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Kronik anovulasyonun nedenlerinden, Polikistik Over Sendromu, amenore,
hirsutizm, anovulasyon ve biiyiik polikistik overlerle karakteristik dogurganlik
cagindaki kadinlarda sik goriilen endokrin bozukluktur. Bu c¢alismada su kanal
proteinlerinden  aquaporin7, 8, 9un  PKOS’lu  sican  ovaryumlarinda

immunolokalizasyonlar1 gosterildi.

Sicanlarda PKOS olusturmak amaciyla letrozole (1mg/kg) uygulandi. PKOS’lu
ve kontrol sigcanlarinin 6liim sonrasi alinan ovaryum dokularina immunohistokimyasal
incelemeler icin rutin takip protokolleri uygulandi. Kesitler Olympus marka (BX51,

Japon) mikroskopta degerlendirilip uygun alanlardan fotograflar alindi.

AQP-7, AQP-8, AQP-9 PKOS’lu ovaryumlardaki kistik folikiillerin yogun olarak
teka tabakalarinda eksprese edildi. PKOS’lu ovaryumlarda AQP9 daha ¢ok kortekste ve
kan damarlarinda, zona pellucidada, ve corpus luteum hiicrelerinde eksprese edilirken,
kontrol ovaryumlarinda ise primer oositte eksprese olmustur. PKOS’lu ovaryumlarda
AQPS8 yogun olarak korteks ve medulla kan damarlarinda, primer oositlerde ve
graniiloza hiicrelerinde eksprese edilmistir. Kontrollerde, yiizey epitelyum tabakasinda
ekspresyon olusurken, primer oositlerde zayif ekspresyon gozlendi. AQP7 ekspresyonu
PKOS’lu oositlerde daha fazla ortaya ¢ikarken, kontrollerde korteksin kan damarlarinda

ve oositlerde daha fazla eksprese olmustur.



Sonug olarak, her 3 proteinin ekspresyonlar1 arasindaki onemli farklilik, bu
proteinlerin, normal ve PKOS gibi patolojik kosullarda farkli roller iistlenebilecegini
diistindiirmektedir. PKOS’lu ovaryumunda farkli hiicrelerde aquaporinlerin daha yiiksek
ekspresyonu, aquaporinlerin normal antrum ve folikiil olusumunu yoneten yiiksek su
tasinimina ilave olarak patolojik kosullarda da rol alabileceklerini diigiindiirmektedir.
Bu proteinler arasindaki farkli ekspresyonlar, PKOS’ta folikiiler yap1 degisikligi ile
Ozellikle graniiloza ve oositteki morfolojik degisikliklerle iligkili olabilecegi ileri

surtlebilir.

Anahtar sozciikler: Aquaporin-7, Aquaporin-8, Aquaporin-9, ovaryum,
polikistik over sendromu, sigan
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ABSTRACT

IMMUNOLOCALIZATION OF AQP-7, AQP-8 and AQP-9 IN NORMAL
EXPERIMENTALLY POLYCYSTIC OVARIAN SYNDROME
RAT OVARIES
Seving SIMSEK
Master of Sciences Thesis, Department of Histology-Embryology

Supervisor: Prof. Dr. Celal KALOGLU
2016

Polycystic ovarian syndrome that the cause of anovulation, is an endocrine
disorder seen in women in the fertility age characteristic with amonerhae, hirsutism,
anovulation and large polycystic ovaries. In the present study, immunolocalizations of
Aquaporins?7, 8 and 9 which were water channel proteinsnhave been demonstrated in

rat ovaries with PCOS.

Letrosole (1mg/kg) was applied to rats in order to constitute PCOS in rats.
Routin tissue preparation protocols were done in ovarian tissues from the PCOS and
the control group animals.Immunohistochemically stained tissue sections were were
evaluated under an Olympus BX 51 microscope and relevant fields of views were

photographed.

AQP7, 8 and 9 were expressed intensively in the theca layer of cystic follicles in
the PCOS group ovaries. While AQP9 was expressed in the cortex, blood vessels, zona
pellucida and corpus luteum cells, it was expressed in primary oocytes of the control
group ovaries. AQP8 was expressed in the cortical and medullar blood vessels and in
the primary oocytes and granulosa cells of the ovaries of PCOS group. The expression
of AQPS8 in the control group was seen in the surface epithelium whereas a weak
expression was detected in primary oocytes. AQP7 expression was observed more in
the PCOS group ovaries, it was expressed in the cortical blood vesselsand oocytes in

controls.
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In conclusion, the variations in the expressions of those three proteins could
suggest that they play different roles in normal and in pathological conditions such as
PCOS. Higher expression of aquaporins in ovarial cells of the PCOS group could
suggest that they might play roles in pathological conditions in addition to teir high
water transport during normal antrum and follicle formation. Different expressions
among those three proteins in follicular alterations especially in granulosa cells and

oocytes in PCOS could suggest their crucial roles on those alterations.

Key Words: Aquaporin 7, Aquaporin 8, Aquaporin 9, ovaries, polycystic ovarian

syndrome, rats
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1. GIRIS

Stein-Leventhal sendromu yada yaygin adi ile Polikistik Over Sendromu
(PKOS) siklikla 30 yas alt1 kadinlarda, kalin bir over dokusu i¢inde iyi huylu bir¢ok kist
ile karakterize bir hastaliktir Bu olgularda; kronik anoviilasyon, infertilite ve
hiperandrojenizm s6z konusudur. PKOS iireme c¢agindaki kadinlarin %5-10’unu

etkilerken, infertilite problemi yasayan kadinlarin %70’inde sorun PKOS kaynaklidir
().

Hiperandrojenemik kadinlarin Oykiilerinde, peripubertal baslayan menstriiel
diizensizlik siklikla goriilen bulgulardan biridir. Bu olgularin %80’inde oligo-amenore
goriiliirken,hastalarin  %20’sinde ise diizenli adetler goriilebilmektedir. Vakalarin
%30’unda ise ciddi disfonksiyonel uterin kanama meydana gelebilmektedir. Bu
hastalarda androstenedion'un artmis periferik aromatizasyonundan dolayl, artmis
endometrial hiperplazi ve endometrium kanser riski mevcuttur (2, 3, 4).
Hiperandrojenemi yaninda, genetik olarak kil folikiillerinin artmis androjen duyarlilig
mevcuttur. Hirsutizm (asir1 tiilylenme), PKOS olgularinda %70 oraninda goriiliir. Obez
kadinlarda bu bulgular daha siktir. PKOS'lu hastalarin %30' unda kistik akne, %10' unda
alopesi goriilmektedir. Virilizasyon PKOS' da nadir goriilmesine ragmen, varliginda
overyan veya adrenal neoplaziler, hipertekozis, konjenital adrenal hiperplazi (KAH)

veya eksojen androjen alimi gibi nedenlerle birlikte degerlendirilmelidir (2, 5).

PKOS'da %50 oraninda android tipte obezite goriiliir. Android obezitedeki yag
dokusu, metabolik olarak aktiftir. Obez PKOS'lularda genelde insiilin ytiksekligi, LH,
SHBG, IGFBP-1 disiikligi tespit edilir (2, 6). PKOS' da %10 oraninda galaktore
goriiliir, hiperprolaktinemi ile beraber seyreden glukoz toleransi ile hiperandrojenemi
arasindaki iliski ilk kez 1921'de Archard’in sakalli, diyabetik bir kadin sunmasi ile
gosterilmigtir.  Giiniimiizde PKOS ile insiilin rezistanst arasindaki iliski 1yi
bilinmektedir. Bu hastalarda akantozis nigrikans da sik goriiliir. Insiilin direnci daha ¢ok
obez PKOS'lularda tespit edilir. Bu hastalarda, 40’11 yaslarinda %20-40 oraninda tip-1I
diyabet gelismektedir (2, 7, 8, 9).



Transmembran su akigi, hiicre yasaminin temel Ozelliklerinden birisidir.
Molekiillerin tasinmasina ek olarak, ozmotik dengenin korunmasi i¢in de suyun hiicre
membrani boyunca dogru hareketi elzemdir. Cogu hiicrede, membran boyunca suyun
basit hareketi s6z konusu iken, diger hiicrelerde ¢ok biiylik miktarda su gegisi vardir. Bu
hiicreler suyun daha hizli veya yavas hareketini saglayan siki bir kontrol mekanizmasina
ihtiya¢ duyar. Ilk kez bdyle su gecirgenligi yiiksek hiicrelerde tanimlanan aquaporinler
(11) 25-34 kDa agirhiginda kiigiik proteinlerdir. Hiicrenin hacim ve ozmolaritesini
diizenleyen bu hidrofilik integral membran proteinleri ¢ok yiiksek miktardaki suyun

hizl bir sekilde hareketini kolaylastirir (11, 12, 13).

1986°da Benga ve arkadaslari PCMBS (p-(Chloromercuri)
benzenesulfonate)‘ye baglanan kirmizi kan hiicrelerinde bir membran proteini
tanimladilar ve bu proteinin hiicre zarlarinda su kanallarinin varligin1 gdsteren bir su
tasima inhibitérii olduguna karar verdiler (14, 15). 1992°de Agre ve calisma
arkadaglar1 daha sonra AQP1 olarak adlandirilan bir su kanali proteinini tespit ettiler
(16). AQP ailesi yiizlerce iiyeye bununla birlikte farkli biiyiiklikklerde kanallara ve
madde segiciligine sahiptirler. Bakterilerde, bitkilerde, farkli siniflara ait hayvanlarda
belirlenmiglerdir. Bu protein gruplar; tipk: iire ve gliserol gibi iyonik yiiklii olmayan
kiiglik ¢oziinmiis maddeleri tasirlar (17). Bugiine kadar, memelilerde aquaporinlerin 13
1zoformu tespit edildi ve bunlardan 12 tanesi disi ve erkek lireme sistemlerinde saptandi.
Bu aquaporinlerin, memelilerin iiremelerinde énemli bir rol oynadiginin gostergesidir.
Aquaglyceroporinler gibi AQP3, 7, 9 ve 10 da dahil olmak iizere non-selektif su
kanallar1 vardir. Bunlar gliserol ile birlikte iire, su ve diger kiiciik non-elektrolitlere de
gecirgendirler. AQP1 ve 11 Endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi hiicre igi
organeller icerisinde lokalize olmustur ve hiicre i¢i su dagitimina aracilik ederler.
AQP6, 8, 12 ise alisilmisin disinda bazi 6zelliklere sahiptir ve fonksiyonlar1 heniiz tam

olarak anlagilamamistir (18, 13).

AQP’lerin yap1 analizlerinde, 4 bagimsiz su kanali molekdillerinin bir tetramer
yapist olusturacak sekilde organize olduklar1 gosterilmistir. Tetramer igerisindeki
merkez gaz ve iyon gegisi i¢in bir tiinel olusturur (19, 20). AQP’lerin baz alt tiplerinin
ise gaz tasinmasinin kolaylastirilmasindaki fonksiyonlar1 gdsterilmistir (21). AQP4,

nitrik oksit ve oksijen tasinmasini kolaylastirir (19). AQP6, Hg baglanma bdlgelerinin



sayisina gore iyonlar i¢in gézenek bdlgeleri igerir, ayn1 zamanda AQP6 burada her

monomerle beraber anyon kanal islevlerine de sahiptir (22, 23).

Folikiilogenez siirecinde hizli bir folikiiler biiyiime meydan gelir (24) ve antral
folikiil asamasinda folikiil i¢erisinde siv1 birikimi meydana gelir (25, 26). Bu déonemde
graniilosa hiicreleri su tasinmasinda ve antral sivinin olusumunda 6nemli fonksiyon
goriirler (27, 28, 29). Graniilosa hiicreleri tarafindan antral bosluga gerceklestirilen su
tagima orani iniilinden 3-5 kat daha yiiksektir. Graniilosa hiicrelerindeki bu yiiksek su
tasima oranlar1 baz1 AQP tiplerine bagli olarak gerceklestigi goziikmektedir.,AQP7 ve
9’un si¢an graniilosa hiicrelerinde ekspresyonu gosterilmistir (30). Diger taraftan AQP7
ve 8 seviyelerinin folikiil gelisimi ile baglantili oldugu, Ostrojen ve progesteron
seviyesine bagli olarak eksprese olduklari ileri stirilmiistiir (31). AQPS5 primordial
folikiillerin yassilasmis folikiil hiicrelerinde ve gelisen folikiillerin graniilosa
hiicrelerinde ekspresyonu gozlenmistir. Domuzlarda AQP9 graniilosa hiicrelerinde
tanimlanmis ve ekspresyonunun androjenler tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (32,
33, 34, 35). AQP9 proteininin ayni zamanda insan graniilosa hiicrelerinin sitoplazma ve
hiicre membraninda yerlesimi gosterilmis, c¢ekirdeginde tanimlanan mRNA’s1 ise

testosteronla iliskilendirilmistir (33).

[lk kez 1935 yilinda tamimlanmasina ve giiniimiizde  hipofiz bezinin
gonadotroplarindan LH ve FSH hormonlarinin anormal salinimima bagli olarak LH’1n
overde erkeklik hormonu yapiminmi artirdigi mekanizmas: kabul gérmesine ragmen,
esasen diger pek c¢ok hormonal hastalik gibi PKOS’un nedeni de tam olarak
anlagilamamistir  (1). Diger taraftan, PKOS’un molekiiler mekanizmasinda
aquaporinlerin lokalizasyonu ile ilgili ¢alismalar ¢cok az sayidadir. Bu caligmada
hidrofilik integral membran kanal proteinlerinden olan AQP7, AQP8 ve AQP9’un
PKOS’lu sican ovaryumlarinda immunolokalizasyonlar1 gosterilerek PKOS‘la  olan
iliskisinin incelenmesi amaclanmistir. AQP7, AQP8 ve AQP9 molekiillerinin PKOS’Iu
sican ovaryumlarindaki rollerinin belirlenmesi; biiylime, folikiilogenez, oogenez,
embriyogenez, hiicre adezyonu ve ¢ogalmasi siireclerini agiklayabilir. Ayrica PKOS’un
tireme lizerine olumsuz etkileri izlenebilir ve hastaliklarin daha 1yi anlagilmas1 ve tedavi

yontemlerinin gelistirilmesinde de yardimci olabilir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ovaryumlar

Ovaryumlar, pelvis boslugunun yan duvarlarina dayali, sag ve solda olmak iizere
iki adettir. Bi¢gim ve biiyiikliikleri bir bademe benzer (Sekil 1).

Ovaryumlarin birbiri ile iligkili iki islevi vardir. Disi cins hiicrelerini tiretir
(oogenesis) ve steroid hormonlar salgilar (steroidogenesis). Ovaryumlardan salgilanan
steroidler, cins hiicrelerinin gelisip olgunlagsmasini, sekonder cins organlart ve meme
bezlerinin gelisme ve biiyiimesini kontrol eder (36).

Ovaryum 0strojen ve progesteron hormonlarint salgilayan, genital dongiiniin
diizenlenmesinde gorev alan ve kadin genital sisteminin diger organlar iizerinde de

etkili olan bir organdir (37).

Fallopian Tubes

SN =

»

Ovaries
Uterus

Cervix

Vagina

Sekil 1. Ovaryumlar (http://www.ncis.com.sg/whn/slot/u3376/Types%20Cancer%20Collateral/Ov.)



2.2. Ovaryum Anatomisi

Erigkin kadinlarda ovaryum 3-5 cm uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde ve 0,5-
1,5 cm kalinliginda, yanlardan basik oval bigimli bir organdir. Agirlig1 4-6 gr kadardir.

Ovaryum normal durumda pelviste fossa ovarica denilen ¢ukurlarda bulunur.
Fossa ovarica, pelvisin yan duvarlarinda arteria iliaca interna ile arteria iliaca externa
arasinda bulunur. Ovaryum distan, bag dokusundan yapilmis ve tunica albuginea
denilen sert bir zarla sarilmistir. Bu zar, yas ilerledik¢e kalinlasir ve sertlesir.
Ovaryumun temel dokusunu yapan stroma ovarii, yap1 ve durum bakimindan substantia
corticalis ve substantia medullarisden olusmustur (38).

Ovaryumlar, organa damar ve sinirlerin giris ve ¢ikis yaptig1 yer olan hilusda
bulunan, kan damarlarini ovaryumlara ileten 6zel bir periton katlantis1 olan ve
mezovaryum olarak adlandirilan bir aski ile uterusun yan kenarlarinda uzanan
ligamentum latuma asili olarak bulunmaktadir. Yiizeyi ovulasyon baslamadan once

diizgiindiir, ovulasyondan sonra ise bu diizglinliik giderek kaybolmaktadir (39, 40).

2.3. Ovaryum Histolojisi

Ovaryumlar, i¢te medulla, dista korteksten olusur. Medulla, zengin kan ve lenf
damarlart ve sinirleri igeren gevsek bag dokusu yapisindadir. Korteks, periferde
medullay: sarar ve hiicrelerden zengin siki bag dokusuna gomiilii ovaryum folikiillerini
igerir. Medulla ile korteks arasinda belirgin bir sinir yoktur. Hilusta korteks sona erer ve
mesovarium medulla ile devam eder. Korteks stromasi, ig bi¢imli fibroblast benzeri
hiicreleri ve retikiiler 1if agini igerir. Medulla stromasi da fibroblastlardan, elastik

liflerden ve diiz kas hiicrelerinden olugsmustur (36).

Yiizeyi germinal epitel olarak isimlendirilen basit prizmatik veya kiibik epitel ile
doselidir. Germinal epitelin altinda tunika albuginea ad1 verilen yogun bir diizensiz siki
bag dokusu yer almaktadir. Bu tabakanin hemen altinda da ovaryum folikiillerini igeren

korteks bolgesi bulunmaktadir (41).



2.4. Ovaryum Embriyolojisi

Embriyonun cinsiyeti, genetik acidan daha fertilizasyon sirasinda belirlenmis
olmasina ragmen, gelisimin 7.haftasina kadar gonadlar erkege ve disiye ait morfolojik
ozelliklere sahip degildirler.

Gonadlar, ortaya bir ¢ift uzunlamasina, genital veya gonadal kabarti1 halinde
cikarlar. Epitel proliferasyonu ve altindaki mezensim yogunlasmasiyla olusmuslardir.
Gelisimin 6.haftasina kadar genital sirtlar icinde germ hiicreleri yoktur.

Ilk esey hiicreleri, gelisimin 4.haftasinda vitellus kesesinin allantoise yakin
duvarindaki endoderm hiicreleri arasinda goriilmeye baglarlar. Son bagirsagin
mezenterinin dorsali boyunca ameboid hareketlerle ilerleyerek, 5.haftanin basinda ilkel
gonadlara ulasir ve 6.haftada da genital kabartilart isgal ederler. Bu hiicreler genital
kabartilara ulagamadiklarinda gonadlar gelisemez. Gonadlarin ovaryum ya da testise
farklanmasinda da ilkel germ hiicrelerinin indiikleyici etkisi vardir.

Ilkel cins hiicrelerinin ilkel gonadlara ulasmasindan hemen dnce ve ulasmasi
sirasinda, genital kabartilarin epiteli ¢ogalir ve epitel hiicreleri altlarindaki mezengimin
icine gomiiliirler. Bunlar burada ilkel cinsiyet kordonlari denilen diizensiz sekilli
kordonlar olustururlar. Erkek ve disi embriyolarda ilkel cins kordonlar yiizey epieteline
baglidir ve bu evrede, erkek ya da disi gonadlarin birbirinden ayirt edilmesi
olanaksizdir. Bu nedenle bu evre farklanmamis donem olarak adlandirilir. Bu gonada da

farklanmamis gonad denir (42).

Gametogenezis, 6zellesmis tireme hiicreleri olan gametlerin olusum ve gelisme
stirecidir. Gametler primordiyal germ hiicrelerinden gelisir. Primordiyal germ hiicreleri
ilk olarak intrauterin 3. haftanin sonunda vitelliis kesesi duvarmin allantoise yakin olan
kisminda goriliir. Transmisyon elektron mikroskop (TEM) ile incelendiginde 15-20 um
capinda, yuvarlak sekilli oldugu goriiliir. Eksantrik yerlesimli, ince graniiler kromatine
sahip niikleusu vardir. Bir veya iki, genis niikleolusu bulunur. Primordiyal germ
hiicresinin sitoplazmasinda organel azdir. Niikleusa yakin oval veya yuvarlak sekilli,
tiibiilo-vezikiiler kristalara sahip mitokondriyonlar bulunur. Tek bir Golgi aparatus,
periniiklear yerlesimli graniiler endoplazmik retikulum sisternalari, serbest ribozom,
polizom ve vezikiiller igerir. Primordiyal germ hiicreleri sitoplazmasinda glikojen
partikiilleri ve lipid damlaciklar1 da yer alir. Primordiyal germ hiicreleri ve etrafindaki

somatik hiicreler arasinda yakin temas alanlari gézlenebilir (43).



3. haftanin sonu, 4. haftanin baslarinda primordiyal germ hiicreleri ameboid
hareketlerle gelismekte olan barsak dorsal mezenterinden gecerek gelismekte olan ilkel
gonadlara go¢ eder. TEM ile incelendiginde fuziform ve irregiiler bir sekil aldigi ve
psodopodlart olusturan sitoplazmik uzantilar icerdigi goriiliir. Bu asamada hala iizerinde
calisilmakta olan kemotaktik faktorler ve sitokinlerin rol aldig: diisiiniilmektedir. Bazi
arastirmacilar ekstraselliiler matrikste bulunan fibronektinin migrasyona etkileri ile ilgili
caligmalar yapmistir (8). Primordiyal germ hiicreleri yiizeyinde glikokaliks olusmakta
ve bu da ekstraselliler matrikste, aralarinda fibronektinin de bulundugu
makromolekiillere baglanmasini saglamaktadir. Glikokaliks, kemotaktik faktor ve
sitokinlerin baglanabilmesi i¢in de imkan sagladigi i¢in dnemlidir (43).

Primordiyal germ hiicreleri gonadlara ulasamaz ise dejenere olarak yok olurlar.
Ayni sekilde gonadlarin da ileri gelisimi i¢in primordiyal germ hiicrelerinin gonadlara
ulagsmis olmasi gerekmektedir (43, 44, 45, 46). Primordiyal germ hiicreleri gelismekte
olan gonadlara ulasir ulasmaz oogoniumlara farklanir. Bu arada mitoz ile hizla
cogalarak oogoniumlarin sayilar artar (43, 44, 45, 46). Oogoniumlar boliinerek hiicre
kiimeleri olustururlar ve hiicreler arasi kopriiler araciligi ile birbirleri ile iligki kurarlar.
Bu olaya kolonizasyon adi verilir. Hiicreler arasi kopriilerin hizli mitoz sonucu

sitoplazmalarin tam ayrilamamasina bagli oldugu diisiinilmektedir (43).

2.5. Ovariyal Dongii

Pubertenin baslamasi ile hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilatic
hormon (gonadotropin releasing hormone, GnRH) hipofizin 6n lobundaki
(adenohipofiz) hiicrelerden gonadotropinlerin salgilanmasini uyarir. Follikiil uyarict
hormon (follicle stimulating-hormone, FSH) ve luteinizan hormon (luteinizing
hormone, LH) olarak bilinen bu hormonlar, overdeki siklik degisiklikleri uyarir ve
kontrol ederler.

Bu gonadotropinler her 28 giinde bir tekrarlanan follikiillerin gelisip
olgunlagmasi, ovulasyon ve korpus luteum olugmasini i¢ine alan ovaryum siklusunu ve
ovaryal siklus ile es zamanl olaylanan uterus, uterus tiipleri, vajina ve meme bezlerinde

bir dizi degisiklige neden olan menstruel siklusu hazirlarlar. Diger bir deyisle, ovaryal



ve menstruel sikluslart i¢ine alan ve 28 giinde bir tekrarlanan iireme siklusunu

diizenlerler (42).

2.6. Oosit ve Oogenezis

Oogenezisi prenatal ve postnatal maturasyon olmak tizere iki evrede
inceleyebiliriz. Intrauterin 4. aydan sonra oogoniumlardan primer oositler olusmaya
baslar. Bu arada ylizeyel germinal (kdlomik) epitelin proliferasyonu ve invajinasyonlari
sonucu olusan follikiiler hiicreler de oogonia ve primer oosit kiimelerini sarmaya baglar.
Intrauterin 7. aydan sonra artik hi¢ oogonia kalmamistir ve her primer oosit ayr1 olarak
follikiil hiicrelerince sarilmistir. Bu yap1 artik primordiyal follikiil olarak adlandirilir.
Follikiiler hiicreler ve germ hiicreleri arasinda desmozom ve gecit baglantilar1 (Gap
junction) olusmustur. Tek katl1 yassi follikiiler hiicreleri ¢evre bag dokudan ayiran bazal
lamina da olusmustur (43). Bu dénemde overde sadece primordial follikiiller goriilir.
Artik mitoz ile ¢ogalma da biter. Primer oositlerin ileri gelisimi follikiil hiicrelerince
salgilanan oosit maturasyonunu engelleyici faktor (OMI) araciligt ile puberteye kadar
engellenir ve 1. mayozun profazinda (diploten evresinde) duraklar. Olusan primordial
follikiillerin bir kismu atrezi ile kaybolur ve primordiyal follikiil sayis1 doguma kadar bir
miktar azalir (43, 44, 45, 46).

Yenidoganin over korteksinde 700.000-2.000.000 civarinda primordiyal follikiil
bulunur. Devam eden atreziler sebebiyle say1 puberteye kadar 400.000°e kadar diiser.
Puberte ile birlikte hipofizden salgilanan gonadotropinlerin etkisiyle her menstruel
siklus baginda 5-15 follikiil gelismeye baslar ancak bir, nadiren de daha fazlasi
ovulasyon asamasma kadar ilerleyebilir. Dominant follikiil disindaki gelismeye
baslayan diger follikiiller atreziye ugrar. Bu sekilde follikiil sayis1 menapoza kadar
gittikce azalir. Over korteksinde hi¢ follikiil kalmadig1 zaman menapoz gerceklesir.
Puberteden menapoza kadar ancak 400-500 follikiil ovule olabilecek sansa sahip olur
(43, 44, 45, 46, 47).



2.7. Folikiil ve Folikiilogenezis

Follikiil, ovaryumun temel fonksiyonel birimidir. Follikiil yapisi, bir oosit ve
onu cevreleyen graniiloza ve teka hiicrelerinden olugsmaktadir. Normal follikiilogenez
sirasinda, her bir follikiil igerisinde oositin biiyiimesi ve olgunlasmasi; graniiloza ve
teka hiicrelerinin proliferasyon ve gelismeleri oldukga koordineli bir sekilde gerceklesir.
Bu koordinasyon oviile olan oositin fertilizasyona ve sonraki embriyonik gelisime hazir
oldugunu gosterir. Follikiiliin gelismesi ve sonugta bu gelisimsel programin basarili bir
sekilde tamamlanmas1 i¢in, follikiil yapisi i¢inde bazi morfolojik ve molekiiler
degisiklikler meydana gelmektedir (48).

Immatiir oositin mayoz béliinmesini tamamlamasi, biiyiime ve gelismesi igin
graniiloza hiicrelerine; graniiloza hiicrelerinin de proliferasyon, differensiyasyon ve
fonksiyon gormeleri i¢in oosite ihtiyaclari vardir. Bu ¢ift yonli etkilesim, gelisim
stiresince devam etmektedir. Ovariyan follikiillerin gelisimini diizenleyen kompleks
hiicre-hiicre etkilesimleri, endokrin, otokrin, parakrin regiilatorler ve oluklu baglant1 tipi
hiicreleraras1 baglantilar ile olmaktadir. iki follikiiler kisim igin de esasi olan bu
etkilesimde gelisim oranim belirleyen asil faktoriin hangisi oldugunu tanimlamak
amactyla yapilan bir calismada Eppig ve ark. sekonder follikiilden izole ettikleri orta
biiyiikliikteki bir oositi, follikiiler gelisimin ilk basamagi olan primordial follikiile
transfer etmis ve bu transferin follikiiler gelisimi ve somatik hiicre differensiyasyonunu
ikiye katladigim1 gormiisler; sonugta memeli follikiillerinin gelisimini diizenleyen asil
faktorii oosit olarak tanimlamiglardir (49). Oosit maturasyonu ve follikiilogenezis

eszamanli ve uyumlu bir sekilde olusur.

Pubertede, gonadotropinlerin etkisi ile primordiyal folikiil hiicreleri 6nce tek
katli kiibik ardindan ¢ok katli kiibik hiicreler halini alarak primer folikiilleri olusturur.
Follikiil hiicrelerine artik graniiloza hiicreleri denmektedir. Primer oosit ve graniiloza
hiicreleri arasinda zona pellucida da sekillenmeye baslar. Graniiloza hiicreleri arasinda
bosluklar olusur ve bu bosluklar birleserek tek bir bosluk olan antrumu meydana getirir.
Follikiile artik sekonder veya antral folikiil adi verilmektedir. Ganiiloza hiicreleri
disinda bazal lamina vardir. Bazal laminanin dis kismindaki stromal hiicrelerden ise
teka interna ve teka eksterna tabakalari gelisir. Follikiil en gelismis halini aldiginda

Graff folikiilii adin1 alir. Ortada genis bir antrum vardir. Antrumun bir kenarinda ortada
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primer oosit, primer oositi ¢evreleyen zona pelliisida ve etrafindaki graniiloza hiicreleri
tarafindan olusturulmus korona radiyata hiicreleri bulunur. Bu yapiya kumulus ooforus
kompleksi (KOK) ad1 verilir. Antrum etrafinda ¢ok katli kiibik hiicrelerce olusturulan
membrana graniiloza tabakasi yer alir. En dista ise teka interna ve eksterna yer alir.

Grantiloza ve teka hiicreleri arasinda camsi membran da denilen bazal lamina vardir.

Gelisen follikiillerden bir tanesi dominant follikiildiir ve ovulasyon asamasina
kadar gelebilir. Ovulasyondan sonra gegici glanduler yapidaki korpus luteumu
olusturur. Antral bosluk kismi Once kanla dolar, sonra bag dokusu yapisini alir.
Graniiloza hiicreleri kollabe olarak kivrimli bir hal alir ve graniiloza lutein hiicrelerini
olusturur. Teka interna hiicreleri de teka lutein hiicrelerini olusturur. Ovulasyona kadar
gelisemeyen diger follikiiller dejenere olarak bag doku yapisindaki korpus atretikumu
olusturur. Korpus luteum gebelik olusmaz ise serum seviyesi diisen gonadotropinlerin
(Gn), esasen de luteinizan hormonun azalan etkisi sonucunda geriler ve korpus albikansi
olusturur (43, 44, 45, 46).

Follikiil gelisiminde puberteden sonra hipotalamustan salgilanan gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH), hipofizden salgilanan follikiil stimiilan hormon (FSH) ve
luteinizan hormon (LH), ayrica overde sentezlenen otokrin ve parakrin etkili lokal
biiylime faktorleri (Growth differentiation factor 9 (GDF9), kemik morfogenetik
proteiné (BMP6), kemik morfogenetik protein7 (BMP7), kemik morfogenetik proteinl5
(BMP15), c-Kit, epitelial growth faktor (EGF), bazik fibroblast growth factor (bFGF),
anti-Miillerian hormon (AMH) ) rol alir. Bunlar oosit, graniiloza hiicreleri ve teka
hiicrelerinde sentezlenip salmabilir. AMH gelismekte olan follikiillerin graniiloza
hiicrelerinde sentezlenip parakrin etki gostererek diger follikiillerin gelisimini inhibe
etmesi ve dominant follikiiliin belirlenmesi acisindan diger faktorlerden ayri bir yere

sahiptir (50, 51, 52, 53)
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2. 8. Polikistik Over Sendromu:

Infertilite kliniklerine ¢ocuk sahibi olamama sikayetiyle basvuran kadilarin
%40’ mnda infertilitenin baslica nedeni ovulasyon bozuklugudur (54). Anovulator
infertilitenin en sik nedeni (%73) ve dogurganlik cagindaki kadinlarda en sik goriilen

endokrin bozukluk ise polikistik over sendromudur (55, 56).

Oligo-anovulasyon, klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular1 ve
ultrasonografide polikistik overlerle karakterize PKOS’nin etyopatogenezi net olarak
bilinmedigi i¢in, glinimiizde tedavi segenekleri de genellikle semptomatiktir. Gebelik
istegi olan infertil hastalarda ideal tedavi semasinda, diisitk maliyetli invaziv olmayan
tedavi segeneckleriyle baslamak ve cevap alinmazsa invaziv medikal ve cerrahi

seceneklerin kullanilmasi uygun olmaktadir (57).

2.8.1. Tamim ve Tarihce:

Kronik anovulasyonun %80 nedeni olan Polikistik Over Sendromu (PKOS), ilk
olarak 1935 yilinda Irving F. Stein ve Michael L. Leventhal tarafindan amenore,
hirsutizm, anovulasyon ve biiylik polikistik overlerle karakteristik semptom kompleksi

olarak tanimlanmustir (2, 58).

[k biyokimyasal bozukluk, 1950'lerin ortalarinda iiriner LH da artis olarak
bildirilmistir (2). Hemen arkasindan artmis androjen fiiretimi sendromun kardinal
bulgusu olarak bildirilmistir (3). Periferik aromatizasyon nedeniyle, Ostron (E1)/
Ostradiol (E2) oranmin, E1 lehine arttifma dikkat cekilmistir (59). Son olarak bu
tanimlara insiilin direnci ve hiperinsiilinemi de ilave edilmistir (2, 3). 2003 yilinda
diizenlenen bir uzman toplantisinda, 1990 NIH(National Institues of Health/ National
Institute of Child and Human Development(NIH/NICHHD)) kriterleri yeniden gozden
gecirilmis ve dncekine benzer sekilde diger etyolojik nedenler ekarte edildikten sonra,

sendrom tanisinin asagidaki ti¢ kriterden ikisinin birlikteligi ile koyulmasi onerilmistir
(60, 61):
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1. Oligo-anoviilasyon,

2. Klinik ve/veya biyokimyasal hiperandrojenizm bulgular1, hiperandrojenemi,

3. Ultrasonografide polikistik overler.

Ureme donemindeki kadinlar morfolojik ve hormonal kriterler ile degerlendirildiginde
PKOS prevelanst %06-8 arasindadir. Diizenli adet goren kadinlarin %75'inde

ultrasonografik incelemelerinde PKOS saptanmaz (62, 3, 6).

2. 8. 2. Sikhg:

Reprodiiktif yastaki kadinlarin yaklasik %4-12’sinde goriilen PKOS, kadinlarin
en sik goriilen reprodiiktif endokrinopatisidir (63, 64, 65). PKOS’un tahmini sikligi
calisma yapilan popiilasyon ve overlerin ultrasonografik goriintiilenmesinin tani
kriterlerine dahil edilip edilmemesine gore degisebilir. Tipik klinik goriiniimiin
varliginda sonografik olarak polikistik overlerin goriilmesi sendromun tanisini
desteklerken, hiperandrojenizm hikayesi olmayan normal ovulatuar kadinlarda da
polikistik overlerin bulunabilecegi gosterilmistir (66). Daha da otesi PKOS’lu
kadinlarin az bir kisminda ultrasonografi ile takipte normal folikiil gelisimi diizenli
ovulasyon oldugu goriilmiistiir (67). Sonug olarak, tani i¢in polikistik overin tespiti
klinik olarak uygun goriilmektedir. Bununla birlikte, polikistik overlerin morfogenezi

hastaligin yegane sart1 degildir.

2. 8. 3.Familyal Goriis:

PKOS’un ailevi olabilecegi bildirilmistir (68). Hiperandrojenizm, anovulasyon
ve polikistik overlerin klinik ve laboratuar tetkiki kullanilarak yapilan birkag
arastirmada PKOS’un birinci derece akrabalar arasindaki siklig1 arastirilmis ve sonunda
etkilenmis kadinlarin anne ve kiz kardeslerinde PKOS ihtimalinin normal kontrol
kadinlarinkinden yiiksek oldugu bildirilmistir (69). Sonug¢ olarak yapilan diger benzer
calismalar da degerlendirildiginde bu bulgular gostermektedir ki; PKOS’Iu kadinlarin

birinci derece akrabalari PKOS i¢in anlamli derecede risk altindadirlar. Bu bulgular
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hiperandrojeneminin bir genetik temeli olabilecegini, kismen de hastaligin ailevi

olabilecegini desteklemektedir.

2. 8. 4. Klinik Bulgular:

Hiperandrojenemik kadinlarin Oykiilerinde, peripubertal baslayan menstriiel
diizensizlik siklikla goriilen bulgulardan biridir ve oligo-amenore seklinde klinige
yansif. Oligo-amenore goriilme oraninin  oldukga yiiksek oranlarda oldugu
belirlenmigtir. Buna ragmen ¢ok az miktardaki hastalarda diizenli adetler
goriilebilmektedir. Vakalarin bir kisminda ise ciddi disfonksiyonel uterin kanama
meydana gelebilmektedir. Bu hastalarda androstenedion'un artmis periferik
aromatizasyonundan dolayi, artmis endometrial hiperplazi ve endometrium kanser

riskinin de mevcut oldugu belirlenmistir (2, 3, 62).

PKOS'da hirsutizm yiiksek oranlarda goriiliir. Hiperandrojenemi yaninda genetik
olarak kil folikiillerinin artmis androjen duyarliligt mevcuttur. Obez kadinlarda bu
bulgular daha sik goriiliir. PKOS’lu hastalarin bir kisminda kistik akne goriiliirken, ¢ok
az bir kisminda alopesi goriilmektedir. Virilizasyon PKOS'da nadir goriilmesine
ragmen, varliginda overyan veya adrenal neoplaziler, hipertekozis, konjenital adrenal
hiperplazi (KAH) veya eksojen androjen almi gibi nedenlerle birlikte
degerlendirilmelidir (2, 5).

PKOS hastalarinin yarisindan fazlasinda android tipte obezite goriiliir. Android
obezitedeki yag dokusu, metabolik olarak aktiftir. Obez PKOS'lularda genelde insiilin
yiiksekligi, SHBG (seks hormon baglayict globulin), IGFBP- 1 (insiilin benzeri biiyiime
faktorii baglayici protein-1) diisiikliigii tespit edilmistir (2, 6).

PKOS’lu olgularin biiyiik bir ¢ogunlugunda infertilite probleminin mevcut
oldugu bulunmustur. Buradaki primer defektin anoviilasyon oldugu belirlenmistir.
Ayrica artmig LH seviyelerinin oosit iizerine olumsuz etkilerinden dolayi, artmis

spontan abortus oraninin mevcut oldugu tespit edilmistir (2, 70).
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PKOS vakalarinin ¢ok azinda galaktore tespit edilmistir. Hiperprolaktinemi ile
beraber seyreden glukoz toleransi ile hiperandrojenemi arasindaki iliski ilk kez 1921'de
Archard’in sakalli, diyabetik bir kadin sunmasi ile gosterilmistir. Giiniimiizde PKOS ile
insiilin rezistansi arasindaki iligki iyi bilinmektedir. Bu hastalarda akantozis nigrikans
da sik goriildiigii belirlenmistir. Insiilin direnci daha ¢ok obez PKOS'lularda tespit
edilmistir. Bu hastalarin, 40’11 yaslarinda belirgin oranlarda tip-11 diyabetin gelistigi 6ne

striilmiistiir (2, 7, 8).

2. 9. PKOS'un Patofizyolojisi:

PKOS'un patofizyolojisi, ¢ok sayida klinik, laboratuar ve deneysel verilere
ragmen halen yeterince bilinmemektedir. PKOS birkag sistemin bozuk calismasinin
beraber etkisi sonucu ortaya ¢ikan, multifaktoryel bir hastalik olarak disiiniilebilir.

Bu sistemler;

| - Hipotalamo-hipofizer disfonksiyon
2- Abartilmis adrenar;j

3- Intraoveryan faktorler

4- Insiilin rezistans ve hiperinsiilinemi

5- Genetik faktorler

6- Enzimatik defektler
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2. 9. 1. Hipotalamo-hipofizer disfonksiyon:

PKOS olgularinda, LH seviyelerinin artmas: ile anormal serum gonadotropin
seviyelerinin kendini gosterdigi bulunmustur. Bu artisin hipotalamik bir defekte bagh
oldugu 6ne siiriilmiistiir. PKOS olgularinda LH/FSH oranlarinin oldukga yiiksek oldugu
One siirtilmiistir. PKOS'da yiiksek LH seviyelerinin neden oldugu overyan
androjenlerdeki artis, LH’in etkisi ile teka hiicrelerinde asir1 sentezlenme ile
aciklanabildigi 6ne stiriilmistiir.

Teka hiicreleri, graniiloza hiicrelerinin bazal membranma difiize olan ¢ok
miktarda androstenedion ve az miktarda testosteron sentezler. Androjenik prekiirsorler
FSH etkisi ile graniiloza hiicrelerinde aromatizasyonla 0Ostron ve Ostradiole
dontistiiriilirler. Normal FSH etkisi ile birlikte asirt LH mevcudiyeti teka hiicrelerinde
abartili androjen sentezine neden olur. Anovulatuar sikluslarda kronik olarak yiikselmis
E2 (6stradiol), hipofizdeki GnRH reseptor sayisini ve hipofizin duyarliligina artirarak
LH' nin pulsatil saliniminin artmasina neden olabilir. Cogu olguda semptomlarin
peripubertal donemde baslamasi, bu donemde gelismeye baslayan hipotalamo-hipofizer
eksende GnRH salinim frekanst ve amplitiidiiniin artmasi ile iligkili olabilecegi

belirlenmistir (2, 3, 59, 71).

2.9.2. Abartih Adrenarj:

PKOS olgularinda semptomlarin peripubertal baglamasi ve adrenokortikotrop
hormon (ACTH) stimiilasyonuyla adrenal androjen saliniminda asir1 artis olmasi,
adrenal bezin erken ve asiri aktivitesini gosterir. Bu abartili adrenarjik aktiviteye bagli,
P450 c 17 geniyle kodlanan 17,20 liyaz ve 17 hidroksilaz aktiviteleri artarak
androjenlerdeki artig olusur. Periferik dokularda androjenler Ostrojene doniiserek, kan
Ostrojen diizeyini arttirlar. Kronik Ostrojen artisina bagli olarak hipofizin GnRH’a
duyarliligi artarak, LH'nin pulsatil salinimi artar. FSH saliniminin negatif feed-back ile
azaldig1 belirtilmistir (9).
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2.9. 3. Intraoveryan Faktorler :

Androjenler diisiik kontranstrasyonlarda aromataz etkisi ile 0Ostrojene
doniistiiriilir ve ostron' un (E1) negatif feed-back etkisi ile FSH diizeyi diiser.
PKOS'lularda FSH'i!n tam deprese olamamasi nedeniyle yeni folikiil gelisimi siirekli
olarak uyarilir, fakat folikiiller tam matiirasyon ve ovulasyon sathasina ulasamazlar.
Folikiiller 2-8 mm c¢apinda kii¢iik folikiiler kistler seklinde kalip birka¢ ay devamlilik
gosterirler. Bir kisim folikiiller atreziye giderken, bagka bir folikiil grubu ayn1 gelisim
paternine girer. Folikiiler atrezi overyan stromal dokuyu artirir. Artmis stromal doku,
LH uyarimi ile androstenedion (A) ve testesteron (T) sentezini artirir. Artmig androjen
seviyesinin; normal folikiiler gelismeyi onlerken, prematiir folikiil atrezisini indiikledigi

belirlenmistir (2, 3).

2.9. 4. Insiilin Rezistans1 ve Hiperinsiilinemi :

Non-obez PKOS' lu kadinlarin az bir kisminda, obez PKOS’lu kadinlarin ise
biiyiik ¢ogunlugunda hiperinsiilinemi ve insiilin direnci gériilmektedir (62). Insiilin
direnci, insiilin reseptorlerinde azalma, postreseptor defekt, reseptore karsi antikor veya
insiilin etkisine karsi inhibitorlere bagli olabildigi 6ne siirtilmistiir (59). PKOS'daki

insiilin direncinin etyolojisi tam olarak aciklik kazanamamustir.

Hiperandrojenemik kadinlarda hepatik ve periferik insiilin direnci birlikte
goriiliir. flave olarak bu hastalarda beta hiicre defekti de goriiliir. PKOS' Iu kadimlarin
lenfosit, adipoz doku ve periferik kas dokularinda insiilin etkisini arastirmak tizere
yapilan ¢alismalarda insiilin sinyalizasyonunda postreseptor bir defekt oldugu ileri

stiriilmistir (3).

Insiilin karacigerden Seks Hormon Baglayan Globulin (SHBG) ve IGFBP-1'in
sentezini azaltarak biyolojik olarak aktif androjenlerin ve Ostrojenin serbest

fraksiyonlarinin artmasina neden olur (2).
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2.9.5. Obezite:

PKOS'lu hastalarin yaklasik olarak yaris1 obezdir. Cogu olguda menstriiel
bozukluk baglamadan o6nce belirgin kilo artist oykiisii bulunur. PKOS'daki obezite
android tipte obezitedir. Bu tip obezitede karin duvarinda, visseral mezenterik
bolgelerde yag doku birikimi olur. Bu yag dokusu katekolaminlere karsi duyarli
oldugundan metabolik olarak aktiftir. Android tipte yag dagilimi ile birlikte,
hiperinsiilinemi, glukoz intoleransi, diabetes mellitus (DM) ve androjen yapim hizinda
artis olur. Androjenlerdeki artis, SHBG diizeyini azaltarak serbest testosteron ve E2
(estradiol) diizeylerinde artisa neden olmaktadir (2, 3, 5).

Zayif PKOS'lularda serum growth hormon (GH) ve LH diizeyi, obez olgulara
gore daha yiiksektir. Over graniiloza hiicrelerinde GH reseptorii bulunmakta ve GH,
FSH ile sinerjik etki gostererek IGF-1 (insiilin benzeri biiyiime faktorii-1) sentezinin
artmasina, dolayist ile teka hiicrelerinde LH etkisinin artmasina neden oldugu

aciklanmustir (5).

2. 9. 6. Genetik faktorler:

Yapilan bir ¢alismada PKOS olgularinda, Human Lokosit Antijen Drw-6 (HLA
Drw-6) frekansinin artis gosterdigi ve PKOS gelisiminin 6. kromozom tizerindeki HLA-

Dr bolgesi ile iliskisinin oldugu belirtilmistir (72).

Steroid hormonlar, karbonhidrat metabolizmasi ve gonadotropin sekresyonu ile
ilgili aday genler PKOS’un genetik arastirmalarinda géz 6niinde bulundurulmustur. Bu
genler arasinda stereoid biyosentezinde rol oynayan CYP17, CYP11A ve CYP21
genleri PKOS ‘la iligkisinin varligt yoniinden incelenmistir. Kapsamli caligmalar
olmamakla birlikte CYP11A’nin allelik varyantlarinin asir1 androjen sentezinde ve
PCOS ‘un hirsutizminde rolii olduguna dair deliller agiklanirken, diger genlerin bir

etkisinin olmadig1 ortaya konulmustur (73, 74, 75, 76).

PKOS’lu kadinlarda insiilin direncine egilim olmasi nedeni ile karbonhidrat

metabolizmasinda rolii olan genler incelenmistir (77, 78). Bu metabolizmada PCOS igin
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diger aday genler leptin, resitin ve TNF-alfa‘dir. Ancak son ikisi i¢in bir iliski ortaya
konamamustir(79, 80, 81).

Gonadotropin sekresyonu bakimindan PKOS igin aday genlerle ilgili ¢cok az
caligma yapilmistir. Dopamin GnRH sekresyonunu inhibe ettiginden dopamin reseptor
gen degisiklikleri PKOS’daki artmis LH sekresyonuna katkida bulunabildigi
aciklanmistir (82).

2.9.7. Anormal Graniiloza hiicreleri:

Yapilan bir ¢alismada, PKOS olgularimin folikiilleri yiiksek konsantrasyonda
biyoaktif FSH icermelerine ragmen graniilosa hiicrelerinin FSH’a anormal yanit

gosterdiklerini belirlemislerdir (83).

2. 9. 8. Enzimatik Defektler:

Insan overyan teka hiicrelerinde yapilan klinik ve in vitro calismalarda androjen
sentezinde hiz kisitlayic1 basamak olan sitokrom P450 c17 alfa enzim sisteminde

intrinsik bir anormalligin oldugu saptanmustir (84).

2. 10. PKOS Patolojisi:

Polikistik over, makroskobik olarak normal over biiyiikligiiniin 2-5 kati
kadardir. Gros olarak beyaz bir kapsiille gevrilidir. Ayn1 sayida primordiyal folikiil
vardir, ancak gelisen ve atreziye giden follikiil sayis1 iki kat artmistir. Mikroskobide
yiizeyel korteks, fibrotik ve hiposelliilerdir ve damarlari igerir. Kiigiik atrofik folikiillere
ilaveten, artmis sayida luteinize teka interna igeren follikiiller de vardir (85). En distaki
tunika kalinligi %50, kortikal stroma 1/3 kat, subkortikal stroma 5 kat artmistir.
Stromadaki artig, hem teka hiicre hiperplazisine hem de asir1 folikiil atrezisine baghdir.

Over hilus hiicre topluluklari (hiperplazi) normalden 4 kat fazladir (86).
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2. 11. PKOS'da Hormonal Denge:

PKOS hastalarinda 0strojen ve androjenlerin giinliik ortalama sentez miktarlari
yiiksektir ve bu durum LH uyarisina baghdir (83). Dolasimda testosteron (T),
andosterodion (A), dehidroepiandosteron (DHEA) ve dehidroepiandosteron siilfat
(DHEAS), 17 OH progesteron ve E2 diizeyleri yiiksektir. T, A ve DHEA dogrudan
overler tarafindan salgilanirken, DHEAS'In tamamina yakini siirrenallerden salgilanir
(87). PKOS'da hiperandrojenemiye adrenal bez de etkili olmakla beraber esas kaynagin
overler oldugu belirtilmistir (88).

Normal kadinlarla karsilastirinca siirekli anovulasyonu olan PKOS'lu olgularda,
LH konsantrasyonunun daha yiiksek, FSH konsantrasyonunun ise diisiik veya normalin
alt smirinda oldugu belirtilmistir (89). SHBG (seks hormonu baglayan globulin),
karacigerde sentezlenen, iretimi testosteron tarafindan baskilanan, E2 ve tiroksin
tarafindan stimule edilen bir proteindir ve PKOS olgularinin yaklasik yarisinda SHBG

azalmis olarak bulunurken (90), total 6strojen ise artmis olarak bulunmustur (89, 91).

FSH diizeyt PKOS hastalarinda diisiik diizeylerde oldugundan, folikiiller
gelismekte oldugu fakat tam olgunluga erisemediginden ovulasyonun gerceklesmedigi
yapilan c¢aligmalarla ortaya konulmustur. Bu durumda artan siirelerde 2-15 mm c¢apinda
cok sayida folikiil kistlerinin olustugu belirtilmistir. Atrezi sirasinda graniilosa
tabakasinda dejenerasyon olugmadigi, teka hiicrelerinin ise varhigini siirdiirdiigii
belirtilmistir ve bodylece teka hiicrelerinin androjen salgilamaya devam ettigi
belirtilmistir. Bu sekilde ylikselmis olan androjen diizeyleri androjenden Ostrojene
dontisiimiinii artirdigi, SHBG sentez diizeyini baskiladig1 ve boylece ostrojen diizeyinde
yiikselmeye neden oldugu bildirilmistir. SHBG de olusan azalma, serbest testosteron

seviyesinde ylikselmeye neden olur (92).

2.12. PKOS'da tedavi:

PKOS'lu olgularin %40-70'inde infertilite mevcuttur (2). Dolasimdaki insiilin ve
androjenin diisiiriilmesi, tek basina spontan ovulasyonu saglayabileceginden, zayiflama

tedavisi PKOS'da ilk secenek olmalidir. Agirlikda % 5-7 oraninda bir azalma
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hiperandrojenemiyi diizeltmekte, insiilin direncini azaltmakta ve spontan ovulasyonu %
70 oraninda geri dondiirerek, fertiliteyi diizeltmektedir. Ideal zayiflamada amag, Viicut
Kitle indeksini (VKI) 27'nin altina indirmektir.

PKOS'lu kadinlarda ovulasyon ve gebelik saglamak i¢in 40 yila yakin bir
stirede, farkli ilaglar ve tedavi protokolleri gelistirilmistir. Kullanimiin kolay olmasi,
ucuz, etkin, yan etki agisindan giivenilir olmasi ve siki takip gerektirmemesinden dolay1
ilk se¢ilecek ila¢ Klomifen Sitrattir. (KS) (93, 58, 59, 5, 94). KS'a yanitsizlik halinde,
KS'la indiiksiyon siiresini uzatma, KS'a deksametazon ekleme, bromokriptin ekleme,
hipofizer desensitizasyon gibi yontemler denenmesine ragmen, siklikla eksojen
gonadotropinlere gegis yapilir. Ovulasyon indiiksiyonu ile gebe kalamayan hastalarda
ise Yardimla Ureme Teknikleri (YUT) denenebilir.

2.13. AQUAPORINLER

2.13.1. Plazma Zari ve Su Tasinmasi:

Biyolojik organizmalarin korunmasi, osmotik ve iyonik dengenin saglanmasi,
cevrede olusan degisikliklere karst uyumu onun yetenekleriyle ilgilidir. Viicut,
ekstraselliiler siv1 6zelliklerini, standart kimyasal konsantrasyonlarini ve uygun sicaklik
ve basing kosullarini saglayan diizenleyici mekanizmalara sahiptir, boylece hiicreler

dogru bir sekilde fizyolojik islevleri yerine getirebilme yetenegindedirler (11).

Hayvan hiicreleri, hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlarin belirlenmesinden ve
ayrilmasindan sorumlu olan secici bir membrana sahiptirler. Bu membran hiicre
icerisinde yasamsal 6neme sahip parcalar1 tutma roliiyle beraber ¢ift katli bir lipoprotein
tarafindan olusturulur, hiicresel fonksiyonlar i¢in gerekli olan oksijenin, ¢Oziinmiis
maddeler ve iyonlar gibi maddelerin giris ve ¢ikigin1 diizenler (95). Birkag istisna
disinda, bu tiir molekiillerin tasinmasi transmembran proteinler araciligiyla gergeklesir.
Bu proteinler su molekiillerini tasimaktan sorumludur, bu molekiiller polar olsalar bile,
cok diisiik bir aktivasyon enerjisi kullanildig1 icin kolaylastirilmis difiizyona da imkan
verirler ( Ea<5 kcal/mol) (96). Tiim canli organizmalarin hiicreleri, baslica su olmak
tizere benzersiz 6zelliklere sahip bir maddeden olusmustur ve bu gezegendeki yasamin
varligl icin sarttir. Suyun kan plazmasmin %95 ini olusturdugu bilinmektedir Ki su

hiicrelere oksijen ve besin maddelerinin tasimasindan sorumludur. Su insan hiicrelerinin
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ana bilesenidir ve bir organizma igerisinde biitiin fizyolojik ve biyokimyasal siireclerle
iliskilidir. Su viicut sicakliginin diizenlenmesi i¢in izin verir, toksin atilmasindan
sorumludur (idrar ve ter yolu ile) ve hidrojen baglayici baglantilar1 sayesinde ideal bir
organik ¢oziiciidiir. Hiicre dis1 ortamda, su turgor basincint muhafaza etmek amaciyla,
farkli eriyiklerin hiicre igerisine gegisine izin veren, temel biyolojik bilesen olarak islev

gortir (97).

Su molekiillerin membranlar boyunca taginmasina ek olarak, ozmotik dengenin
korunmasi i¢in de gereklidir. Cogu hiicrelerde, membran boyunca serbest¢e su akisi
meydana gelir, ozmotik denge saglanir (bazal gecirgenlik), fakat diger hiicrelerde
membran boyunca su akisi i¢in ¢ok biiyiik bir kontrol vardir, bu da suyun akis hizinin
daha yavas veya daha hizli olmasina sebep olur. Hizli akis, aquaporinler olarak

adlandirilan proteinler araciligiyla gerceklesir (11).

Su, oksidasyon metabolizmasi sirasinda olusan son triindiir. Pek ¢ok metabolik
tepkimede hem reaktan hemde iiriin olarak goérev yapar. Enzimlerin aktif bolgesi, suyun
reaktan veya iriin olmasina bagli olarak suyu yapisina kabul eder veya dislar.
Homeostazin devam ettirilmesi i¢in, suyun viicut bdliimleri arasinda dagilimi, pH

dengesi, elektrolit konsantrasyonlari siki bir sekilde denetlenmektedir (98).

Hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamlar arasindaki bu su degisimi polarite farkina
ragmen, plazma zarinda basit difiizyon yoluyla gerceklesir (11). Bununla birlikte suyun
hizli hareket etmesini gerektiren, diflizyonun membran kanallar1 tarafindan

kolaylastirildigi bobrek gibi dokular vardir (97)

Plazma membrani, 2 tabakali bir lipit, karbonhidrat ve proteinlerden olusur (99).
Zar proteinleri maddelerin tasinmasina olanak tanir (95). Bu tasima AQP ler olarak
adlandirilan proteinler tarafindan olusturulan transmembran kanallar araciligiyla
gerceklestirilebilir (11). Bu proteinler plazma zarmin bir tarafindan diger tarafina suyun
pasif hareket etmesine izin verir ve ¢ift kath lipid tabakasina gegirirler, bunlar aym
zamanda su molekiilii i¢in yiiksek 6l¢iide 6zgiil olan bir hidrofilik kanala sahiptirler.
Ayrica, AQP ler extraselliiler (hiicredisi) ve sitoplazmik membranlarin her ikisinde de

karsilikli birbirine bakan yan kisimlarinda etki alanlarina sahiptirler (99).
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AQP ailesi yiizlerce liyeye bununla birlikte farkli biiyiikliiklerde kanallara ve
madde segiciligine sahiptirler, bakterilerde, bitkilerde, farkli siniflara ait hayvanlarda
belirlenmistir. Bu protein gruplar iyonik yiiklii olmayan kiiciik ¢oziinmiis maddeleri
tasirlar, tipki lire ve gliserol gibi (17). AQP lerin 10 farkli tipinden daha fazlas1 disi ve
erkek tireme sistemlerinin her ikiside dahil olmak {izere bircok memeli sistemlerinde
tespit edilmistir (100). Bu, memelilerin iiremelerinde 6nemli bir rol oynadiginin

gostergesidir (101).

1991 yilinda Smith ve ark. ilk olarak eritrosit membraninda Rh (D) antijeni ile
birlikte orijinal ismi CHIP28 (kanal bagimli integral protein, 28 kDa) olan su kanalini
tanimlamiglardir (102). 1992 yilinda Preston ve ark. Xenopus oocytesleri iizerinde
CHIP28’i su kanali molekiilii olarak gostermislerdir (16). 1992 de Agre ve ark. su
kanali proteinlerine aquaporin adini vermislerdir. (103, 16) 2004 yilinda Takata ve
arkadaslar1 memelilerde 11 farkli kanalin fonksiyon gdsterdigini ortaya koymuslardir.
Bugiine kadar, Aquaporinlerin 13 izoformu memelilerde tespit edildi ve 12 tanesi disi

ve erkek iireme sistemlerinde ifade edildi (104, 13, 18).

Calismalar kanalin yapisi, fonksiyon mekanizmasi, filogenetik agaci yoniinde
ilerledikce aquaporin tipleri arasinda farkliliklar oldugu gézlenmistir. Mesela; aquaporin
3, 7, 9 suya oldugu kadar gliserole de gegirgenlik gosterir, bu yiizden bunlara
aquagilseroporinler de denir. Aquaporin 1, 2, 4, 5 yalnizca suya gecirgendir, suyun
onemli oldugu her doku ve organda yaygin dagilim gdstermektedir (105). Bobrekte; su
reabsorbsiyonunda rol oynayan en az 6 tip mevcuttur (aquaporin 1, 2, 3, 4, 6, 7) (106).
Gozyas, tiikriik, pilorik ve duedonal bezler gibi salgi islevi goren bezlerde aquaporin 5
in yaygin olarak bulundugunu Matsuzaki (107), Nejsum (108), Song ve arkadaslar
(109) bildirmislerdir. Peter Agre, su kanal proteinlerini tanimlayarak 2003 yili Nobel

Kimya 6diiliinii almaya hak kazanmistir (110).

Aquaporin molekiiliinde her monomer, 8 adet transmembran segmentten olusur.
Bunlardan 6 tanesi heliks yapida diger 2 tanesi ise kisa segmenttir. Kisa segmentlerin 1
tanesi 2-3 digeri 5-6 helikal segmentler arasindadir. Kisa segmentler asparajin (Asn),
prolin (Pro), alanin(Ala) igermektedir. Bunlara kisaca NPA sekanslari denilmektedir.
NPA igeren kisa heliksler porun ortasina dogru karsilikli uzanirlar ve bdylece yalnizca

su gecisine izin veren spesifik bir filtre meydana getirirler. Monomerler arast bosluklar
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por gorevi lstlenmemistir. Kanal altinda, su gibi kiiclik molekiillerin gegisine izin
veren, Ozellikle bir bogaz bolgesi mevcuttur. Bogazi meydana getiren yan zincirler
fenilalanin (Phe58), histidin (His182), sistein (Cys191) ve arjininden (Arj197) meydana
gelmektedir. Aquaporinl monomerinden uzanan rezidiiler genellikle nonpolardir. Fakat
su, gegis esnasinda peptid omurgasindaki karbonil gruplart ile hidrojen bagi meydana
getirir. Ayrica NPA halkasindaki 2 Asn rezidiisii su ile hidrojen bagi meydana getirir
(Asn76, 192). NPA sekansindaki Arj ve His pozitif yiik olusturarak su i¢in itici kuvvet
olustururlar (110).

Aquaporinler, fetal gelisim silirecinde de 6nemli goérevler iistlenirler. Plesanta ve
fetal membranlar arasinda sivi aligverisi, deri keratinizasyonundan 6nce amniyotik sivi
olusumu, normal beyin gelisiminde serebrospinal sivi olusumu ve akciger gelisimi
esnasinda sivi sekresyonu orneklerden bazilaridir. Implantasyondan once blastosit
gelisim sathasinda kavite, etrafini ¢evreleyen trofoektoderm epiteli tarafindan salinan
stvi ile doludur. Maymunlarda bu sirada eksprese olan aquaporinler bulunmustur.
Aquaporin3 ve 8 trofoektodermin basolateral membraninda, aquaporin9 ise apikal
membraninda baskin olarak bulunmaktadir. Gelisimin ileriki basamaklarinda
trofoektoderm, koriyon ve plesantayr meydana getirir. Insanlarda da, AQP1, 3, 8 ve 9
plesanta ve korionda rapor edilmistir. AQP1 ayrica korioallontoik membranda da
mevcuttur. Son zamanlarda aquaporin8 yumurta plesantasinda tespit edilmistir.
Gestasyonun 45. giiniinden sonra hem su hem de iire gegirgenliginde rol oynayan
aquaporin3 trofoblast hiicrelerinde baglica aquaporindir. Bu donemlerde bu artisla
korele olarak plesanta iiresinde hizli bir artis olur (gebeligin 100. giiniinden sonra).
Eriskinde bobreginde proksimal tiibiilde filtratin %81°1 reabsorbe olur. Bu kisimda

baskin olan AQP1, ayrica medullada inen vasa rekta kisminda da bulunur (111).

Hiicre fizyolojisindeki 6neminin yanisira, AQP lerin gametlerin dondurularak
saklanmasi siirecinde de 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (112). Bu olay membran
aracilifiyla su taginmasinda AQPlerin katilimi varsayimina dayanmaktadir, dondurma
biyolojisinde kritik bir noktadir ¢iinkii hiicre i¢i buz olusumunda etkili hiicresel bir
dehidrasyon ile sonuglanir (113). Ancak, dondurarak saklama iizerindeki olasi etkisine

ragmen bu iglem sirasinda bu proteinlerin eylemini gosteren az sayida ¢alisma vardir.
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2. 13. 2. Aquaporinlerin Ana Tipleri ve Fonksiyonlari:

Gegirgenliklerine gére, memeli aquaporinleri 3 gruba ayrilmistir:

a) Su gegirgen, se¢ici Aquaporinler (AQPO, AQP1, AQP2, AQP3, AQP4, AQPS5,
AQPG6 ve AQP8)

b) Aquagliseroporinler su, gliserol, iire ve diger ¢dziinmiis maddelere gegirgendir
(AQP3, AQP7, AQP9 ve AQP10)

€) Hiicreigi (subcellular) aquaporinler veya siiper-aquaporinler (AQP11 ve AQP12)
ki bunlar diger AQP lerle daha diisiikk homolojiye sahiptirler (114).

AQPO, daha onceden de ana intrinsik protein olarakta bilinen AQPO,
kemirgenler, sigirlar ve insanlar gibi ¢esitli tiirlerin g6z merceklerinde bulunmusglardir.
Gozde goz merceginin bulundugu yerde, su akisinin hizli olmasmi gerektiren dnemli
hacim degisiklikleri eslik eder ve AQPO hiicre membran porlar1 ile su tasinmasi i¢in
gerekli hiz1 saglar. Ayrica g6z mercegi kan damarlarindan yoksun oldugu igin, lokal g6z
mikrosirkiilasyonunda da rol aldig1 goriilmustiir. Kanit olarak, AQPO’1n su taginmasiyla
iligkili olmas1 disinda, ayni zamanda g6z mercegi fibrillerinin birlesim yerlerinin
bosluklarinda hiicre adezyonu hareketinde yapisal bir rol oynadigi 6ne siirtilmiistiir

(115). Diger AQP lerin aksine AQPO 1n su gegirgenligi oldukea disiiktiir (116).

AQP1, insan eritrositlerinde karakterize olan bu protein ailesinin ilk tiyesidir
(117). Bu protein baglica kirmizi kan hiicrelerinde, beyin, akciger ve bobrekler de
eksprese edilmistir ve suyun geri emilimi ve sivi salgilanmasiyla iliskilendirilmistir.
Tanimlanmis bobrek AQP leri arasinda (AQP1, 2, 3, 4 ve 6), AQP1 en fazla eksprese
edilmistir, 6zellikle proksimal tiibiiliin yiikselen dallarinda eksprese edilmistir (118). Bu
protein ayni1 zamanda kilcal damar endotelinde ekprese edilmistir, insanda su taginmasi

i¢cin onemli oldugu teyit edilmistir.

AQP2, baslica bobrekte eksprese edilmistir ve proteindeki mutasyon diapedes
insipidusla baglantilidir (119). Bu mutasyonlar kromozom bdélgesi 12q13 te yerlesim
yaparlar, erkek ve kadmlarin her ikisini de etkileyen bu mutasyonlar, su kanallarinin

fonksiyonlarinda bir sapma veya kesintiye yol agarlar. Dolayistyla bu ¢alismalar AQP2
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lerin sadece su kanali oldugunu ve onlarin islevlerini diizenledigini kanitlamaktadir
(120). AQP2 nin tireme kanallarindaki rolii hala tam olarak bilinmesede rete testiste,

duktus efferentlerde ve kopeklerin epididimislerinde de bulunmustur (121).

AQP3, bobrek, iiriner sistem, solunum sistemi, sindirim sisteminde, deri ve goz
gibi genis capli ¢esitli organlarda bulunmustur (122, 123, 124). Cogu durumda bu
protein epitel hiicrelerinde veya liimen yiizeyinden eksprese edilmistir. X leavis oositleri
kullanilarak, yapilan cesitli calismalar, bu proteinin, gliserol ve diger ¢oziinmiis
maddelerin - etilen glikol, propilen glikol ve asetamin gibi- tasindigin1 géstermistir

(125), ki bu aquagliseroporinler iginde kabul edilir bir nedendir.

AQP4, bu proteinin beyinde su dengesinin diizenlenmesiyle ilgili oldugu
bilinmektedir, beyinde 6dem olunca bu protein ifadesinde bir artis olusur (123).
Insanlarda, serebral iskemi ve glial tiimorlerin olusumunda ilerlemis bir AQP4

ekspresyonu dogrulanmistir (126).

AQPS5, baslica alveolar epitelde, trakea ve bronslarin en iist tabakasinda
belirlenmistir (17). AQPS5 in akcigerlerde su homeostazinin muhafaza edilmesinde
onemli bir gorevi oldugu belirtilmistir (127). Agiz mukozasinda tiikriik salinimini, géz
yasi ve tlikriik bezlerinin salinimini diizenleyebilir (128, 129). Ilging bir sekilde, AQPS
ekspresyonu sigan uterusunda, Ostrojen verilmesinden sonra daha hizli bir sekilde

artmustir (130).

AQP6, konusundaki ¢aligmalar, bu proteinin hiicreigi vezikiil membranlarinda
ozellikle nitrat tasidigini ortaya ¢ikarmis ve bobrek kanalinda kloriir gibi bazi iyonlara

gecirgenligini gostermistir (17).

AQP10, ozellikle jejunumda olmak iizere insanlarin ince bagirsaginda
bulunmustur (131). Aquagliseroporinler gibi ayr1 islev sunarlar ve ayni1 zamanda emici
epitel hiicrelerinde de mevcutturlar. Bu proteinin diger bir 06zelligi, insanlarda,
absorpsiyonlariin gliserol tiirevlerinin varliginda 6rnegin etilen glikol ve propilendiol

varliginda inhibe olmasidir (132).

AQP11 VE 12, siiper-aquaporinler adinda yeni bir aquaporin alt familyasina
aittirler (130). AQPI11, bobrekler, beyin, karaciger, testis, kalp, bagirsak ve adipoz
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dokularda ifade edilmistir (133) ama fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir (134).
Hiicre igerisinde AQP11’in islevini anlamak i¢in daha fazla ¢alisma gerekmektedir.
AQP12, sadece pankreatik asiner hiicrelerinde bulunmustur (134). Belirli bir konumda,
bu alt-familyada tespit edilememistir, ancak pankreastaki varligi pankreatik hiicre
stvilart ve sindirim enzimi salgisinda olas1 bir yolu gostermektedir (135). AQP12 diger
AQPlerle karsilagtirlldiginda AQP11 ile (%32 civarinda) yiiksek bir benzerlige sahiptir
Ki enaz %15 6zdeslik gostermektedir (41). AQP12 nin yapisal bir 6zelligi ise diger
biitiin bilinen AQPlerden farkli olarak, bir N-terminal sitoplazmik bolgenin eksikligidir
(130).

AQP7

AQP7, ilk olarak sigan testisinde klonlanmis (136), AQP ailesine ve
aquagliseroporin altgrubuna {iye olan 269 aminoasit igeren bir proteindir. AQP7, sadece
suya degil, ayn1 zamanda gliserol, iire, arsenik gibi bilesiklere de gegirgendir ve civa
kloride duyarsizdir (136, 137, 138).

Ureme sistemi disindaki dokular arasinda, AQP7 bdbrek proksimal tiibiillerin
mikrovilluslarinda ve yag dokusunda yiiksek oranda ekprese edilmistir (139). AQP7
molekiilleri, su gecirgenligine, bunun yani sira ¢oziinmils maddelerin gegirgenligine
katilirlar. Bu protein, baslica yag dokusu, testis, kalp, iskelet kasi ve bobreklerde
belirlenmistir. AQP7, ayn1 zamanda diisiik molekiiler agirlikla beraber non-iyonik
¢cOziinmiis siirfaktanlar1 tasirlar. Folikiiler olgunlagsmada, c¢alismalar bu proteinin
varligini graniilosa hiicrelerinde dogrulamistir ve antrum olusumu ile iliskili olduguna

inanilmaktadir (100).

AQP3’te oldugu gibi, en onemli islevsel etki ve ilgisi gliserol tasinmasinin
kolaylagtirtlmasidir.  AQP7’nin fizyolojik rolleri yaygin olarak yag dokusunda
calisilmigtir. AQP7 den yoksun farelerin normal tip farelere gore daha diisiik bir plazma
gliserol konsantrasyonuna sahip oldugu bulunmustur. Uzun siireli agliktan sonra, AQP7
den yoksun farelerin karaciger adipoz dokusundan gliserol eksikligi hareketi sonucunda
asir1 derecede hipoglisemik olduklar1 gozlenmistir. Yag hiicresi biiyiikligi artis
gostermistir ve boylece karin i¢i yag miktart da artmustir (140). Yag dokusunda, gliserol

salgisinin daha biiyiik bir kolaylikla olmasi, AQP7 nin valigina bagl olarak meydana
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geldigi ileri siiriilmiistiir (141). AQP7°den yoksun farelerde proksimal tiibiiliin gliserolii
emmeye yetersizlik gosterdigi bulunmustur ve boylece gliserol, idrarda tespit edilmistir
ancak glikoz ve gliserol metabolizmasinda higbir bozulma olmadig1 goriilmistiir (142).
Sican ve fare AQP7’nin Xenopus oositlerinde exprese oldugu belirlenmistir (136).
Bununla birlikte, insan AQP7 ekspresyonu oosit fonksiyonunun tam bir inhibisyonunu

gosterdigi bulunmustur (143).

AQP8

AQP8, AQP ailesinin bir iiyesi olarak kabul edilsede, birincil dizisi bitki
tonoplast AQP (TIP)’inine daha yakindir; 4 karsilikli 6 ekson yapis1 vardir ve hidrojen
peroksit (H,O;) tasir (144). Pankreatik asiner hiicrelerin apikal membranlarinda
eksprese edilmistir ve kistik fibroz transmembran-iletkenlik regiilatorii ile lokalize
olabildigi agiklanmistir (AQP1 ve AQPS5 ile beraber). Bu nedenle AQP8 pankreas
ekzokrin sekresyonlarinin diizenlenmesinde bir rol oynayabilir (145). AQP8, sican
proksimal tiibiillerinde ve bobregin toplama kanalinda diisiik seviyelerde bulunur ve
karaciger, testis, mide, bagirsak ve solunum yollarina bagl hiicre tipidir. Ayrica tiirler
arasinda gegirgenlik ve doku lokalizasyonu oldukg¢a farkli varyasyonlarda var gibi

goriiniir (146). AQP8 knockout fareler ise hig belirgin klinik kusur gostermezler (147).

AQP8, bir¢ok organ ve dokularda, 6zellikle pankreas, karaciger, salgi bezleri,
bobrekler, testis, epididimis, duodenum, mide, jejenum, akciger, trakea, ve plesantada
ifade edilmistir (148). Sicanlarda, farelerde ve insanlardaki bu rekombinant proteinin
indiiksiyonu onun su tasima tizerindeki etkisini kanitlamistir. Buna ek olarak, sicanlarda
ve insanlarda AQP8 iire ve gliserole gecirgen degildir. Ayrica, insanlarda AQPS8
amonyak analoglarma (formamid ve metilamonyum) gecirgendir ve asit-baz dengesi
i¢in fizyolojik katkida bulunmaktadir (148).

AQP9

AQP9, karacigerde, 16kositlerde, testis, beyin ve ovaryumda saptanmustir (17).
Su ve kiigiik ¢6zlinmiis maddelerin gegirgenliginde yer almaktadir. Beyindeki rolii hala
bilinmemekle beraber, laktat ve gliserole gecirgenligiyle enerji metabolizmasinda
onemli olabilecegi gosterilmistir (149). AQP9 ayni zamanda domuz yumurtalik kanali

ve uterusta; folikiil gelisiminden graniilosa hiicrelerinde lokalize olmustur (34).
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AQP9 I6kositlerden (147) ve OoOsteoklastlardan klonlanmistir ki osteoklast
farklilasmasindaki ifadesinde artis goriildiigii ileri siirtilmiistiir (150). AQP9 karaciger
hepatositlerinin bazolateral zarinda, yiiksek siddette ekspresyon gosterir ki orada bir {ire
tasiyicl olarak tanimlanan ve ayni zamanda gliserol alimi metabolizmasina dahil
olmustur. Erkek ratlar da disilere gore daha muntazam bir ekspresyon gdsteren
karaciger AQP9 ekspresyonunda bir cinsiyet farki vardir (151). