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ÖZET 

 

Hashemihesar, R., Rekombinant FSH’nın IVF Tedavisi Uygulanan Polikistik Over 

Sendromu Hastalarının Follikül Sıvılarından Elde Edilen Granüloza Hücrelerinde 

Konneksin 43 Üzerine Etkisi, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü 

Histoloji – Embriyoloji Programı Doktora Tezi, Ankara, 2017. Projede amacımız 

infertilite nedeni ile başvuran Poli-Kistik Over (PKOS) hastalarından OPU (ovum pick 

up) sırasında elde edilen follikül sıvılarından oosit-kumulus kompleksi seçildikten 

sonra arda kalan follikül sıvılarından elde edilen granüloza hücrelerine recombinant 

follikül stimüle edici faktör (rFSH)’ü Anti Mullerian Hormone Reseptör-II (AMHR2) 

antikorunun varlığında ve yokluğunda, uygulamak ve rFSH etkisini konneksin 43 

(Cx43) üzerinde incelemektir. Tüp Bebek Ünitesi’ne infertilite nedeni ile başvuran 10 

PKOS hastasından OPU sırasında elde edilen follikül sıvılarından oosit-kumulus 

kompleksi seçildikten sonra arda kalan follikül sıvılarından granüloza hücreleri 

alınarak 4 alt gruba ayrılmıştır. Farklı kombinasyonlarda 2 saat’ lik kültür sonrası bu 

gruplarda immünofluresan yöntemiyle Cx43 değerlendirilmesi yapılmıştır. Bu 

çalışmada hem Cx43 boyanma oranı ve hemde şiddeti açısından gruplar arasında 

anlamlı farklılıklar bulunmuştur. Kontrol ve FSH verilen grup arasında (P=0,011) 

anlamlı fark bulunmuştur. Kontrol ve FSH+AMHR2 verilen grup arasında (P=0,001) 

anlamlı fark bulunmuştur. FSH ve AMHR2 verilen grup arasında (P=0,026) anlamlı 

fark bulunmuştur. AMHR2 ve FSH+AMHR2 verilen grup arasında (P=0,002) anlamlı 

fark bulunmuştur. Kontrol ve FSH+AMHR2 verilen grup arasında (P=0,001) anlamlı 

fark bulunmuştur. AMHR2 ve FSH+AMHR2 verilen grup arasında (P=0,001) anlamlı 

fark bulunmuştur. Sonuç olarak elde edilen bu veriler, rFSH’nın PKOS hastalarında 

granüloza hücreleri üzerine etki ettiği ve Cx43 ekspresyonunu arttırarak, granüloza 

hücreleri arasındaki iletişimi arttırdığını göstermektedir. 

 

Anahtar Kelimeler: polikistik over sendromu, granüloza hücre, infertilite 

THD-2017-11593 no’lu proje kapsamında Hacettepe BAB tarafından desteklenmiştir. 
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ABSTRACT 

 

Hashemihesar, R., Effect of Recombinant Follicle Stimulating Hormone (FSH) on 

Connexin 43 Activity of Granulosa Cells of Patients with Polycystic Ovary 

Syndrome (PCOS), Hacettepe University Institute of Health Sciences Histology – 

Embryology Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2017. The aim of this project is to 

investigate the effect of recombinant FSH (rFSH) on Connexin 43 (Cx43) activity of 

granulosa cells, that will be collected from the follicular fluids following isolation of 

the cumulus-oocyte complexes, with or without Anti Mullerian Hormone Receptor-

II (AMHR2) antibody. After selecting oocyte-cumulus complex from the follicular 

fluid obtained during the OPU from 10 PCOS patients who referred to the IVF 

treatment for infertility, the granulosa cells were separated from the remaining 

follicular fluids and divided into 4 subgroups. After 2 hours culture in different 

combinations, Cx43 was evaluated by immunofluorescence staining in these groups. 

In this study, there were significant differences between the groups in terms of 

Cx43 staining rate and score. Significant differences were found between control 

and FSH group (P=0.011). We found significant differences between control and 

FSH+AMHR2 treated group (P=0.001). There was also significant difference between 

FSH and AMHR2 group (P=0.026). A significant difference was found between 

AMHR2 and FSH+AMHR2 treated group (P=0.002). Significant differences were 

found between control and FSH+AMHR2 treated group (P=0.001). A significant 

difference was found between AMHR2 and FSH+AMHR2 treated group (P=0.001). 

The result shows that rFSH affects the granulosa cells in PCOS patients and 

increases the expression of Cx43, thus enhancing the communication between the 

granulosa cells. 

 

Key Words: polycystic ovary syndrome, granulosa cells, infertility 

It was supported by Hacettepe SRPCU under the project number THD-2017-11593. 
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1.GİRİŞ 

 Poli-Kistik Over Sendrom’u (PKOS) genç kadınlarda kronik anovulasyon ve 

hiperandrojenizmin en yaygın nedenidir, ve kadın populasyonunun %5-10’unu 

etkiler. PKOS’da farklı büyüme aşamalarında duraksamış ultrasonografik görünümde 

artmış sayıda folliküller izlenir. Özellikle pre-antral ve antral folliküllerde Anti 

Mülleriyan Hormon (AMH) sentezinde artış belirgindir. Bu nedenle PKOS 

hastalarında, genellikle AMH seviyesi yüksek bulunur ve yüksek miktardaki AMH’nın, 

granüloza hücreleri üzerindeki follikül stimüle edici hormon (FSH) ile indüklenen 

aromataz aktivitesini inhibe ederek follikül gelişimini durdurduğu bilinmektedir 

(1,2). AMH, granüloza hücreleri üzerinde bulunan AMH Reseptör-II (AMHR2) 

üzerinden etkisini gerçekleştirir ve aromataz aktivitesini inhibe ederek estradiol (E2) 

üretimini durdurur. FSH aromataz aktiviteyi arttırmada ve cAMP oluşumunda pozitif 

etkiye sahiptir. FSH, granüloza hücrelerinde Cx43 ekspresyonunun’da artışını sağlar 

(3). Cx43 insan kumulus granüloza hücreleri arasında bulunan oluklu bağlantıların 

ana molekülüdür, hücreler arasında iletişimde rol alır. İnsanda oosit-kumulus 

kompleksinde granüloza hücrelerinde oluklu bağlantıların, oosit kompetansı ile 

pozitif korelasyon gösterdiği bilinmektedir (3,4). 

 PKOS hasta grubu in-vitro fertilizasyon (IVF) tedavilerinde kontrollü ovaryen 

hiperstimülasyon sırasında Ovaryen Hiperstimülasyon Sendromu (OHSS) açısından 

riskli hasta grubu olarak kabul edilir. Bu tedavi sırasında uygulanan rekombinant 

follikül stimüle edici hormon (rFSH)’nun dozu önemlidir ve uygulanan doz yüksek 

olduğunda ciddi yan etkiler yaratabilir. OHSS, IVF tedavileri sırasında gelişebilen, 

ölümcül sonuçlar doğurabilecek bir komplikasyondur. PKOS da farklı büyüme 

aşamalarında duraksamış, özellikle pre-antral ve antral folliküllerde (primer olarak 

AMH sentezleyen) artış belirgindir. Bu nedenle PKOS hastalarında, genellikle AMH 

seviyesi yüksek bulunur ve yüksek miktardaki bu AMH’nın, granüloza hücreleri 

üzerindeki FSH ile indüklenen aromataz aktivitesini inhibe ederek follikül gelişimini 

durdurduğu bilinmektedir. AMH, granüloza hücreleri üzerinde bulunan AMHR2 

üzerinden etkisini gerçekleştirmektedir ve aromataz aktivitesini inhibe ederek E2 

üretimini durdurur. FSH aromataz aktiviteyi arttırmada ve cAMP oluşumunda pozitif 
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etkiye sahiptir. Rekombinant FSH’nın, PKOS hastalarında in vitro olarak granüloza 

hücrelerine uygulandığında insulin reseptörünün artmasına neden olduğu, aromataz 

(CYP19) aktivitesini etkilediğini gösterilmiştir (1,2). 

PKOS hastalarında FSH etkisini Cx43 üzerinde gösteren çalışma 

bulunmamaktadır. Ayrıca PKOS hastalarında AMH reseptör blokajı yapılarak, AMH 

etkisini granüloza hücreleri üzerinde azaltıp, CX43 artışını gösteren çalışma da 

bulunmamaktadır. Bu iki noktayı çalışmamızın özgünlüğü olarak 

değerlendirmekteyiz. 

Çalışmada amaç infertilite nedeni ile başvuran PKOS hastalarından OPU 

(ovum pick up) sırasında elde edilen follikül sıvılarından oosit-kumulus kompleksi 

seçildikten sonra arda kalan follikül sıvılarından elde edilen granüloza hücrelerine 

rekombinant FSH (rFSH)’yı AMHR2 antikorunun (AMHR2 Ab) varlığında ve 

yokluğunda, uygulamak ve rFSH etkisini Cx43 üzerinde incelemektir. Bu çalışmada 

Cx43 aktivitesinin arttığını gösterebildiğimiz takdirde; IVF tedavisi sırasında elde 

edilen oosit-kumulus kompleklerinin kültür süreçlerinde kültür sıvılarına FSH 

eklenmesiyle oosit maturasyonu, kalitesi ve embriyo kalitesi üzerine olumlu etkisi 

olabileceği hipotezi üzerinden devam eden çalışmalar planlamayı düşünmekteyiz. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 2.1. Poli-Kistik Over Sendromu 

 Polikistik over sendromu (PKOS), hiperandrojenizm, ovulatuvar disfonksiyon 

ve polikistik over morfolojisi ile karakterize yaygın bir hastalıktır (5). Klinik tablo 

heterojendir ve karakteristik özelliklerin varlığına veya yokluğuna bağlı olarak birkaç 

fenotip kategorisine ayrılabilir. Başta insülin direnci olmak üzere metabolik 

anomaliler, özellikle de hiperandrojenizim gösteren kadınlar arasında, etkilenen 

bireylerin çoğunda belirgindir (6,7). PKOS'lu kadınlar, metabolik anormallikler, tip 2 

diyabet, infertilite, obstetrik komplikasyonlar, endometriyal kanser ve duygudurum 

bozuklukları için artmış risk taşırlar (5). 

