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OzZET

Hashemihesar, R., Rekombinant FSH'nin IVF Tedavisi Uygulanan Polikistik Over
Sendromu Hastalarinin Follikiil Sivilarindan Elde Edilen Graniiloza Hiicrelerinde
Konneksin 43 Uzerine Etkisi, Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii
Histoloji — Embriyoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2017. Projede amacimiz
infertilite nedeni ile basvuran Poli-Kistik Over (PKOS) hastalarindan OPU (ovum pick
up) sirasinda elde edilen follikil sivilarindan oosit-kumulus kompleksi secildikten
sonra arda kalan follikdl sivilarindan elde edilen graniiloza hiicrelerine recombinant
follikll stimile edici faktor (rFSH)'G Anti Mullerian Hormone Reseptor-1l (AMHR2)
antikorunun varhginda ve yoklugunda, uygulamak ve rFSH etkisini konneksin 43
(Cx43) lizerinde incelemektir. Tiip Bebek Unitesi’ne infertilite nedeni ile basvuran 10
PKOS hastasindan OPU sirasinda elde edilen follikiil sivilarindan oosit-kumulus
kompleksi secildikten sonra arda kalan follikll sivilarindan graniiloza hicreleri
alinarak 4 alt gruba ayrilmistir. Farkl kombinasyonlarda 2 saat’ lik kiltlir sonrasi bu
gruplarda immiunofluresan yontemiyle Cx43 degerlendirilmesi yapilmistir. Bu
¢alismada hem Cx43 boyanma orani ve hemde siddeti agisindan gruplar arasinda
anlamli farklihklar bulunmustur. Kontrol ve FSH verilen grup arasinda (P=0,011)
anlamh fark bulunmustur. Kontrol ve FSH+AMHR2 verilen grup arasinda (P=0,001)
anlamli fark bulunmustur. FSH ve AMHR2 verilen grup arasinda (P=0,026) anlamli
fark bulunmustur. AMHR2 ve FSH+AMHR?2 verilen grup arasinda (P=0,002) anlamh
fark bulunmustur. Kontrol ve FSH+AMHR2 verilen grup arasinda (P=0,001) anlamh
fark bulunmustur. AMHR2 ve FSH+AMHR?2 verilen grup arasinda (P=0,001) anlamh
fark bulunmustur. Sonug olarak elde edilen bu veriler, rFSH nin PKOS hastalarinda
graniloza hiicreleri lizerine etki ettigi ve Cx43 ekspresyonunu arttirarak, graniiloza

hiicreleri arasindaki iletisimi arttirdigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: polikistik over sendromu, grantiloza hiicre, infertilite

THD-2017-11593 no’lu proje kapsaminda Hacettepe BAB tarafindan desteklenmistir.
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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-
I (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+AMHR?2 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
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1.GIRIS

Poli-Kistik Over Sendrom’u (PKOS) genc¢ kadinlarda kronik anovulasyon ve
hiperandrojenizmin en yaygin nedenidir, ve kadin populasyonunun %5-10"unu
etkiler. PKOS’da farkli bliyiime asamalarinda duraksamis ultrasonografik gériinimde
artmis sayida follikiiller izlenir. Ozellikle pre-antral ve antral follikiillerde Anti
Milleriyan Hormon (AMH) sentezinde artis belirgindir. Bu nedenle PKOS
hastalarinda, genellikle AMH seviyesi yliksek bulunur ve yiksek miktardaki AMH’nin,
graniiloza hicreleri Gzerindeki follikil stimile edici hormon (FSH) ile indlklenen
aromataz aktivitesini inhibe ederek follikiil gelisimini durdurdugu bilinmektedir
(1,2). AMH, graniloza hicreleri Uzerinde bulunan AMH Reseptor-1l (AMHR2)
Uzerinden etkisini gerceklestirir ve aromataz aktivitesini inhibe ederek estradiol (E2)
Uretimini durdurur. FSH aromataz aktiviteyi arttirmada ve cAMP olusumunda pozitif
etkiye sahiptir. FSH, graniiloza hiicrelerinde Cx43 ekspresyonunun’da artisini saglar
(3). Cx43 insan kumulus grantiiloza hiicreleri arasinda bulunan oluklu baglantilarin
ana molekiliidir, hiicreler arasinda iletisimde rol alr. insanda oosit-kumulus
kompleksinde graniiloza hicrelerinde oluklu baglantilarin, oosit kompetansi ile

pozitif korelasyon gosterdigi bilinmektedir (3,4).

PKOS hasta grubu in-vitro fertilizasyon (IVF) tedavilerinde kontrolli ovaryen
hiperstimilasyon sirasinda Ovaryen Hiperstimilasyon Sendromu (OHSS) agisindan
riskli hasta grubu olarak kabul edilir. Bu tedavi sirasinda uygulanan rekombinant
folliktil stimile edici hormon (rFSH)'nun dozu 6nemlidir ve uygulanan doz yiksek
oldugunda ciddi yan etkiler yaratabilir. OHSS, IVF tedavileri sirasinda gelisebilen,
Olimcil sonuglar dogurabilecek bir komplikasyondur. PKOS da farkh bliyime
asamalarinda duraksamis, ozellikle pre-antral ve antral follikillerde (primer olarak
AMH sentezleyen) artis belirgindir. Bu nedenle PKOS hastalarinda, genellikle AMH
seviyesi ylksek bulunur ve ylksek miktardaki bu AMH'nin, graniiloza hicreleri
Gzerindeki FSH ile indiklenen aromataz aktivitesini inhibe ederek follikul gelisimini
durdurdugu bilinmektedir. AMH, graniiloza hiicreleri Uzerinde bulunan AMHR2
Uzerinden etkisini gerceklestirmektedir ve aromataz aktivitesini inhibe ederek E2

Uretimini durdurur. FSH aromataz aktiviteyi arttirmada ve cAMP olusumunda pozitif



etkiye sahiptir. Rekombinant FSH’nin, PKOS hastalarinda in vitro olarak graniiloza
hicrelerine uygulandiginda insulin reseptorinin artmasina neden oldugu, aromataz

(CYP19) aktivitesini etkiledigini gosterilmistir (1,2).

PKOS hastalarinda FSH etkisini Cx43 {izerinde goOsteren calisma
bulunmamaktadir. Ayrica PKOS hastalarinda AMH reseptor blokaji yapilarak, AMH
etkisini graniiloza hicreleri lzerinde azaltip, CX43 artisini gosteren calisma da
bulunmamaktadir. Bu iki noktay! ¢alismamizin O0zgunligu olarak

degerlendirmekteyiz.

Galismada amag infertilite nedeni ile basvuran PKOS hastalarindan OPU
(ovum pick up) sirasinda elde edilen follikiil sivilarindan oosit-kumulus kompleksi
secildikten sonra arda kalan follikil sivilarindan elde edilen graniiloza hiicrelerine
rekombinant FSH (rFSH)'yi AMHR2 antikorunun (AMHR2 Ab) varliginda ve
yoklugunda, uygulamak ve rFSH etkisini Cx43 (izerinde incelemektir. Bu galismada
Cx43 aktivitesinin arttigini gosterebildigimiz takdirde; IVF tedavisi sirasinda elde
edilen oosit-kumulus kompleklerinin kiltir slreglerinde kiltir sivilarina FSH
eklenmesiyle oosit maturasyonu, kalitesi ve embriyo kalitesi tizerine olumlu etkisi

olabilecegi hipotezi Gizerinden devam eden galismalar planlamayi diisinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Poli-Kistik Over Sendromu

Polikistik over sendromu (PKOS), hiperandrojenizm, ovulatuvar disfonksiyon
ve polikistik over morfolojisi ile karakterize yaygin bir hastaliktir (5). Klinik tablo

heterojendir ve karakteristik 6zelliklerin varligina veya yokluguna bagl olarak birkag
fenotip kategorisine ayrilabilir. Basta insulin direnci olmak Uzere metabolik
anomaliler, ozellikle de hiperandrojenizim gosteren kadinlar arasinda, etkilenen

bireylerin cogunda belirgindir (6,7). PKOS'lu kadinlar, metabolik anormallikler, tip 2
diyabet, infertilite, obstetrik komplikasyonlar, endometriyal kanser ve duygudurum

bozukluklari igin artmis risk tasirlar (5).
2.1.1. Epidemiyoloji

PKOS prevalansi diinya gapinda olduk¢a benzerdir. Birlesik Devletler, Avrupa,
Asya ve Avustralya'dan lireme ¢agindaki kadinlarda klinik olarak belirgin olan PKOS
prevalansi, orijinal 1990 ABD Ulusal Saglik Enstitlisinin (NIH) teshis kriterlerine
gore %5 ila %9 arasinda degismektedir (5). PKOS'lu birgok kadin, bazal ve glukozla
uyarilan hiperinsilinemi gosterir ve viicut kitle indeksinden bagimsiz olarak insiline
direnclidir (8). Obezitenin PKOS ve PKOS’un obezite lizerine etkisi karmasiktir ve su
anda birbirleri arasinda iliski olduguna dair gicli kanit bulunmamaktadir. PKOS,
obez ve normal kilolu kadinlarda ortaya ¢ikmasina ragmen, yakin zamanda yapilan
sistematik derleme ve meta-analizde, PKOS'lu kadinlarda obezitenin daha yaygin
oldugu sonucuna varilmistir (9). PKOS fenotipi veya obezite varligina bakilmaksizin,
PKOS'lu kadinlarda depresyon ve kaygi daha yaygin ve daha siddetlidir (10,11). ilging
bir sekilde, depresyon skorlarinin insiilin direnci derecesi ile anlaml korelasyona
sahip oldugu gorilmektedir (12). PKOS'lu 2,384 hasta ve 2,705 kontrol iceren 28
calismanin  meta-analizi, PKOS'lu kadinlarda kontrollerden daha siddetli

duygudurum bozuklugu bulundugunu tespit etmistir. (10).
2.1.2. PKOS Mekanizmalari ve Patofizyolojisi

PKOS'un altinda yatan patofizyoloji ve i¢ mekanizmalar karmasiktir, ¢linki

farkli etiyolojiler bulunmaktadir. Farkli mekanizmalar arasindaki etkilesim,



duygudurum bozuklugu, psikoseksiel islev bozuklugu ve uzun vadeli morbiditelere
ek olarak, hiperandrojenizm, polikistik over morfolojisi (PCOM) ve ovulatuvar islev
bozuklugu da dahil olmak lzere, PKOS'un klinik 6zelliklerini ortaya gikarir. Buna ek
olarak, PKOS'un gelisimi glicli bir genetik bilesene de sahiptir (5). Ailesel ve ikiz
calismalarindan elde edilen sonuglar, PKOS icin altta yatan genetik temeli kuvvetle

desteklemektedir (13).

