yonlerde gerceklesmesini saglar.
Geleneksel ARMS-PCR yonteminden farkli olarak, primer dizilimindeki uyumsuzluk i¢

primerlerin ortasinda konumlandirilmstir.

Sistem, dis ileri primer, i¢ ileri primer (yabanil tipe 6zgii), dis ters primer ve i ters primer
(mutant alele 6zgli) olmak tlizere dort primerden olugmaktadir. PCR reaksiyonu esnasinda,
optimum amplifikasyon i¢in iki farkl sicaklik dongiisii uygulanmaktadir. D1s primerlerin
mutasyon bolgesinden farkli uzakliklara yerlestirilmesi sonucunda, heterozigot
orneklerde ti¢ farkli PCR iiriinii elde edilir: iki kii¢lik alel-spesifik parca ile bir biiyiik
kontrol parcasi. Elde edilen PCR iiriinlerinin ayrim1 ve analizi, agaroz jel elektroforezi

yontemiyle gerceklestirilir (Ye ve ark., 2012).
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Zincir Reaksiyonu (TETRA ARMS-PCR) Avantajlari

Hizli ve ekonomiktir.
Mutasyonlarin tespiti oldukga hassastir,
Sadece bir PCR tiipiinde genotipleme yapilabilir,

Agaroz jel elektroforezi ile kolayca sonug alinabilir.

D N N N NN

Agaroz jel elektroforezi ile PCR iirtinleri ayrilir; farkli bant boylar1 hangi
alelin mevcut oldugunu gosterir.

4 Klasik ARMS PCR’nin tersine primer tasarimi daha karmasiktir ¢iinkii
dort primer ayn1 reaksiyonda birlikte kullanilmalidir; ancak verim ve analiz

kolaylig1 agisindan avantaj saglar (Tetra-primer ARMS-PCR ve ark., 2015).

Bu avantajlar, Tetra-primer ARMS-PCR yo6nteminin, modern genomik arastirmanin
beklentilerini karsilamasini ve tercih edilmesini saglar. SNP'lerin ortalama olarak 250-
1000 bp'de bir kez meydana geldigi ve insan genomundaki DNA dizisi varyantlarinin
yaklagik %90"n1 olusturdugu tahmin edilmektedir (Azziz ve ark., 2016) , (Collins ve ark.,
1998) SNP'ler yiiksek yogunlugu ve mutasyonel kararliligi nedeniyle genlerin

haritalanmasi igin yararlidir (Kwok ve ark., 1996).

3.4.4.1. PCR Asamast

Bu calismada, GPER gen polimorfizmini igeren GPER rs3808350 bdolgesinin
amplifikasyonu, Tetra ARMS-PCR yontemi ile gergeklestirildi. Bu gen, Ostrojen
hormonunun hiicre i¢i sinyallesmesinde Onemli rol oynayan reseptorii kodlar.

Primerler;

(P1; 5-CTATTTTTAAGTGACATGTCGCA-3),

(P2; 5-ATAAAAATTCAAACCTTGAAATATCC-3),
(P3; 5-CAGTACAAGTTACTTACCCGCC-3)

(P4; 5-ATATGTACCTTTTTGTATTTGGATGATA-3)
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Tablo 3.1 Outher ve Inner Primerler

OUTER PRIMER INNER PRIMER
Outher -1 450 bp A-205 bp
Outher -2 450 bp G-294 bp

e Bilesenler

1. Primerler:

v’ ¢ Primer (Inner) A........coooviviiiiiiiin, 1 ul

v' I¢ Primer (Inner) G...........oooeiiiiiiin. 1 ul

v Dis Primer (OQuther) 1.................coooai. 1ul

v Dis Primer (Outher) 2..............ccooiiini. 1ul
2. dH20. ..o 13 ul
3. KalipDNA ... 3,0 ul
Toplam ... 20 pul

PCR uygulamasinda kullanilacak olan 0.2 ml’lik tiiplere tiim bilesenler eklendi ve
pipetleme yontemi ile homojen hale getirilip ardindan kisa siireli santrifiij islemi
uygulandi. Ardindan tiipler termal dongii cihazina (Thermal cycler MiniAmp Plus)

yerlestirildi.
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) PCR Protokolii

Tetra ARMS-PCR reaksiyonu asagida belirtilen sicaklik ve siirelerden olusan program

kullanilarak gerceklestirildi:

v Baslangi¢ denatiirasyonu: 94 °C'de 10 dakika
v Amplifikasyon dongiileri (12 dongii):

. Denatiirasyon: 94 °C'de 30 saniye
. Primer baglanmasi (annealing): 55-65 °C'de 30 saniye

= Uzama: 72 °C'de 1 dk.

v Final uzama: 72 °C'de 5 dakika olarak gergeklestirildi ve ardindan;
v Amplifikasyon dongiileri (28 dongii):

= Denatiirasyon: 94 °C'de 30 saniye

. Primer baglanmas1 (annealing): 65 °C'de 30 saniye

= Uzama: 72 °C'de 1 dk.

v Final uzama: 72 °C'de 5 dakika (1 dongii)
v Saklama: 4 °C’de bekletildi.

3.4.4.2 Agaroz Jel Elektroforezi ile PCR Uriinlerinin Gériintiilenmesi

Tetra ARMS-PCR reaksiyonu islemi sonrasinda elde edilen iriinler, %2 agaroz jel
igerisinde elektroforez yontemiyle analiz edildi. Jel yiirlitme islemi 120 volt altinda 20
dakika boyunca gergeklestirildi ve referans olarak 100 bp'lik DNA Ladder (Genesta™)
kullanildi. (Sekil 3.7) Jel, Etidyum Bromiir (EtBr) ile boyandi ve UV transilliiminator

altinda goriintiilendi.
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4. BULGULAR

Calismamiza 18-35 yas araliginda 40 PKOS olgusu ve 40 saglikli kontrol grubu olmak
tizere toplam 40 birey dahil edilmistir. Kontrol grubu ile PKOS tanisi almis olan hasta
grubu, calisma parametreleri agisindan analiz edilmis, normal dagilim gostermeyen
parametreler icin Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Calismaya ait parametrelerin
ortalama ya da medyan degerlerinin anlamliligini belirlemek igin Kruskal-Wallis testi

kullanilmistir ve p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Calismamizda yas (p=0,099) ve VKI (p=0,065) her iki degiskende de istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamaistir. Bu durum, hasta ve kontrol gruplarinin yas ve VKI’ye gore
uygun ve karsilagtirtlabilir oldugunu goéstermistir. D Vitamini (ng/ml) (p=0,279) hasta
grubunda median diizey daha yiiksek bulunmustur. Ferritin (ng/ml) (p<0,001) istatistiksel
olarak anlaml1 diislik bulunmustur. Hasta grubunda ferritin diizeyleri anlamli sekilde daha
distiktir. AMH (ng/ml) degeri PKOS grubunda anlamli olarak yiiksek bulunmustur
(p<0,001).

Analizler sonucunda gruplar arasinda anlamli bulunmasi beklenen ve Elisa yontemi ile
bakilan GPER (p<0.001) hasta grubunda anlamli sekilde yiiksekken, Kopeptin (p=0,557)

degerinde gruplar arasinda anlamli fark bulunmamigtir (Tablo 4.1)

Buna karsin, Glikoz (mg/dL), HbAlc %, TSH (uIU/mL), Prolaktin (ng/ml), Estradiol
(mIU/ml) FSH (mIU/ml), LH (mIU/ml) diizeyleri arasinda tablo 6.1°¢€ bakildiginda anlaml
bir fark bulunmamustir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Kontrol ve Hasta Gruplarinin Karsilastirilmasi

Kontrol

Hasta

n= 40 n= 40 P-Degeri
Yas 26,7+3,5 28,0+3,1 0,099*
VK 23,4+1,6 24,1+1,9 0,065*
Glukoz mg/dl 91,7+7,0 92,5+8,3 0,656*
ALT U/L 15,14£2,0 15,54+2,8 0,473*
AST U/L 16,1+2,8 16,9+3,1 0,390*
Urea mg/dl 19,4+4,0 17,9+3,9 0,107*
Kreatinin mg/dl 0,8 (0,6 —2,6) 0,8(0,6-1,2) 0,933**
HbAL1C % 5,6+0,3 5,6+0,3 0,893*
Dvitamin ng/ml | 22,7 (7,7 — 56,7) 27,2 (2,7 - 98,6) 0,279**
Ferritin ng/ml 36,0 (2,7-98,6) 15,7 (5,5-20,8) <0,001**
TSH ulU/ml 1,5(0.4-3,5) 1,5(0,4-5,0) 0,795**
Estradiol miU/ml | 24,9 (16,2-89,2) | 26,5 (15,2—111,0) | 0,889**
FSH mIU/mi 7,0£1,6 6,7+1,6 0,489*
LH miU/ml 58(2,1-12,5) 58(2,2-12,1) 0,916**
Prolaktin ng/ml 17,5 (9,6 — 24,5) 15,9 (6,9 — 65,4) 0,171**
AMH ng/ml 2,0(1,5-3,0) 59(4,1-7,6) <0,001**
GPER ng/ml 49 (3,0-31)9) 8,4 (5,0 -16,1) <0,001*
Kopeptin ng/ml 7,8(1,9-55,9) 7,7 (2,6 —55,9) 0,557**

*Independent samples t-test, p<0,05 (Bagimsiz 6rneklemler t-testi, p<0,05)

**Mann-Whitney U Testi, p<0,05
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PKOS ve kontrol grubunaa ait GPER diizeylerinin grafiksel gosterimi Sekil 4.1’deki
gibidir. Hasta grubunda GPER diizeyleri kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde yiiksek
bulunmustur (Sekil 4.1)

12.50"
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00

T T
Kontrol Hasta

Gruplar

Sekil 4.1 GPER Diizeylerinin Gruplara Gére Dagilimi

Kontrol grubunda kopeptin (ng/ml) diizeylerinin, hasta grubuna gore daha yiiksek oldugu
gozlenmistir ancak p-degeri 0,557 g6z oniinde bulunduruldugunda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmadig: tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Kopeptin Diizeylerinin Gruplara Gére Dagilim
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Bir sonraki asamada PKOS tanis1 alan grup ve kontrol grubu kopeptin ve GPER (ng/ml)
diizeyleri yoniinden Karsilastirilmistir. Kopeptin (ng/ml) diizeyleri her iki grupta da
yilksek olmakla birlikte, kontrol grubunda hasta grubuna kiyasla daha yiiksek
bulunmustur. GPER (ng/ml) diizeylerinin ise hasta grubunda kontrol grubuna kiyasla
belirgin sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. (Sekil 4.3).

Kopeptin
15.007] GPER

10.00+

Ortalama
Kopeptin ng/ml - GPER ng/ml
b
8
1

Kontrol Hasta

Sekil 4.3 Hasta ve Kontrol Gruplarinda Kopeptin ve GPER Diizeylerinin Karsilagtirilmasi

Sekil 4.4’te bulunan ROC egrileri incelendiginde, GPER, istatistiksel olarak anlamli bir
fark gostermistir (p<0,001) ve egri altinda kalan alan (AUC) 0,871 olarak bulunmustur
ve 6,52 kesim noktasinda (95% giiven araligi: 0,784 — 0,957), duyarlilik %95,0,
ozgilliik ise %77,5 olarak belirlenmistir (Sekil 4.4).
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ROC Egrisi
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Sekil 4.4 GPER (ng/ml) Biyobelirtecine Ait ROC Egrileri ile Tanisal Performansin
Karsilastirilmasi

Caligmamizin ikinci basamaginda olgularin GPER gen polimorfizmi TETRA ARMS
PCR yontemi belirlenmistir. Calismaya 34 PKOS tanist almis kadin hasta ve 36 saglikli
kadin (kontrol grubu) olmak iizere toplamda 70 olgu dahil edilmistir. PKOS ve kontrol
grubu arasindaki parametrelerin karsilastirilmasi OR, olasilik orani (odds ratio) degerler
n (%) seklinde gosterilmistir. GPER (rs3808350) gen polimorfizmine ait genotip ve alel
frekanslar1 hasta (n=34) ve kontrol (n=36) gruplari arasinda yaptigimiz TETRA ARMS
PCR ile PKOS ve saglikli kontrol grubunun GPER geninin rs3808350 polimorfizmi
genotiplendirilmesi Tablo 6.2'de sunulmustur. Genotip dagilimlar: incelendiginde, PKOS
hastalari ile kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir. Hasta grubunda
AA genotipi %5,8 AG genotipi %32,4 ve GG genotipi %61,8 oraninda tespit edilmistir.
Kontrol grubunda ise AA %36,1, AG %36,1 ve GG %27,8 oraninda gozlenmistir.
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Alel frekanslar1 agisindan degerlendirildiginde, A aleli hasta grubunda %22,06 kontrol
grubunda ise %54,17, G aleli hasta grubunda %77,94, kontrol grubunda %45,83 oraninda
saptanmis bu fark da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Dominant model
(AA+AG:GG) analizinde p=0.24 ve resesif model (AA vs AG+GG) analizinde p=0.04
bulunmustur (Tablo 4.2).

Tablo.4.2 GPER (1s7799039) Polimorfizminin Genotip ve Alel Dagiliminin PKOS ve

Normal Bireylerde Karsilastirilmasi

Sglri]morfizmi Tgt:ae: 4?;05 )t a nliggt(roo/(: ) P OR (95% ClI)
(GPER
(rs3808350)
Genotip
AA 2 (% 5,8) 13 (%36,1)
AG 11 (% 32,4) |  13(%36,1) p=0,0015
GG 21 (%61,8) | 10 (%27,8)
Allel
A 15 (%22,06) | 39 (%54,17) | P=0000 | 024(011-0550)
G 53 (%77,94) | 33 (%45,83)
AA+AG:GG 13:21 26:10 0=0,008 0,24 (0,08-0.72)
AAAGHGG 2:32 13:23 0=0000 | 0,04 (0,01-0,16)

Sonug itibariyle sirastyla p=0,0015, p=0,000. AA, AG, GG frekans1 PKOS hastalarinda
anlaml fark gostermistir. A alleli ve AA genotipi hastalarda kontrol grubuna gore daha
az bulunmustur. GG genotipi ve G alleli, PKOS hastalarinda daha sik goriilmiistiir. Odds
ratio (OR) degerleri PKOS ile iliskiyi kuvvetli bicimde destekliyor. Ozellikle A alleli
koruyucu, G alleli risk faktorii olarak diisiiniilebilir (Tablo 4.2).

TETRA-ARMS PCR yontemiyle hedeflenen gen bdlgesine ait polimorfizmin genotip
tayini gergeklestirilmistir. Elde edilen PCR iirtinleri, %2’lik agaroz jelde elektroforez ile
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ayristirilmis ve UV transilliiminator altinda floresan boya araciligiyla goriintiilenmistir.
Jel lizerinde gozlemlenen bant desenleri, her bir 6rnegin ilgili polimorfizme ait genotipini
belirlemek amaciyla degerlendirilmistir (Sekil 4.5). DNA merdiveni (marker)
kullanilarak bant boyutlarinin dogrulugu teyit edilmistir. Sonug olarak, elde edilen jel
elektroforez goriintiisii, TETRA-ARMS PCR yonteminin genotip tayininde yiiksek

Ozgiilliige ve ayirt edicilige sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

450
29
205

I

Sekil.4.5. TETRA ARMS PCR ile Elde Edilen Bant Boylar1 Goriintiisii.

(A aleli — 205 bp (i¢ primer {irinii), G aleli — 294 bp (i¢ primer iriinii) Dis primer —
450 bp (kontrol band1) olarak degerlendirildiginde; sadece 205 ve 450 bp bantlar1 —
Homozigot AA sadece 294 ve 450 bp bantlar1 — Homozigot GG ve sadecde 205, 294 ve
450 bp bantlar1 — Heterozigot AG oldugu gozlenmektedir.)