 2.1.1. Epidemiyoloji 

 PKOS prevalansı dünya çapında oldukça benzerdir. Birleşik Devletler, Avrupa, 

Asya ve Avustralya'dan üreme çağındaki kadınlarda klinik olarak belirgin olan PKOS 

prevalansı, orijinal 1990 ABD Ulusal Sağlık Enstitüsünün (NIH) teşhis kriterlerine 

göre %5 ila %9 arasında değişmektedir (5). PKOS'lu birçok kadın, bazal ve glukozla 

uyarılan hiperinsülinemi gösterir ve vücut kütle indeksinden bağımsız olarak insüline 

dirençlidir (8). Obezitenin PKOS ve PKOS’un obezite üzerine etkisi karmaşıktır ve şu 

anda birbirleri arasında ilişki olduğuna dair güçlü kanıt bulunmamaktadır. PKOS, 

obez ve normal kilolu kadınlarda ortaya çıkmasına rağmen, yakın zamanda yapılan 

sistematik derleme ve meta-analizde, PKOS'lu kadınlarda obezitenin daha yaygın 

olduğu sonucuna varılmıştır (9). PKOS fenotipi veya obezite varlığına bakılmaksızın, 

PKOS'lu kadınlarda depresyon ve kaygı daha yaygın ve daha şiddetlidir (10,11). İlginç 

bir şekilde, depresyon skorlarının insülin direnci derecesi ile anlamlı korelasyona 

sahip olduğu görülmektedir (12). PKOS'lu 2,384 hasta ve 2,705 kontrol içeren 28 

çalışmanın meta-analizi, PKOS'lu kadınlarda kontrollerden daha şiddetli 

duygudurum bozukluğu bulunduğunu tespit etmiştir. (10).  

 2.1.2. PKOS Mekanizmaları ve Patofizyolojisi 

 PKOS'un altında yatan patofizyoloji ve iç mekanizmalar karmaşıktır, çünkü 

farklı etiyolojiler bulunmaktadır. Farklı mekanizmalar arasındaki etkileşim, 
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duygudurum bozukluğu, psikoseksüel işlev bozukluğu ve uzun vadeli morbiditelere 

ek olarak, hiperandrojenizm, polikistik over morfolojisi (PCOM) ve ovulatuvar işlev 

bozukluğu da dahil olmak üzere, PKOS'un klinik özelliklerini ortaya çıkarır. Buna ek 

olarak, PKOS'un gelişimi güçlü bir genetik bileşene de sahiptir (5). Ailesel ve ikiz 

çalışmalarından elde edilen sonuçlar, PKOS için altta yatan genetik temeli kuvvetle 

desteklemektedir (13).  

 Normal koşullar altında, olgunlaşmamış oositler birkaç hormonun, özellikle 

de FSH'nin etkisi altında olgunlaşır ve lüteinize edici hormon (LH) etkisiyle 

ovulasyonun gerçekleşir. PKOS'taki nöroendokrin anormallik, artmış GnRH etkisiyle 

FSH ve LH üretimini arttırır. Bu anormallik dolaşımdaki LH/FSH oranının artmasına 

neden olur. Bu artış PKOS'lu kadınlarda sıklıkla görülür (14). Artan LH/FSH oranı ve 

overde FSH'ye direnç, over follikülleri içindeki teka hücrelerindeki androjenlerin 

hipersekresyonunu arttırarak folliküler gelişimini engeller. Buna bağlı olarak 

progesteron ile GnRH inhibisyonunu azaltır ve böylece PKOS'un gelişimini de teşvik 

eder (15). 

 PKOS'da bozulmuş, düzensiz ovulasyon veya anovülasyon; LH, FSH, insülin 

benzeri büyüme faktörü 1 (IGF1), AMH, androjen dönüşümünde rol oynayan 

enzimler ve olası diğer faktörlerin etkileşimi birliktedir. PKOS'da, dominant follikül 

seçimi düzenli olarak gerçekleşmez, bu durum FSH salınımının yetersizliği ve/veya 

FSH inhibisyonunun bir sonucudur (16). PKOS'daki artmış AMH seviyesi folliküler 

FSH direncine yol açan faktörlerdendir. Bu folliküllerinin FSH hassasiyetini 

düşürebilir ve aromataz aktivitesinin inhibisyonu yoluyla androjenlerin östrojenlere 

dönüşmesini engeller, böylece hiperandrojenizme katkıda bulunur (17). FSH 

molekülünün kendisinde ve reseptöründeki genetik varyasyonlar, PKOS'lu hastalar 

ile sağlıklı kontroller arasındaki FSH duyarlılığındaki bazı farklılıklardan kısmen 

sorumlu olabilmektedir (18). Dolaşımdaki artan AMH seviyeleri, küçük antral 

(olgunlaşan) follikül sayısının artmasına yol açar. Olgunlaşmış küçük antral 

folliküllerin granüloza hücrelerinde AMH'nin aşırı sekresyonu, FSH ve aromatazın 

inhibasyonuna ve dolayısıyla folliküler büyümenin bozulmasına neden olur (19). 
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 LH hipersekresyonu normal follikül büyümesi için de zararlıdır ve granüloza 

hücrelerinin prematür lüteinizasyonuna neden olabilir (16). LH'nin aşırı uyarılması, 

teka hücre kaynaklı androjenlerinin aşırı salınımını indükler, bu da primordiyal 

follikül büyümesinin başlatılmasını ve büyüyen küçük antral folliküllerin sayısını 

arttırarak folliküler olgunlaşmayı daha da bozmaktadır (20). Teka hücrelerinin LH 

tarafından aşırı uyarımı, doğrudan insülin reseptörü vasıtasıyla veya dolaylı olarak 

IGF1 reseptörü aracılığıyla etki eden insülinin teka hücreleri üzerindeki gonadotropik 

etkisi ile artmaktadır (21). 

 PKOS'da gözlenen artmış over androjen üretimi, çoğunlukla, steroidojenik 

enzimleri kodlayan birkaç genin ekspresyonunun artmasıyla, folliküler teka hücreleri 

tarafından gerçekleşir (22). McAllister ve ark. (22) PKOS için aday bir gen olan 

DENND1A'nın, PKOS'lu hastalardan elde edilen teka hücrelerinde aşırı eksprese 

edildiğini ve en azından bazı hastalarda overlerde üretilen androjen fazlasının 

genetik olarak PKOS'un belirlediği bir özellik olduğunu desteklediğini bildirmiştir. 

Ayrıca, androjen biyosentezinde CYP17A1 hız kısıtlayıcı enzimi kodlayan genin 

ekspresyonu, PKOS'lu kadınlardan elde edilen teka hücrelerinde artar. Bu da 

progestron öncüllerinin androjenlere daha yüksek oranda dönüşümüne katkıda 

bulunabilir (22). PKOS'lu kadınlardan izole edilen teka hücreleri, sağlıklı kontrollerin 

teka hücrelerinden, insülin ve LH’ ya androjen salınımı açısından daha duyarlıdır 

(21). Hiperinsülinemi, doğrudan overlerde androjen salınımını stimüle etmenin yanı 

sıra, artmış serbest testosteron fraksiyonlarına yol açarak Sex Hormone-Binding 

Globulin (SHBG)’nin hepatik sentezini azaltarak PKOS'daki hiperandrojenizme 

katkıda bulunur (23). 

PKOS hastalarında, genellikle AMH seviyesi yüksek bulunur ve yüksek 

miktardaki bu AMH’nın, granüloza hücreleri üzerindeki FSH ile indüklenen aromataz 

aktivitesini inhibe ederek follikül gelişimini durdurduğu bilinmektedir (1,2). Serum 

AMH düzeyindeki bu artışın nedeni sayı artışından farklı üç şekilde açıklanabilir:   

i) granüloza hücrelerinin intrinsik disregülasyonu, ii) AMHR2 reseptörünün artmış 

ekspresyonu, iii) polikistik overdeki antral follikülde artmış AMH üretimininde 
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androjenlerin rolü. Serum androjen seviyesi ile AMH seviyesi arasında pozitif bir 

korelasyon olduğu gösterilmiştir, androjenlerin aşırı üretimi PKOS da teka 

hücrelerinin intrinsik defekti nedeniyle olabilmektedir. Gonadotropinlerin AMH 

regülasyonu üzerindeki etkisi ile ilgili çelişkili çalışmalar bildirilmiştir. Bazı gruplarca 

gonadotropinlerin (özellikle FSH’nın) in vivo normal ovaryumlarda AMH üretimini 

inhibe ettiği bildirilirken; farklı gruplar ise PKOS lu kadınlarda FSH stimülasyonu ile 

granüloza hücrelerinin AMH üretimi azaldığını ancak normal kadınlarda böyle bir 

etkinin olmadığını belirtmiştir. Bunun tam zıttı olacak şekilde FSH’nın hem normal 

over hem de PKOS’lu overde AMH ekspresyonu üzerine stimüle edici etkisinin 

bulunduğu bazı araştırmacılar tarafından gösterilmiştir. Bu farklı sonuçlar ancak 

yakın zamandaki bir çalışmada E2 nin AMH ekspresyonunu inhibe edici etkisinin 

gösterilmesi ile açıklanabilir: bu çalışmaya göre FSH küçük antral follikülleri 

aromatoz eksprese etmedikleri sürece direk olarak stimüle edebilir. Ancak daha 

büyük folliküllerde dominant follikül seçilerek artan E2 üretimi aracılığıyla, FSH 

indirek olarak (östrojen negatif-etkisi aracılığıyla) AMH ekspresyonunu inhibe 

edebilir (24). AMH, granüloza hücreleri üzerinde bulunan AMHR2 üzerinden etkisini 

gerçekleştirmektedir ve aromataz aktivitesini inhibe ederk E2 üretimini durdurur. 

FSH aromataz aktiviteyi arttirmada ve cAMP oluşumunda pozitif etkiye sahiptir. 

Rekombinant FSH’nın, PKOS hastalarında in vitro olarak granüloza hücrelerine 

uygulandığında insulin reseptörünün artmasına neden olduğu (25), aromataz 

(CYP19) aktivitesini etkilediğini gösterilmiştir (26). 

FSH, granüloza hücrelerinde Cx43 ekspresionunun da artışını sağlar bu da 

oosit büyümesine ve granüloza hücrelerinin farklanmasına neden olur. Cx43 insan 

cumulus- granüloza hücreleri arasında bulunan oluklu bağlantıların ana molekülüdür 

ve hücreler arası membran kanallarını oluşturarak hücreler arasında iletişimde rol 

alır. Cx43’ün insan granüloza hücrelerinde eksprese oduğu ve bu oluklu 

bağlantıların; oosit kompetansı ile pozitif korelasyon gösterdiği bilinmektedir. Bu 

molekülün plasental büyüme ile ilişkisi olduğu da bildirilmiştir (3,4,27,28). 
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2.2. Konneksinler 

Konneksonlar, konneksin adı verilen integral membran proteinlerinden 

oluşan, hücrelerarası iletişimi sağlayan simetrik bağlantılardır. Altı adet konneksin 

monomeri bir konnekson yarım kanalını oluşturur. Konnekson plazma membranında 

bulunan içi boş silindirik yapıdır ve iki komşu hücrenin sitoplazması arasında 

doğrudan bir iletişim kanalı sağlar. Konneksonların çapı 1,5 - 2 nm civarındadır. 