Normal kosullar altinda, olgunlasmamis oositler birkag hormonun, 6zellikle
de FSH'nin etkisi altinda olgunlasir ve liteinize edici hormon (LH) etkisiyle
ovulasyonun gergeklesir. PKOS'taki néroendokrin anormallik, artmis GnRH etkisiyle
FSH ve LH Uretimini arttirir. Bu anormallik dolagimdaki LH/FSH oraninin artmasina
neden olur. Bu artis PKOS'lu kadinlarda siklikla gérultr (14). Artan LH/FSH orani ve
overde FSH'ye direng, over follikilleri icindeki teka hicrelerindeki androjenlerin
hipersekresyonunu arttirarak follikliler gelisimini engeller. Buna baglh olarak
progesteron ile GnRH inhibisyonunu azaltir ve boylece PKOS'un gelisimini de tesvik

eder (15).

PKOS'da bozulmus, diizensiz ovulasyon veya anoviilasyon; LH, FSH, insilin
benzeri blyime faktéri 1 (IGF1), AMH, androjen donlsimiinde rol oynayan
enzimler ve olasi diger faktorlerin etkilesimi birliktedir. PKOS'da, dominant follikil
secimi diizenli olarak gergeklesmez, bu durum FSH saliniminin yetersizligi ve/veya
FSH inhibisyonunun bir sonucudur (16). PKOS'daki artmis AMH seviyesi follikller
FSH direncine yol acan faktorlerdendir. Bu follikiillerinin FSH hassasiyetini
duslirebilir ve aromataz aktivitesinin inhibisyonu yoluyla androjenlerin 6strojenlere
dontsmesini engeller, boylece hiperandrojenizme katkida bulunur (17). FSH
molekilinin kendisinde ve reseptoriindeki genetik varyasyonlar, PKOS'lu hastalar
ile saghkh kontroller arasindaki FSH duyarhligindaki bazi farklihklardan kismen
sorumlu olabilmektedir (18). Dolasimdaki artan AMH seviyeleri, kigiuk antral
(olgunlasan) follikil sayisinin artmasina yol acar. Olgunlasmis kiicik antral
folliktllerin graniloza hicrelerinde AMH'nin asiri sekresyonu, FSH ve aromatazin

inhibasyonuna ve dolayisiyla follikller biyimenin bozulmasina neden olur (19).



LH hipersekresyonu normal follikiil blylmesi igin de zararlidir ve graniloza
hicrelerinin prematir liteinizasyonuna neden olabilir (16). LH'nin asiri uyarilmasi,
teka hicre kaynakh androjenlerinin asiri salinimini indukler, bu da primordiyal
folliktil blylmesinin baslatilmasini ve buylyen kiglik antral follikillerin sayisini
arttirarak follikiler olgunlasmayi daha da bozmaktadir (20). Teka hicrelerinin LH
tarafindan asiri uyarimi, dogrudan insilin reseptori vasitasiyla veya dolayh olarak
IGF1 reseptori araciligiyla etki eden insilinin teka hiicreleri Gzerindeki gonadotropik

etkisi ile artmaktadir (21).

PKOS'da gozlenen artmis over androjen Uretimi, cogunlukla, steroidojenik
enzimleri kodlayan birkag genin ekspresyonunun artmasiyla, follikiiler teka hicreleri
tarafindan gerceklesir (22). McAllister ve ark. (22) PKOS icin aday bir gen olan
DENND1A'nin, PKOS'lu hastalardan elde edilen teka hiicrelerinde asiri eksprese
edildigini ve en azindan bazi hastalarda overlerde iretilen androjen fazlasinin
genetik olarak PKOS'un belirledigi bir 6zellik oldugunu destekledigini bildirmistir.
Ayrica, androjen biyosentezinde CYP17A1 hiz kisitlayici enzimi kodlayan genin
ekspresyonu, PKOS'lu kadinlardan elde edilen teka hiicrelerinde artar. Bu da
progestron oOncillerinin androjenlere daha yliksek oranda donisiimine katkida
bulunabilir (22). PKOS'lu kadinlardan izole edilen teka hiicreleri, saglikl kontrollerin
teka hicrelerinden, insilin ve LH ya androjen salinimi agisindan daha duyarhdir
(21). Hiperinsilinemi, dogrudan overlerde androjen salinimini stimile etmenin yani
sira, artmis serbest testosteron fraksiyonlarina yol acarak Sex Hormone-Binding
Globulin (SHBG)'nin hepatik sentezini azaltarak PKOS'daki hiperandrojenizme
katkida bulunur (23).

PKOS hastalarinda, genellikle AMH seviyesi yiksek bulunur ve vyiksek
miktardaki bu AMH’nin, graniiloza hiicreleri (izerindeki FSH ile indiiklenen aromataz
aktivitesini inhibe ederek follikll gelisimini durdurdugu bilinmektedir (1,2). Serum

AMH dlzeyindeki bu artisin nedeni sayi artisindan farklh g sekilde agiklanabilir:

i) grantloza hicrelerinin intrinsik disregiilasyonu, ii) AMHR2 reseptoriinin artmis

ekspresyonu, iii) polikistik overdeki antral follikiilde artmis AMH Uretimininde



androjenlerin roli. Serum androjen seviyesi ile AMH seviyesi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugu gosterilmistir, androjenlerin asiri Uretimi PKOS da teka
hicrelerinin intrinsik defekti nedeniyle olabilmektedir. Gonadotropinlerin AMH
reglilasyonu Uzerindeki etkisi ile ilgili geliskili ¢alismalar bildirilmistir. Bazi gruplarca
gonadotropinlerin (6zellikle FSH'nin) in vivo normal ovaryumlarda AMH Uretimini
inhibe ettigi bildirilirken; farkli gruplar ise PKOS lu kadinlarda FSH stimilasyonu ile
graniloza hicrelerinin AMH Uretimi azaldigini ancak normal kadinlarda boyle bir
etkinin olmadigini belirtmistir. Bunun tam zitti olacak sekilde FSH’nin hem normal
over hem de PKOS’lu overde AMH ekspresyonu (zerine stimile edici etkisinin
bulundugu bazi arastirmacilar tarafindan gosterilmistir. Bu farkh sonuclar ancak
yakin zamandaki bir ¢alismada E2 nin AMH ekspresyonunu inhibe edici etkisinin
gosterilmesi ile aciklanabilir: bu calismaya gore FSH kiicik antral follikiilleri
aromatoz eksprese etmedikleri siirece direk olarak stimile edebilir. Ancak daha
blyik follikillerde dominant follikil segilerek artan E2 Uretimi araciligiyla, FSH
indirek olarak (6strojen negatif-etkisi araciligiyla) AMH ekspresyonunu inhibe
edebilir (24). AMH, graniloza hticreleri Gizerinde bulunan AMHR2 {izerinden etkisini
gerceklestirmektedir ve aromataz aktivitesini inhibe ederk E2 Uretimini durdurur.
FSH aromataz aktiviteyi arttirmada ve cAMP olusumunda pozitif etkiye sahiptir.
Rekombinant FSH’nin, PKOS hastalarinda in vitro olarak graniiloza hiicrelerine
uygulandiginda insulin reseptorinin artmasina neden oldugu (25), aromataz

(CYP19) aktivitesini etkiledigini gosterilmistir (26).

FSH, graniiloza hiicrelerinde Cx43 ekspresionunun da artisini saglar bu da
oosit bliyimesine ve graniiloza hiicrelerinin farklanmasina neden olur. Cx43 insan
cumulus- graniiloza hiicreleri arasinda bulunan oluklu baglantilarin ana molekdlidir
ve hiicreler arasi membran kanallarini olusturarak hiicreler arasinda iletisimde rol
alir. Cx43’Gn insan granilloza hiicrelerinde eksprese odugu ve bu oluklu
baglantilarin; oosit kompetansi ile pozitif korelasyon gosterdigi bilinmektedir. Bu

molekilin plasental buylime ile iliskisi oldugu da bildirilmistir (3,4,27,28).



2.2. Konneksinler

Konneksonlar, konneksin adi verilen integral membran proteinlerinden
olusan, hiicrelerarasi iletisimi saglayan simetrik baglantilardir. Alti adet konneksin
monomeri bir konnekson yarim kanalini olusturur. Konnekson plazma membraninda
bulunan i¢i bos silindirik yapidir ve iki komsu hiicrenin sitoplazmasi arasinda
dogrudan bir iletisim kanali saglar. Konneksonlarin ¢api 1,5 - 2 nm civarindadir.
Konneksinler homolog protein ailesinden olup, farelerde 20, insanlarda 21 tip
konneksin bulunmaktadir ve bunlarin her biri ayri bir genin Grinidir (29).
Konneksinler boyut acisindan biyik farkhliklar gosterir ve bu farkhlik bunlari ayirt
etmek icin kullanilir. Ornegin, Konneksin 23 (Cx23), 23 kD agirliginda memeli
konneksinlerden en kicuk olanidir ve Konneksin 62 (Cx62), 62 kD agirliginda en
blyik konneksindir (30). Bunlar hicreler arasi oluklu baglantilar olusturarak,
hlcreler arasinda inorganik iyonlarin ve kiiglik molekillerin dogrudan paylasiimasini

saglarlar.