GPER (rs13808350) polimorfizmine ait TETRA ARMS PCR sonuglari incelendiginde,
bireyler AA (n=15), AG (n=24) ve GG (n=31) genotiplerine gore gruplandirilmis ve ilgili
klinik ve biyokimyasal parametreler arasinda anlamli farklilik olup olmadig:
degerlendirilmistir. Her bir parametre i¢in medyan (min—-maks) degerleri verilmis ve

gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak analiz edilmistir.

Kreatinin (mg/dl) diizeyleri, genotip gruplari arasinda anlamli farklilik gostermistir
(p=0,022). Ferritin (mg/dl) diizeyleri de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gostermistir (p=0,007). Ferritin diizeyinin GG grubunda belirgin sekilde daha
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diisiik oldugu gozlemlenmistir. GPER (ng/ml) diizeyleri agisindan da gruplar arasinda
anlamli bir fark saptanmistir (p=0,021). Yas, glukoz (mg/dl), ALT (U/L), AST (U/L),
HbA1c %, D vitamini (ng/ml), TSH (ulU/ml), estradiol (mlU/ml), FSH (mIU/ml), LH
(mlIU/ml), prolaktin (ng/ml) ve AMH (ng/ml) gibi parametrelerde gruplar arasinda
anlaml1 bir fark saptanmamistir (p>0,05). Ayrica VKI acisindan gruplar arasinda fark
smnirda anlamli bulunmustur (p=0,050). Sonu¢ olarak, bu analiz genotipin bazi
biyokimyasal parametreler (6zellikle kreatinin, ferritin ve GPER) iizerinde etkili

olabilecegini ortaya koymustur (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 Calisma Parametrelerinin AA, AG ve GG Gruplari1 Arasinda Karsilastirilmasi

AA n=15

AG n=24

(Kontrol= 13 (Kontrol= 13 (GKCi)nTr:olsz 110 P-Degeri
Hasta= 2) Hasta=11) Hasta= 21)

Yas 24,0 (20,0 — 30,0) 245 (18,0 - 34,0) | 25,0(18,0-340) |0, 768*
VKI 23,0 (21,0 26,0) 22,0 (19,0 - 28,0) | 24,0 (20,0 28,00 | 0,050*
Glukoz mg/dl | 92,4 (88,0 -101,0) | 92,3 (78,6 — 105,1) | 92,6 (75,6 — 111,0) | 0,873*
ALT UL 15,0 (11,0 - 18,0) 16,0 (10,0 - 22,0) | 15,1 (10,0 -19,1) | 0,094*
AST U/L 17,0 (14,0 — 20,0) 16,0 (10,0 - 22,0) | 16,2 (10,0-23,0) | 0,716*
Urea mg/dl 19,0 (12,6 — 22,6) 17,6 (12,6 - 27,8) | 18,6 (12,6 -29,1) | 0,450*
Kreatinin 0,8 (0,8 1,5) 07 (0,6 —1,4) 0,8 (0,6 —2,6) 0,022*
mg/dI

HbALC % 5,6 (5,4 - 6,1) 5,6 (4,9 - 6,1) 5,6 (4,9 - 6,1) 0,818*
Dvitng/ml | 19,8 (7,7 — 40,1) 29,0 (14,7 -85,6) | 22,7 (27-986) | 0,086*
Ferritin ng/ml | 35,6 (8,9- 59,2) 20,7 (85— 66,6) | 159 (55-66,6) | 0,007*
TSHulU/ml | 1,5(0,9-5,0) 1,7 (0,4 — 2,9) 1,2 (0,4 — 3,5) 0,273*
Estradiol 251 (16,5 — 34,3) 242 (16,2 -42,2) | 26,6 (15,2 111,0) | 0,347*
miu/ml

FSHmIU/mI | 7,4 (4,7 -9,1) 6,8 (4,1 9,9) 6,4 (4,1-9,4) 0,361*
LHmIU/ml |58 (3,0 10,6) 54(22-125) |61(39-121) 0,166*
Eg}ﬁ‘“” 17,5 (9,5 — 24,5) 16,0 (7,0-23,5) | 17,3 (11,5-654) | 0,244*
AMH ng/ml | 2,1 (1,9—4.6) 6,0 (1,9—7,6) 49(1,5-6,5) 0,162*
GPER ng/ml | 4,9 (3,0—9,5) 67(35-161) |78(32-1401) |0,021*
rfgol‘r’;’lp“” 6,8 (2,2-412) 9,6(1,9-368) |7,6(41-5509) 0,248*

*Kruskal Wallis Test, p<0,05.
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AA (n=15) ve AG (n=24) genotipine sahip bireyler arasinda yapilan karsilagtirmada, ¢ogu
klinik ve biyokimyasal parametrede istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamuistir
(p>0,05) (Tablo 4.4). Kreatinin (mg/dl) diizeyi, AG grubunda AA grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik bulunmustur (p=0,009). D vitamini
(mg/dl) diizeyleri AG grubunda anlamli olarak daha yiiksek saptanmistir (p=0,015). ALT
(U/L) diizeyi AG grubunda daha yiiksek olmasma ragmen fark smirda anlamlilik
gostermistir (p=0,066). GPER (ng/ml) diizeyleri, AG grubunda daha yiiksek olup
anlamlilik sinirma yaklagmistir (p = 0,059). Kopeptin (ng/ml) diizeyi, AG grubunda daha
yiiksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,081). Diger
parametreler yas, VKI, glukoz (mg/dl), AST (U/L), HbAlc %, ferritin (ng/ml), TSH
(ulu/ml), estradiol (mIU/ml), FSH (mIU/ml), LH (mIU/ml), prolaktin (ng/ml), AMH
(ng/ml) acisindan gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir (p>0.05). AA ve AG
genotipleri arasinda 6zellikle kreatinin ve D vitamini diizeyleri acisindan anlamli farklar
gozlenmistir. Ayrica ALT U/L, GPER (ng/ml) ve Kopeptin (ng/ml) diizeylerinde
anlamliliga yakin farklar tespit edilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. AA ve AG Genotip Gruplart Arasinda Klinik ve Biyokimyasal
Parametrelerin Karsilastirilmasi

AA n=15 AG n=24 P-Degeri

Yas 24,0 (20,0 -30,0) | 24,5(18,0-34,0) 0,921*
VKI 23,0 (21,0-26,0) | 22,0(19,0-28,0) 0,875*
Glukoz mg/dl 92,4 (88,0 -101,0) | 92,3 (78,6 —105,1) 0,786*
ALT U/L 15,0 (11,0 -18,0) | 16,0 (10,0 —22,0) 0,066*
AST U/L 17,0 (14,0 -20,0) | 16,0 (10,0 —22,0) 0,399*
Urea mg/dl 19,0 (12,6- 22,6) 17,6 (12,6 — 27,8) 0,202*
Kreatinin mg/dl 0,8 (0,8—-1,5) 0,7 (0,6 —1,4) 0,009*
HbAL1C % 5,6 (5,4-6,1) 5,6 (4,9-6,1) 0,558*
Dvitamin ng/ml 19,8 (7,7 —40,1) 29,0 (14,7 — 85,6) 0,015*
Ferritin ng/ml 35,6 (8,9- 59,2) 20,7 (8,5 - 66,6) 0,352*
TSH ulU/ml 1,5(0,9-5,0) 1,7(0,4-2,9) 0,399*
Estradiol mIU/ml 25,1 (16,5—-34,3) | 24,2(16,2—42,2) 0,679*
FSH mIU/mi 7,4 (4,7-9,1) 6,8 (4,1-9,8) 0,618*
LH mlU/ml 5,8 (3,0 — 10,6) 54 (2,2-125) 1,0*