Konneksinler homolog protein ailesinden olup, farelerde 20, insanlarda 21 tip 

konneksin bulunmaktadır ve bunların her biri ayrı bir genin ürünüdür (29). 

Konneksinler boyut açısından büyük farklılıklar gösterir ve bu farklılık bunları ayırt 

etmek için kullanılır. Örneğin, Konneksin 23 (Cx23), 23 kD ağırlığında memeli 

konneksinlerden en küçük olanıdır ve Konneksin 62 (Cx62), 62 kD ağırlığında en 

büyük konneksindir (30). Bunlar hücreler arası oluklu bağlantılar oluşturarak, 

hücreler arasında inorganik iyonların ve küçük moleküllerin doğrudan paylaşılmasını 

sağlarlar.  

Tüm konneksinler zara yayılmış, kanal oluşturan dört kısma sahiptir. 

Kenetlenme alanları olarak işlev gören iki hücre dışı parçası, bir sitoplazmik halka ve 

kanal işlevinin düzenlenmesinde yer alan sitoplazmik N- ve C-terminal kuyruk 

parçaları bulunmaktadır (29,31). Konneksinler arasındaki sekans benzerliği, 

transmembran alanlarında ve hücre dışı döngülerde yoğunlaşırken, dizi ve uzunluk 

varyasyonlarının çoğu sitoplazmik halka ve C-terminal kuyruklarında bulunur (27). 

Her bir konneksin farklı hücre tipleri arasında karakteristik bir dağılıma sahip 

olmakla birlikte, dağılımları çakışmaktadır çünkü birçok hücrede konneksin ailesinin 

birden fazla üyesi eksprese olmaktadır(32). Farklı Konneksinler, iyonik iletkenlik, 

çözünen geçirgenlik, pH, hücrelerarası voltaj ve fosforilasyon gibi düzenleyici 

faktörlere duyarlılık, hücre içi metabolik bağlantının seçiciliğini ve regülasyonunun 

mükemmel kontrolünü sağlayan çok farklı özellikler sergileyebilir (33). Ayrıca, 

konneksin çeşitliliği, farklı konneksinlerden oluşan kanalların farklı gelişimsel veya 

fizyolojik rolleri olduğu anlamına gelir (34). 
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Bazı Konneksinler oluklu bağlantı kanalları oluşturabilme yeteneklerinden 

bağımsız olarak önemli rol oynamaktadırlar. Örneğin, birkaç konneksin (en önemlisi 

CX43) plazma zarında, sitoplazma ve ekstrasellular matriks arasında belirli 

metabolitlerin ve küçük sinyal moleküllerinin değişimi için bir kanal sağlayabilirler 

(35). İç mitokondriyal membran, demonte edilmemiş Cx43 konneksonları için 

bildirilen diğer bir konumdur ve zar boyunca K+ akışını kolaylaştırmaktan sorumludur 

(36). Cx43, hücre proliferasyonunun regülatörüdür ve bu işlevi kanalları oluşturma 

kabiliyetinden bağımsızdır (37). Cx43'ün C-terminalı hücre büyümesini baskılamada 

tam uzunlukta protein kadar etkili olabilir (38). Cx43’ün ayrıca hücre iskeletini 

stabilize edebilme yeteneği vardır (39). 

2.2.1. Oogenez İle İlişkili Konneksinler  

Cx37 ve Cx43 hem büyüyen hem de olgun folliküllerin oluklu bağlantılarında, 

ancak farklı yerlerde tespit edilmiştir. Fare geni knock-out, hem Cx37 hem de 

Cx43'ün follikül gelişiminin erken döneminde önemli olduğunu açıkça ortaya 

koymuştur (40). Fare overlerinde, Cx37 oosit yüzeyindeki oluklu bağlantılar için 

lokalize olur ve böylece oosit-granüloza hücresi metabolik bağlamasından sorumlu 

olurken, Cx43 granüloza hücrelerini birbirine bağlar (41). Hem oosit hem de 

granüloza hücreleri Cx37'yi eksprese eder, ancak granüloza hücrelerinda Cx37 trans-

zonal uzantılarında bulunur. Cx43 granüloza hücrelerini birbirleriyle birleştiren 

oluklu bağlantılar oluşturmaya yarar(42).  

Cx37 ve Cx43 de insan folliküllerinde eksprese edilir (43,44). Kültürdeki 

kumulus hücrelerin incelenmesi sonucu, Wang ve ark. (43) Cx43'ün belirgin oluklu 

bağlantılar oluşturduğunu ancak Cx37'nin bu hücrelerde gösterilemediğini bildirmiş 

ve Cx37’nin farede  olduğu gibi insan folliküllerinde de kumulus-oosit arayüzünde 

bulunduğunu ifade etmişlerdir. Cx43'ün insan kumulus hücrelerindeki oluklu 

bağlantılarda önemi, Cx43 ekspresyon seviyesinin, elektrofizyolojik olarak ölçülen 

hücre içi miktarı ile pozitif korelasyon gösterilmiştir (43). 
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2.2.2. Konneksin 43 

Cx43, dokularda en fazla bulunan oluklu bağlantı proteinidir. Cx43, insan 

dokularında eksprese edilir ve birden fazla mekanizma ile hücre büyümesini ve 

farklılaşmasını düzenler. Cx43, oluklu bağlantıki hücresel iletişimin yanısıra  yarım 

kanal ve protein-protein etkileşimi gibi bağımsız fonksiyonları da yürütür. (45,46).  

Bu güne kadar yapılan çalışmalarda Cx43 bir çok dokuda tespit edilmiştir. 

Tesbit edilen bu doku ve hücreler içinde kardiyomiyositler, düz kas hücreleri, ağız 

boşluğu keratinositleri, odontoblastlar, diş pulpa hücreleri, periodontal fibroblastlar, 

tükrük bezlerinde bulunan miyoepitelyal hücreler, özefagus epitel hücreleri, mide 

epitel hücreleri, gastroduodenal kas hücreleri, ince bağırsak kas hücreleri, ince 

bağırsakta bulunan “Cajal” hücreleri, kolon kas hücreleri, pankreas β endokrin 

hücreleri, ön ve arka hipofizdeki hücreler, paratiroid bezi, tiroid bezi epitel hücreleri, 

adrenal bez, deri keratinositleri, dermal fibroblastlar, miyoblastlar, beyin astrositleri, 

leptomeningiyal hücreler, ependim hücreleri, testis sertoli hücreleri, leydig 

hücreleri, over granüloza hücreleri, uterus miyometrial hücreler, tuba uterina epitel 

hücreleri, düz kas hücreleri, meme bezi epitelyal hücreler, akciğer alveoler epitel 

hücreleri, trakea düz kas hücreleri, kemik osteoblastları, osteoklastlar, osteositler, 

kıkırdak kondrositleri, böbrek vasküler ve glomerül hücreleri, mesane düz kas 

hücreleri, retinal gliyal hücreler, timus timik epitel hücreleri, kemik iliği stromal 

hücreleri, lenf nodülü ve dalakta bulunan folliküler dendritik hücreler ve tonsiller 

epitel hücreleri bulunmaktadır (47). 

2.3. Granüloza Hücreleri 

Ovaryumun steroidojenik hücreleri, bazal tabakayla ayrılan, oositi kuşatan 

avasküler granüloza hücreleri ve over stromasında bulunan teka hücrelerinden 

oluşmaktadır (48). Ovaryum, pregnenolon, progesteron, 17β-hidroksiprogesteron, 

17β-hidroksipregnenolon, dehidroepiandrosteron, androstenedion, testosteron, 

estron ve 17β-estradiol de dahil olmak üzere birtakım steroidleri salgılar (49). 
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2.4. Pre-Antral Follikül Gelişiminde Androjenler-FSH-AMH Etkileşimleri 

('Gonadotropin Bağımsız' Follikül Büyümesi) 

2.4.1. Androjenlerin Rolü 

Önceki çalışmalarda androjenlerin artışının  follikül atrezisini de arttığındığı 

gösterilmiştir (49). Fare modeli ile yapılan bir çalışmada, androjenlerin granüloza 

hücrelerinin apoptozunu arttırdığı gösterilmiştir (50). Bununla birlikte, daha yeni 

çalışmalar, androjenlerin follikül gelişimine uyarıcı rolü olduğunu göstermiştir. 

Örneğin, Vendola ve ark. (51), testosteron ve dihidrotestosteron (DHT) ile tedavi 

edilen yetişkin dişi Rhesus maymunlarında büyüyen follikül sayısının yanı sıra, 

granüloza ve teka hücrelerinin çoğalmasını bildirmiştir. Öte yandan, androjen 

reseptörü (AR) eksikliği olan fareler pre-ovulatuar folliküllerinde daha fazla 

apoptotik granüloza hücresine sahiptir ve sonuç olarak bu fareler düşük bir 

ovulasyona göstermeltedir (52,53). 

AR en fazla fare folliküllerinde eksprese edildiğinden ana androjen etkisinin 

follikülogenezin erken aşamalarında gerçekleştiği düşünülmüştür (54). Hillier ve ark. 

(55), primatlarda AR’nin preantral ve erken antral folliküllerde en fazla miktarda 

bulunduğunu ve pre-ovulatuar folliküllerde neredeyse olmadığını göstermişlerdir. 

Ayrıca, Catteau-Jonard ve ark. (56) büyük pre-ovulatuar folliküllerdeki insan 

granüloza hücrelerinin AR geninin küçük olanlara kıyasla, daha düşük bir 

ekspresyonunu bildirmişlerdir. Bu sonuç, insan follikül olgunlaşması ile birlikte AR 

ekspresyonundaki düşüş ile tutarlıdır (57). 