Tim konneksinler zara yayllmis, kanal olusturan doért kisma sahiptir.
Kenetlenme alanlari olarak islev goren iki hiicre disi parcasi, bir sitoplazmik halka ve
kanal islevinin dizenlenmesinde yer alan sitoplazmik N- ve C-terminal kuyruk
parcalari  bulunmaktadir (29,31). Konneksinler arasindaki sekans benzerligi,
transmembran alanlarinda ve hiicre disi donglilerde yogunlasirken, dizi ve uzunluk

varyasyonlarinin ¢ogu sitoplazmik halka ve C-terminal kuyruklarinda bulunur (27).

Her bir konneksin farkl hticre tipleri arasinda karakteristik bir dagilima sahip
olmakla birlikte, dagilimlari cakismaktadir ¢linkl bircok hiicrede konneksin ailesinin
birden fazla lyesi eksprese olmaktadir(32). Farkli Konneksinler, iyonik iletkenlik,
¢Ozlinen gecirgenlik, pH, hicrelerarasi voltaj ve fosforilasyon gibi diizenleyici
faktorlere duyarhlik, hiicre ici metabolik baglantinin segiciligini ve regiilasyonunun
mikemmel kontroliini saglayan cok farkh o6zellikler sergileyebilir (33). Ayrica,
konneksin cesitliligi, farkli konneksinlerden olusan kanallarin farkh gelisimsel veya

fizyolojik rolleri oldugu anlamina gelir (34).



Bazi Konneksinler oluklu baglanti kanallari olusturabilme yeteneklerinden
bagimsiz olarak dnemli rol oynamaktadirlar. Ornegin, birkac konneksin (en énemlisi
CX43) plazma zarinda, sitoplazma ve ekstrasellular matriks arasinda belirli
metabolitlerin ve kii¢lik sinyal molekdllerinin degisimi icin bir kanal saglayabilirler
(35). ic mitokondriyal membran, demonte edilmemis Cx43 konneksonlari igin
bildirilen diger bir konumdur ve zar boyunca K* akisini kolaylastirmaktan sorumludur
(36). Cx43, hicre proliferasyonunun regulatoridir ve bu islevi kanallari olusturma
kabiliyetinden bagimsizdir (37). Cx43'lin C-terminali hiicre bilylimesini baskilamada
tam uzunlukta protein kadar etkili olabilir (38). Cx43’Un ayrica hiicre iskeletini

stabilize edebilme yetenegi vardir (39).
2.2.1. Oogenez ile iliskili Konneksinler

Cx37 ve Cx43 hem buylyen hem de olgun follikiillerin oluklu baglantilarinda,
ancak farklh yerlerde tespit edilmistir. Fare geni knock-out, hem Cx37 hem de
Cx43'lin folliktl gelisiminin erken déneminde o6nemli oldugunu agik¢a ortaya
koymustur (40). Fare overlerinde, Cx37 oosit yizeyindeki oluklu baglantilar igin
lokalize olur ve boylece oosit-graniiloza hiicresi metabolik baglamasindan sorumlu
olurken, Cx43 graniiloza hiicrelerini birbirine baglar (41). Hem oosit hem de
grantiloza hiicreleri Cx37'yi eksprese eder, ancak grantiloza hiicrelerinda Cx37 trans-
zonal uzantilarinda bulunur. Cx43 grantiloza hicrelerini birbirleriyle birlestiren

oluklu baglantilar olusturmaya yarar(42).

Cx37 ve Cx43 de insan follikiillerinde eksprese edilir (43,44). Kilttrdeki
kumulus hiicrelerin incelenmesi sonucu, Wang ve ark. (43) Cx43'ln belirgin oluklu
baglantilar olusturdugunu ancak Cx37'nin bu hiicrelerde gosterilemedigini bildirmis
ve Cx37’'nin farede oldugu gibi insan follikillerinde de kumulus-oosit araylziinde
bulundugunu ifade etmislerdir. Cx43'Un insan kumulus hicrelerindeki oluklu
baglantilarda 6nemi, Cx43 ekspresyon seviyesinin, elektrofizyolojik olarak 6lgilen

hiicre i¢i miktari ile pozitif korelasyon gosterilmistir (43).



2.2.2. Konneksin 43

Cx43, dokularda en fazla bulunan oluklu baglanti proteinidir. Cx43, insan
dokularinda eksprese edilir ve birden fazla mekanizma ile hiicre blylimesini ve
farklilagmasini diizenler. Cx43, oluklu baglantiki hiicresel iletisimin yanisira yarim

kanal ve protein-protein etkilesimi gibi bagimsiz fonksiyonlari da yiratir. (45,46).

Bu gline kadar yapilan ¢alismalarda Cx43 bir ¢ok dokuda tespit edilmistir.
Tesbit edilen bu doku ve hiicreler icinde kardiyomiyositler, diiz kas hiicreleri, agiz
boslugu keratinositleri, odontoblastlar, dis pulpa hiicreleri, periodontal fibroblastlar,
tikrik bezlerinde bulunan miyoepitelyal hiicreler, 6zefagus epitel hicreleri, mide
epitel hicreleri, gastroduodenal kas hicreleri, ince bagirsak kas hicreleri, ince
bagirsakta bulunan “Cajal” hiicreleri, kolon kas hiicreleri, pankreas B endokrin
hicreleri, 6n ve arka hipofizdeki hiicreler, paratiroid bezi, tiroid bezi epitel hiicreleri,
adrenal bez, deri keratinositleri, dermal fibroblastlar, miyoblastlar, beyin astrositleri,
leptomeningiyal hiicreler, ependim hiicreleri, testis sertoli hicreleri, leydig
hiicreleri, over grantiloza hiicreleri, uterus miyometrial hiicreler, tuba uterina epitel
hicreleri, diiz kas hiicreleri, meme bezi epitelyal hicreler, akciger alveoler epitel
hicreleri, trakea diz kas hiicreleri, kemik osteoblastlari, osteoklastlar, osteositler,
kikirdak kondrositleri, bobrek vaskiiler ve glomeril hicreleri, mesane diiz kas
hiicreleri, retinal gliyal hiicreler, timus timik epitel hicreleri, kemik iligi stromal
hicreleri, lenf nodlli ve dalakta bulunan follikiler dendritik hiicreler ve tonsiller

epitel hiicreleri bulunmaktadir (47).
2.3. Graniiloza Hiicreleri

Ovaryumun steroidojenik hiicreleri, bazal tabakayla ayrilan, oositi kusatan
avaskiler graniiloza hicreleri ve over stromasinda bulunan teka hiicrelerinden
olusmaktadir (48). Ovaryum, pregnenolon, progesteron, 17B-hidroksiprogesteron,
17B-hidroksipregnenolon, dehidroepiandrosteron, androstenedion, testosteron,

estron ve 17B-estradiol de dahil olmak Uzere birtakim steroidleri salgilar (49).
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2.4. Pre-Antral Follikiil Gelisiminde Androjenler-FSH-AMH Etkilesimleri

('Gonadotropin Bagimsiz' Follikiil Bliyiimesi)
2.4.1. Androjenlerin Rolii

Onceki calismalarda androjenlerin artisinin follikiil atrezisini de arttigindig
gosterilmistir (49). Fare modeli ile yapilan bir calismada, androjenlerin graniloza
hicrelerinin apoptozunu arttirdig1 gosterilmistir (50). Bununla birlikte, daha yeni
calismalar, androjenlerin follikiil gelisimine uyarici roli oldugunu gostermistir.
Ornegin, Vendola ve ark. (51), testosteron ve dihidrotestosteron (DHT) ile tedavi
edilen yetiskin disi Rhesus maymunlarinda biylyen follikil sayisinin yani sira,
graniiloza ve teka hiicrelerinin ¢ogalmasini bildirmistir. Ote yandan, androjen
reseptori (AR) eksikligi olan fareler pre-ovulatuar follikiillerinde daha fazla
apoptotik graniiloza hicresine sahiptir ve sonu¢ olarak bu fareler disik bir

ovulasyona gostermeltedir (52,53).

AR en fazla fare follikiillerinde eksprese edildiginden ana androjen etkisinin
follikilogenezin erken asamalarinda gerceklestigi distnulmustir (54). Hillier ve ark.
(55), primatlarda AR’nin preantral ve erken antral follikillerde en fazla miktarda
bulundugunu ve pre-ovulatuar folliklillerde neredeyse olmadigini gostermislerdir.
Ayrica, Catteau-Jonard ve ark. (56) buylk pre-ovulatuar follikiillerdeki insan
granilloza hicrelerinin AR geninin kiglik olanlara kiyasla, daha dasik bir
ekspresyonunu bildirmislerdir. Bu sonug, insan folliklll olgunlasmasi ile birlikte AR

ekspresyonundaki dusls ile tutarlidir (57).
2.4.2. FSH'nin Rolii

Gonadotropinlerin gonadotropin bagimsiz follikiil blylimesi (zerine etki
etmesi beklenmemekle birlikte, aslinda kiiclik antral follikiilden daha erken bir
evrede FSH'nin Graniloza hiicreleri lzerindeki olasi etkisine iliskin soru ortaya
ctkmaktadir (58). Bazi veriler, graniiloza hiicrelerinin pre-antral follikiil evresinde
(59) FSH reseptoriini (FSHR) ekspresyon ettigini gostermektedir. Otoradyografi ile,

insan overlerinin histolojik kesitleri Gizerinde, Yamoto ve ark. (60) FSHR'nin preantral
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folliktillerin graniloza hicrelerinin ylzeyinde ve follikiiler biylimenin degisik

evrelerinde antral follikiillerde var oldugunu ortaya koymuslardir.