Prolaktin ng/ml 17,5 (9,5 - 24,5) 16,0 (7,0 — 23,5) 0,172*
AMH ng/ml 2,1(1,9-46) 6,0 (1,9—7,6) 0,147*
GPER ng/ml 4,9 (3,0-9,5) 6,7 (3,5—-16,1) 0,059*
Kopeptin ng/ml 6,8 (2,2-41,2) 9,6 (1,9 -36,8) 0,081*

*Mann-Whitney U Testi, p<0,05.
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Calisma kapsaminda AA (n=15) ve GG (n=31) genotipine sahip bireyler arasinda yapilan
karsilastirmada, baz1 biyokimyasal parametrelerde anlamli farklar saptanmistir. Ferritin
(ng/ml) diizeyi, GG grubunda AA grubuna gore anlamli derecede daha diisiik
bulunmustur (p=0,009). GPER (ng/ml) diizeyi, GG grubunda belirgin sekilde daha
yiiksek saptanmustir (p = 0,005). VKI agisindan GG grubunda daha yiiksek bir egilim
gbzlenmis olmakla birlikte, fark istatistiksel anlamlilik simirinda kalmistir (p=0,068).
Yas, glukoz (mg/dl), ALT (U/L), AST (U/L), tire (mg/dl), kreatinin (mg/dl), HbAlc, D
vitamini (ng/ml), TSH (ulU/ml), estradiol (mIU/ml), FSH (mIU/ml), LH (mIU/ml),
prolaktin (ng/ml), AMH (ng/ml) ve kopeptin (ng/ml) diizeyleri agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p >0,05). Bu bulgu, GG ve AA
genotiplerinin genel biyokimyasal ve hormonal profil agisindan biiyiik 6l¢iide benzer
ozellikler gosterdigini ortaya koymaktadir. AA ve GG genotip gruplar1 arasinda 6zellikle
ferritin diizeylerinde anlamli bir azalma ve GPER diizeylerinde belirgin bir artis

saptanmustir (Tablo 4.5)

Tablo 4.5. AA ve GG Genotip Gruplar1 Arasinda Klinik ve Biyokimya Parametrelerinin

Karsilastirilmasi

AA n=15 GG n=31 P-Degeri
Yas 24,0 (20,0 — 30,0) 25,0 (18,0 — 34,0) 0,310*
VKI 23,0 (21,0 —26,0) 24,0 (20,0 — 28,00 0,068*
Glukoz mg/dI 92,4 (88,0-101,0) |92,6(756—111,0) | 0,590*
ALT U/L 15,0 (11,0 - 18,0) 15,1 (10,0 — 19,1) 0,554*
AST U/L 17,0 (14,0 — 20,0) 16,2 (10,0 — 23,0) 0,715*
Urea mg/dl 19,0 (12,6- 22,6) 18,6 (12,6 — 29,,1) 0,354*
Kreatinin mg/dl 0,8(0,8-15) 0,8 (0,6 — 2,6) 0,178*
HbA1C % 56(5,4-6,1) 56(49-6,1) 0,654*
Dvitamin ng/ml 19,8 (7,7 - 40,1) 22,7 (2,7 —98,6) 0,426*
Ferritin ng/ml 35,6 (8,9- 59,2) 15,9 (5,5 - 66,6) 0,009*
TSH ulU/ml 1,5 (0,9 —5,0) 1,2 (0,4 —3,5) 0,105*
Estradiol mIU/ml | 25,1 (16,5 — 34,3) 26,6 (15,2—-111,0) | 0,418*
FSH mIU/ml 7,4 (4,7-9,1) 6,4 (4,1-9,4) 0,205*
LH miU/ml 5,8 (3,0 -10,6) 6,1 (3,9-12,1) 0,136*
Prolaktin ng/ml 17,5 (9,5 —24,5) 17,3 (11,5 - 65,4) 0,972*
AMH ng/ml 2,1(1,9-4,6) 4,9 (1,5-6,5) 0,114*
GPER ng/ml 4,9 (3,0-9,5) 7,8 (3,2- 14,01) 0,005*
Kopeptin ng/ml 6,8 (2,2-41,2) 7,6 (4.1 -55,9) 0,246*

*Mann-Whitney U Testi p<0,05.

52




Bu calismada AG (n=24) ve GG (n=31) genotipine sahip bireyler arasinda biyokimyasal,
hormonal ve klinik parametreler agisindan yapilan karsilastirmada, anlamli farklilik
gosteren bazi parametreler tespit edilmistir. Ferritin (ng/ml) diizeyleri, GG grubunda AG
grubuna gore anlamli diizeyde daha diisiik bulunmustur (p = 0,012). VKI, GG grubunda
daha yiiksek bulunmus ve fark istatistiksel anlamlilik sinirinda seyretmistir (p = 0,064)
(Tablo 4.6).

Bu durum, GG genotipinin VK1 ile iliskili olabilecegi yoniinde bir egilim gdstermektedir.
ALT (U/L) diizeyi, AG grubunda daha yiiksek olup anlamliliga yakin bir fark
saptanmustir (p = 0,072). Kreatinin (mg/dl) diizeyi, GG grubunda daha yiiksek saptanmis
olup fark anlamliliga yakin diizeydedir (p = 0,078). Yas, glukoz mg/dl, AST (U/L), iire
(mg/dl), HbAlc %, D vitamini (ng/ml), TSH (ulU/ml), estradiol (mlU/ml), FSH
(mIU/ml), LH (mlU/ml), prolaktin (ng/ml), AMH (ng/ml), GPER (ng/ml) ve kopeptin
(ng/ml) diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir (p >0,05) (Tablo 4.6)

Tablo 4.6. AG ve GG Genotip Gruplar1 Arasinda Klinik ve Biyokimya Analizi

Parametrelerinin Karsilagtirilmasi

AG n=24 GG n=31 P-Degeri
Yas 24,5 (18,0 — 34,0) 25,0 (18,0 — 34,0) 0,939*
VK 22,0 (19,0 — 28,0) 24,0 (20,0 — 28,00 0.,064*
Glukoz mg/dl 92,3 (78,6 — 105,1) 92,6 (75,6 — 111,0) 0,825*
ALT U/L 16,0 (10,0 — 22,0) 15,1 (10,0 - 19,1) 0,072*
AST U/L 16,0 (10,0 — 22,0) 16,2 (10,0 - 23,0) 0,657*
Urea mg/dI 17,6 (12,6 — 27,8) 18,6 (12,6 — 29,1) 0,721*
Kreatinin mg/dl 0,7 (0,6 —1,4) 0,8 (0,6 — 2,6) 0,078*
HbA1C % 5,6(4,9-6,1) 5,6(4,9-6,1) 0,785*
Dvitamin ng/ml 29,0 (14,7 — 85,6) 22,7 (2,7 — 98,6) 0,206*
Ferritin ng/ml 20,7 (8,5 —66,6) 15,9 (5,5 — 66,6) 0,012*
TSH ulU/ml 1,7 (0,4 -2,9) 1,2 (0,4 -3,5) 0,455*
Estradiol mIU/ml | 24,2 (16,2 — 42,2) 26,6 (15,2 -111,0) 0,156*
FSH mIU/ml 6,8 (4,1-9,8) 6,4 (4,1-9,4) 0,304*
LH miU/ml 54 (2,2-12,5) 6,1 (3,9-12,1) 0,101*
Prolaktin ng/ml 16,0 (7,0 — 23,5) 17,3 (11,5 - 65,4) 0,135*
AMH ng/mi 6,0 (1,9-7,6) 4,9 (1,5-6,5) 0,319*
GPER ng/ml 6,7 (3,5-16,1) 7,8 (3,2- 14,01) 0,441*
Kopeptin ng/ml 9,6 (1,9 -36,8) 7,6 (4,1 -55,9) 0,641*

