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Fol i kgl Uyarécé Hormon ve TlsgtoslterionunelS

Kn Vitro Etkileri ve Epigenetik

Kardiyovask¢l er hastal ékl arda seéekl ekl a
go°r ¢l,ekbdmpelni kasyonl ar é nedeni vyl e yakam Kk

hastal ékl ardan tmerniogpiorz. °Bic e b a s tkaald&jndmr da

erkeklere g°re daha az olduju bilinmekt et
anl akéel amaméxkt eéer . At eroskleroz sonucu end
kitlesinin prolifeaclasryomgc rug/lagréilrerhadParol b
sonucu damar | ¢meninde plak olukumu g°zl el
neden olur.

¢al ékxmamézda, aortik d¢ z k as he¢cre pr

hor monl aréndan nasélneé¢ephi gemet ij k nisowne- |baur
-al éxt ék. ¢al ékmada kull anél an hg¢gcrelere
100 ng/ ml) ve foliky¢gl uyarécé hormon (1 1
h¢crelerin proliferdseyori hket-1 i klbexmeewdpn i
zamana bajl é 9dmu-akdllngird E&BH eygwanan grupta hormon
uygul anmaséna bajlé olarak erken saatl er
ilerleyen saatlerde (98. ve 11hatlerde) ise 1008g/ml FSH uygulanan grupta artan bir

et ki ol duj u g°zlenirken, testosteronun

i ndeksl erinde anl aml é azal maya yol a-te.
i karetl eme A °DNNMTA weiDNMT3&pro@ia ekspresyn | ar é na bakél

boyanma yojunlukl aré arasénda anl amlé bir

Bu veril er, d¢z kas h¢cre metabol i zmas
vV e b u dur umun ateroskl eroz gel i ki mi nde I
¢al ékmanén fark - é&kmawam ap @&rkanad tarr e€lne rpil ain-l
far kl ér ifrnakdie® rviaer | €] énda yeni deneylerin ya
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Té¢ém bul gul ar bir arada dejerlendirildi
patogenezinde d¢gz kaslar ¢zerinden et kil

Anahtar kelimeler: Testosteron, FSH, Aorti k d¢gz kas hegcr el
Epigenetik
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ABSTRACT

K n \Effects af Follicile Stimulating Hormone and Testosterone on Rat Aortic

Smooth Muscle Cells and its Epigenetic Analysis

Atherosclerosis that has high prevalance anwardivascular diseases, is one of
the diseases which can be observed all societes and effects length and duration of life
because of its complications. It is known that the incidence of atherosclerosis in men is
higher than in women before menopause. Hargethe reasons for his situation are not
well understood. As a result of atherosclerosis, the proliferation of endothelial cells and
smooth muscle mass in the vessel wall are stimulated. The accumulation of cells that
proliferate at the injury site causpkque formation in the vascular lumen which leads
to stenosis of the vessels.

In our study, we aimed to show that how the aortic smooth muscle cell
proliferation affected by FSH and testosterone and the epigenetic consequences of this
effects. It is usedhree differebh doses of testosterone (1 ng/ml, 10 ng/ml, 100nig/
and folicle stimulating hormone (1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 my/to the cells and the
features of cell proliferation, epigenetic changes and Cav&okxpression were
examined dependingn time.Whereas depending on the applying hormone, the 10 ng /
ml FSH hormone treated groups showed deceasing of prolifertdten,(98 and 111
hours) the 100 ng / ml FSH hormone treated groups had increasing of proliferation.
Moreover, we observeall 100 ng/ml testosterone hormone treated groups had
increasing effets of cell index and these findings are significant for statistical
analysisl0 ng/iml FSH treatment group hormones in the early hours, depending on the
applied (44 hours) a decreasing influerwhere and latg®8 and 111 Hours) and 100
ng/ml FSH is a growing influence in the treated group téstose was observed with
100 ngl concentration has led to a significant decrease in cell indeRis study, we
examined Cal, DNMT1 and DNMT3a protein expressions by using
immunofluorescence labeling method and none of the antibodies showed significant
differences among staining intensities between the groups.

Our results suggest that smooth muscle cell metabolism can be affected by many

Xiv



factorsand this can contribute to the development of atherosclerosis. Our results suggest
that, in vivo studies must be planned for the insignificant results of this study and these
new experiments must perform in the presence of different factors.

When all results are evaluated together, we suggest that FSH and testosterone

can be effective on the smooth muscle in the pathogenesis of atherosclerosis

Key Words: Testosterone, FSH, Aortic smooth muscle cells, Atherosclerosis,
Epigenetic.
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1.GKRKK

Dol akém <iadthd mi nddaemar si st e mi i -ine g°©°i
sonra kapiller (kélcal) damarl ara ve daha
Bu sisterksijemdenmi kK kan, t¢em veipompa par -
g¢éc¢ ve damar | ¢mendamarbigtipnbdegkeg kKapésasi s
ol ar ak dokul ar a akéexke sajl aneéer. Damar d
kardiyovask¢gler sistem i-in be¢gyéek bir ©°ner

Kardiyovask¢l er sistemde kan akéméneén

faktr°mPeonal, humor al veya | okal ol abil me
artep azal abil mektedir. K anorepireki@epigefrie, n hun
anjiotensin, vazopressin (antidig¢retik ho

ya da bradikinin, histamin, prostaglandinler, serotoninhi@oksitriptamin) gibi
vazodil atat?©or ajanl ar aracel ejeé il e ger
testosteron ve foliky¢gl uyaréecé hormon (F

gevkenemavre dduvar énda bulunan d¢z kas hegcr e

-ok klinik ve epidemiyolojik -alékma il e
h¢gcrelerinin (VDKH) -ojal maséené inhibe ed
hezl andéradalki uzaank ¢vl er Kipe ruknanalyeer dsea | d alr &t
testosteron seviyesinin d¢kegk ol maseée il e

pozitif Dbir kor el a@yYosnkusne ko Itdaunjsui yboinl, d idri nyiakbt
baj dbkesal ekl ar &, kol esterol, sigara kul

faktorl er gibi n e deetnd rea sdkelne rkoazy ncaikd ia ntads tl @l

dokunun i kKl evini d¢zgen bir kekil de yapma:
damameni¢s ikamdaelkdamé nor mal bir kekil de ger

Bu tez -al ékmasé kapsameéendmvitreatanalan aor t
FSHvet est ost erondan naseéeél etkilendijJinin an

duruml ar vargame hazdle yovaske¢l er hastal ékl
d¢z kas dokusunun genomuna ait ©°zellikleri

iy bilinmesinin temel ve Kklinik araxkteéern



d¢kéenmektcayibzu Avarl&@ kmada kull anél an hor mon

epigeneti k ol ar ak naséel et kil edi7ji dejer
yapél mék yetersiz sayedaki epigeneti k - a
kazandér éhmaséénmma-1| a