Folliklilogenez sirasinda FSHR'nin erken ekspresyonuna ragmen, FSH'nin
baslangictaki follikiiler bliyiime tzerindeki etkisi tartismalidir. B-FSH veya FSHR geni
eksik olan knock-out farelerde, follikiiller preantral evreye kadar gelisirmektedir
(61). Bu genlerden birinde mutasyona sahip olan kadinlarda folliklller pre-antral
folliklil asamasina kadar biyir (62). Bu veriler ilk follikiiler biyimenin FSH'dan
bagimsiz olacagl anlamina gelmektedir (63). Ote yandan, diger gruplar, hayvan
deneylerinde FSH'nin follikiil buylmesinin baslatiimasi icin gerekli olmamasina
karsin, bu sireci destekleyecegini gdstermistir. Ornegin, neonatal overlerin
hipofizektomize (diisiik FSH) veya kastrasyonlu (yiksek FSH) sicanlara nakli, FSH'nin
preantral folliklllerin  gelisimini  destekledigini ortaya koymustur (64).
Hipofizektomize siganlarda ve farelerde, preantral follikiil evresine kadar farkh
folliktil cesitleri saptanmistir (65). Bununla birlikte, morfolojik olarak normal
preantral follikiil sayisi kontrollerle karsilastirildiginda daha az goridlmektedir.
Benzer gozlemler, hipogonadotropik hipogonadizmin fare modellerinde (66) ve bir
GnRH antagonisti ile tedavi edilen kiglk sigcanlarda (67) yapilmistir. Bagisiklik
yetersizligi ve hipogonadotropik farelerin bobrek kapsilli altinda nakledilen insan
overlerinin ksenograftlari, iki tabakali graniloza hicreleri olan follikiil asamasindan
itibaren FSH'nin erken follikiil bliylmesi icin gerekli olacagini distndlirmektedir

(68).

Koyunlarda, over korteks dokusu otograft modeli kullanarak yapilan
deneyler, endojen FSH'nin, preantral follikil blylimesinin acik bir uyarimi ile
sonuglandigini ortaya koymustur (69). Dolayisiyla, FSH'nin androjen, kit-ligand,
leukemia inhibe edici faktor (LIF) ve blylme ve farkhlasma faktorii-9 (GDF9) gibi
diger uyarici faktorlerle sinerjik olarak bazal follikil bliylime evresi boyunca follikiil
blyimesini orta dizeyde uyarmasi mimkiindir (58). FSH yoklugunda, bu uyarici
faktorler 'FSH'dan bagimsiz' bazal follikiil blylimesini devam ettirecek, ancak bu

daha az etkili olacaktir (70).
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2.4.3. AMH'nin Rolii

AMH, birincil follikiil evresinin hemen basinda graniiloza hiicreleri tarafindan
salgilanan, Transforming Growth Factor Beta (TGF-B) ailesine ait bir glikoproteindir
(71). Salgilamasi, segilebilir follikiil agamasinda maksimum diizeydedir. Daha sonra
folliktillerin FSH'ya bagli se¢im sireci basladiginda AMH'nin graniloza hicreleri

tarafindan salgilanmasi azalmaktadir (71).

AMH'nin  follikiilogenez (zerinde iki etkileyici penceresi oldugu
dustintlmektedir. Birincisi, primordial follikiilden primer folliklile gegisi inhibe edici
bir etki yaratarak farelerde ve insanlarda ilk follikiil segcimini negatif bir sekilde
diizenler (72). ikincisi, FSH bagimli déngiisel siireci engeller. AMH’nin gonadotropin

bagimsiz follikll bliyiimesi boyunca bir rol oynamasi diisiiniilmektedir (70).

AMH geni igin fare knock-out modeli in vitro verilerine baktigimizda,
AMH’nin bu strekli fonksiyonu desteklenmektedir (73,74). Durlinger ve ark. (73),
tarafindan yapilan in vivo galismada, AMH geni knock-out (AMH -/-) farelerinde,
kontrol farelerine kiyasla, preantral follikil asamasinin 6tesinde olanlar da dahil
olmak Uzere, tim asamalarda bilylyen follikiil sayisinda belirgin bir artis
gosterilmistir. Bu grubun ikinci ¢alismasinda, AMH -/- farelerden alinan follikulleri
iceren hiicre kiltlirid ortamina AMH eklenmesi, FSH varliginda dahi follikller
gelisimini  yavaslattigr ve AMH'nin  FSH'yve bagh graniiloza hicrelerinin

proliferasyonundaki inhibisyon etkisini distindiirmastir (74) .
2.4.4. AMH, FSH ve Androjenler Arasindaki Etkilesimler

Androjen’ler, FSH reseptori ekspresyonunu arttirarak, graniloza hiicreleri
Uzerindeki FSH etkilerini uyarir (70). Shiina ve ark. (75) AR icin knock-out farelerde
(AR - / -), FSHR'yi kodlayan mRNA diizeylerinin distiigiini ve androjenlerin FSHR
ekspresyonunu olumlu etkiledigini gostermislerdir. Bu hipotez in vitro sigir
graniloza hicreleri modelinde dogrulanmistir. Luo ve Wiltbank (76) AR'ni iceren
testosteron ve DHT'nin etkisi altinda FSHR geninin transkripsiyonunun arttigini
gostermislerdir. insanlarda FSHR'nin ekspresyonu, androjenler tarafindan artmis AR

ekspresyonu ile artmaktadir (77). Kontrol grubuna kiyasla PKOS'lu kadinlardan
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alinan graniloza hicrelerinde goézlemlenen AR ve FSHR'nin paralel artmis
ekspresyonu, bu fizyolojik etkinin PKOS'da ¢ogaldigini diisiindirmektedir (56). Sen
ve ark. (78) androjenlerin, transkripsiyondan bagimsiz ekstra-niikleer bir mekanizma
ile FSHR'yi arttirdigini gostermisler ve genomik olmayan mekanizmalari

Onermislerdir.

AMH, graniloza hiicrelerinde FSH’nin bliyiimeyi destekleyici etkilerine karsi
mudahale eder. Follikiilojenez icin kesin bir zamanlamanin gerekmesi ve 6zellikle
prematiire graniloza hicrelerinin farklilasmasini énlemek igin, FSH gibi hizlandirici
bir faktorin bir baskilayicisinin olmasi gerekmektedir. Pre-antral ve kii¢clik antral
folliklllerin graniloza hicrelerleri tarafindan 6ncelikle salgilanan AMH bu baskilayici
faktorlerden biri olabilir (70). Nitekim AMH - / - farelerine uygulanan FSH tedavisi,
normal farelere kiyasla erken follikiler blylime oranini arttirmistir (79). Bu veriler,
AMH yoklugunda, buytyen follikillerin FSH'ye daha duyarli oldugunu
dislindirmektedir. Bu nedenle, AMH preantral folliklllerin FSH'ye duyarliligini
inhibe edebilir ve boylelikle follikiil blylimesini olumsuz sekilde dizenleyebilir (70).
Bu deneysel veriler, ilk dnce follikil buylimesinin AMH - / - normal farelerden daha
fazla oldugu prepubertal farelerde dogrulanmistir (79). Bu bulgular primordiyal
follikGl havuzunun kontrolsiiz tikenmesine ve FSH'nin erken secimine Kkarsi,
fizyolojik bir zorunluluk olarak gorilebilecek AMH'nin, dengeleyici bir etkisini
savunmaktadir (77). Bunun tersine, PKOS gibi asirt AMH Uretimine sahip patolojik
durumlarda, bu koruyucu etki abartili olabilir ve bu da daha yavas follikl

blylmesine ve dolayisiyla follikil birikimine neden olabilmektedir (80).

Androjenlerin, AMH Uzerindeki etkisi tartismalidir. Aslinda androjenler
dogrudan bir etkiye sahip degildir ve graniloza hiicrelerinde FSH'ye duyarliliginin
yikseltilmesi yoluyla, dolayli olarak AMH ekspresyonunun diizenlemesinde rol
alabilirler (70). Bununla birlikte, teka hiicre kaynakli androjenlerden bagimsiz, teka
hiicrelerinden gelen diger Urinler, graniiloza hiicreleri tarafindan ekspresyon edilen
AMH ekspresyonunu kontrol edebilir (70). Ornegin, insan (81) ve koyun (82) teka

hiicreleri tarafindan sentezlenen kemik morfogenik proteinlerinin (BMP'ler),
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graniloza hicrelerinde AMH {retimi Uzerindeki uyarici etkisi in vitro olarak

gosterilmistir.

FSH pre-antral folliklillerde AMH ekspresyonunu uyarir. Her ne kadar FSH'nin
AMH ekspresyonunu indikledigini bilinmekle birlikte, bu kavram pek ¢ok geliskili
sonug ile tartismali kalmaktadir (70). Ornegin, Kuroda ve ark. (83) FSH ile tedavi
edilen erkek siganlarda testislerdeki AMH dizeylerinin bliyik oranda azaldigini
gostermistir. Bu nedenle bu ilk ¢alisma, FSH'nin AMH ekspresyonu lzerinde inhibe
edici etkisi oldugu anlamina gelmistir. Disi sicanda, Baarends ve ark. (84) FSH'yi
glinde 10 IU dozunda 4 giin slireyle, GnRH antagonistleriyle kombine olarak
uygulamislar ve follikiller icerisinde AMH ekspresyonunda bir azalmaya neden
oldugunu gostermistir. Kadinlarda yapilan bazi ¢alismalarda, IVF icin eksojen FSH ve
GnRH agonistleri veya antagonistleri kullanan ovaryen stimilasyon tedavileri
sirasinda serum AMH dizeyleri %50'den fazla diismektedir (85). Benzer sekilde,
disik doz FSH uyarimi sirasinda serum AMH, kontrol (86) veya PKOS'lu (87)

kadinlarda azalmaktadir.

Nitekim, diger in vivo galismalar, FSH'nin AMH (izerindeki uyarici bir etkisinin
oldugu lehindedir. FSH geni (88) icin yetersiz olan knock-out farelerinde, erkek
prepubertal farelerde (89) FSH tedavisi, testiste AMH ekspresyonunu ve serumda
seviyesini ylikseltir. Thomas ve ark. (90) Disi primatta serum FSH ve LH dizeylerinde
azalma ile sonucglanan GnRH antagonistlerinin in vivo olarak uygulanmasinda, pre-
antral ve kuguk antral follikiillerde AMH saliniminin azalmasini gostermisler.
Kadinlarda, diger calismalar FSH'nin AMH ekspresyonu Uzerine olumlu bir etkisini de
desteklemektedir. Ozellikle, birka¢ grup, GnRH agonistleri (91,92) veya &strojen
progestin haplari ile gonadotropin ekseninin inhibisyonuna sekonder olarak serum
AMH diizeylerinde bir dists gostermistir (93,94). Benzer sekilde, gebelik sirasinda
da serum AMH’sinda bir dists gosterilmistir (95). Son olarak, hipogonadotropik
hipogonadizm hastalarinda, serum AMH diizeyi, muhtemelen FSH'yve bagimli
blylimekte olan follikillerin bulunmamasi nedeniyle disiiktiir. Gonadotropinler ile

uyari tedavisine baslandiginda AMH diizeyi yikselmektedir (96).
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2.5. Antral Follikiil Gelisiminde FSH-AMH-Ostradiol Etkilesimleri

('Gonadotropin Bagimli' Follikiil Biyiimesi)

Bu follikiiler evrede androjenlerin AMH'nin etkileri gibi graniloza hiicreleri
Uzerinde etkisi azalirken, FSH, E2 sentezleme kapasitesi gibi graniiloza hiicrelerinin
farklilasma islevlerini pozitif yonde etkiler. Bu nedenle androjenlerin rolli ve
bunlarin FSH ve AMH ile etkilesimi artik gecerli degildir ve E2 graff follikil

olgunlasmasina kadar giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir (70).
2.5.1. Aromataz Ekspresyonu

E2, androjenleri (teka hiicrelerinden gelen) Ostrojenlere dénistiren enzim
aromatazin etkisi ile graniloza hiicreleri tarafindan sentezlenir. Aromataz, pre-
antral follikiillerde fetal graniloza hiicreleri tarafindan zaten ekspresyon edilir (26)
ancak dogumuna kadar ekspresyonu nispeten disik kalir. Hemen dogum cagindaki
preantral ve kiicuk antral follikillerde kademeli miktarda artar. Daha sonra primer
ve pre-antral follikiillerde aromataz ekspresyonu azalir ve sadece cocukluk caginda
blyik antral folliklllerde bulunur (26). Dogum sonrasi donemdeki bu ekspresyonun
artmasi gonadotropinlere ve 6zellikle de FSH'ya baglidir (97). Bununla birlikte, artan
aromataz  ekspresyonu, bu noktada optimum  steroidojenik  slirecin
uygulanmamasindan 6tiri plazma E2 seviyelerinde belirgin bir artisa neden olmaz.
Steroidogenezis puberteden sonraki donemde belirgin ortaya ¢ikar. Bununla
beraber, blylk antral ve preovulatuar follikiillerde aromataz ekspresyonu artar

(26).
2.5.2. FSH-Aromataz iliskisi

Aromataz geninin (CYP19) ekspresyonu FSH tarafindan o6nemli Olclde
uyarilir. FSH'nin reseptoriine baglanmasi artan siklik AMP'ye sekonder olan
transkripsiyon faktori cAMP response element binding protein (CREB)'nin
fosforilasyonunu ve dolayisiyla protein kinaz A'nin aktivasyonunu indiikler. Fosforile
faktor CREB, CYP19 geninin up-regilasyonunda cis-aktive eden sekanslar CRE'ye
(cAMP response element) baglanir ve boylece bu genin transkripsiyonunu uyarir

(26,98).
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2.5.3. AMH-FSH Kaynakli Aromataz Aktivitesi iliskisi

insanlarda, kiigiik antral follikiillerin follikiil sivisinda AMH ve &stradiol
diizeyleri arasinda negatif bir korelasyon goézlemlenmistir ve bu da her bir follikiil
icinde AMH ekspresyonu ve FSH aktivitesi arasinda yakin bir karsilikli etkilesim
oldugunu gostermektedir (99). Grossman ve ark. (100), IVF tedavisindeki normo-
ovulatuvar hastalarin follikil sivisindan elde edilen kiltiirdeki insan graniloza
hucrelerinde aromatazin kalitatif aktivitesi UGzerinde AMH'nin inhibitor etkisi
oldugunu gostermis; ve bunu da CYP19 gen ekspresyonu Uzerindeki baskilayici bir

etki ile agiklamistir.

Fertilite prezervasyonu ic¢in alinan insan overlerindeki kii¢lik antral
folliktillerin follikiil sivisinda Nielsen ve ark. (101) AMH duzeyleri ile CYP19 geni
ekspresyonu arasinda anlamli negatif korelasyon gostermistir. Goriiniise gére AMH,
adenilat siklazin katalitik aktivitesinin inhibisyonu yoluyla FSH etkisini bastirmaktadir
(102). Graniiloza hiicrelerine kiltir ortaminda AMH uygulamasi, siklik AMP
Uretiminde CYP19 geninin transkripsiyonunda azalmaya neden olur (102). Pellatt ve
ark. (24) ayni zamanda insan graniloza hiicre kiltirlerinde AMH'nin FSH'ye bagh
aromatazin katalitik aktivitesini CYP19 geninin baskilanmasi yoluyla inhibe ettigini
dogrulamistir. Daha yeni calismalar, bu verileri teyit etmektedir ve AMH'nin
aromatazin bazal ekspresyonunu etkilemedigini, ancak FSH uyarici etkisini 6zellikle

zayiflattigini 6nermektedir (104).
2.5.4. Ostradiol-AMH iliskisi

in vivo calismalar, E2’nin AMH ekspresyonunu bastirdigini savunmaktadir.
Bunun icin birinci neden, pubertal gecis sirasinda, gonadotropin artisi ile E2
dizeylerinde yukselme ile iliskilidir (105,106) ve bu da serum AMH'sindeki hafif
diisiisti aciklayabilir. ikincisi, IVF icin ovarian uyarim sirasinda kadinlarda yapilan tiim
calismalar, plazma AMH diizeylerinde belirgin bir disis oldugunu bildirmektedir ve
hCG tetikleme glinlinde en disik seviyede oldugunu gostermisler (85,107). Bu
calismalarin her biri hCG giiniinde serum AMH ve Ostradiol diizeyleri arasinda

negatif bir korelasyon bulmustur. Ornegin Lee ve ark. (107), uyarilmanin



17

baslangicindan hCG glintine kadar sirasiyla serum E2 ve AMH'nin goreceli olarak
artmasi ve azalmasi arasinda negatif bir korelasyon gostermistir. Olgun follikillerin
follikiler sividaki E2 ve AMH konsantrasyonlari arasindaki iliskiyi arastiran diger

calismalar da benzer sonuglar vermistir (101,108).

Bunun tersine, La Marca ve ark. (86), spontan sikluslarin follikiiler fazinda
serum E2 ve AMH dizeyleri arasinda boyle negatif bir iliski gozlenmedigini
bildirmistir. Benzer sekilde, Liberty ve ark. (109), E2'nin AMH Uzerindeki baskici
etkisinin fizyolojik olarak anlamh olup olmadigini ve sadece iyatrojenik olup
olmadigini sorguladilar ve spontan siklus, klomifen sitrat veya gonadotropinler
tarafindan indiklenen siklus, IVF icin ovarian stimiilasyon ve dondurulmus embriyo
transferi icin yiksek doz oral veya transvajinal ostrojen tedavinde serum AMH
degisikliklerini karsilastirmistir. Ovarian stimiilasyon grubu haric, AMH dizeyleri
diger gruplarda degisiklik gostermemistir. Bununla birlikte, daha yakin zamanlarda,
spontan sikluslarda oviilasyondan 5 giin 6ncesinden 2 giin sonrasina kadar AMH'de
istatistiksel olarak anlamli bir azalma goézlenmistir (110). Bu tutarsizlik, daha yakin
tarihli calismada (110) kullanilan AMH testinin daha hassas oldugu ve ekzojen E2'nin
sistemik etkisinin, FSH'nin etkisi altinda graniiloza hiicreleri iginde yerel olarak

Uretilen E2'nin indlikledigi etkiden daha az olacagi gercegi ile aciklanabilir (70).

In vitro veriler AMH'nin E2 baskisi altinda oldugunu géstermektedir. E2, AMH
geninin promotoriinde bir yanit elementine sahiptir (111). Daha spesifik olarak,
Grynberg ve ark. (112) E2’'nin, 6strojen reseptort (ER) a aracihgiyla AMH'yi uyarici
bir etkiye sahip olurken ve ER B yoluyla AMH (zerinde bir Onleyici etkisi oldugunu
actklamistir.  ER-B  blylyen follikiillerdeki granililoza hiicre'lerinin  baslica
reseptoriyken, ER-a daha sonra korpus luteumda baskin hale gelmektedir (113).
Dolayisiyla, gec follikiil biyime fazi esnasinda estradiol’in AMH (izerindeki etkisi
esas olarak onleyici olacaktir ve bu nedenle FSH'nin, E2'nin hi¢ veya az miktarda
eksprese eden daha pre-antral follikillerin hakim oldugu AMH Uzerindeki, uyarici

etkilerini asacaktir (70).
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2.6. Androjen'den Ostrojen Bagimh Follikiillere Gegis

Androjenler, AMH, FSH ve E2 arasindaki iliskiler, dongl ve follikil gelisim

asamasina bagl olarak degisir (70).