*Mann-Whitney U Testi, p<0,05.
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Kopeptin diizeylerinin ortalama degerleri AA, AG ve GG genotiplerine gore Sekil 4.6’da
gosterilmistir. Buna gore AA grubunda kopeptin diizeyi en diisiik ortalamaya sahiptir.
AG ve GG gruplarinda kopeptin diizeyleri daha yiiksektir. GG grubunda kopeptin diizeyi
en yiiksek ortalama degere ulasmistir. Ozellikle AA grubuna kisla AG ve GG gruplarida
belirgin bir artis gézlenmektedir (Sekil 4.6)
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Sekil 4.6 Kopeptin Diizeylerinin Genotip Gruplarina Gore Karsilagtirilmasi

Sekil 4.7°te GPER diizeylerinin genotip gruplarina gore ortalamalar1 karsilagtirilmistir.
Bulgular su sekildedir: AA grubunda GPER diizeyi ortalama olarak en disiiktiir. AG
grubunda GPER diizeyi AA’ya kiyasla belirgin sekilde artis gostermektedir. GG
grubunda ise GPER diizeyi en yiiksek ortalama degere sahiptir. AA — GG
karsilagtirmasinda anlamli bir fark bulunmustur (p = 0,005) (Sekil 4.7)
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Sekil 4.7. GPER Diizeylerinin Genotip Gruplarina Gore Karsilastirilmasi

Sekil 4.8’de Kopeptin ve GPER diizeylerinin genotip gruplarina (AA, AG, GG) gore ortalama
degerleri sunulmustur. AA grubunda, her iki parametrenin de ortalama diizeyleri en distiktiir.
AG grubunda hem kopeptin hem de GPER diizeylerinde anlamli bir artis gozlenmistir. GG
grubunda, Kopeptin diizeyi AG ile benzer seviyede kalirken GPER diizeyi AG’ye gore hafif
artis gostermistir. GPER diizeyleri agisindan genotipler arasinda anlamli farklilik mevcuttur
(AA — GG karsilastirmasinda p = 0,005). Kopeptin diizeyleri agisindan ise istatistiksel olarak
anlaml1 fark saptanmamigtir (AA — GG p = 0,246) (Sekil 4.8)
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Sekil 4.8. Genotiplere Gore Kopeptin ve GPER Diizeylerinin Ortalamalarinin Karsilastirilmasi

GPER'in AA ve GG gruplarini ayirt etmedeki tanisal yetenegini degerlendirmek amaciyla
ROC analizi gerceklestirildi. GPER, istatistiksel olarak anlamli bir fark gosterdi (p=
0,005) ve egri altinda kalan alan (AUC) 0.756 olarak bulundu. 6,8 kesim noktasinda (%95
giiven araligi: 0,612 — 0,899), duyarlilik %64,5, 6zgiillik ise %80,0 olarak belirlendi
(Sekil 4.9)
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Sekil 4.9. GPER'in AA ve GG Gruplarin1 Ayirt Etmedeki Tanisal Yetenegini Degerlendirmek
Amaciyla Yapilan ROC Analizi

GPER (rs3808350) polimorfizmine sahip bireyler arasinda yalnizca AA genotipine sahip
olanlar dikkate alindiginda, PKOS hastalar1 (n=2) ile saglikli kontrol bireyleri (n=13)
arasinda Kopeptin ve GPER diizeyleri agisindan yapilan analizde, kopeptin diizeyleri,
PKOS grubunda 7,4 ng/ml (4,1-10,8), kontrol grubunda ise 6,7 ng/ml (2,2-41,8) olarak
Olciilmiis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p =
0,933). GPER diizeyleri, PKOS grubunda 8,2 (7,8-8,6), kontrol grubunda ise 4,7 ng/ml
(3,0-9,5) olarak bulunmustur. GPER diizeyi PKOS hastalarinda daha yiiksek olmasina
ragmen bu fark da istatistiksel olarak anlamli degildir (p = 0,076). AA genotipine sahip
PKOS hastalarinda GPER diizeylerinin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu

gostermektedir. Kopeptin diizeylerinde ise anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Tablo 4.7)

57



Tablo 4.7. AA Genotip Grubunda Yer Alan PKOS Hastalari ile Saglikli Bireyler Arasinda

Kopeptin ve GPER Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Kontrol Hasta P-Degeri
n=13 n=2

Kopeptin ng/ml 6,7 (2,2—-41,8) 7,4 (4,,1-10,8) 0,933*

GPER ng/ml 4,7 (3,0-9,5) 8,2 (7,8—8,6) 0,076*

*Mann-Whitney U Testl, p<0,05.

Sekil 4.10’de AA Genotipine Sahip PKOS Hastalar1 ve kontrol gruplarinda kopeptin ve
GPER rs3808350

GPER ortalama diizeylerini karsilastirilmistir. Bu grafikte,

polimorfizmine sahip AA genotipli bireylerde kopeptin ve GPER ortalama diizeyleri

hasta ve kontrol gruplar1 arasinda karsilagtirilmistir. PKOS grubunda GPER diizeyleri

daha yiiksek goriinmekle birlikte, fark istatistiksel olarak anlamli diizeye ulasmamistir

(p =0,076). Kopeptin diizeyleri ise her iki grup arasinda benzer bulunmustur (p = 0,933)
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. AA Genotipine Sahip PKOS Hastalar1 ve Kontrol Gruplarinda Kopeptin ve

GPER Ortalama Diizeylerinin Karsilastirilmasi
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GPER (rs3808350) geni AG genotipine sahip olan bireyler arasinda yapilan
degerlendirmede, PKOS tanili hastalar (n = 11) ile saglikli kontroller (n = 13) arasinda
Kopeptin ve GPER diizeyleri karsilastirilmigtir. Kopeptin diizeyleri, hasta grubunda 9,5
ng/ml (2,6-36,8), kontrol grubunda ise 9,7 ng/ml (2,0-36,0) olarak 6l¢iilmiis ve gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p = 0.820). GPER diizeyleri,
hasta grubunda 9,2 ng/ml (5,7-16,1), kontrol grubunda ise 4,7 ng/ml (3,5-8,3) olarak
belirlenmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0.001). Bu bulgular, AG
genotipine sahip PKOS hastalarinda GPER diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli
diizeyde yliksek oldugunu, ancak Kopeptin diizeylerinde anlamli bir fark bulunmadigini

gostermektedir (Tablo 4.8)

Tablo 4.8. AG Genotip Grubunda Yer Alan PKOS Hastalari ile Saglikli Bireyler Arasinda
Kopeptin ve GPER Diizeylerinin Karsilagtirilmasi

Kontrol Hasta . .

n=13 n=11 P-Degeri

Kopeptin ng/ml 9,7 (2,0 - 36,00 9,5 (2,6 — 36,8) 0,820*
GPER ng/ml 4,7 (3,5-8,3) 9,2 (5,7-16,1) <0,001*

*Mann-Whitney U Testl, p<0,05.

Sekil 4.11°de GPER rs3808350 polimorfizmine sahip AG genotipli bireylerde kopeptin
ve GPER ortalama diizeyleri hasta ve kontrol gruplarinda karsilagtirllmistir. Kopeptin
diizeyleri her iki grup arasinda benzer diizeylerde bulunmustur (p = 0,820). Buna karsin,
GPER diizeyleri hasta grubunda anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (p <0,001)
(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 AG Genotipine Sahip PKOS Hastalar1 ve Kontrol Gruplarinda Kopeptin ve GPER
Ortalama Diizeylerinin Karsilastirilmasi

GPER (rs3808350) polimorfizmine sahip bireyler arasinda GG genotipini tasiyan PKOS
hastalar1 (n = 21) ile saglikli kontroller (n = 10) arasinda Kopeptin ve GPER diizeyleri
karsilastirilmistir. Kopeptin diizeyleri, hasta grubunda 7,6 ng/ml (3,9-32,0), kontrol
grubunda ise 11,1ng/ml (2,5-56,0) olarak 6l¢iilmiis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamistir (p = 0,287). GPER diizeyleri, hasta grubunda 8,5ng/ml
(5,0-14,1), kontrol grubunda ise 4,9 ng/ml (3,2-11,4) olarak belirlenmistir. Bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p = 0,005). Bu bulgular, GG genotipine sahip
bireylerde, PKOS tanili kadinlarda GPER diizeylerinin anlamli sekilde daha yiiksek
oldugunu ancak kopeptin diizeylerinde anlamli bir farklilik olmadigin1 gostermektedir
(Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. GG Genotip Grubunda Yer Alan PKOS Hastalar1 ile Saglikli Bireyler Arasinda
Kopeptin ve GPER Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Kontrol Hasta P-Degeri
n=10 n=21
Kopeptin ng/ml 11,1 (2,5-56,0) 7,6 (3,9-32,0) 0,287*
GPER ng/ml 49 3,2-11,4) 8,5(5,0-14,1) 0,005*

*Mann-Whitney U Testi, p<0.05.