2.4.2. FSH'nın Rolü 

Gonadotropinlerin gonadotropin bağımsız follikül büyümesi üzerine etki 

etmesi beklenmemekle birlikte, aslında küçük antral follikülden daha erken bir 

evrede FSH'nin Granüloza hücreleri üzerindeki olası etkisine ilişkin soru ortaya 

çıkmaktadır (58). Bazı veriler, granüloza hücrelerinin pre-antral follikül evresinde 

(59) FSH reseptörünü (FSHR) ekspresyon ettiğini göstermektedir. Otoradyografi ile, 

insan overlerinin histolojik kesitleri üzerinde, Yamoto ve ark. (60) FSHR'nin preantral 
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folliküllerin granüloza hücrelerinin yüzeyinde ve folliküler büyümenin değişik 

evrelerinde antral folliküllerde var olduğunu ortaya koymuşlardır. 

Follikülogenez sırasında FSHR'nin erken ekspresyonuna rağmen, FSH'nin 

başlangıçtaki folliküler büyüme üzerindeki etkisi tartışmalıdır. β-FSH veya FSHR geni 

eksik olan knock-out farelerde, folliküller preantral evreye kadar gelişirmektedir 

(61). Bu genlerden birinde mutasyona sahip olan kadınlarda folliküller pre-antral 

follikül aşamasına kadar büyür (62). Bu veriler ilk folliküler büyümenin FSH'dan 

bağımsız olacağı anlamına gelmektedir (63). Öte yandan, diğer gruplar, hayvan 

deneylerinde FSH'nin follikül büyümesinin başlatılması için gerekli olmamasına 

karşın, bu süreci destekleyeceğini göstermiştir. Örneğin, neonatal overlerin 

hipofizektomize (düşük FSH) veya kastrasyonlu (yüksek FSH) sıçanlara nakli, FSH'nin 

preantral folliküllerin gelişimini desteklediğini ortaya koymuştur (64). 

Hipofizektomize sıçanlarda ve farelerde, preantral follikül evresine kadar farklı 

follikül çeşitleri saptanmıştır (65). Bununla birlikte, morfolojik olarak normal 

preantral follikül sayısı kontrollerle karşılaştırıldığında daha az görülmektedir. 

Benzer gözlemler, hipogonadotropik hipogonadizmin fare modellerinde (66) ve bir 

GnRH antagonisti ile tedavi edilen küçük sıçanlarda (67) yapılmıştır. Bağışıklık 

yetersizliği ve hipogonadotropik farelerin böbrek kapsülü altında nakledilen insan 

overlerinin ksenograftları, iki tabakalı granüloza hücreleri olan follikül aşamasından 

itibaren FSH'nin erken follikül büyümesi için gerekli olacağını düşündürmektedir 

(68). 

Koyunlarda, over korteks dokusu otograft modeli kullanarak yapılan 

deneyler, endojen FSH'nin, preantral follikül büyümesinin açık bir uyarımı ile 

sonuçlandığını ortaya koymuştur (69). Dolayısıyla, FSH'nin androjen, kit-ligand, 

leukemia inhibe edici faktör (LIF) ve büyüme ve farklılaşma faktörü-9 (GDF9) gibi 

diğer uyarıcı faktörlerle sinerjik olarak bazal follikül büyüme evresi boyunca follikül 

büyümesini orta düzeyde uyarması mümkündür (58). FSH yokluğunda, bu uyarıcı 

faktörler 'FSH'dan bağımsız' bazal follikül büyümesini devam ettirecek, ancak bu 

daha az etkili olacaktır (70). 
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2.4.3. AMH'nin Rolü 

AMH, birincil follikül evresinin hemen başında granüloza hücreleri tarafından 

salgılanan, Transforming Growth Factor Beta (TGF-β) ailesine ait bir glikoproteindir 

(71). Salgılaması, seçilebilir follikül aşamasında maksimum düzeydedir. Daha sonra 

folliküllerin FSH'ya bağlı seçim süreci başladığında AMH'nin granüloza hücreleri 

tarafından salgılanması azalmaktadır (71).  

AMH'nin follikülogenez üzerinde iki etkileyici penceresi olduğu 

düşünülmektedir. Birincisi, primordial follikülden primer folliküle geçişi inhibe edici 

bir etki yaratarak farelerde ve insanlarda ilk follikül seçimini negatif bir şekilde 

düzenler (72). İkincisi, FSH bağımlı döngüsel süreci engeller. AMH’nın gonadotropin 

bağımsız follikül büyümesi boyunca bir rol oynaması düşünülmektedir (70).  

AMH geni için fare knock-out modeli in vitro verilerine baktığımızda, 

AMH’nın bu sürekli fonksiyonu desteklenmektedir (73,74). Durlinger ve ark. (73), 

tarafından yapılan in vivo çalışmada, AMH geni knock-out (AMH -/-) farelerinde, 

kontrol farelerine kıyasla, preantral follikül aşamasının ötesinde olanlar da dahil 

olmak üzere, tüm aşamalarda büyüyen follikül sayısında belirgin bir artış 

gösterilmiştir. Bu grubun ikinci çalışmasında, AMH -/- farelerden alınan follikülleri 

içeren hücre kültürü ortamına AMH eklenmesi, FSH varlığında dahi folliküler 

gelişimini yavaşlattığı ve AMH'nin FSH'ye bağlı granüloza hücrelerinin 

proliferasyonundaki inhibisyon etkisini düşündürmüştür (74) . 

2.4.4. AMH, FSH ve Androjenler Arasındaki Etkileşimler 

Androjen’ler, FSH reseptörü ekspresyonunu arttırarak, granüloza hücreleri 

üzerindeki FSH etkilerini uyarır (70). Shiina ve ark. (75) AR için knock-out farelerde 

(AR - / -), FSHR’yi kodlayan mRNA düzeylerinin düştüğünü ve androjenlerin FSHR 

ekspresyonunu olumlu etkilediğini göstermişlerdir. Bu hipotez in vitro sığır 

granüloza hücreleri modelinde doğrulanmıştır. Luo ve Wiltbank (76) AR'ni içeren 

testosteron ve DHT'nin etkisi altında FSHR geninin transkripsiyonunun arttığını 

göstermişlerdir. İnsanlarda FSHR'nin ekspresyonu, androjenler tarafından artmış AR 

ekspresyonu ile artmaktadır (77). Kontrol grubuna kıyasla PKOS'lu kadınlardan 
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alınan granüloza hücrelerinde gözlemlenen AR ve FSHR'nin paralel artmış 

ekspresyonu, bu fizyolojik etkinin PKOS'da çoğaldığını düşündürmektedir (56). Sen 

ve ark. (78) androjenlerin, transkripsiyondan bağımsız ekstra-nükleer bir mekanizma 

ile FSHR'yi arttırdığını göstermişler ve genomik olmayan mekanizmaları 

önermişlerdir. 

AMH, granüloza hücrelerinde FSH’nın büyümeyi destekleyici etkilerine karşı 

müdahale eder. Follikülojenez için kesin bir zamanlamanın gerekmesi ve özellikle 

prematüre granüloza hücrelerinin farklılaşmasını önlemek için, FSH gibi hızlandırıcı 

bir faktörün bir baskılayıcısının olması gerekmektedir. Pre-antral ve küçük antral 

folliküllerin granüloza hücrelerleri tarafından öncelikle salgılanan AMH bu baskılayıcı 

faktörlerden biri olabilir (70). Nitekim AMH - / - farelerine uygulanan FSH tedavisi, 

normal farelere kıyasla erken folliküler büyüme oranını arttırmıştır (79). Bu veriler, 

AMH yokluğunda, büyüyen folliküllerin FSH'ye daha duyarlı olduğunu 

düşündürmektedir. Bu nedenle, AMH preantral folliküllerin FSH'ye duyarlılığını 

inhibe edebilir ve böylelikle follikül büyümesini olumsuz şekilde düzenleyebilir (70). 

Bu deneysel veriler, ilk önce follikül büyümesinin AMH - / - normal farelerden daha 

fazla olduğu prepubertal farelerde doğrulanmıştır (79). Bu bulgular primordiyal 

follikül havuzunun kontrolsüz tükenmesine ve FSH'nin erken seçimine karşı, 

fizyolojik bir zorunluluk olarak görülebilecek AMH'nin, dengeleyici bir etkisini 

savunmaktadır (77). Bunun tersine, PKOS gibi aşırı AMH üretimine sahip patolojik 

durumlarda, bu koruyucu etki abartılı olabilir ve bu da daha yavaş follikül 

büyümesine ve dolayısıyla follikül birikimine neden olabilmektedir (80). 

Androjenlerin, AMH üzerindeki etkisi tartışmalıdır. Aslında androjenler 

doğrudan bir etkiye sahip değildir ve granüloza hücrelerinde FSH'ye duyarlılığının 

yükseltilmesi yoluyla, dolaylı olarak AMH ekspresyonunun düzenlemesinde rol 

alabilirler (70). Bununla birlikte, teka hücre kaynaklı androjenlerden bağımsız, teka 

hücrelerinden gelen diğer ürünler, granüloza hücreleri tarafından ekspresyon edilen 

AMH ekspresyonunu kontrol edebilir (70). Örneğin, insan (81) ve koyun (82) teka 

hücreleri tarafından sentezlenen kemik morfogenik proteinlerinin (BMP'ler), 
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granüloza hücrelerinde AMH üretimi üzerindeki uyarıcı etkisi in vitro olarak 

gösterilmiştir. 

FSH pre-antral folliküllerde AMH ekspresyonunu uyarır. Her ne kadar FSH'nin 

AMH ekspresyonunu indüklediğini bilinmekle birlikte, bu kavram pek çok çelişkili 

sonuç ile tartışmalı kalmaktadır (70). Örneğin, Kuroda ve ark. (83) FSH ile tedavi 

edilen erkek sıçanlarda testislerdeki AMH düzeylerinin büyük oranda azaldığını 

göstermiştir. Bu nedenle bu ilk çalışma, FSH'nin AMH ekspresyonu üzerinde inhibe 

edici etkisi olduğu anlamına gelmiştir. Dişi sıçanda, Baarends ve ark. (84) FSH'yı 

günde 10 IU dozunda 4 gün süreyle, GnRH antagonistleriyle kombine olarak 

uygulamışlar ve folliküller içerisinde AMH ekspresyonunda bir azalmaya neden 

olduğunu göstermiştir. Kadınlarda yapılan bazı çalışmalarda, IVF için eksojen FSH ve 

GnRH agonistleri veya antagonistleri kullanan ovaryen stimülasyon tedavileri 

sırasında serum AMH düzeyleri %50'den fazla düşmektedir (85). Benzer şekilde, 

düşük doz FSH uyarımı sırasında serum AMH, kontrol (86) veya PKOS’lu (87) 

kadınlarda azalmaktadır.  

Nitekim, diğer in vivo çalışmalar, FSH'nin AMH üzerindeki uyarıcı bir etkisinin 

olduğu lehindedir. FSH geni (88) için yetersiz olan knock-out farelerinde, erkek 

prepubertal farelerde (89) FSH tedavisi, testiste AMH ekspresyonunu ve serumda 

seviyesini yükseltir. Thomas ve ark. (90) Dişi primatta serum FSH ve LH düzeylerinde 

azalma ile sonuçlanan GnRH antagonistlerinin in vivo olarak uygulanmasında, pre-

antral ve küçük antral folliküllerde AMH salınımının azalmasını göstermişler. 

Kadınlarda, diğer çalışmalar FSH'nin AMH ekspresyonu üzerine olumlu bir etkisini de 

desteklemektedir. Özellikle, birkaç grup, GnRH agonistleri (91,92) veya östrojen 

progestin hapları ile gonadotropin ekseninin inhibisyonuna sekonder olarak serum 

AMH düzeylerinde bir düşüş göstermiştir (93,94). Benzer şekilde, gebelik sırasında 

da serum AMH’sında bir düşüş gösterilmiştir (95). Son olarak, hipogonadotropik 

hipogonadizm hastalarında, serum AMH düzeyi, muhtemelen FSH'ye bağımlı 

büyümekte olan folliküllerin bulunmaması nedeniyle düşüktür. Gonadotropinler ile 

uyarı tedavisine başlandığında AMH düzeyi yükselmektedir (96). 
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2.5. Antral Follikül Gelişiminde FSH-AMH-Östradiol Etkileşimleri 

('Gonadotropin Bağımlı' Follikül Büyümesi) 

Bu folliküler evrede androjenlerin AMH'nin etkileri gibi granüloza hücreleri 

üzerinde etkisi azalırken, FSH, E2 sentezleme kapasitesi gibi granüloza hücrelerinin 

farklılaşma işlevlerini pozitif yönde etkiler. Bu nedenle androjenlerin rolü ve 

bunların FSH ve AMH ile etkileşimi artık geçerli değildir ve E2 graff follikül 

olgunlaşmasına kadar giderek daha fazla önem kazanmaktadır (70). 

2.5.1. Aromataz Ekspresyonu 

E2, androjenleri (teka hücrelerinden gelen) östrojenlere dönüştüren enzim 

aromatazın etkisi ile granüloza hücreleri tarafından sentezlenir. Aromataz, pre-

antral folliküllerde fetal granüloza hücreleri tarafından zaten ekspresyon edilir (26) 

ancak doğumuna kadar ekspresyonu nispeten düşük kalır. Hemen doğum çağındaki 

preantral ve küçük antral folliküllerde kademeli miktarda artar. Daha sonra primer 

ve pre-antral folliküllerde aromataz ekspresyonu azalır ve sadece çocukluk çağında 

büyük antral folliküllerde bulunur (26). Doğum sonrası dönemdeki bu ekspresyonun 

artması gonadotropinlere ve özellikle de FSH'ya bağlıdır (97). Bununla birlikte, artan 

aromataz ekspresyonu, bu noktada optimum steroidojenik sürecin 

uygulanmamasından ötürü plazma E2 seviyelerinde belirgin bir artışa neden olmaz. 

Steroidogenezis puberteden sonraki dönemde belirgin ortaya çıkar. Bununla 

beraber, büyük antral ve preovulatuar folliküllerde aromataz ekspresyonu artar 

(26). 

2.5.2. FSH-Aromataz İlişkisi 

Aromataz geninin (CYP19) ekspresyonu FSH tarafından önemli ölçüde 

uyarılır. FSH'nin reseptörüne bağlanması artan siklik AMP'ye sekonder olan 

transkripsiyon faktörü cAMP response element binding protein (CREB)'nin 

fosforilasyonunu ve dolayısıyla protein kinaz A'nın aktivasyonunu indükler. Fosforile 

faktör CREB, CYP19 geninin up-regülasyonunda cis-aktive eden sekanslar CRE'ye 

(cAMP response element) bağlanır ve böylece bu genin transkripsiyonunu uyarır 

(26,98). 
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2.5.3. AMH-FSH Kaynaklı Aromataz Aktivitesi İlişkisi 

İnsanlarda, küçük antral folliküllerin follikül sıvısında AMH ve östradiol 

düzeyleri arasında negatif bir korelasyon gözlemlenmiştir ve bu da her bir follikül 

içinde AMH ekspresyonu ve FSH aktivitesi arasında yakın bir karşılıklı etkileşim 

olduğunu göstermektedir (99). Grossman ve ark. (100), IVF tedavisindeki normo-

ovulatuvar hastaların follikül sıvısından elde edilen kültürdeki insan granüloza 

hücrelerinde aromatazın kalitatif aktivitesi üzerinde AMH'nin inhibitör etkisi 

olduğunu göstermiş; ve bunu da CYP19 gen ekspresyonu üzerindeki baskılayıcı bir 

etki ile açıklamıştır. 

Fertilite prezervasyonu için alınan insan overlerindeki küçük antral 

folliküllerin follikül sıvısında Nielsen ve ark. (101) AMH düzeyleri ile CYP19 geni 

ekspresyonu arasında anlamlı negatif korelasyon göstermiştir. Görünüşe göre AMH, 

adenilat siklazın katalitik aktivitesinin inhibisyonu yoluyla FSH etkisini bastırmaktadır 

(102). Granüloza hücrelerine kültür ortamında AMH uygulaması, siklik AMP 

üretiminde CYP19 geninin transkripsiyonunda azalmaya neden olur (102). Pellatt ve 

ark. (24) aynı zamanda insan granüloza hücre  kültürlerinde AMH'nin FSH'ye bağlı 

aromatazın katalitik aktivitesini CYP19 geninin baskılanması yoluyla inhibe ettiğini 

doğrulamıştır. Daha yeni çalışmalar, bu verileri teyit etmektedir ve AMH'nin 

aromatazın bazal ekspresyonunu etkilemediğini, ancak FSH uyarıcı etkisini özellikle 

zayıflattığını önermektedir (104). 

2.5.4. Östradiol-AMH İlişkisi 

İn vivo çalışmalar, E2’nin AMH ekspresyonunu bastırdığını savunmaktadır. 

Bunun için birinci neden, pubertal geçiş sırasında, gonadotropin artışı ile E2 

düzeylerinde yükselme ile ilişkilidir (105,106) ve bu da serum AMH'sindeki hafif 

düşüşü açıklayabilir. İkincisi, IVF için ovarian uyarım sırasında kadınlarda yapılan tüm 

çalışmalar, plazma AMH düzeylerinde belirgin bir düşüş olduğunu bildirmektedir ve 

hCG tetikleme gününde en düşük seviyede olduğunu göstermişler (85,107). Bu 

çalışmaların her biri hCG gününde serum AMH ve östradiol düzeyleri arasında 

negatif bir korelasyon bulmuştur. Örneğin Lee ve ark. (107), uyarılmanın 
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başlangıcından hCG gününe kadar sırasıyla serum E2 ve AMH'nin göreceli olarak 

artması ve azalması arasında negatif bir korelasyon göstermiştir. Olgun folliküllerin 

folliküler sıvıdaki E2 ve AMH konsantrasyonları arasındaki ilişkiyi araştıran diğer 

çalışmalar da benzer sonuçlar vermiştir (101,108).  

Bunun tersine, La Marca ve ark. (86), spontan siklusların folliküler fazında 

serum E2 ve AMH düzeyleri arasında böyle negatif bir ilişki gözlenmediğini 

bildirmiştir. Benzer şekilde, Liberty ve ark. (109), E2'nin AMH üzerindeki baskıcı 

etkisinin fizyolojik olarak anlamlı olup olmadığını ve sadece iyatrojenik olup 

olmadığını sorguladılar ve spontan siklus, klomifen sitrat veya gonadotropinler 

tarafından indüklenen siklus, IVF için ovarian stimülasyon ve dondurulmuş embriyo 

transferi için yüksek doz oral veya transvajinal östrojen tedavinde serum AMH 

değişikliklerini karşılaştırmıştır. Ovarian stimülasyon grubu hariç, AMH düzeyleri 

diğer gruplarda değişiklik göstermemiştir. Bununla birlikte, daha yakın zamanlarda, 

spontan sikluslarda ovülasyondan 5 gün öncesinden 2 gün sonrasına kadar AMH'de 

istatistiksel olarak anlamlı bir azalma gözlenmiştir (110). Bu tutarsızlık, daha yakın 

tarihli çalışmada (110) kullanılan AMH testinin daha hassas olduğu ve ekzojen E2'nin 

sistemik etkisinin, FSH'nin etkisi altında granüloza hücreleri içinde yerel olarak 

üretilen E2'nin indüklediği etkiden daha az olacağı gerçeği ile açıklanabilir (70). 

In vitro veriler AMH'nin E2 baskısı altında olduğunu göstermektedir. E2, AMH 

geninin promotöründe bir yanıt elementine sahiptir (111). Daha spesifik olarak, 

Grynberg ve ark. (112) E2’nin, östrojen reseptörü (ER) α aracılığıyla AMH'yi uyarıcı 

bir etkiye sahip olurken ve ER β yoluyla AMH üzerinde bir önleyici etkisi olduğunu 

açıklamıştır. ER-β büyüyen folliküllerdeki granüloza hücre'lerinin başlıca 

reseptörüyken, ER-α daha sonra korpus luteumda baskın hale gelmektedir (113). 

Dolayısıyla, geç follikül büyüme fazı esnasında estradiol’ün AMH üzerindeki etkisi 

esas olarak önleyici olacaktır ve bu nedenle FSH'nin, E2'nin hiç veya az miktarda 

eksprese eden daha pre-antral folliküllerin hakim olduğu AMH üzerindeki, uyarıcı 

etkilerini aşacaktır (70). 
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2.6. Androjen'den Östrojen Bağımlı Folliküllere Geçiş 

Androjenler, AMH, FSH ve E2 arasındaki ilişkiler, döngü ve follikül gelişim 

aşamasına bağlı olarak değişir (70). 

Pre-antral evreye kadar, E2 yokluğunda AMH ekspresyonu maksimumdur. Bu 

olay androjenlerin etkisi altındaki granüloza hücrelerinin FSH aktivitesinin 

arttırılması yoluyla, ve ayrıca teka hücreleri, granüloza hücreleri ve oosit tarafından 

salgılanan BMP'ler gibi büyüme faktörleri vasıtasıyla, gerçekleşir. Folliküler büyüme 

ilerledikçe androjen etkisi azalır ve E2 üretimi, folliküllerde AMH üretiminin 

bastırılmasının eşik değerine ulaşana kadar yavaş yavaş artar (70). Dolayısıyla E2, 

FSHR ekspresyonundaki artış ve LH reseptörlerinin (LHR) elde edilmesi de dahil 

olmak üzere follikül transformasyonunu kontrol altına alır, seçilebilir folliküllerin 

kohortunun bir parçası olmasını sağlar (70). 

Tüm folliküller bu senaryoyu takip etmez ve AMH, androjenik süreçten 

östrojeniğe geçişi modüle eden faktörlerden biri olabilir, böylece sınırlı sayıda 

follikülün siklik seçilme sürecine geçmesine izin verilir. Baarends ve ark. (84), sıçan 

ovaryumlarında, atretik olmayan büyük preantral ve küçük antral folliküllerde AMH 

geninin farklı bir ekspresyonu olduğunu açıklamıştır. Bu folliküllerin morfolojik 

olarak ayırt edilemez olmasına rağmen, bazıları AMH genini kuvvetli bir şekilde 

eksprese ederken, diğerleri daha az eksprese ederler. AMH'yi en az eksprese 

edenler FSH'ye karşı en duyarlıdır ve bu nedenle, seçilmeye daha yatkındır. Bunun 

tersine, AMH'yi fazla eksprese edenlerin atreziye girmeleri kolaylaşacaktır ve bunlar 

FSH'ye daha dirençlidir (114,115).  

Sonuç olarak, daha büyük antral folliküllerinde (6-8 mm ortalama çap) AMH 

ekspresyonundaki keskin azalma, gonadotropinin sikluslar arası yükselişi sırasında 

FSH tarafından sadece sınırlı sayıdaki follikülün seçilmesine izin veren bir fizyolojik 

ön koşul olarak görülebilir (116). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 3.1. Etik Kurul İzin Süreci 

 "Rekombinant FSH’nın IVF tedavisi uygulanan Polikistik Over Sendromu 

hastalarının follikül sıvılarından elde edilen granüloza hücrelerinde Konneksin 43 ve 

Aromataz aktivitesi üzerine etkisi" başlıklı tez çalışması, 22.02.2016 tarihinde GO 

16/43  kayıt numarasıyla Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik 

Araştırmalar Etik Kurulu tarafından gerekçe, amaç, yaklaşım ve yöntem başlıklarında 

değerlendirme sonrası etik açıdan uygun bulunmuştur. 

 3.2. Örneklerin Elde Edilmesi 

 Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Kadın Hastalıkları ve Doğum A.D. Tüp 

Bebek Ünitesi’ne infertilite nedeni ile başvuran 10 PKOS hastasından OPU (ovum 

pick up) sırasında elde edilen follikül sıvılarından oosit-kumulus kompleksi 

seçildikten sonra arda kalan follikül sıvıları EDTA’lı tüplere alınarak; Hacettepe 

Üniversitesi Tıp Fakültesi (HÜTF) Histoloji – Embriyoloji Anabilim Dalına getirilmiştir. 

3.2.1. Araştırmaya Dahil Edilen Hastalar 

20 - 25 yaş arasında ve vücut kitle indeksi 20-22 kg/m olan, rFSH kullanan 

PKOS (oligomenore ve anovulasyonu olan) hastaları araştırmaya dahil edilmiştir.  

3.2.2. Araştırmaya Almama Kriterleri 

Endometriozisi olan hastalar, sigara içenler, son 6 ay içinde hormon kullanan 

hastalar ve herhangi bir dahili veya metabolik hastalığı olanlar, araştırmaya dahil 

edilmemiştir. 

3.3. Granüloza Hücrelerinin İzolasyonu  

HÜTF Histoloji – Embriyoloji A.D.’da follikül sıvıları (FS) 1:4 PBS ile dilue 

edilmiştir. Daha sonar, 3 ml Ficoll (Sigma Histopaq 1077) solüsyonu 15 ml’lik 

santrifüj tüplerine konulmuştur ve üzerine 12 ml dilüe FS Ficoll solüsyonu ile 

karışmayacak şekilde yavaşca eklenmiştir. Granüloza hücreleri Ficoll solüsyonu ile 
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santrifüj (30 dk, 600 g) edilmiştir. Daha sonra yüzeyde kalan hücreler alınmıştır. 

Hücrelerin üzerine 5ml DMEM-F12 (Biowest L0092-500) besiyeri eklenerek santrifüj 

yapılmıştır. Bu işlem 3 kez tekrar edildikten sonra hücre sayımı yapılmıştır. Daha 

sonra deney zamanına kadar hücreler dondurularak sıvı azot (-196oC) tankında 

bekletilmiştir (117). 

3.4. Hücre Sayımı 

Granüloza hücrelerinden oluşan pellet üzerine 1 ml besiyeri eklendikten 

sonra, 100 μl’si alınmış ve üzerine 100 μl %4 tripan mavisi eklenmiştir. Bu 

karışımdan 10 μl alınarak toma lamında hücre sayımı yapılmıştır (118). Elde edilen 

sayı 10x2x104 ile çarpılarak, toplam hücre miktarı belirlenmiştir. 

3.5. Hücrelerin Dondurulması 

Santrifüj sonrarası elde edilen hücre peletleri üzerine 7 μl DMEM-F12, 2 μl 

Fetal Bovin Serum (FBS) ve 1 μl Dimethyl sulfoxide (DMSO) eklenerek (buz 

üzerinde), 2 saat boyunca 4oC’de bekletilmiştir. Daha sonra 2 saat -20oC’de 

bekletildikten sonra sıvı azot tankına aktarılmıştır. 

3.6. Dondurulmuş Hücrelerin Çözülmesi 

Azot tankında bulunan hücreler alınarak hızlı bir şekilde 37oC’de su 

banyosuna konulmuştur. Kültür laboratuvarında önceden hazırlanmış besiyere 1/9 

oranında eknerek santrifüj (1200 rpm, 5 dakika) edilmiştir. Daha sonra elde edilen 

peleti besiyer ile karıştırarak hücreler kültüre hazır hale getirilmiştir. 

3.7. Besiyerlerin Hazırlanması 

24 saat’lik kültür için DMEM-F12 besiyerine %10 FBS ve %1 Penisilin 

Streptomisin eklenmiştir. Bu besiyeri hücrelerin normal kültürü sırasında 

kullanılmıştır. 2 saat’lik deney süresi boyunca serum-free besiyeri kullanılmıştır. 

Serum-free besiyerinde DMEM-F12 üzerine sadece %1 Penisilin Streptomisin 

eklenmiştir (104). 
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3.8. Deney Grupları 

Her hastaya ait hücreler 4 farklı deney ve kontrol grubuna ayrılmıştır. 

Grupların tümü 24 saat DMEM-F12, %10 FBS ve %1 Penisilin Streptomisin 

besiyeriyle kültür kaplarına tutunmaları için kültüre edilmiştir. Daha sonra 

hücrelerin üzerindeki supernatant alınarak  2 saat boyunca serum free mediumuyla 

birlikte farklı karışımlarla kültüre edilmişlerdir. A grubu kontrol grubu olarak sadece 

besiyeri eklenerek kültüre edilmiştir. B grubunda hücrelere kültür medyumuna 10 

ng/ml rFSH (Merck Serono Follitropin alfa / Gonal-F 450 IU/0.75 ml) eklenerek 

kültüre edilmiştir. C grubunda kültür medyumuna 10 mikro g/ml AMHR2 Antikoru 

(Anti-AMHR2 antibody [MIG7] ab64762) eklenerek hücrelere kültüre edilmiştir. D 

grubu kültür medyumuna 10 ng/ml rFSH + 10 mikro g/ml AMHR2 Ab eklenerek 

kültüre edilmiştir (Çizelge 3.1). 

Tablo 3.1. Deney grupları 

Gruplar Serum free medium rFSH 10 ng/ml AMHR2 Ab 10 mikro g/ml 

A Var Yok Yok 

B Var Var Yok 

C Var Yok Var 

D Var Var Var 

 

3.9. Hücre Kültürü 

İmmünofluresan yöntemi için hücre kültürü Poly-L-lysine kaplı 8-kuyucuklu 

kültür lamları kullanılmıştır. Her kuyucuğa 5x104 hücre ekilmiştir. Hücre kültürü %5 

CO2  ve 37oC’da yapılmıştır. İlk 24 saat’lik aşamada hücrelerin tutunması 

sağlanmıştır ve bu aşama için DMEM-F12, %10 FBS ve %1 Penisilin Streptomisin 

mediumu kullanılmıştır. Daha sonra hücrelerin üzerindeki supernatant alınarak  2 

saat boyunca serum free mediumla birlikte farklı karışımlarla kültüre edilmiştir. 2 

saat kültür sonunda hücreler İmmünofluresan boyama yöntemiyle Cx43   

değerlendirmesi için boyanmıştır. 
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3.10. İmmünofluresan Yöntemiyle Cx43 Değerlendirilmesi 

3.10.1. Hücrelerin Fiksasyonu 

Kültürden alınan hücreler PBS (Biowest Dulbecco’s Phosphate-Buffered 

Saline L0615-500) solüsyonu ile 3 kere yıkandıktan sonra %4 paraformaldehit ile 20 

dakika boyunca fikse edilmişlerdir. Daha sonra PBS ile yıkanarak bir sonraki aşamaya 

geçilmiştir. 

3.10.2. Permeabilizasyon 

Hücre zarlarını geçirgen hale getirmek için 10 dakika boyunca %0.1 Triton X 

(Sigma T8787) kullanılmıştır. Bu aşamadan sonra hücreler 3 kez PBS ile yıkanmıştır. 

3.10.3. Serum Blokajı 

Hücreler bu aşamada %5 keçi serumu (Sigma Goat serum G9023) ile 1 saat 

boyunca muamele edilmiştir. 1 saatin sonunda hücreler yıkanmadan diğer aşamaya 

geçilmiştir. 

3.10.4. Primer Antikor Uygulaması 

Mouse monoclonal Cx43 antikoru (Anti-Connexin 43 / GJA1 antibody [4E6.2] 

ab79010) 1:100 dilisyonla +4oC’de gece boyunca uygulanmıştır. Bu aşamanın 

sonunda hücreler PBS ile yıkanarak diğer aşama için hazır hale gelmişlerdir. 

3.10.5. FITC Konjuge Sekonder Antikor Uygulaması 

FITC konjuke Goat anti mouse (Goat Anti-Mouse IgG H&L (FITC) ab6785) (Ex: 

493 nm, Em: 528 nm) sekonder antikor’u 1:1000 dilisyonla 1 saat boyunca oda 

sıcaklığında ve karanlık ortamda uygulanmıştır. Daha sonra PBS ile yıkanarak bir 

sonraki aşama için hazırlanmıştır.  

 

 



23 

 

3.10.6. Çekirdek Boyası 

Çekirdek boyası için karanlık odada 10 dakika boyunca 300 nmol BioLegend 

marka DAPI (4,6-Diamino-2-Phenylindole, Dilactate 422801) (Ex: 360 nm) 

uygulanmıştır. Daha sonra hücreler yıkanarak kurutulup lamel ile kapatılmıştır. 

3.10.7. Görüntüleme 

Örnekler görüntüleme laboratuvarında Leica DM6000B upright ışık ve 

widefield floresan mikroskobu ile görüntülenmiştir. Çalışmada mikroskobun floresan 

görüntüleme kısmı kullanılarak x40 objektif kullanılarak x400 büyütmede 

mikrograflar alınmıştır. 

3.11. Mikrografların Değerlendirilmesi 

Her gruba ait kyucukların 4 farklı alanı seçilerek x40 objektikle mikrograflar 

alınmıştır. Her alandan FITC, DAPI ve merge mikrograflar alınmıştır. Daha sonra Lasx 

programı kullanılarak analiz yapılmıştır. Analiz için merge yapılmış mikro garaflar 

kullanılarak, ilk önce 50 – 100 intensiti aralığında toplam Cx43 ekspresyon alanı 

(yeşil renk) mikrometre kare olarak hesaplanmıştır. Daha sonra 101 ve üzeri 

intensiti’de çekirdeklerin toplam alanı (mavi renk) mikrometre kare olarak 

hesaplanmıştır. Cx43 için elde edilen değerler, Cx43 ve DAPI değerlerinin toplamına 

bölünerek ve daha sonra 100’e çarpılarak, Cx43 ekspresyon yüzdesi hesaplanmıştır 

(Şekil 3.1).  

%0-25 arası değerler 0 skor olarak hesaplanırken, %26-40 arası +1, %41-55 

arası +2, %56-70 arası +3 ve %71’den fazla olan değerler +4 boyama şiddeti olarak 

değerlendirilmiştir. 
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Şekil 3.1. x40 objektif kullanılarak çekilen mikrografta insan granüloza hücrelerinde 
intensite ölçümü. (A), bulunan ana görüntü üzerinde Cx43 (B) ve DAPI (C) 
alanları farklı intensiti ile ölçülmüştür. 
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3.12. İstatistik Analiz 

Farklı ilaçların boyanma oranları arasındaki karşılaştırmalar Friedman testi 

kullanılarak yapılmıştır. Verilerin normal dağılıma uygunluğu ise Shapiro Wilk testi 

ile incelenmiş ve normal dağılım varsayımının bozulduğu görülmüştür. Bu sebeple 

analizler parametrik olmayan yöntemler kullanılarak yapılmıştır. Friedman testi 

sonucunda anlamlı farklılık bulunması durumunda ikili karşılaştırmalar ile farklılığı 

yaratan gruplar tespit edilmiştir. İstatistiksel anlamlılık düzeyi (p-değeri) 0.05 olarak 

alınmıştır. Analizler SPSS 21 programında uygulanmıştır. 
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4. BULGULAR 

 Cx43 için ilk önce pozitif ve negatif kontrol boyamalarda insan granüloza 

hücrelerinde Cx43 ekspresyonu şekil 4.1’de gösterilmiştir. Daha sonra farklı gruplar 

arasındaki Cx43 ekspersyon farkı değerlendirilmiştir (Şekil 4.2). Yapılan analizlerin 

sonucu farklı gruplar arası fark olup olnadığı araştırılmıştır. Her deney grubu için 

Cx43 eksprese edilen alan hesaplanarak, Cx43 ve DAPI değerlerinin toplamına 

bölünerek ve daha sonra 100’e çarpılarak, Cx43 ekspresyon yüzdesi hesaplanmıştır. 

%0-25 arası değerler 0 skor olarak hesaplanırken, %26-40 arası +1, %41-55 arası +2, 

%56-70 arası +3 ve %71’den fazla olan değerler +4 boyama şiddeti olarak 

değerlendirilmiştir (Tablo 4.1). Daha sonra elde edilen ekspresyon yüzdelerinin 

ortalaması alınarak gruplar arası karşılaştırma yapılmıştır (Tablo 4.2 ve Şekil 4.3). 

Cx43 ekspresyon şiddeti açısından gruplar arsında farkolup olmadığı araştırılmıştır 

(Tablo 4.2 ve Şekil 4.4). 

 

 

Şekil 4.1. x63 objektifte çekilen normal insan granüloza hücrelerinde Cx43 negatif 
(A) ve pozitif (B) mikrograflar. Yeşil renk Cx43 ve mavi renk çekirdek 
alanınıdır. 
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Şekil 4.2. x40 objektifle çekilen farklı gruplarda granüloza hücreleri. Yeşil renk Cx43 
ve mavi renk çekirdek alanınıdır. A, kontrol, B, FSH verilen, C, AMHR2 Ab 
verilen ve D, FSH+AMHR2 Ab verilen gruptur. Yeşil renk Cx43 ve mavi renk 
çekirdek alanıdır. 

 

Tablo 4.1. Deney ve kontrol gruplarında Cx43 oranı ve boyama şiddeti 

 
Oran % Boyama şiddeti 

Deney A B C D A B C D 

1 35,81 51,50 41,73 56,40 +1 +2 +2 +3 

2 24,86 55,70 26,21 58,29 0 +3 +1 +3 

3 24,06 55,44 24,35 59,85 0 +3 0 +3 

4 23,83 44,14 24,53 48,93 0 +2 0 +2 

5 28,85 51,31 29,88 54,77 +1 +2 +1 +2 

6 18,41 31,02 22,78 36,52 0 +1 0 +2 

7 29,04 56,86 26,13 59,66 +1 +3 +1 +3 

8 26,29 51,38 23,11 59,94 +1 +2 0 +3 

9 24,52 50,91 23,38 60,37 0 +2 0 +3 

10 28,21 47,38 29,74 53,73 +1 +2 +1 +2 
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Tablo 4.2. Farklı gruplarda eksprese edilen Cx43 yüzde oranı 

Deney grupları Hasta Sayısı Ortalama [Min-Max] % Median% Std. Devisyon 

A 10 26,38 [18,41 – 35,80] a,b 25,58 4,55 

B 10 49,56 [31,01 – 56,85] a,c 51,34 7,57 

C 10 27,18 [22,77 – 41,72] c,d 25,33 5,71 

D 10 54,84 [36,52 – 60,37] b,d 57,34 7,39 

A ve B grubu arasında (P=0.011) anlamlı fark bulunmuştur. A ve D grubu arasında (P=0.001) anlamlı 
fark bulunmuştur. B ve C grubu arasında (P=0.026) anlamlı fark bulunmuştur. C ve D grubu arasında 
(P=0.002) anlamlı fark bulunmuştur. 

 

 

 

Şekil 4.3. Deney ve kontrol grupları arasında eksprese edilen Cx43 yüzde oranı. A ve 
B grubu arasında (P=0.011) anlamlı fark bulunmuştur. A ve D grubu 
arasında (P=0.001) anlamlı fark bulunmuştur. B ve C grubu arasında 
(P=0.026) anlamlı fark bulunmuştur. C ve D grubu arasında (P=0.002) 
anlamlı fark bulunmuştur. 
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Şekil 4.4. Deney ve kontrol grupları arasında eksprese edilen Cx43 şiddeti. A ve B 
grubu arasında (P=0.019) anlamlı fark bulunmuştur. A ve D grubu 
arasında (P=0.001) anlamlı fark bulunmuştur. C ve D grubu arasında 
(P=0.001) anlamlı fark bulunmuştur. 

 

 

 4.1. Kontrol Gruplarındaki Granüloza Hücrelerinde Cx43 Ekspresyonu 

 10 hastadan izole edilen granüloza hücreleri üzerinde kültür ortamında hiç 

bir ilaç uygulamadan Cx43 ekspresyonu değerlendirilmiştir. Kontrol grubu için elde 

edilen mikrograflar (Şekil 4.5) Cx43 boyanma oranını hesplamak için kullanılmıştır. 

Bu gruptaki hastalarda Cx43 ortalama boyanma yüzde oranı %26,38 olarak tespit 

edilmiştir (Tablo 4.2). Ayrıca boyanma şiddeti olarak bu grupta 5 hastada 0 boyanma 

şiddeti ve diğer 5 hastada +1 boyanma şiddeti tespit edilmiştir (Tablo 4.3). 
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Şekil 4.5. x40 objektifle çekilen kontrol gruplarında granüloza hücreleri. A, DAPI, B, 
Cx43 FITC ve C birleşmiş mikrograflardırlar. Yeşil renk Cx43 ve mavi renk 
çekirdek alanıdır.  
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Tablo 4.3. Kontrol grubu Cx43 boyanma şiddeti 

 
Şiddet Frekans Yüzde% 

A Grubu 

0 5 50 

1 5 50 

2 0 0 

3 0 0 

 

4.2. FSH Varlığında Granüloza Hücrelerinde Cx43 Ekspresyonu 

10 hastadan izole edilen granüloza hücreleri üzerinde kültür ortamında FSH 

uyguladıktan sonra Cx43 ekspresyonu değerlendirilmiştir.  Bu grup için elde edilen 

mikrograflar (Şekil 4.6) Cx43 boyanma oranını hesplamak için kullanılmıştır. Bu 

gruptaki hastalarda Cx43 ortalama boyanma yüzde oranı %49,56 olarak tespit 

edilmiştir (Tablo 4.2). Ayrıca boyanma şiddeti olarak bu grupta 1 hastada +1 

boyanma şiddeti, 6 hastada +2 ve 3 hastada +3 boyanma şiddeti tespit edilmiştir 

(Tblo 4.4). 
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Şekil 4.6. x40 objektifle çekilen FSH uygulanan grupta granüloza hücreleri. A, DAPI, 
B, Cx43 FITC ve C birleşmiş mikrograflardırlar. Yeşil renk Cx43   ve mavi 
renk çekirdek alanınıdır. 
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Tablo 4.4. FSH verilen grup için Cx43 boyanma şiddeti 

 
Şiddet Frekans Yüzde% 

B Grubu 

0 0 0 

1 1 10 

2 6 60 

3 3 30 

 

 4.3. AMHR2 Ab Varlığında Granüloza Hücrelerinde Cx43 Ekspresyonu 

 10 htadadan izole edilen granüloza hücreleri üzerinde kültür ortamında 

AMHR2 Ab uyguladıktan sonra Cx43 ekspresyonu değerlendirilmiştir.  Bu grubu için 

elde edilen mikrograflar (Şekil 4.7) Cx43 boyanma oranını hesplamak için 

kullanılmıştır. Bu gruptaki hastalarda Cx43 ortalama boyanma yüzde oranı %27,18 

olarak tespit edilmiştir (Tablo 4.2). Ayrıca boyanma şiddeti olarak bu grupta 5 

hastada 0 boyanma şiddeti, 4 hastada +1 ve 1 hastada +2 boyanma şiddeti tespit 

edilmiştir (Tblo 4.5). 
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Şekil 4.7. x40 objektifle çekilen AMHR2 uygulanan grupta granüloza hücreleri. A, 
DAPI, B, Cx43 FITC ve C birleşmiş mikrograflardırlar. Yeşil renk Cx43   ve 
mavi renk çekirdek alanınıdır.  
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Tablo 4.5. AMHR2 Ab verilen grup için Cx43 boyanma şiddeti 

 
Şiddet Frekans Yüzde% 

C Grubu 

0 5 50 

1 4 40 

2 1 10 

3 0 0 

 

 4.4. FSH ve AMHR2 Ab Varlığında Granüloza Hücrelerinde Cx43 

Ekspresyonu 

 10 hastadan izole edilen granüloza hücreleri üzerinde kültür ortamında FSH 

ve AMHR2 Ab uyguladıktan sonra Cx43 ekspresyonu değerlendirilmiştir.  Bu grup 

için elde edilen mikrograflar (Şekil 4.8) Cx43 boyanma oranını hesaplamak için 

kullanılmıştır. Bu gruptaki hastalarda Cx43 ortalama boyanma yüzde oranı %54,84 

olarak tespit edilmiştir (Tablo 4.2). Ayrıca boyanma şiddeti olarak bu grupta 4 

hastada +2 boyanma şiddeti ve 6 hastada ++ boyanma şiddeti tespit edilmiştir 

(Tablo 4.6). 
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Şekil 4.8. x40 objektifle çekilen FSH ve AMHR2 Ab uygulanan gruplarda granüloza      
hücreleri. A, DAPI, B, Cx43 FITC ve C birleşmiş mikrograflardırlar. Yeşil 
renk Cx43   ve mavi renk çekirdek alanıdır. 
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Tablo 4.6. FSH ve AMHR2 Ab verilen grup için Cx43 boyanma şiddeti 

 
Şiddet Frekans Yüzde% 

D Grubu 

0 0 0 

1 0 0 

2 4 40 

3 6 60 

 

Yapılan değerlendirmelerin sonucunda hem Cx43 boyanma oranı ve hemde 

şiddeti açısından gruplar arasında anlamlı farklılıklar bulunmuştur. Kontrol ve FSH 

verilen grup arasında (P=0.011) anlamlı fark bulunmuştur. Kontrol ve FSH+AMHR2 

Ab verilen grup arasında (P=0.001) anlamlı fark bulunmuştur. FSH ve AMHR2 Ab 

verilen grup arasında (P=0.026) anlamlı fark bulunmuştur. AMHR2 Ab ve 

FSH+AMHR2 Ab verilen grup arasında (P=0.002) anlamlı fark bulunmuştur (Tablo 4.2 

ve Şekil 4.3). 

Ayrıca boyanma şiddeti açısından Kontrol ve FSH verilen grup arasında 

(P=0.019) anlamlı fark bulunmuştur. Kontrol ve FSH+AMHR2 Ab verilen grup 

arasında (P=0.001) anlamlı fark bulunmuştur. AMHR2 Ab ve FSH+AMHR2 Ab verilen 

grup arasında (P=0.001) anlamlı fark bulunmuştur (Şekil 4.4). 
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışmada FSH’nın, PKOS hastalarından izole edilen insan granüloza 

hücrelerindeki Cx43 ekspresyonu üzerine etkisi gösterilmiştir. PKOS hastası olmayan 

normal insan ve fare granüloza hücreleri üzerinde yapılan çalışmalarda FSH’nın 

etkisi granüloza hücrelerinde Cx43 üzerinde gösterilmiştir (119). FSH kültür 

ortamında tek başına uygulandığı zaman çok kısa bir süre etkisini sürdürdüğü için 

bizim çalışmamızda sadece 2 saat boyunca FSH ugulanmıştır. Bu 2 saat içinde FSH 

granüloza hücreleri üzerinde cAMP/PKA yolağını kullanarak Cx43 artışını sağlamıştır. 

Daha önce yapılan bir çalışmada PKOS hastalarında elde edilen granüloza hücreleri 

üzerinde kültür ortamında uygulanan FSH, bu hücrelerde insülin reseptörü substratı-

2 (IRS-2) ekspresyonunu arttırdığını gösterilmiştir. IRS-2 cAMP/SP1 yolağı üzerinden 

aktive edilmiştir (25). Bizim çalışmamızda Cx43 artışı ile, FSH’nın PKOS hastalarından 

elde edilen graüloza hücrelerinde, normal granüloza hücrelerinde olduğu gibi Cx43 

yolağını aktive ettiği gösterilmiştir.  

Çalışmamızda elde edilen bulgulara göre FSH uygulanan grup ile kontrol 

grubu arasında Cx43 ekspresyonu açısından anlamlı bir artış gösterilmiştir. Bu artış 2 

saat’lik bir kültür sonrası gösterilmiştir. Kültür süresinin uzamasıyla, FSH etkisinin 

azalacağı düşünülmektedir. Cx43’ün yarı ömrü kültür ortamında 1-5 saat arasında 

(119) olduğu için FSH etkilerini görmek için kültür süresi kısa tutulmuştur. Yapılan 

bazı çalışmalarda FSH’nın etkisini daha fazla sürdürebilmesi için TGFβ-1 ile beraber 

uygulanması önerilmiştir. TGFβ-1, tek başına uygulandığı zaman Cx43 ekspresyonu 

üzerine bir etkisi bulunmamıştır, ama FSH ile beraber kullanıldığı zaman 24 saat 

kültür ortamında FSH’nın etkısını sürdürmesine yardımcı olduğu gösterilmiştir 

(119,120). İlerdeki çalışmalarda kültür süresini arttırmak ve dolaysıyla FSH etkisini 

daha iyi anlamak için FSH+TGFβ-1 kullanılmasını önerebiliriz.  

Bizim çalışmamızda AMHR2 Ab, tek başına uygulanan grup ile kontrol grubu 

arasında Cx43 ekspresyonu açısından anlamlı bir fark saptanmamıştır. Ama FSH ve 

AMHR2 Ab uygulanan grup ile kontrol grubu arasında anlamlı fark bulunmuştur. FSH 

ve AMHR2 Ab uygulanan grup ve sadece FSH verilen grup arasında istatistiksel 
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olarak fark bulunmamıştır. Fark bulunmamasına rağmen elde edilen sonuçlarda az 

miktarda olsa da FSH ve AMHR2 Ab verilen grupta Cx43 ekspresyon miktarı daha 

fazla bulunmuştur. Bu da AMHR2 AK, verilen gruplarda FSH etkisinin yanısıra 

AMHR2 Ab etkisinin de olduğunu göstermektedir. Gelecek çalışmalarda bu konu 

üzerinde kültür süresini arttırarak veya AMHR2 Ab uygulama miktarını doz ve zaman 

açısından arttırarak daha iyi sonuçlar alınabileceğine inanmaktayız. 

Bizim çalışmamızda FSH uygulanan PKOS hastalarının granüloza hücrelerinde 

Cx43 aktivitesinin arttığı gösterilmiştir. Bu sonuç üzerinden IVF tedavisi sırasında 

elde edilen oosit-kumulus kompleklerinin denudasyon işlemine kadar olan kültür 

süreçlerinde kültür sıvılarına rFSH eklenmesinin oosit maturasyonu, kalitesi ile 

embriyo kalitesi üzerinde olumlu etkisi olabileceği hipotezi üzerinden devam eden 

yeni çalışmalar planlamaktayız.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 Bu çalışmada hem Cx43 boyanma oranı ve hem de şiddeti açısından gruplar 

arasında anlamlı farklılıklar bulunmuştur. Kontrol ve FSH verilen grup arasında 

(P=0.011) anlamlı fark bulunmuştur. Kontrol ve FSH+AMHR2 verilen grup arasında 

(P=0.001) anlamlı fark bulunmuştur. FSH ve AMHR2 verilen grup arasında (P=0.026) 

anlamlı fark bulunmuştur. AMHR2 ve FSH+AMHR2 verilen grup arasında (P=0.002) 

anlamlı fark bulunmuştur (Tablo 4.2 ve Şekil 4.3). Ayrıca boyanma şiddeti açısından 

Kontrol ve FSH verilen grup arasında (P=0.019) anlamlı fark bulunmuştur. Kontrol ve 

FSH+AMHR2 verilen grup arasında (P=0.001) anlamlı fark bulunmuştur. AMHR2 ve 

FSH+AMHR2 verilen grup arasında (P=0.001) anlamlı fark bulunmuştur (Şekil 4.4). 

 Sonuç olarak elde edilen bu veriler, rFSH’nın PKOS hastalarında granüloza 

hücreleri üzerine etki ettiğini ve Cx43 ekspresyonunu arttırarak, granüloza hücreleri 

arasındaki iletişimi arttırdığını göstermektedir. 

İlerdeki çalışmalarda kültür süresini arttırmak ve dolaysıyla FSH etkisini daha 

iyi anlamak için FSH+TGFβ-1 kullanılmasını önerebiliriz. Ayrıca gelecek çalışmalarda 

bu konu üzerinde kültür süresini arttırarak veya AMHR2 Ab uygulama miktarını doz 

ve zaman açısından arttırarak daha iyi sonuçlar alınabileceğine inanmaktayız.  

Çalışmamızın sonucunda FSH uygulanan PKOS hastalarının granüloza 

hücrelerinde Cx43 aktivitesinin artması gösterilmiştir. Bu sonuç üzerinden IVF 

tedavisi sırasında elde edilen oosit-kumulus kompleklerinin denudasyon işlemine 

kadar olan kültür süreçlerinde kültür sıvılarına rFSH eklenmesinin oosit 

maturasyonu, kalitesi ile embriyo kalitesi üzerinede olumlu etkisi olabileceği 

hipotezi üzerinden devam eden yeni çalışmalar planlamaktayız. 
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