Pre-antral evreye kadar, E2 yoklugunda AMH ekspresyonu maksimumdur. Bu
olay androjenlerin etkisi altindaki graniloza hiicrelerinin FSH aktivitesinin
arttirilmasi yoluyla, ve ayrica teka hiicreleri, graniiloza hiicreleri ve oosit tarafindan
salgilanan BMP'ler gibi bliyiime faktorleri vasitasiyla, gerceklesir. Follikiler biiyime
ilerledikge androjen etkisi azalir ve E2 {retimi, follikillerde AMH Uretiminin
bastiriimasinin esik degerine ulasana kadar yavas yavas artar (70). Dolayisiyla E2,
FSHR ekspresyonundaki artis ve LH reseptorlerinin (LHR) elde edilmesi de dahil
olmak Uzere follikiil transformasyonunu kontrol altina alir, segilebilir follikillerin

kohortunun bir pargasi olmasini saglar (70).

Tum follikiller bu senaryoyu takip etmez ve AMH, androjenik sliregten
Ostrojenige gecisi modiile eden faktorlerden biri olabilir, boylece sinirli sayida
folliktliin siklik secilme silirecine gecmesine izin verilir. Baarends ve ark. (84), sican
ovaryumlarinda, atretik olmayan bliylk preantral ve kiicik antral follikiillerde AMH
geninin farkli bir ekspresyonu oldugunu agiklamistir. Bu follikiillerin morfolojik
olarak ayirt edilemez olmasina ragmen, bazilari AMH genini kuvvetli bir sekilde
eksprese ederken, digerleri daha az eksprese ederler. AMH'yi en az eksprese
edenler FSH'ye karsi en duyarlidir ve bu nedenle, secilmeye daha yatkindir. Bunun
tersine, AMH'yi fazla eksprese edenlerin atreziye girmeleri kolaylasacaktir ve bunlar

FSH'ye daha direnclidir (114,115).

Sonug olarak, daha biyik antral follikiillerinde (6-8 mm ortalama cap) AMH
ekspresyonundaki keskin azalma, gonadotropinin sikluslar arasi yikselisi sirasinda
FSH tarafindan sadece sinirl sayidaki follikiiliin secilmesine izin veren bir fizyolojik

on kosul olarak goriilebilir (116).
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Etik Kurul izin Sureci

"Rekombinant FSH’nin IVF tedavisi uygulanan Polikistik Over Sendromu
hastalarinin follikil sivilarindan elde edilen graniiloza hiicrelerinde Konneksin 43 ve
Aromataz aktivitesi lizerine etkisi" baslkli tez ¢alismasi, 22.02.2016 tarihinde GO
16/43  kayit numarasiyla Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan gerekce, amag, yaklasim ve yéntem basliklarinda

degerlendirme sonrasi etik agidan uygun bulunmustur.
3.2. Orneklerin Elde Edilmesi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum A.D. Tiip
Bebek Unitesi’ne infertilite nedeni ile basvuran 10 PKOS hastasindan OPU (ovum
pick up) sirasinda elde edilen follikiil sivilarindan oosit-kumulus kompleksi
secildikten sonra arda kalan follikiil sivilari EDTA’L tliplere alinarak; Hacettepe

Universitesi Tip Fakiiltesi (HUTF) Histoloji — Embriyoloji Anabilim Dalina getirilmistir.
3.2.1. Aragtirmaya Dahil Edilen Hastalar

20 - 25 yas arasinda ve vicut kitle indeksi 20-22 kg/m olan, rFSH kullanan

PKOS (oligomenore ve anovulasyonu olan) hastalari arastirmaya dahil edilmistir.
3.2.2. Arastirmaya Almama Kriterleri

Endometriozisi olan hastalar, sigara icenler, son 6 ay icinde hormon kullanan
hastalar ve herhangi bir dahili veya metabolik hastaligi olanlar, arastirmaya dahil

edilmemistir.
3.3. Graniiloza Hiicrelerinin izolasyonu

HUTF Histoloji — Embriyoloji A.D.’da follikiil sivilari (FS) 1:4 PBS ile dilue
edilmistir. Daha sonar, 3 ml Ficoll (Sigma Histopag 1077) solisyonu 15 ml’lik
santriflij tlplerine konulmustur ve Gzerine 12 ml dilie FS Ficoll solisyonu ile

karismayacak sekilde yavasca eklenmistir. Graniloza hiicreleri Ficoll sollsyonu ile
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santrifiij (30 dk, 600 g) edilmistir. Daha sonra ylizeyde kalan hicreler alinmistir.
Hicrelerin Gzerine 5ml DMEM-F12 (Biowest L0092-500) besiyeri eklenerek santrifiij
yapiimistir. Bu islem 3 kez tekrar edildikten sonra hiicre sayimi yapilmistir. Daha
sonra deney zamanina kadar hiicreler dondurularak sivi azot (-196°C) tankinda

bekletilmistir (117).
3.4. Hiicre Sayimi

Graniloza hicrelerinden olusan pellet Gzerine 1 ml besiyeri eklendikten
sonra, 100 pl’si alinmis ve Ulzerine 100 pl %4 tripan mavisi eklenmistir. Bu
karisimdan 10 pl alinarak toma laminda hiicre sayimi yapilmistir (118). Elde edilen

sayl 10x2x10% ile carpilarak, toplam hiicre miktari belirlenmistir.
3.5. Hiicrelerin Dondurulmasi

Santriflij sonrarasi elde edilen hiicre peletleri tizerine 7 ul DMEM-F12, 2 pul
Fetal Bovin Serum (FBS) ve 1 ul Dimethyl sulfoxide (DMSO) eklenerek (buz
Uzerinde), 2 saat boyunca 4°C'de bekletilmistir. Daha sonra 2 saat -20°C'de

bekletildikten sonra sivi azot tankina aktariimistir.
3.6. Dondurulmus Hiicrelerin Céziilmesi

Azot tankinda bulunan hicreler alinarak hizli bir sekilde 37°C'de su
banyosuna konulmustur. Kiltur laboratuvarinda énceden hazirlanmis besiyere 1/9
oraninda eknerek santrifiij (1200 rpm, 5 dakika) edilmistir. Daha sonra elde edilen

peleti besiyer ile karistirarak hiicreler kiltlire hazir hale getirilmistir.
3.7. Besiyerlerin Hazirlanmasi

24 saat’lik kiltlir icin DMEM-F12 besiyerine %10 FBS ve %1 Penisilin
Streptomisin eklenmistir. Bu besiyeri hiicrelerin normal kiltlri sirasinda
kullanilmistir. 2 saat’lik deney siiresi boyunca serum-free besiyeri kullaniimistir.
Serum-free besiyerinde DMEM-F12 {zerine sadece %1 Penisilin Streptomisin

eklenmistir (104).
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3.8. Deney Gruplari

Her hastaya ait hucreler 4 farkli deney ve kontrol grubuna ayrilmistir.
Gruplarin timi 24 saat DMEM-F12, %10 FBS ve %1 Penisilin Streptomisin
besiyeriyle kiltir kaplarina tutunmalari igin kultire edilmistir. Daha sonra
hiicrelerin Gzerindeki supernatant alinarak 2 saat boyunca serum free mediumuyla
birlikte farkli karisimlarla kiltlre edilmislerdir. A grubu kontrol grubu olarak sadece
besiyeri eklenerek kiiltire edilmistir. B grubunda hiicrelere kiltlir medyumuna 10
ng/ml rFSH (Merck Serono Follitropin alfa / Gonal-F 450 1U/0.75 ml) eklenerek
kaltare edilmistir. C grubunda kiltir medyumuna 10 mikro g/ml AMHR2 Antikoru
(Anti-AMHR2 antibody [MIG7] ab64762) eklenerek hiicrelere kiltiire edilmistir. D
grubu kiltur medyumuna 10 ng/ml rFSH + 10 mikro g/ml AMHR2 Ab eklenerek

kiltire edilmistir (Cizelge 3.1).

Tablo 3.1. Deney gruplari

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. Hiicre Kiultiirii

Iimminofluresan ydntemi icin hiicre kiiltiirii Poly-L-lysine kapl 8-kuyucuklu
kaltar lamlari kullaniimistir. Her kuyucuga 5x10% hiicre ekilmistir. Hiicre kiltiri %5
CO? ve 37°C'da vyapimistir. ilk 24 saat’lik asamada hiicrelerin tutunmasi
saglanmistir ve bu asama icin DMEM-F12, %10 FBS ve %1 Penisilin Streptomisin
mediumu kullanilmistir. Daha sonra hicrelerin lzerindeki supernatant alinarak 2
saat boyunca serum free mediumla birlikte farkl karisimlarla kiltire edilmistir. 2
saat kiltir sonunda hiicreler imminofluresan boyama ydntemiyle Cx43

degerlendirmesi igin boyanmistir.
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3.10. immiinofluresan Yéntemiyle Cx43 Degerlendirilmesi
3.10.1. Hiicrelerin Fiksasyonu

Kiltlirden alinan hicreler PBS (Biowest Dulbecco’s Phosphate-Buffered
Saline L0615-500) sollisyonu ile 3 kere yikandiktan sonra %4 paraformaldehit ile 20
dakika boyunca fikse edilmislerdir. Daha sonra PBS ile yikanarak bir sonraki asamaya

gecilmistir.
3.10.2. Permeabilizasyon

Hicre zarlarini gegirgen hale getirmek igin 10 dakika boyunca %0.1 Triton X

(Sigma T8787) kullanilmistir. Bu asamadan sonra hiicreler 3 kez PBS ile yikanmistir.
3.10.3. Serum Blokaji

Hicreler bu asamada %5 kegi serumu (Sigma Goat serum G9023) ile 1 saat
boyunca muamele edilmistir. 1 saatin sonunda hiicreler yikanmadan diger asamaya

gecilmistir.
3.10.4. Primer Antikor Uygulamasi

Mouse monoclonal Cx43 antikoru (Anti-Connexin 43 / GJA1 antibody [4E6.2]
ab79010) 1:100 dilisyonla +4°C’'de gece boyunca uygulanmistir. Bu asamanin

sonunda hiicreler PBS ile yikanarak diger asama icin hazir hale gelmislerdir.
3.10.5. FITC Konjuge Sekonder Antikor Uygulamasi

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
sicakliginda ve karanlik ortamda uygulanmistir. Daha sonra PBS ile yikanarak bir

sonraki asama icin hazirlanmistir.
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3.10.6. Cekirdek Boyasi

Cekirdek boyasi igin karanlik odada 10 dakika boyunca 300 nmol BioLegend
marka DAPI (4,6-Diamino-2-Phenylindole, Dilactate 422801) (Ex: 360 nm)

uygulanmistir. Daha sonra hiicreler yikanarak kurutulup lamel ile kapatiimistir.
3.10.7. Goriintileme

Ornekler gériintileme laboratuvarinda Leica DM6000B upright 1sik ve
widefield floresan mikroskobu ile goériintilenmistir. Caismada mikroskobun floresan
gorintileme kismi kullanilarak x40 objektif kullanilarak x400 blylUtmede

mikrograflar alinmistir.
3.11. Mikrograflarin Degerlendirilmesi

Her gruba ait kyucuklarin 4 farkli alani secilerek x40 objektikle mikrograflar
alinmistir. Her alandan FITC, DAPI ve merge mikrograflar alinmistir. Daha sonra Lasx
programi kullanilarak analiz yapilmistir. Analiz igin merge yapilmis mikro garaflar
kullanilarak, ilk 6nce 50 — 100 intensiti araliginda toplam Cx43 ekspresyon alani
(yesil renk) mikrometre kare olarak hesaplanmistir. Daha sonra 101 ve (izeri
intensiti'de cekirdeklerin toplam alani (mavi renk) mikrometre kare olarak
hesaplanmistir. Cx43 icin elde edilen degerler, Cx43 ve DAPI degerlerinin toplamina
bollinerek ve daha sonra 100’e carpilarak, Cx43 ekspresyon ylzdesi hesaplanmistir

(Sekil 3.1).

%0-25 arasi degerler O skor olarak hesaplanirken, %26-40 arasi +1, %41-55
arasl +2, %56-70 arasl +3 ve %71'den fazla olan degerler +4 boyama siddeti olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 3.1. x40 objektif kullanilarak ¢ekilen mikrografta insan graniloza hicrelerinde
intensite dlcimd. (A), bulunan ana gorinti Gzerinde Cx43 (B) ve DAPI (C)
alanlari farkh intensiti ile 6lgulmustar.
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3.12. istatistik Analiz

Farkh ilaglarin boyanma oranlari arasindaki karsilastirmalar Friedman testi
kullanilarak yapilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugu ise Shapiro Wilk testi
ile incelenmis ve normal dagihm varsayiminin bozuldugu gortlmustir. Bu sebeple
analizler parametrik olmayan yodntemler kullanilarak yapilmistir. Friedman testi
sonucunda anlamh farkhlik bulunmasi durumunda ikili karsilastirmalar ile farklihg
yaratan gruplar tespit edilmistir. istatistiksel anlamlihk diizeyi (p-degeri) 0.05 olarak

alinmistir. Analizler SPSS 21 programinda uygulanmistir.
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4. BULGULAR

Cx43 icin ilk once pozitif ve negatif kontrol boyamalarda insan graniiloza
hicrelerinde Cx43 ekspresyonu sekil 4.1’de gosterilmistir. Daha sonra farkl gruplar
arasindaki Cx43 ekspersyon farki degerlendirilmistir (Sekil 4.2). Yapilan analizlerin
sonucu farkh gruplar arasi fark olup olnadigi arastirilmistir. Her deney grubu igin
Cx43 eksprese edilen alan hesaplanarak, Cx43 ve DAPI degerlerinin toplamina
bolinerek ve daha sonra 100’e carpilarak, Cx43 ekspresyon ylzdesi hesaplanmistir.
%0-25 arasi degerler 0 skor olarak hesaplanirken, %26-40 arasi +1, %41-55 arasi +2,
%56-70 arasi +3 ve %71’den fazla olan degerler +4 boyama siddeti olarak
degerlendirilmistir (Tablo 4.1). Daha sonra elde edilen ekspresyon yizdelerinin
ortalamasi alinarak gruplar arasi karsilastirma yapilmistir (Tablo 4.2 ve Sekil 4.3).

Cx43 ekspresyon siddeti acgisindan gruplar arsinda farkolup olmadigi arastiriimistir

(Tablo 4.2 ve Sekil 4.4).

Sekil 4.1. x63 objektifte cekilen normal insan graniiloza hicrelerinde Cx43 negatif
(A) ve pozitif (B) mikrograflar. Yesil renk Cx43 ve mavi renk cekirdek
alaninidir.
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Sekil 4.2. x40 objektifle cekilen farkh gruplarda grantloza hiicreleri. Yesil renk Cx43
ve mavi renk cekirdek alaninidir. A, kontrol, B, FSH verilen, C, AMHR2 Ab
verilen ve D, FSH+AMHR2 Ab verilen gruptur. Yesil renk Cx43 ve mavi renk
cekirdek alanidir.

Tablo 4.1. Deney ve kontrol gruplarinda Cx43 orani ve boyama siddeti

Oran % Boyama siddeti

Deney A B C D A B C D
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 +3 +3
4 23,83 44,14 24,53 48,93 +2 +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 +3
9 24,52 50,91 23,38 60,37 0 +2 +3
10 28,21 47,38 29,74 53,73 +1 +2 +1 +2
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Tablo 4.2. Farkli gruplarda eksprese edilen Cx43 ylizde orani

Deney gruplari Hasta Sayisi Ortalama [Min-Max] % Median% Std. Devisyon
A 10 26,38 [18,41 - 35,80] °° 25,58 4,55
B 10 49,56 [31,01 - 56,85] ¢ 51,34 7,57
C 10 27,18 [22,77 — 41,72] «¢ 25,33 5,71
D 10 54,84 [36,52 - 60,37] ¢ 57,34 7,39

A ve B grubu arasinda (P=0.011) anlamli fark bulunmustur. A ve D grubu arasinda (P=0.001) anlamli
fark bulunmustur. B ve C grubu arasinda (P=0.026) anlamli fark bulunmustur. C ve D grubu arasinda
(P=0.002) anlamli fark bulunmustur.
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Sekil 4.3. Deney ve kontrol gruplari arasinda eksprese edilen Cx43 yizde orani. A ve
B grubu arasinda (P=0.011) anlamh fark bulunmustur. A ve D grubu
arasinda (P=0.001) anlamli fark bulunmustur. B ve C grubu arasinda
(P=0.026) anlamh fark bulunmustur. C ve D grubu arasinda (P=0.002)
anlaml fark bulunmustur.
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Sekil 4.4. Deney ve kontrol gruplari arasinda eksprese edilen Cx43 siddeti. A ve B
grubu arasinda (P=0.019) anlamh fark bulunmustur. A ve D grubu
arasinda (P=0.001) anlamli fark bulunmustur. C ve D grubu arasinda
(P=0.001) anlamli fark bulunmustur.

4.1. Kontrol Gruplarindaki Graniiloza Hiicrelerinde Cx43 Ekspresyonu

10 hastadan izole edilen graniiloza hiicreleri tzerinde kiltiir ortaminda hig
bir ilag uygulamadan Cx43 ekspresyonu degerlendirilmistir. Kontrol grubu icin elde
edilen mikrograflar (Sekil 4.5) Cx43 boyanma oranini hesplamak icin kullaniimistir.
Bu gruptaki hastalarda Cx43 ortalama boyanma ylizde orani %26,38 olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.2). Ayrica boyanma siddeti olarak bu grupta 5 hastada 0 boyanma
siddeti ve diger 5 hastada +1 boyanma siddeti tespit edilmistir (Tablo 4.3).
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Sekil 4.5. x40 objektifle gekilen kontrol gruplarinda graniiloza hicreleri. A, DAPI, B,
Cx43 FITC ve C birlesmis mikrograflardirlar. Yesil renk Cx43 ve mavi renk
cekirdek alanidir.
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Tablo 4.3. Kontrol grubu Cx43 boyanma siddeti

Siddet Frekans Yluzde%
0 5 50
1 5 50
A Grubu
2 0 0
3 0 0

4.2. FSH Varhiginda Graniiloza Hiicrelerinde Cx43 Ekspresyonu

10 hastadan izole edilen graniiloza hicreleri tizerinde kiltir ortaminda FSH
uyguladiktan sonra Cx43 ekspresyonu degerlendirilmistir. Bu grup icin elde edilen
mikrograflar (Sekil 4.6) Cx43 boyanma oranini hesplamak igin kullanilmistir. Bu
gruptaki hastalarda Cx43 ortalama boyanma yizde orani %49,56 olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.2). Ayrica boyanma siddeti olarak bu grupta 1 hastada +1
boyanma siddeti, 6 hastada +2 ve 3 hastada +3 boyanma siddeti tespit edilmistir
(Tblo 4.4).
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Sekil 4.6. x40 objektifle ¢ekilen FSH uygulanan grupta graniiloza hicreleri. A, DAPI,
B, Cx43 FITC ve C birlesmis mikrograflardirlar. Yesil renk Cx43 ve mavi
renk ¢ekirdek alaninidir.



Tablo 4.4. FSH verilen grup igin Cx43 boyanma siddeti
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Siddet Frekans Yiizde%
0 0 0
1 1 10
B Grubu
2 6 60
3 3 30

4.3. AMHR2 Ab Varliginda Graniiloza Hiicrelerinde Cx43 Ekspresyonu

10 htadadan izole edilen graniiloza hiicreleri Uzerinde kiltir ortaminda

AMHR2 Ab uyguladiktan sonra Cx43 ekspresyonu degerlendirilmistir. Bu grubu igin

elde edilen mikrograflar (Sekil 4.7) Cx43 boyanma oranini

hesplamak igin

kullanilmistir. Bu gruptaki hastalarda Cx43 ortalama boyanma yuzde orani %27,18

olarak tespit edilmistir (Tablo 4.2). Ayrica boyanma siddeti olarak bu grupta 5

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

edilmistir (Tblo 4.5).
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Sekil 4.7. x40 objektifle ¢cekilen AMHR2 uygulanan grupta graniiloza hiicreleri. A,
DAPI, B, Cx43 FITC ve C birlesmis mikrograflardirlar. Yesil renk Cx43 ve
mavi renk ¢ekirdek alaninidir.



Tablo 4.5. AMHR2 Ab verilen grup icin Cx43 boyanma siddeti
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Siddet Frekans Yiizde%
0 5 50
1 4 40
C Grubu
2 1 10
3 0 0

4.4. FSH ve AMHR2 Ab Varliginda Graniiloza Hiicrelerinde Cx43

Ekspresyonu

10 hastadan izole edilen graniiloza hiicreleri tizerinde kiltir ortaminda FSH

ve AMHR2 Ab uyguladiktan sonra Cx43 ekspresyonu degerlendirilmistir.

Bu grup

icin elde edilen mikrograflar (Sekil 4.8) Cx43 boyanma oranini hesaplamak igin

kullanilmistir. Bu gruptaki hastalarda Cx43 ortalama boyanma yuzde orani %54,84

olarak tespit edilmistir (Tablo 4.2). Ayrica boyanma siddeti olarak bu grupta 4

hastada +2 boyanma siddeti ve 6 hastada ++ boyanma siddeti tespit edilmistir

(Tablo 4.6).




Sekil 4.8. x40 objektifle cekilen FSH ve AMHR2 Ab uygulanan gruplarda graniiloza
hiicreleri. A, DAPI, B, Cx43 FITC ve C birlesmis mikrograflardirlar. Yesil
renk Cx43 ve mavi renk gekirdek alanidir.
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Tablo 4.6. FSH ve AMHR2 Ab verilen grup igin Cx43 boyanma siddeti
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Siddet Frekans Yiizde%
0 0 0
1 0 0
D Grubu
2 4 40
3 6 60

Yapilan degerlendirmelerin sonucunda hem Cx43 boyanma orani ve hemde

siddeti acisindan gruplar arasinda anlamli farkhliklar bulunmustur. Kontrol ve FSH

verilen grup arasinda (P=0.011) anlaml fark bulunmustur. Kontrol ve FSH+AMHR2

Ab verilen grup arasinda (P=0.001) anlamh fark bulunmustur. FSH ve AMHR2 Ab

verilen grup arasinda (P=0.026) anlaml

FSH+AMHR2 Ab verilen grup arasinda (P=0.002) anlamh fark bulunmustur (Tablo 4.2

ve Sekil 4.3).

fark bulunmustur. AMHR2 Ab ve

Ayrica boyanma siddeti acisindan Kontrol ve FSH verilen grup arasinda

(P=0.019) anlamh fark bulunmustur. Kontrol ve FSH+AMHR2 Ab verilen grup

arasinda (P=0.001) anlamh fark bulunmustur. AMHR2 Ab ve FSH+AMHR2 Ab verilen

grup arasinda (P=0.001) anlaml fark bulunmustur (Sekil 4.4).
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5. TARTISMA

Bu cgalismada FSH’nin, PKOS hastalarindan izole edilen insan graniloza
hiicrelerindeki Cx43 ekspresyonu Uzerine etkisi gdsterilmistir. PKOS hastasi olmayan
normal insan ve fare graniiloza hicreleri lizerinde yapilan galismalarda FSH’nin
etkisi granililoza hiicrelerinde Cx43 {Uzerinde gosterilmistir (119). FSH kultir
ortaminda tek basina uygulandigi zaman c¢ok kisa bir stre etkisini strdiirdiGgu icin
bizim ¢alismamizda sadece 2 saat boyunca FSH ugulanmistir. Bu 2 saat icinde FSH
graniloza hicreleri Gzerinde cAMP/PKA yolagini kullanarak Cx43 artisini saglamistir.
Daha 6nce yapilan bir calismada PKOS hastalarinda elde edilen graniiloza hiicreleri
Uzerinde kiltlr ortaminda uygulanan FSH, bu hiicrelerde inslilin reseptori substrati-
2 (IRS-2) ekspresyonunu arttirdigini gosterilmistir. IRS-2 cAMP/SP1 yolagi Gzerinden
aktive edilmistir (25). Bizim ¢alismamizda Cx43 artisi ile, FSH’nin PKOS hastalarindan
elde edilen grailoza hiicrelerinde, normal graniloza hicrelerinde oldugu gibi Cx43

yolagini aktive ettigi gosterilmistir.

Calismamizda elde edilen bulgulara gére FSH uygulanan grup ile kontrol
grubu arasinda Cx43 ekspresyonu acisindan anlamli bir artis gosterilmistir. Bu artis 2
saat’lik bir kiltlr sonrasi gosterilmistir. Kiltlr slresinin uzamasiyla, FSH etkisinin
azalacagi distnilmektedir. Cx43’Gn yart 6mri kiltir ortaminda 1-5 saat arasinda
(119) oldugu icin FSH etkilerini gérmek icin kiltlr stresi kisa tutulmustur. Yapilan
bazi calismalarda FSH'nin etkisini daha fazla stirdirebilmesi icin TGFB-1 ile beraber
uygulanmasi onerilmistir. TGFB-1, tek basina uygulandigl zaman Cx43 ekspresyonu
Uzerine bir etkisi bulunmamistir, ama FSH ile beraber kullanildigi zaman 24 saat
kiltir ortaminda FSH’nin etkisini strdirmesine yardimci oldugu gosterilmistir
(119,120). ilerdeki calismalarda kiiltiir siiresini arttirmak ve dolaysiyla FSH etkisini

daha iyi anlamak i¢in FSH+TGFB-1 kullanilmasini 6nerebiliriz.

Bizim calismamizda AMHR2 Ab, tek basina uygulanan grup ile kontrol grubu
arasinda Cx43 ekspresyonu acisindan anlamli bir fark saptanmamistir. Ama FSH ve
AMHR2 Ab uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmustur. FSH

ve AMHR2 Ab uygulanan grup ve sadece FSH verilen grup arasinda istatistiksel
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olarak fark bulunmamistir. Fark bulunmamasina ragmen elde edilen sonuclarda az
miktarda olsa da FSH ve AMHR2 Ab verilen grupta Cx43 ekspresyon miktari daha
fazla bulunmustur. Bu da AMHR2 AK, verilen gruplarda FSH etkisinin yanisira
AMHR2 Ab etkisinin de oldugunu gostermektedir. Gelecek ¢alismalarda bu konu
Uzerinde kultir stresini arttirarak veya AMHR2 Ab uygulama miktarini doz ve zaman

acisindan arttirarak daha iyi sonuglar alinabilecegine inanmaktayiz.

Bizim ¢alismamizda FSH uygulanan PKOS hastalarinin grantloza hiicrelerinde
Cx43 aktivitesinin arttigi gosterilmistir. Bu sonug Uzerinden IVF tedavisi sirasinda
elde edilen oosit-kumulus kompleklerinin denudasyon islemine kadar olan kdltir
sureglerinde kaltur sivilarina rFSH eklenmesinin oosit maturasyonu, kalitesi ile
embriyo kalitesi Uzerinde olumlu etkisi olabilecegi hipotezi Gizerinden devam eden

yeni calismalar planlamaktayiz.
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6. SONUG ve ONERILER

Bu calismada hem Cx43 boyanma orani ve hem de siddeti acisindan gruplar
arasinda anlamli farkhliklar bulunmustur. Kontrol ve FSH verilen grup arasinda
(P=0.011) anlamli fark bulunmustur. Kontrol ve FSH+AMHR2 verilen grup arasinda
(P=0.001) anlamli fark bulunmustur. FSH ve AMHR?2 verilen grup arasinda (P=0.026)
anlaml fark bulunmustur. AMHR2 ve FSH+AMHR?2 verilen grup arasinda (P=0.002)
anlamli fark bulunmustur (Tablo 4.2 ve Sekil 4.3). Ayrica boyanma siddeti agisindan
Kontrol ve FSH verilen grup arasinda (P=0.019) anlamli fark bulunmustur. Kontrol ve
FSH+AMHR?2 verilen grup arasinda (P=0.001) anlaml fark bulunmustur. AMHR2 ve
FSH+AMHR2 verilen grup arasinda (P=0.001) anlamli fark bulunmustur (Sekil 4.4).

Sonuc olarak elde edilen bu veriler, rFSH’'nin PKOS hastalarinda graniiloza
hiicreleri lzerine etki ettigini ve Cx43 ekspresyonunu arttirarak, graniloza hiicreleri

arasindaki iletisimi arttirdigini gostermektedir.

ilerdeki calismalarda kiiltiir siiresini arttirmak ve dolaysiyla FSH etkisini daha
iyi anlamak i¢cin FSH+TGFB-1 kullanilmasini 6énerebiliriz. Ayrica gelecek ¢alismalarda
bu konu Gzerinde kiiltlr siuresini arttirarak veya AMHR2 Ab uygulama miktarini doz

ve zaman agisindan arttirarak daha iyi sonuclar alinabilecegine inanmaktayiz.

Calismamizin  sonucunda FSH wuygulanan PKOS hastalarinin graniiloza
hiicrelerinde Cx43 aktivitesinin artmasi gosterilmistir. Bu sonug¢ (zerinden IVF
tedavisi sirasinda elde edilen oosit-kumulus kompleklerinin denudasyon islemine
kadar olan kaltir sireclerinde kiltlir sivilarina rFSH eklenmesinin  oosit
maturasyonu, kalitesi ile embriyo kalitesi Uzerinede olumlu etkisi olabilecegi

hipotezi (izerinden devam eden yeni ¢alismalar planlamaktayiz.
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