GPER rs3808350 polimorfizmine sahip GG genotipli bireylerde kopeptin ve GPER

ortalama diizeyleri hasta ve kontrol gruplarinda karsilagtirilmigtir. Kopeptin diizeyleri,

hasta grubunda kontrol grubuna goére daha diisiik olsa da bu fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (p = 0,287). Ote yandan, GPER diizeyleri PKOS hastalarinda

anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p = 0,005) (Sekil 4.12).

20.00—

Ortalama
Kopeptin ng/ml - GPER ng/ml

Kontrol

GG

Hasta

Kopeptin
GPER

Sekil 4.12. GG Genotipine Sahip PKOS Hastalar1 ve Kontrol Gruplarinda Kopeptin ve GPER
Ortalama Diizeylerinin Karsilastirilmas
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5. TARTISMA

PKOS, kadinlarda en yaygin goriilen endokrinopatilerden biri olup, tireme c¢agindaki
bireylerin hem metabolik saglhigini hem de psikososyal yasam kalitesini etkileyen,
heterojen klinik semptomlar ve biyokimyasal diizensizliklerle seyreden, multifaktoriyel

kokenli bir hormonal ve metabolik bozukluktur (Teede ve ark., 2019).

Bu ¢alismada, GPER geninin rs3808350 polimorfizmi ile serum GPER ve kopeptin
diizeylerinin PKOS ile iliskisi incelendi. Kontrol ve hasta gruplari segilirken, yas ve VKI
acisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasina
0zen gosterildi. Bu gruplarin homojenligini ve sonuglarin giivenilirligini destekleyen
onemli bir bulgudur. Tablo 4.1°de hasta ve kontrol grubuna ait karsilastirmalar yer
almaktadir. Hasta grubunda GPER diizeyinin medyan olarak daha yiiksek (hasta: 8,4
ng/ml, kontrol: 4,9 ng/ml) ve kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farkli oldugu goézlenmistir (p<0,001). GPER diizeylerinin PKOS grubunda anlamli
derecede yiiksek bulunmasi (p<<0,001), bu reseptdriin PKOS un patofizyolojisinde rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Tablo 4.1). Ozellikle &strojen aracili sinyallemenin
PKOS’taki hormonal dengesizliklere katkida bulundugu diisiiniildiigiinde, GPER’in bu
stiregte aktif bir rol oynayabilecegi One siirlilebilir. Bu sonug, Zang ve arkadaglarinin
PKOS’taki graniiloza hiicrelerinde GPER ifadesinin yiiksek oldugunu gosteren
caligmasiyla uyumludur (Zang ve ark., 2016). Xu ve arkadaslari, GPER’in 6strojen aracili
nongenomik yolaklar {izerinden folikiil gelisimini etkileyerek 0o0sit mayozunu inhibe
ettigini ve PKOS patofizyolojisine katkida bulundugunu bildirmistir (Xu ve ark., 2022).
Ote yandan, GPER’in sadece iireme sistemiyle sinirli kalmayip, metabolik siireglerde de
rol oynadig: bildirilmistir. Abdul Hamid ve arkadaslari, GPER ekspresyonunun PKOS
gibi endokrin bozukluklarda artis gosterdigini ve bu durumun glikoz ve lipid
homeostazinda bozulmalara neden olabilecegini ifade etmislerdir. Deneysel fare
modellemesinde GPER geninin baskilanma sonucunda GPER eksikliginin glikoz
metabolizmasin1 olumsuz etkiledigi ve insiilin duyarliliginda azalmaya yol actig1
gosterilmistir. Bu bulgular, ¢alismamizda elde edilen yiiksek GPER diizeylerinin,
PKOS'un hem hormonal hem de metabolik bilesenleriyle olan iligkisini desteklemektedir
(Abdul Hamid ve ark., 2022). Bununla birlikte, yapilan kapsamli literatiir taramalarinda

PKOS’ta GPER diizeylerinin anlamli derecede diisiik oldugunu bildiren bir ¢alisma
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bulunmamaktadir. Bu durum, GPER’in PKOS patofizyolojisindeki roliiniin genellikle
artmis reseptor aktivitesi iizerinden degerlendirildigini gostermektedir. Dolayisiyla,
calismamizdaki GPER diizeylerinin artisi, mevcut literatiirle uyumludur ve bu bulgu
PKOS’un hormonal ve metabolik mekanizmalarinda GPER’in 6nemli bir etkisi oldugunu
desteklemektedir. Ayn1 zamanda PKOS ve kontrol gruplarina ait GPER diizeylerinin
dagilimi grafiksel olarak incelendiginde hasta grubunda GPER diizeyleri, kontrol grubuna
kiyasla anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001). Bu bulgu, GPER diizeylerinin
PKOS patofizyolojisinde rol oynayabilecegini desteklemektedir (Sekil 4.1).

Yaptigimiz ROC egrisi analizi sonucunda GPER diizeylerinin tanisal degerinin yiiksek
oldugu gorilmistir (AUC: 0,871). %95,0 duyarlilik ve %77,5 ozgiillik ile GPER,
PKOS’un tanisinda potansiyel bir biyobelirte¢ olabilir. Bu bulgu, GPER diizeylerinin
sadece tan1 degil, ayn1 zamanda hastalik siddetinin 6ngoriilmesinde de kullanilabilecegini

akla getirmektedir (Sekil 4.9).

Calisgmamizda, PKOS tanili hastalar ile kontrol grubunun serum kopeptin diizeyleri
arasinda anlamli bir fark bulunmamustir (p=0,557) (Tablo 4.1). Bu sonug, literatiirde
bildirilen bulgularla uyumludur. Altinkaya ve arkadaslarinin yaptigi calismada, PKOS’1lu
bireylerin serum kopeptin diizeyleri ile saglikli kontrol gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (Altinkaya ve ark., 2016). Benzer sekilde,
Cetinkaya ve arkadaslar1 da kopeptin seviyelerinin PKOS’ta metabolik parametrelerle
anlaml bir iliski gostermedigini rapor etmistir (Cetinkaya ve ark., 2018). Baz kiiclik
orneklemli c¢aligmalar veya farkli popiilasyonlarda, PKOS hastalarinda kopeptin
diizeylerinde hafif ama anlamli artis bildirilmistir. Bu artis genellikle insiilin direnci veya
inflamasyonla iligkilendirilmektedir (Maneenil ve ark., 2019). Bu calismalar 1s1ginda,
kopeptinin PKOS patofizyolojisinde dogrudan belirleyici bir biyobelirteg olmadigi, ancak
metabolik ve inflamatuar siireglerde dolayli etkilerinin olabilecegi diisiiniilebilir. Nitekim
yakin tarihli bazi derlemelerde kopeptinin PKOS tanisinda 6zgiil bir rolii olmadig1 ancak
metabolik risk faktorlerinin belirlenmesinde yardimci olabilecegi belirtilmistir. Mirabel
Coelho ve arkadaslar1 2024 yilinda yaptiklar ¢aligmada, serum kopeptin diizeylerinin
PKOS tanisinda spesifik bir biyobelirte¢ olarak kullanilmasinin uygun olmadigin1 ancak
metabolik parametrelerin degerlendirilmesinde kopeptinin faydali olabilecegini rapor

etmiglerdir (Mirabel Coelho ve ark., 2024). Bu bulgular, ¢aligmamizda serum kopeptin
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diizeylerinde hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmamasi ile uyumludur.
Bu baglamda degerlendirildiginde, calismamizda kopeptin diizeylerinde anlamli bir fark
saptanmamis olmasi mevcut literatiirle Ortiismektedir ve kopeptinin PKOS’un temel
patofizyolojisinde ikincil bir rol oynayabilecegini disiindiirmektedir. Kopeptin
diizeylerinin dagilimi1 grafiksel olarak Sekil 4.2’de gosterilmistir. Kontrol grubunda

kopeptin diizeylerinin hasta grubuna gore daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir. Ancak

bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p = 0,557) (Sekil 4.2).

PKOS hasta grubunda ferritin diizeylerinin medyan olarak 15,7 ng/ml (5,5 — 20,8) oldugu
kontrol grubunda ise 36,0 ng/ml (2,7 — 98.6) seviyelerinde saptandigi ve aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goézlenmistir (p<0,001). Bu sonug, PKOS’lu hastalarda
ferritin diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde diisiik oldugunu
gostermektedir (Tablo 4.1) Liu ve arkadaslari ise 2020 yilinda yaptiklari ¢alismada 2,173
PKOS’1lu ve 1,897 kontrol olgusu incelenmis, PKOS’1u bireylerde serum ferritin diizeyi
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Obez ve fazla kilolu
PKOS’larda ferritin artis1 daha belirgindi. Normal agirliktaki PKOS’larda artis daha
diisiik diizeydeydi ve anlamli degildi. Yine Liu ve arkadaslarinin 2020 tarihli meta-
analizinde, PKOS’lu kadinlarda serum ferritin diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla
anlamli derecede yiiksek oldugu (SMD = 1,17; 95 % CI: 0,27-2,07) goriilmiistiir, bu artig
ozellikle obez bireylerde belirgindir ve ferritin, PKOS i¢in AUC=0,71 degerine sahip
potansiyel bir tan1 biyobelirteci olarak 6ne ¢ikmaktadir (Liu ve ark., 2019). Literatiirde
PKOS’ta ferritin diizeyleri ile ilgili farkli sonuglar bildirilmistir. Ornegin, Panidis ve
arkadaslari, PKOS hastalarinda ferritin diizeylerinin artis gosterdigini ve bunun insiilin
direnci ile iligkili oldugunu belirtmislerdir. Calismamizdaki diisiik ferritin bulgusu,
PKOS’un heterojen klinik yapisina bagli olarak demir metabolizmasimin degiskenlik
gosterebilecegini diislindiirmektedir. Ferritin diizeylerindeki bu disiikliik, PKOS’ta
inflamatuar siireclerin yani sira demir eksikligi veya diger metabolik faktorlerin etkisiyle
ortaya c¢ikabilir. Dolayisiyla, PKOS hastalarinda ferritin diizeylerinin degerlendirilmesi,
hastaligin metabolik ve inflamatuar durumunun anlasilmasi agisindan 6nem tagimaktadir

(Panidis ve ark., 2012).

AMH degerinin hasta grubundaki medyan degeri 5,9 ng/ml (4,1 — 7,6) olarak bulunmus,

kontrol grubunda ise 2,0 ng/ml (1,5 — 3,0) seviyesinde saptanmigtir. Hasta ve kontrol
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gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001) (Tablo 4.1).
AMH over rezervinin ve folikiiler aktivitenin giivenilir bir biyobelirteci olup, PKOS
hastalarinda siklikla artig gostermektedir. Literatiirde Dewailly ve arkadaslari tarafindan
yapilan calismada AMH’nin PKOS’ta yiiksek bulunmasi, anovulasyon ve folikiiler
disfonksiyonun gostergesi olarak kabul edilmektedir (Dewailly ve ark., 2014).
Calismamizdaki bulgular, Pigny ve arkadaslarinin PKOS’lu olgularda AMH diizeylerinin
anlamli diizeyde yiiksek oldugunu gosteren ¢alismasiyla paralellik gostermektedir (Pigny
ve ark., 2003). Aym sekilde, Fong ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen meta-
analizde de PKOS tanili bireylerde AMH diizeylerinin saglikli bireylere kiyasla 2—3 kat
daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Fong ve ark., 2013). Bu bulgular, ¢alismamizdaki
AMH diizeylerinin hasta grubunda anlamli artis gostermesini desteklemekte ve AMH nin

PKOS tani1 ve izlemi agisindan 6nemli bir biyobelirte¢ oldugunu gostermektedir.

Bu sonuglar, ¢alismamizdaki AMH diizeylerinin hasta grubunda anlamli olarak yiiksek

bulunmasiyla uyumludur.

D vitamini diizeyleri hasta grubunda, kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek olmakla
birlikte bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (medyan: PKOS = 27,2 ng/ml,
kontrol = 22,7 ng/ml; p = 0,279) (Tablo 4.1). Bu bulgu, literatiirdeki baz1 ¢alismalarla
uyumsuz goriinmektedir. He ve arkadaslari tarafindan yapilan bir meta-analiz
caligmasinda, PKOS’lu kadinlarda D vitamini diizeylerinin genellikle diisiik oldugu ve
bu durumun insiilin direnci ve metabolik bozukluklarla iliskili oldugu bildirilmistir.
Zerrouki ve arkadaslari ise PKOS’lu bireylerin yaklasik %40’inda D vitamini eksikligi
saptamis ve bu bireylerde metabolik risklerin daha yiiksek oldugunu belirtmistir. Buna
durum ile bazi c¢alismalarda D vitamini diizeylerinin PKOS’ta belirgin bir fark
gostermedigi veya hastaligin alt fenotiplerine gore degiskenlik gosterdigi vurgulanmustir.
Ornegin, T6th ve arkadaslar1 D vitamini diizeyleri arttikca ovulasyon sikliginda artis
gozlemlemis ancak hormonal parametrelerde anlamli bir degisiklik saptamamaistir. Yu ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan 2025 caligmasi, gibi daha giincel meta-analizlerde, D
vitamini desteginin PKOS hastalarinda 6zellikle aclik glukozu, insiilin diizeyleri,
trigliserid ve LDL kolesterol {izerinde olumlu etkileri olabilecegi belirtilmistir (Yu ve
ark., 2025), (Toth ve ark., 2025). Bu bilgiler 15181nda, ¢alismamizda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunmasa da D vitamini diizeylerinin bireysel ve metabolik farkliliklar
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acisindan onemli bir belirte¢ olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, D vitamini
eksikliginin PKOS’un patogenezindeki roliinii netlestirmek amaciyla daha genis

orneklemli caligmalara ihtiyag¢ vardir.

Ayrica glikoz(mg/dL), HbAlc %, TSH (uIU/mL), Prolaktin (ng/ml), Estradiol (mIU/ml)
FSH (mIU/ml), LH (mIU/ml) diizeylerine bakildiginda ise anlamli bir fark bulunmamistir
(Tablo 4.1).

Calismamizin ikinci asamasinda, 34 PKOS hastasi ile 36 saglikli birey olmak iizere
toplam 70 katilimcinin GPER (rs3808350) gen polimorfizmi TETRA ARMS PCR
yontemi kullanilarak genotip ¢alismasi yapilmistir (Tablo 4.2).

PKOS grubunda AA genotipi %5,8, AG genotipi %32,4, GG genotipi ise %61,8 olarak
tespit edilirken, kontrol grubunda sirasiyla %36,1, %36,1 ve %27,8 oranlar1 gdzlenmistir.
Alel frekanslarma bakildiginda ise hasta grubunda A alleli %22,06, G alleli %77,94;
kontrol grubunda ise A alleli %54,17, G alleli %45,83 oraninda bulunmustur. Bu
dagilimlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar saptanmigtir (p=0,0015 genotip
i¢in; p=0,000 alel frekansi i¢in). Dominant model (AA+AG:GG) analizinde p=0.008,
resesif model (AA vs AG+GG) analizinde ise p=0,000 olarak bulunmus ve OR degerleri
sirastyla 0,24 (95% CI: 0,08-0,72) ve 0,04 (95% CI: 0,01-0,16) olarak hesaplanmistir.
Bu sonuglar, G allelinin PKOS i¢in risk faktorii, A allelinin ise koruyucu olabilecegini

gostermektedir (Tablo 4.2).

Tablo 4.3’te gosterildigi iizere, katilimcilar AA (n=15), AG (n=24) ve GG (n=31)
genotiplerine gore gruplandirilarak yas, VKI, glukoz, ALT, AST, kreatinin, HbAlc %, D
vitamini, ferritin, TSH, estradiol, FSH, LH, prolaktin, AMH, GPER ve kopeptin diizeyleri

acisindan karsilastirilmastir.

Yas dagiliminda gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir (p=0,768). VKI degerleri
AA genotipli bireylerde median 23,0 iken, AG ve GG genotiplerinde sirasiyla 22,0 ve
24,0 olarak bulunmus ve bu parametrede anlamli bir fark goézlenmistir (p=0,050).
Kreatinin (p=0,022), ferritin (p=0,007) ve GPER (p=0,021) parametrelerinde de
genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir. Diger
parametrelerde (glukoz, ALT, AST, iire, HbA1c %, D vitamini, TSH, estradiol, FSH, LH,
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prolaktin, AMH, kopeptin gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05)
(Tablo 4.3).

Bu sonuglar, GPER genotiplerinin baz1 biyokimya parametreleri iizerinde etkili
olabilecegini gostermektedir. Ozellikle ferritin ve GPER diizeylerindeki farkliliklar,
genotiplerin PKOS patofizyolojisindeki roliinii desteklemektedir. Calismamizda, GPER
(rs3808350) genotiplerine gore ferritin, kreatinin, VKI ve GPER diizeylerinde anlaml
farkliliklar gdzlenmistir. Ozellikle GG genotipine sahip bireylerde ferritin ve GPER
diizeylerinin daha yiiksek, VKI degerlerinin ise diger genotiplere gére belirgin oldugu
saptanmustir (Tablo 4.3).

Benzer sekilde, Jiang ve arkadaslari Cinli kadinlarda yaptiklar1 calismada GPER gen
polimorfizmlerinin hormonal diizeyler ve metabolik parametreler iizerinde etkili
oldugunu bildirmis, oOzellikle belirli genotiplerin demir metabolizmasiyla iliskili
olabilecegini ileri siirmiistiir. Huang ve arkadaslar1 ise PKOS hastalarinda GPER gen
varyantlarimin insiilin direnci ve viicut kitle indeksi ile korelasyon gosterdigini belirtmistir
(Jiang ve ark., 2018). (Huang ve ark., 2019). Bu bulgular, bizim VKI ve ferritin
diizeylerinde gozlemledigimiz genotip etkileri ile paralellik tagimaktadir. Bununla
birlikte, Wang ve arkadaslari 2019°da GPER polimorfizmlerinin bazi biyokimyasal
parametrelerde anlamli farkliliklar olusturdugu, ancak FSH, LH ve prolaktin gibi diger
hormonlar {izerinde belirgin etkilerinin olmadigini rapor etmistir (Wang ve ark., 2019).

Bu da bizim sonuglarimizdaki benzerlikleri desteklemektedir.

Ozetle literatiirdeki mevcut verilerle uyumlu olarak, GPER genotiplerinin PKOS’un
biyokimyasal ve metabolik profili iizerinde etkili oldugu ancak etkilerin parametreye ve
popiilasyona gore degiskenlik gosterdigi soylenebilir. Calismamiz, bu alandaki literatiire
katki saglamasi acisindan 6nem tasimaktadir. GPER rs3808350 gen polimorfizminin
PKOS hastalarinda anlaml farklilik gosterdigi ve 6zellikle G alelinin hastalik i¢in risk
faktorii olarak 6ne ¢iktigi bulunmustur (Tablo 4.2). Mevcut literatiir incelendiginde,
GPER genindeki rs3808350 polimorfizmi ile PKOS arasindaki iliskiyi arastiran
caligmalarin oldukga sinirli oldugu goriilmektedir. Literatiirde bu SNP’ye iligkin genetik
varyasyonlarin PKOS {izerindeki etkilerini dogrudan degerlendiren ve istatistiksel olarak

anlamli sonuglara ulagsan 6zgiin ve giivenilir yeterince ¢alisma bulunmamaktadir.
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Bazi arastirmalarda GPER genine ait farkli polimorfizmler ¢esitli hastaliklarla
iliskilendirilmis olsa da rs3808350 varyantinin PKOS’a yatkinlik iizerindeki rolii heniiz
net olarak ortaya konmamistir. PKOS’un genetik altyapisina yonelik giincel arastirmalar,
agirlikli olarak FSHR, INSR, THADA, DENND1A ve benzeri genler iizerine
odaklanmaktadir (Goodarzi ve ark., 2011).

Dolayistyla GPER 153808350 polimorfizminin PKOS patofizyolojisindeki olas1 roliinii

aydinlatmak amaciyla yapilacak yeni ve genis katilimli genetik ¢alismalara ihtiyag vardir.
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6. SONUC

[k kez yapilan bu ¢alismada, PKOS patogenezinde G proteinine bagl strojen reseptorii
(GPER) rs3808350 gen polimorfizmi ile GPER ve Kopeptin serum diizeylerinin iliskisi
arastirmistir. Elde edilen bulgular, PKOS hastalarinda serum GPER diizeylerinin
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugunu gostermistir. Ayrica, GPER
genotip dagilimlarinda belirgin farkliliklar saptanmis; 6zellikle GG genotipi ve G
allelinin PKOS hastalarinda daha sik, AA genotipi ve A allelinin ise kontrol grubunda
daha yaygin oldugu bulunmustur. Bu durum, GPER rs3808350 polimorfizminin
PKOS’a genetik yatkinlikta 6nemli bir faktoér oldugunu diisiindiirmektedir. Genotip
gruplar1 arasinda yapilan karsilastirmalarda, VKI, Kkreatinin, ferritin ve serum GPER
diizeylerinde anlamli farkliliklar saptanmistir. Bu sonug¢lar, GPER polimorfizminin
yalnizca genetik yatkinligi degil, ayn1 zamanda hastaligin metabolik ve biyokimyasal
profilini de etkileyebilecegine isaret etmektedir. Ozellikle ferritin diizeylerindeki
farkliliklar, demir metabolizmasi ve inflamasyon siire¢lerinin PKOS patofizyolojisinde
GPER aracihifiyla etkilenebilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan, kopeptin
diizeylerinde hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli fark gdézlenmemesi, bu
biyobelirtecin PKOS tanisinda smirli degere sahip oldugunu gostermektedir. Bu
bulgular 1s181inda, GPER hem PKOS’un molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasinda
hem de hastalikta potansiyel bir biyolojik hedef olarak 6nem arz etmektedir. Gen
polimorfizmleri ile klinik parametreler arasindaki iliski, PKOS’un heterojen yapisini
aciklamada katki saglayabilir ve kisisellestirilmis tedavi stratejilerinin gelistirilmesine
zemin hazirlayabilir. Gelecekte yapilacak ¢aligsmalarda, farkli etnik gruplari igeren genis
orneklemli kohortlarin incelenmesi, GPER gen polimorfizmlerinin PKOS {izerindeki
etkilerinin daha net ortaya konmasini saglayacaktir. Ayrica, GPER’in hiicresel ve
molekiiler iglevlerinin detayli mekanistik ¢alismalarla aydinlatilmasi, PKOS tedavisinde
yeni farmakolojik hedeflerin belirlenmesine katki sunabilir. Kopeptin gibi diger
biyobelirteglerin roliiniin degerlendirilmesi i¢in ise farkli metabolik durumlari igeren
multidisipliner caligmalar yapilmasi 6nem tagimaktadir. Sonug¢ olarak, GPER’in

PKOS’un tani, prognoz ve tedavisinde dnemli bir yer edinebilecegi diisiiniilmektedir.
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