2. GENEL BKLGKLER

2. 1. D¢z Kas H¢gcreleri

Damar |l ar én, solunum sistemindeki hava
kanall arénén °neml. bil ekeni olan d¢z kas
veya hareketlerini sajlamak i-in kasél ép
kas h¢crelerinin °czell ikl eri organeéen f on
deji ki klik g°sterir. K¢ -mpkv&kamajdamaak ad @wna
mm olabilirken gebelikte uterusta500n6y e kadar be¢gyéeyebil mekl e
tipik olarak 4660mMm v e - apé - ekitlomndldi b° | Keasiéh dna mz K
d¢ z k as h¢egcrel eri genel |l i kl e i nce koni k
he¢egcrenion mer kezinde bul unur . Mi tokondr i
sisternatabézomledbrestgli kojen grang¢gl |l eri v
i nkl ¢zyonl ar negkl eusun i ki ucunda yojunl
aralarénda i1iletikim ve mekani k bajlanteél a
bajl edér téeBar dafjf |l hp- ¢k mol ek¢l | er ve iyor
t amaméneén &jalsa@&y amma siélnet iski mi ol uktururl ar (

D¢z kas hgegcreleri aktin ve tropomiyozi
i -eren kalén fil ament | etaveedesmioVvewiknantin akaa s é | a
fil mentlerinden ol ukan he¢egcecre i skel etine
miyozin h¢gcre iskeleti el emanl|l aréndan zen
boyaséyla eosinofilik ol agak ib&kwanédrcr@d 2]
bir T sistemi yoktur. Bunun yerine kave

i nvajinasyonuna sahiptir ve bunl arén alté
birlikte bulunan vezikillerin Cd6 u si t o p | a z ma y ektedir.| Kavedlldar J i d¢
h¢crenin y¢gzey/ haciftmumrhaopémel earrg t @ir édi jvie
dekenegl BeAdkt edir (

D¢z kaséen kontraktil aktivitesi hor mon
fakt°rlerle kontrokketdetebiabiendaKal dukas@g@



kal si yum bajéemleéedeéer vV e h¢gcre - kal siy
kasél maséna n&8&denDaontama kd mvda&mr é n(daki far kl a
nor mal de sessi z hal de eantke,zZk aoorraon & nfae rsaashoinp ty
kendine °zg¢ gen i fadesi sayesinde kaseéel é
geni Kl iJini45pyambDIlay&«hisl iprl azma zaré™ (sar kc
kanallaré i-erif'i-Apg@epod;g°kest s Cae i -
reti kulum (sarkoplazmik retikul um, SR) me
n°rotransmitter maddel er y a da il a-1ar
sarkoplazmi k reti kulumdan mDigyoklasz may& olpa
reti kulumu riyanodin r e-driogfat AF) ¢ k(@P¥R)e kel is
kanallara sahiptir. Sag ikroil ekimmaldd o] WWrpdca,e h
mi ktaré artar ve riyand&adiprdl aseé et °kragh ad Kk ta
hor monl ar -exkitli kal si yum mobilize &edic
taraféndan aktive edilir. H¢ecre i -i"nden Kk
ATPaz (SERCA)G6én etkd)siyle ger-ekl ekmekt ec

D¢z kasrhegdgegekbnl i ol arak -ojalan hg¢gcre
durumunda bu hasara mitozla -ojalarak <ce
hasaréndan sonr aki onarém s¢recinde endot
farkl él akarakgogarpt | mekdi 7 (
2.1.1 Vask¢l er D¢z Kas Hegcreleri

Hi stoloji k olarak yapeéelan séneéefl andé&r m:
Bu tabakal ar, dokunun en dékénda bununa t

tuni ka medi yak&@seéemdaleinet ylaklea ol an tuni ka

L¢emeni d°keyen en i - kesémdaki tek ta
h¢e¢crelerin uzun eksenl eri kan akém y°n¢gn
tabakada bul unan d¢z k a s | a rvazoaktifk ggasl@a | & p g

salgel arl ar .



Orta késémda bulunan tuni ka mediya en
- ok sayéda dg¢z k as h¢cresi bul unmaktader
birbirinden ayreél mék hal de bdidaemnlre nvmnee kbtue c
H¢ececrel er i J Keklindedir ve n¢gkleusl areée uz
ve bajlanteéel ar dékéenda kalan al anl ar baz
tabakada fibrobl ast bul unma rea ketetasti® gibi v e d
ekstrasel ¢l er matri ks ¢reéenlerini sentezl er

Bu tabakada bulunan d¢gz kas he¢gcreleri,
(tek tabakalée yassé epitel) h¢gcreleri tar
(fibroblast growth factorF GF) ve pl atel et k plateretmdcive@ b ¢y ¢
growth factorPDGF) gi bi b¢yeme faktorlerinin etk
tuni ka intima tabakaséna g°- edebilir (miq
duvarén okadamérud ukat ken, patol oji k durur

neden ol arak ateroskleroz g°zlenir.

At eroskl eroz, l' i pidlerin, kanén dijer
biri ki mi sonucu arter duvarénén twmaai ka i r
g°zl enen dejikikliklerin bi7x Arktoembi das §DaIl

meydana gelen Dbir hasar durumu burada bu
bozukl ujuna neden olur ve bu da d¢z kas h
uyarg&z .k®ds h¢gcrelerinin en y¢gksek prolife
sonr a ger -ekl exkir. Bu dur umu izl eyen S ¢

formasyonl aré g°zlenir ve hasarén uzun sg¢

l ¢men | -akédmé&in@aamal ol aBak ger-eklexktiril
Aterosklerozun il k akamal arénda endote
g°zl enirken b u durum histolojik i ncel eme

akamal arda arterin yapé&mesi Ykesde]vei mepa
damar én tuni ka i nti ma tabakaseéenda yaj,

ateroskleroti k plak (ater om) ol ukumuna Ve

neden olur9, 10). At er oskl erozda, syaeankaséhyzue P¢o¢e
d°nemleri arasénda késa s¢reli hgzl é proli
Vaske¢l er d¢z kas he¢gcreleri, kol estrerol ¢n

proliferasyon, matriks sentezi, apoptoz ve enflamasyon ile aterosklerotik plak



ol ukumuna da nl@ddenAyoléncaak,t addiéyrab(et , hi pert a

~—+

cmaj °r kardi yovaskg¢l er risk fakto°rlerin,

O

elirgin bir Kekil de etkiledif]Ji ve dahas:

<

ask¢ler degz kasl ar €nl2218.e ml i ol duju bilinr

2. 2. Fol iHorgon (RM)ar € c é

FSH, a ve b zi ncirinden ol ukan heterodi mer

hor mondur ve °n hipofizden (pidg¢i tFarHORaz i

zinciri 89 ami noasi tt &rmincio lise 41braminoasittem k t i f
ol uakkh adér ve Dbiyolojik ©°zg¢ll ¢k bu zinci
ol uktur an, eksantirik yerl exki mli ne¢gkl eus
h¢crelerden ¢retilir ve bu hg¢gcreler par s
Hipotalamu s t a n sal géel anan gonadotropini serb
releasing hor mone, GnRH) , °n hipofizden
hor mone, LH) ve prolaktin salénéméné wuyar

dol akéména ege-@ergamedaked resept®r¢ne bajl a
bakl at ér . FSH, di Ki i reme sisteminde, oV
ovul asyondan sorumlu ol duju gibi erkek ¢r
yézey resept°rlemrtionlei bladdraelagraikni & andr o
(androgedo i ndi ng protei n, ABP) cretmesini saj
d¢zetmd.er (



Ostrojen ve

Testosteron Progesteron

Ovaryum
Testis ¥

keki FSHVetst ost er onun horl6onal d¢zenl enmes

Erkek ve diki ¢ remebisliisn eemkiafrsdd 0yeaty,laislki¢ |

hastal ékl arl a ili kkaskplerge°dger eknas v emerstea
proliferasyonu ¢zerindeki etkil eri il e 11c¢

Yeti kkinl erde ovar yumdak.i gr aSertoll 0s a f
h¢crelerinde eksprese edil difij.i bilinen FS
testis endotel yal h¢creleri t dr-20)f . nAlyamé daa
invtrok okul | arda yapeélan bir -alékmada i nsan
resepter¢ i -erdifji v e ihanmsama choriénic gomaddtropm)o n a d o
vV e LH il e birlikte uygul anan FSHOGEénN bu
bil di r 2l Pnioksttiart , ( me me , kol on, pankreas, me
testis ve ovaryum kanser. hasta dokul ar én
bu te¢egmerl eri besl eyen damarl ar i ncel enmik
kandamarl&@ nén endot el h¢crelerinin FSB2.resept'!



2.3. Testosteron

Testosteron (©H2802, 1 7-ydroxy-4-androster3-ong kan dol akémeér
erkekte hem de kadénda bulunan28&eml3gr /bmaol
ve yarél anma g¢mdgr 1 Er kekt e, testosteron
Leydig h¢creleridir. Kal an kesme az mi kt
h¢crel erden de3, 24r et INlomenlad ederri kki n nbir e
sekresyeén mgd & nd3dle, r2 (nInBo.lY g¢n) ve Vv¢icutt a
ritme bajl e ol ar ak dej i ki kIl ik gesterir.
konsantrasyonu 385 nmol / Lo di r . Di kil erde iZbe bu o
26). Tesbsteron, FSH | e ber aber gamet ogene 26 z &Krainnd e
dol akéméndaki testosteronun b¢yeék bir k &
proteinler esas ol ar ak seks hor mon baj l
Testosterona2osyilal ké@drada% ser beyt Dlod rmaxle md al
testosteronun -ok az bir mikt-ReteoStsenmr i e&ln
don¢ktegrel ¢pB6) i difestasaeebBrdikilerde hem
bezden az miktarda (yei Kk ki nde kan konsantrasyonu <3, 5
mol ek¢l I erin periferik dokul ar da2426e.st ost ¢
Erkeklerde yakla birlikte testosteron kan
eksi klijikdnekomwmsamtrmasyonu <7 nmol /L) k el

yaj kitlesinde artéek ve |libidoda azal ma
neden olabili(27).
Seks hor monl ar é hem di Ki hem de er kek

bakl amameéna koaoner arter hastal €] & ol an ¢

kadénl aréenkine oranla 8 yel azal tmaktadeéer
menopoz °ncesi kadéenl ardakine oranla er kel
erkeklerde androe varl éj é& ve °strojen eksikIlif7i g

dekenegl mMieXBt2di rTe(st osteronun dehidrotestos
estradi ol 6e d°n¢ Kmesi bu konu hakkénda
g°stermektedirkelGeaerehsioyatriaki, n ekoroner ka
risk faktor¢ ol 80.Jju degkegnegl mektedir (
Erkekl erde koroner arter hastal éjeée (KA
g%zl endiJi Il -in ve anabol i k st eiyabiskeni er |, °



v e hi pertansiyonl a Pl kki i bul unduju I -
kardiyovask¢l er hastal ék r i s k3Ly3D.eAncakl i K ki |

yapélan son -al ékmalar testost eretkiginnnn kard
ol dujunu g°H,t32r mektedir (
D¢ K¢k testosteron d¢zeyl (hi potestost

hastal ékl aréenda ateroskl|l eroz gi b33350i r - ok
Testosteronun ateroskleroz gibi koroner atiea st al ékl ar é ¢zerindek
bilinmemeklIl e birlikte bu Konu il e il gil
-al ekmal arl a testosteronun at e33B3 k| @rg&xz & |
testosteron seviyesine sahip erkeklerde ateroslo z gi b kardi ovaskyg¢
ortaya -ékma riskidfqm3yaha&kofranlea alrdeju hf
d¢ K¢k testosteron oranéna sahip erkekl er
ol dwB®u b I diril mi ktir.

Bazeé klinida,-akexonmera arter hastal ej é
tedavisinin anjiyograf.i sonu-1 ar éna bake
verdiiji rapor. &diilnmikk t-iarl ek3mal ar , akut t e
arter hastal éj 6 dhknkaerkekhdedeni gokard [
glestermi ktir. Bul gul ar testosteronun bu
Pl kkio ol duj 4040. Agcaks liee menkadamh @idbi-ral € Kk mal ar ,
testosteronun akutnoweomd adi | kad ® g andtrilkaissiomil a
savunsa da hayvan -mbvitbbem&li deénda-oadqpod ug di
konsantrasyonlaré (°rn. y ¢RB)s.e kPaekd k+ oknof ar
czerinde yapél mexk O I @ a testostérenuny ongkaromoldre n e y |
konsantrasyonl arénén prekontrakte pul mone.
daki kal ar i -inde gevkemeye 4345 bAkgine, ol du]j
kar di yovaske¢l er hastal €] & ol an ntiasyenlardee r d e
koroner vaskg¢l er akem ve damar -ap®Eneée heéz:
Testosteronun et ki sinin arakterel dej e k

kardi yovask¢l er koroner hastal éflagiedici an ki
et kisinin ol duj3urmB2 40pFatmakolojikmieulgulae, destostergnun

damar g e v'kkeammeasl il nair €0h4& ,a-ya(;rlga‘Lsgeek( iGagenl i Jinin
o | ma s4®)yVolj héssasiyetiyled?) ve ATRduy atfk @&@naKl | aré il e sce



g°stermﬂé¥)kCta2é’ldamal(é testosteronla antagoni st
et ki lidir. Sé-an aortik d¢ z k as he¢egcecrel e
uygul am&tﬁaié(ﬁa%’Lnk,anlal akém-ty[i)en@e%J’tDH\ann%lrcuernL

inhibitors, kat) akti vi tesini h e 29, 80, dncak inogitelkL,uH5 de du
trifosfat (IPs) kaplée kalsiyum kanall arénéemM9.akti vi

Ayréca d¢z kas h¢cr el er istosgmre komsangasygnama e | a n
bajl é& ol arak testosteronun pr5&3%3. ferasyonu

2.4. Epigenetik

Epigeneti k, DNA dizisindeki dej i ki mler]|

bl ¢nme ile kal étsal ve kazanél Bpigenetgen f o
deji ki kliklerin en °nemli.i °czellijJi, DNA d
Epgenet i k ter i mi i1k ol ar ak, 19426de Con
genetijio ol @5a.k %Kad |yaaléll aamréecka erapéel an - al e
°nemini ortaya koymuk ve °zellikle embriy
sérdbas eéegen i fadesindeki deji ki kliklerde ©°n
deji ki klikler, DNAOGnNnEéN se-ici ol ar ak, f a

kromatin yapélaréna paketlenmesiyle ortaye

Belirli ve gerekli zamanlarda ifade ¢den yakl akék 23000 ge

sajlayabil mek i-in DNAO6nén histon protein
gerekmektedir. Bu Kekil de bir d¢zenl enme
nekl eozoml ar kromatin ®R)aGeark iofrgdesizrei ne dk
kromatin yapéséndaki deji ki kliklerle sajl
ol dujunda o genin i fadesi durdurul ur yan
a-él dejéenda genl er aktifl eki%n¢ kBeuml diu roul nduun
de¢keneégl melkNAe dmet ivleaesyonu ya da histon mod
ol ayl arl arén da etkili ol duju bir -ok me
(kekil 2.2).

10



X tin Epigenetik Faktor
< L)
Metil Grubu

2
Kromozom

Okunmasi kolay bolge

Okunmasi zor bolge Gen ifadesi T

Gen ifadesi l

ke R2DNAdnén d¢gzenl enmesi (558 gen ifadesinin kontrol

Epigeneti k mekanizmal ar DNAOGYé& dojrud:a
etkil eyenler (posttranskripsiyonel mek ani
czeramd-eok - al &k é DNAanetillemadsiae histonun &l kelaninal ucu
post transl asy on &6, 57mBudiaylardkDiNA ynetitrdnsfaeragzlar & r
(DNMT), histon deasetilaz (HDAC), histon asetiltransferazlar (HAT), histon
metiltransferazlar (HMT) ve meth a ] | a y € dnéethybbindirtg @rotein, MECP2)
gi bi bir -ok enzim g°revliidir (kekil 2. 3.)

v AN RIRED e

—

(L H,C ”
HAT HDAC
/g /& Nukleosom mm Gen Aktif

5met|I TT
[BLEE)
Sitozin Asetilasyon
keki DNASya metil grubunun ekl enmesi (B3NP metil asyo

11



DNA metilasyon ve histon modn ¢k lkeoszyocom

kaydérma (nucleosome sliding) ve n¢gkl eozc
ATP-baj éml & kromatin remodell emel eri60de epi
61)

Epigeneti k modifikasyonl ar, mitoz ve he
kor uyabilirken geri d° n¢ k@ml ¢ Ayl @aac a k- @war egde
uyarélardan da y¢ksek derecede etkilenir.
bozukl uk ol dujunda ortaya -ékan genni fade:
ol ukmaséna yol a-abilir. Epigeneti k mekan
kaynakl e risk fakt°rlerinin etkisiyle olu
iyi anl akél maséna ve tedavisine y@Bhnelik ye

Epigeneti k dejikikliklerin hastaleéekl ar |l
-o0ju kanser sczerine odakl anméxt ér ancak
mekani zmal ar én rol ¢ hakkeénda yeter |l S
kokul |l ame, abégskanl|l eéjé ve geneti k altyapeée
hastal ékl arda et kild] ol duj u uzun yéllard
°czell ikl eri hen¢z t &4 . olEarkeekn aymalkd kaé ldaama-me
uyar élamete i gvaryasyonun daha sonr aki y

et kil eyebil di6b66d¢kenel mektedir

2.4.1. DNA Metilasyonu

DNA met i | as vy onueuyndakD babv@nuanéd WNASmetiltransferazlar
aracel éejeée ile birmeteitlidi tgozuibnu, eSknh@)n nmsecsn u ¢ U
modi fi kasyondur . DN&® m@Get ol | kenldg § d e ki a ntaenn
baskélanérken demetil eeoil dugkndaddmd hq€) - g
DNA ¢(zerinde Sitozin ve Guanin baz -1 ft
adal aré) bulunmaktadér ve genellikle meti
b°l gel er - 0] unil uckndlaa (sitd2iNmM €% @agyon bulunur ve
kodl anmayan genomi k bel gel erdir. Me me |l i |

12



yakl ak€k wé6a@anénda CpG adal ar é bul unmakt a

metil asyonun az ol duj u67,heB)pdmeak | banmi w ap
metillenmenin fazla olduju (hipermetilasy
yapélan - al ekma67a60)d.a Kjnssteerr i ¢ Imi ku munun er
genomi k hi pometil asyon g°zl endi jisyomi | i nme
temPr geli kimi ve onkogen ekspresyonu gi bi
(70-73).

Me me |l i h¢crel eri ndvee DDO\NNWITI3,b DoNMTa3ka ¢ zer
DNMT t anéml anmékteéer . DNMT1, DNAOGNEN repl i k;

mevcut metilasyom korurken, DNMT3a ve DNMT3bde novo metilasyonu
ger-eklexktirir. DNMT3a ve DNMT3b il k ol ar

h¢crelerde embriyogenez dékenda da °neml

bildirilmektedir (74) . Ayréca DNMI kgdmlreerlier el iympél a
DNA metil asyonunun embriyonik gelixkimde v
ol duju biT5di rAdmi kKkid¢Z Kkarsvitrb-cxlr@k rmali g ca
h¢crelerin i1k repl i kialsdyeon| ahriépnodnraet b € las iy 0
bil dirird M) kt iAyr €ca en il eri akamadaki a
hastal ar én genoml ar énda hi pometil asyon

g% st er i 16miDNA i hipometilasyonunun, aterosklerotik lezyonl o kK u m

akamal aréndaki gen ekspresyon farkl él ékl ¢
Yapélan -al exkmal ar hi pometilasyonun d¢z k
gzl endijinin yoksa bu hg¢gcrelerinnmirolife
ol dujunu a-éklayabil me& . ¢(¢Dejiene bwajlunladkér
arakteéermacél ar , DNA metilasyonunun d¢z ka:
belirtmektedir {6, 77) . DNA metil asyonun at eyraopsékllaenr o z

-al ékmal ar da artan DNMT 1 ekspresyonunun

proliferasyonu ile i7@ikkili ol duju g°steri

13



2.5. Caveolin

Kaveol a, t emel ol arak kol esterol ve si
h¢cre 1 -yanpemédko ] rlu]j om&I0i Kk i nvajidn(@syonl al
Kaveol anén yapéséenda ayné zamanda caveol.

e
Modern elektron mikroskobi k tekniklerin g
é

aydenl at aldemda yea . b &Kkalvaee ol al ar , i -erdi kl er i I
l i pid raftlaréen bir alt cyesidir @8dh.cak byg
Yapél arénda protein-pkionaez nC,ektenoki mekep
endotelyalri r i Kk oksit sentaz gibi -exidbtfil asimexal
(GPH i nked) proteinler, GPCR gi bi -eki t i 1
resept %raldereineveé¢i kK resept°orler, kaveol anén
( Kike 2.4) , déka bakan keéesémda G proteinler,

proteinler, caveolinler ve tiroz8l83). ki naz
Kaveol al ar én v e caveolinlerin gerevl eri

caveolinle i n si nyal Il etimi, endositoz ve tran

ol duj u bi | B486)i .l makhtsécdrieerl e ¢ d e caveolin eks
zamanda kaveol alarén da aB80.mi ktarda g°zl e
Kaveolalar ilk olarak 193 vy él énda Yamanda taraf éno¢
h¢crelerinin plazma zarénda kexkxfedil mi kKt
glesteril miktir. Kaveol al ar , daha sonraki
kl atrin kaplée ol maggonhgceeokaB®md8i daai anér
Caveolin gen ailesi CAM, CAV-2 ve CAV-3 ol mak ¢zere ¢ - f a
ol ukur . Bu caeenlihle(Cavly, eavenls® (€dv2) ve caveolir3 (Cawv
3) (caveolinprotein ailesi) proteinlerinkodlar. Cav1 ve Cav2 proteinleri, genellikle
birlikte eksprese olurlar ve epitelyal,
ol duju kadar ©°zellikle adipositler ve fib
bir yandan CaB proteini, kas dokuya spesift i r ve bu y¢zden sade
kasé ve 1Iskel et B8R.KeavweaadveCavdkrsgps ersckca 09 rue ml(i
bul unmakt adeéCawvl pKaweed Ina lnarn varl éj e il e k a
yapéseéneén Cadl pretemmis gerekdi@| d uj u g° s Cartpratemi kKt i r

eksi kIl i7i ol an farel er de89%RIx Caveolingroteirkesi i k| i J

14



yé¢ksek mol ek ¢-bligomgrile velveyakhetéro lhiognmmer i k yapeéeda
membr anénén sitopl axvelaya mi ankdn yk&dmanda |
yapéda mo I( &le k Il (80).21Garl ve Cavd homm | i go mer yapé
ol ukt ur dkeCav2 het@rmovl i gomer yapéeydd). ol ukt ur makt

ade B. Caveolin-1 oligomerleri (14-16 monomer)
Kaveola = aocn eomerier

SR, [ o

MO L) S s

A. Caveolin-1
Monomeri

Kolesterol | sfingomivelin
;

b Oligomer () .
T kaveolln | Fostolioid
AN )

WUUUW U UY
D. Hiicre
o oé\)

Endoplazmik Retikulum

a0 0o o0 00

kekidKaeola ve #®veolin yapeéseé

Kaveolinlerin at er oskl er ozun gel i Ki mi Séraseén
dekenegl MKkt eAdierr o(skl eoz, -evresel vel veya
di yabet, kol esterol, y¢ksek tansiyon ve

g%zl enebil enskampk e & .ChK aksphemyoral| atenosklerazun

gel i Ki mi nde r ol al an endot el h¢creleri,

h¢crede bulunmaktadeéer. Kaveol al ar , h¢gcren
bir -ok sinyaylapytoéljag] éin-dian gb°ur eyvap él ar én at e
sahip olduju d¢gkegnegl mektedir . Yapéel an - al ¢

r ol al an hg¢cr eilléi inn-aténojeghkry® da agtterojenik €tkismin
bul unduj u rbi IAdg/irréiclamikkatvieol i n protein eksik
-al ékxkmal ar da bozul muk anjiyojenik tepkil e

yanétlar verd80inKawgyésltargerelrolarak mor

15



Ki Ke Kekdinaped)( fyap&l ar ol arak tanémlaner

I -erijindeki koleeterol miktaréna bajl édeér
azal mase, kaveol alarén endoplazmi k retiku
olur (94).

2.5.1.Caveolin-1

Caveolin protein ail ek, nfiar kmlag °bbi priod @
sahiptir vV e bu g°r ¢n¢gm s alke structire) soklaraka b e n
isimlendirilir (k e k i4)1(952.. Bu yapeéesal C&rtellaV daqglcaaséens i
i -indeki bir - ®O&9Raweolnadé@Eném| majlGwl, deék pt
CAV 1 geninden kodl aner. Mol ek ¢ | ajérl eje
fosfoproteindir 86, 99. N-ve Gt er mi n a | al anl aréezaonperkak an
Cavlpr ot ei ninin 178Carldi f @&s ktDtagn vel uka&dn a mi n
Cavlb (21 kDa) ol mak ¢zer €9. ki i zof ormu bul

Cav16i n, h¢crelerde bir -ok fonksiyonu
g°rev al déj &av@tisnt etriirlomd iknn i ami noasitl eri f
adezyonl arl a kol okali ze hal dCavl buh gamakit @
mi gr asyonunadra gAyvieek akaip | Garlda nd-@ewpl asyonu

h¢gcre migrasyonun dB6@. KaveotaweChvdlii aas y bl naseakr €s

ins¢glin resept®°rg¢ aracél é sinyal d®0.ve mu
Kaveola ve diayndmmenaki lii-k ki syjanpél an - al &k mas
vel veya fonksiyon bozukl uju ol an i nsan
gesterilmiktir fakat insanlar ¢zerinde vyaj

2 diyabete bajl é oifngyloilmj dsredekni mopa i
g°steril 8memiOteizn t éye bajl e ins¢glin direl
czerinde yapélan bir ar aGatléekspresgoaunun yakkj v e
edil ir seviyede thi K £101). Kaveblaljrda lokpRze, tbérr i |

tansmembran protein resept®°r¢ olan GPCROI

ins¢glin sekresyonunda g°rev al eéer. GPR4O0,

16



aci ds) bajl anar ak I N(30Q!.1 nAysreekcrae siymarglniun u:
takéyécese (transporter) ol an GLUTA4, he¢ecr
sonra plazma membranéndaki 8aGaelp!| alnasr¢egda nl
sinyal yol akl ar éndaf arol s ioyyonnal daérjdea gdiab i ° nkeann
(102104). Cav1 nu |l | farel er czerinde yapélan bir
hi pertrofi g°zl enmik ve nor mal fenotiopl:i
ol duj u bi 1103.r Ancakni Gawl1lo r n eMgi® r heng¢ z t am ol

anl akél amaméxkt ér .
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B3.GEREMEY¥NTEM

3. 1. Kull anél an H¢gcreler

¢al é Kk mamé z dSpragkeuDalleyin&rl ans é- an aorti k dg¢

(Rat AoSMCs, Lonza, Cat NR:ASM-580) t i car i h¢cre hatteée ol s
d¢kas aktin proteini i-in 095% pozitiftir.
kardiyovask¢l er hastal ek -al ékmal arénda ket
3.2.H¢crelerin ¢°2z¢l mesi ve K¢l teor g

Seve azot i-erisinde kriyo vialde donmt

1. HézIre kleik i°Cadlei k37su banyosun-h5dakikg ndé v
h¢creler -°z¢l ene kadar bekletil di

2. Su banyosundan al énan kriyo vial %7
l ami nar kabine al éndéeé.

3.¢°z¢nen he¢gcrelere yavak béerveekrige
i -indeki h¢creler daha b¢gyeéek bir tegpe
4. ' zerine he¢cre i-erikli s¢s@rd@sdekinun
katkelé& medyum il ave edil di

5. H¢cre sayéeme yapéel de.

»

5000 hi3oclraec/ackm keki |l de ekim yapéel deé.

H¢ecreler %200 isnéagkétri vee rfuPnmtua (183, wll on z a,

pensilin ve streptomisin, %1 amfoteridh i - er en DMEM/ F12 medyum
BE04687Qile37°C sécakl ékta ve 2)%5i -kearrédbro nidni loklsa tt°
edi l dil er. H¢ecrelerin me d y-2aOnu k & n fgl¢unednes eb it

h¢creler pasajlandéeé.
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Pasajl ama ikl emi i -in;

1. H¢crelerin medyumlaré -ekildikten sonr
DPBS ile 3 kez yékande.

2. Begtypzeyi kapl ayacakiERBAasolOu2pé&nu riypi
daki ka 37UCo6de ink¢be edil di

3. Tutunduju y¢zeyden ayrélan hgcreler 15
aktivitesini durdurmak i -in ¢zerlerine

4. T¢plerin kapakl aré sékéca kapatél arak =z

5. T¢pt eki sé¢pernatant atelde ve hegcreleri

6. Hecrelerden 20 Ol °rnek alénarak ayne
CEDEX XS h¢cressggemaciéehgapci de.

7.Sayém ikl emi ndreenlPéeg® na3m 0 0 h¢cre ol acak

flasklara ekildi.

KIl k pasaj dan sonr a he¢creldgegndleé ztlgam -foljaas
konfl uense uDeaeylerdsS3-8(HEGER8) | aBa g @ rkdud Kia npgd sdagj. | &

keki Kodfluent ol an sé-an aortik d¢gz kas hegcreleri
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3. 3. Deney Gruplarénén Olukturul masé ve Hc
Hazéer |l anmasé

¢al ekxkmamézdaki gruplar #hwerkagkivlpdea @l detne
1- KontrolgrubuHor mon 1 -er meyen medyumla besl en:
2- Etanolgrubu Testosteron hormonunun =-°92Z¢cC¢sSé
kull anél déjée en y¢ksek konsantrasyon ol

3- 1 ng/ml testosteronrgbu

4- 10 ng/ml testosteron grubu

5- 100 ng/ml testosteron grubu

6- 1 ng/ml FSH grubu

7- 10 ng/ml FSH grubu

8- 100 ng/ml FSH grubu

910 ng/ ml testosteron, 1 ng/ ml FSH i -er e
16010 ng/ ml testosteron, 10 ng/ ml FSH i -er
11-1 ng/ml testosteron, 10 ng/AISH i - er en kombine grup

121 ng/ ml testosteron, 1 ng/ ml FSH i -erer

(]l

3. 4. Ger-ek Zamanl e H¢gcre Analizinin Yap

Olukturul an grupl ar da sé-an aortik d¢
testosteron ve FSH horamad éayléaCERmaateek i 51 n
RTCA DP cibaaé¢ bobguhbh83d@ h¢igcre canl el ék ejri
sonu-I|lar el de edil di

Bu ama-1 a:
1. Ci hazapl°zted lkuyul aréna medyum il ave edi
2. Epl ateler cihaza yerlextirildi

3. Kuyul ara lyear &0i Oé¢rmedyum konarak ci ha:
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4., Lami nar kabin i -erisinde, he¢egcecreler ci
éKollam4k wyrul ara, her Dbirinde 300
yapéel de.
erin tutd¥iCma$€& aikd Bit 2d vea &5n k ¢ b a't

yakl ak

5. H¢eer el
bekletildi.
6. H¢ecrel er tutunduktan sonra konsantrasy

FSH hor monl ar é-platetedigkikayularailave edigdi. e

7. Epl at el er cihaza yerlexxtirildi pe 96
edildi.

8 Hor mon uygul amaséndan 96 saat sonra der
9. Sonu-lar istatistik verileriyle birlikt
H¢ecreCEDEKXK, XS h¢gcre sayém cihazé ile sa
RTCA DP cihazé ile proliferMeysnnofanVarégi
Teknol oj i Ejitim, Araktérma ve Uygul ama M
k¢l tereg | aboratuvarénda ger-eklexktiril di
H¢cr e canl el ek ejrilerinin dejerl endi
karkeéel akt érél arak ger-eklextirildi

1 Kontrol grubu, 1 ng/ml FSH uygulanan grup, 10 ng/ml FSH uygulanan
grup ve 100 ng/ml FSH uygulanan grup ile
1 Etanol grubu, 1 ng/ml testosteron uygulanan grup, 10 ng/ml testosteron
uygulanan grup ve 100 ng/ml testosteron uygulanan grup ile
f Hormon dozl arénén kombine ol arak ver
1 Etanol grubu,1 ng/ml FSH,10 ng/ml testosteron, ve 1 ng/mi
FSH, 10 ng/ ml testosteron, i -eren
1 Etanol grubu, 10 ng/ml FSH, 10 ng/ml testosteron, ve 10 ng/ml
FSH, 10n g / ml testosteron, i -eren kom
1 Etanol grubu, 10 ng/ml FSH, 1 ng/ml testosteron, ve 10 ng/mi
FSH, 1 ng/ ml testosteron i -eren Kk
1 Etanol grubu, 1 ng/ml FSH, 1 ng/ml testosteron, ve 1 ng/ml FSH,
1 ng/ ml t est ostgeupiten, i -eren kombi
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3. 5. Kmm¢gnofl oresan Kkaretl eme ve Dejerl er

Kmm¢nofl oresan i1 karetleme i1 -in h¢gcreler

kuyuya 3000 h¢gcre olmak ¢zere 96 kuyulu p

i -in 2 4. ve dPet |Isecaname eydpUuunl ujkunu i ncel e
tekrarl andeé. H¢ecrelerin petriye tutunmaseéeé
deney gruplaréna belirlenen konsantrasyonl
Dijer grup i -1i nhoirsmeo n7 2ars aid/tPidNtdmedddMa3L a v

antikorl ar é il e -al éxel de. Bu s¢érenion S

i karetl eme yapeéel deé:

1. H¢cre medyumlaré uzakl akteéer él deée.
2. Hecreler tuzl u fosfat tamponu (PBS)
paraformaldenhit ile 10 dakika fikse edildi.

3.PBS il e 36er kez 5 dakika yekande.

4. PBS i -i nde h &7 &rl li &kn mMEKOIOt ok arX Ké ménda 1!
per meabilizasyon yapél dé.

5. %1, 56l uk séjér serum al b¢miOnii -(eBSA) PuvBeS
30 dakika blokland .

6. %1, 560l uk BSA vel®%0,lé6er&nTPBBEon- Xnde di
antikor sol ¢syorbdeébidambateéel-U@-ROogbe +dd
Santa Cruz, sc 894) antikoru 1:100, DNMT1-1B, Santa Cruz, sc10221)
antikoru 1:500, DNMT3a (K295, Santa Cruz, sc20703) antikoru ise 1:300

oranénda dil ¢e edil di

7. PBS ile 36er kez 5 dakika yekandeée.

8. %1 BSA ve%0, 1600 ki -TerieemonPBS i -inde sek
Carl i -in donkey anti rabbit, Al exa FI
DNMT 1 ionrkeynantidgoat, Alexa Fluor, Life Technologies, A11055)
konsantrasyonl ar é ayarl andé. Her pri me
florokrom konjuge sekonder antikor il a
karanl ék ortamda ink¢basyon yapel de.

9. Kar anlta@aknmda 306er defa 5 daki ka PBS il e
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10.0,2-1' g / ml Hoechst 33342 i-eren PBS konul

boyandé.

l11lBoyanan hg¢creler Mersin | niversitesi T
Anabil i m Dal é6nda bul unan mNRroskapta Ti
ger¢nt ¢l endi ve fotojrafl andeée.
H¢ecrelere i karetlenme yojunl uj uNtHa | mage

ABD) programéyl a skorl ama yapel de vV e

dej er | e n d ikaniitdtifolarakkanabz edidi:
¢tekirleesn ml er yukar édaki yazélem kull ané

(kekil 3.2). Yazél emen Afreehand sel ect

h¢crenin dék sénérlaré dikkatlice -1izil

Aanal yzegndmekn;, fAimeasureo komutu kul | ancé

i karetl enme derecesi Api ksel yojunl ujuo

téem hegcrelerin mini mum ve maksi mum 1 Kar e

en y¢ksek dejer kaméedermraakk bk rdejkear et é en me

aral ek 4 exit par-aya b°l ¢nd¢ ve en dg¢k
gel en h¢gcreler ku kekilde skorl andé:

1: Kkaretl enme yok

2 Hafif i karetl enme

3: Orta ikaretl enme

4: Yojun ikaretl enme
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Process Analyze Plugins Window Help

= o ImageJ
Adjust > = - ; A e = — =
Show Info... g 32-bit O o|z|o| <&l K| Al a| || pefsw| 4| & | 2| | >
Properties... 0 #8P 8-bit Color Freehand selections
Color » V RGB Color
Stacks > | RGB Stack
fbectcc > | HSB Stack
Crop 08X Lab Stack
Duplicate... 38D
Rename...
Scale... #E
Transform >
Zoom >
Overlay >
Lookup Tables >

k eilB2.Resi mlerin °Il-¢m i -in gri skal aya -

2560x1920 pixels; 16-bit; 9.4MB

kekilGr8. 3kalaya -evrilen resimler ¢zerinde
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|l mage J programéyla ikaretleme yojunluju

akajedaki form¢gle g°re hesaplandéeé.

Ho_P | b i b i b i

Gruplar arasé imm¢gnofloresan boyanma y
72. saatl erde ol mak ¢zere her bir antikor

1 Kontrol grubu, 1 ng/ml FSH w@gulanan grup, 10 ng/ml FSH uygulanan
grup ve 100 ng/ml FSH uygulanan grup ile
1 Etanol grubu, 1 ng/ml testosteron uygulanan grup, 10 ng/ml testosteron
uygulanan grup ve 100 ng/ml testosteron uygulanan grup ile
f Hormon dozl arénén kounbu nel wKtaurakl arer
1 Etanol grubu,1 ng/ml FSH,10 ng/ml testosteron, ve 1 ng/mi
FSH, 10 ng/ ml testosteron, i-eren
1 Etanol grubu, 10 ng/ml FSH, 10 ng/ml testosteron, ve 10 ng/ml
FSH, 10 ng/ ml testosteron, i-erer
1 Etand grubu, 10 ng/ml FSH, 1 ng/ml testosteron, ve 10 ng/ml
FSH, 1 ng/ ml testosteron i-eren k

1 Etanol grubu, 1 ng/ml FSH, 1 ng/ml testosteron, ve 1 ng/ml FSH,

1 ng/ ml testosteron, i -eren kombi
Hor monl arén zamahar bapdiér melkiil ernnhedelt
dozl arée 24. ve 72. saatlerde karkel akteéerél
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3. 6. Kstatistiksel Anali z

Tem i statisti ksel anal i z| eBiyoiststistik ¥d n | n i
Tébbi Bilikim Anabilim Dal é&éritedn he agmptak € | ar ¢
nor mal dajel ema uygunl uk kontrollerine Sh

daj él ema uyaure kbmaldiemd el de¢ aemciml eary exce&r iilserat

ortalama ve standart dejerleri verildi. Gr
belirlemek 1-in ANOVA testi kull anél deé.
i ki ker |l i kar kel akt ér miaVederirdamaliZDSP5S$ HL1b paket s t i

programénda yapél d®P&. OK6baal éndk&. anl aml &1l ék
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4. BULGULAR

41Ger - ek Zamanl & H¢cre Analiz Bulgul ar é

Hececre keltempd abet amend&ki éen hegcreler 24
tutundu.y ¢lregreeltaurt unduktan sonra Kontr ol g
Kuyul ara dejiken dozlarda FSH ve testoste
ejril eri sabitlendijinde (hormon wuygul anm

ve sonu-lnrcehl¢lcrienckaks ortal amal aréna bak:

saat (hormon wuygul anmaséndan 44. , 57. , 70
gruplar i-in bu saatlerde karkeél aktér mal a
medyumilae edi |l i p deney bakl atéldéje ve 24 s
konsantrasyonlaré ilave edildifiji i -in <ce
dejerlendirip yorumlandé. Ger-ek zamanl é& |
grupl amadaarzasnana bajl e ol arak dejikti]i v

artekenda bazée gruplar araséenda fark ol uxkt
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Cell Index

0.0 270 54.0 81.0 108.0

Time (in Hour)

= KoONtrol Etanol mm F1T)

— T mem FT,

F2 T m— T

3 T 3 5T
kekil ®Bgnmupl arén zamana bajl é& c¢,1D ngimhFSE Kks 10@ 7 r i s i |

ng/ml FSH (E), 1 ng/ml testosteron ¢J, 10 ng/ml testosteron §fve 100 ng/ml testosteron4)T 1 ng/ml
FSH, 10 ng/ ml test ostule)lagmiSk,r eh ko/mbli ntee gtr apt € FFo n

grup (RTy) , 10 ng/ ml FSH, 10 ng/ ml LT4G ngmkRSE,rlong/mli - er en
testosteron i-¢€ekn kombine grup (F

H¢ececreler, cel | i ndeks ortal ama gtinej er | el
FSH uygulanan grup, 10 ng/ml FSH uygulanan grup ve 100 ng/ml FSH uygulanan grup
il e karkel aktéréldejénda, 10 ng/ ml FSH uy
ol arak 44. saatte azal an<0etOlBi)ni n karklidml &4 .
111 . saatl erde i se 100 ng/ mli FSH wuygul an

istatistiksel a-éda<0,@ml)armlkekdlldujdu 39°st er
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29

Cell Index
©

0.9

k e ki IKontral,.1 8g/ml FSH (B, 10 ng/ml FSH (B ve 100 ng/ml FSH @

Time (in Hour)

zamana bajlée cell indeks ejrisi

k e k i |Kontrel, 1 Bg/ml FSH (B, 10 ng/ml FSH (B ve 100 ng/ml FSH @

0,50

0,407 oy

95% Cl 568
3

0,201

0,10 ——

0,00

grup

saatte cell indeks ortal amal ar é
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)
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uygulanan grupl a

uygulanan grupl
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k e ki IKontrel, .1 Ag/ml FSH (B, 10 ng/ml FSH (B ve 100 ng/ml FSH (E)

saatte

k e ki |IKontrel, 1 Bg/ml FSH (B, 10 ng/ml FSH (B ve 100 ng/ml FSH ({

saatte

cel

cel

0,80

0,70

0,60

95% Cl 581
3

0,401

0,30

0,20

ndeks

grup

ortal amal ar é

1,20

1,00

95% Cl s94

0,80+

0,60+

T
Kontrol

ndeks

grup

ortal amal ar é

30

uygul anan

uygul anan

grupl

grupl

C
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2,001

1,80

1,607

1,407

95% Cl s108

1,20

1,00

0,807

T
Kontrol F1 F2 F3

grup

k e ki IKontrdl, 1 6g/ml FSH (B, 10 ng/ml FSH (i) ve 100 ng/mIFSH @ uygul anan gr upl é
saatte cell indeks ortal amal ar é

3,001

2,507

2,007

95% Cl s122

1,507

1,007

T
Kontrol F1 F2 F3

grup

k e ki IKontrel, 1 Ag/ml FSH (B, 10 ng/ml FSH (i) ve 100 ng/mIFSH @ uygul anan grupl &
saatte cell indeks ortalamal ar é
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3,50

3,00 }

95% Cl s135
38
1

1,507

1,007

grup

e ki | Kontrd,.1&g/ml FSH (D, 10 ng/ml FSH (B ve 100 ng/m FSH @& wuygul anan grup
11. saatte cell indeks ortal amal ar é

Sé-an aort d¢z kas hegcrelerinin, cel |

grubu ile 1 ng/ml testosteron uygulanan grupn@dml testosteron uygulanan grup ile

100 ng/ ml testosteron uygulanan grup kar K¢
a-éséndan 100 ng/ ml testosteron uygul anan
a-eédan anl a<th| 65bulO@ig ki (p4. 1

32



3s E

Cell Index
~
n

[

05 E

45

05 E

k e ki IEtandl, 19g/ml testosteron T 10 ng/ml testosteron ¢fve 100 ng/ml testosteron {jT
uygul anaragran@al ®ragn é cel | indeks ejrisi

P L
270 54.0 81.0 108.0 135.0 162.0

Time (in Hour)

0,507

0,40

0,301

95% Cl s68

0,20

0,109

T
EtOH m T2 T3
grup

=mm Etanol
|

— ),

T3

k e ki | Etdnol, 1 hddml testosteron {)T 10 ng/mitestosteron (3) ve 100 ng/ml testosteron )T
uygulanan gruplarén 44. saatte cell indeks ortal
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0,807

0,604

95% Cl s81

0,40

0,204 {

T
EtOH ™ T2 T3

grup

k e k i | Etafhal, 1 dg/ml testosteron{)T 10 ng/ml testosteron gfve 100 ng/ml testosteron T
uygul anan gruplaréal amal aagtte cell indeks ort

1,254

1,007

95% Cl s94
e
a
1

0,507

0,257 |

T
EtOH m T2 T3

grup

k e ki | Etadal, 1 2g/ml testosteron)] 10 ng/ml testosteron glve 100 ng/ml testosteron )T
uygul anan gruplarén 70. saatte cell indeks ortal am
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2,501

2,00

1,507

95% Cl s108

1,00

0,507

0,00

T
EtOH ™ 2 3
grup

k e ki | Etadal, 1 Bg/ml testosteron)T 10 ng/ml testosteron gY've 100ng/ml testosteron @y
grupl arén 84. saatte

uygul anan

cel

4,007

3,007

2,00

95% Cl s122

1,00

0,009

T
EtOH m T2 T3
grup

ndeks

k e ki | Etdnol, 1 hgiml testosteron {)T 10 ng/ml testosteron §fve 100 ng/ml testosteron )T
gruplarén 98. saatte

uygul anan
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4,001 —_—

3,00

2,007

95% Cl s135

1,00

0,007

T
EtOH m T2 T3

grup

k e ki | Etdnol, 1 hgml testosteron)T 10 ng/ml testosteron gfve 100 ng/ml testosteron{)T

uygulanan gruplarén 111. saatte cell indeks ortal a
Ger - ek Zzamanl é h¢cre anali z sonu-1 ar eéen
kar kéeldikjteer edrampl ar arasénda i statistiksel

42 Kmm¢egnof |l oresan Kkaretl eme Bul gul ar é

He¢cr e kel tegreg ortaménda 96 wel | pl at e
h¢e¢crelerine %0, 01 etanol v e terod eVe i FSHd n k ol
uygul andeéekt an 24 saat AlL,e DNMT2 ves BNMT3a s onr a
ekspresyonlarée i mm¢gnofl oresan i karetl eme |
ekl endi kten sonra hi-bir i klem yapeéel madeée.
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421.Cavl Kkaretl eme Bul gul ar é

Cavrli karetl enme yojunluklare i-in kontrc
72. saatl erde yapélan karkél aktéermada i st
(kekil 4.4, kekil 4.5)

200 pm

J

200 pm 200 pm 200 pm

keki |l 24%kaatlsbnunda Cdv i mm¢ nof | or e s aX). Ai Kortrol @rubu,8.n mg/ml i (20
FSH uygulanan grups. 10 ng/ml FSH uygulanan grup. 100 ng/ml FSH uygulanan gruf. Etanol
grubu, F. 1 ng/ml testosteron uygulanan grup, 10 ng/ml testosteron uygulanan grigh, 100 ng/ml

testosteron uygulanan grupl  n g/ ml FSH, 1 ng/ ml t elsltng/mmlFSH; 1®n , i -er
ng/ mli testosterorK.i 1686raeng/ MobmBEFiISHMe dgOumg/ ml Lt est ost ¢
10 ng/ ml FSH, 1 ng/ ml testosteron i-eren kombine g
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keki |l 72%&aatlsénunda Cdv i mm¢nof | or e s an Ai Kogtrol @rudu,8.n mg/ml i (20X)
FSH uygulanan grupge. 10 ng/ml FSH uygulanan grup. 100 ng/ml FSH uygulanan gruf,. Etanol
grubu, F. 1 ng/ml testosteron uygulanan grup, 10 ng/ml testosteron uynan grup,H. 100 ng/ml

testosteron uygulanan grdpl n g/ ml FSH, 1 ng/ ml t elsltng/mlFSH; I®n , i -er
ng/ ml testosterorK.i 1686raeng/ MobmBEFiSHe dgOumg/ ml Lt est ost ¢
10 ng/ml FSH, 1 ng/mitestst er on i -eren kombine grup

4.2.2 DNMT1 Kkaretl eme Bul gul ar é

DNMT1 ikaretlenme yojunluklaré i-in ko
saat vV e 7 2. saatl erde yapeéel an kar kel akt €
g°zl enmedi (&K7e ki | 4. 6, kekil
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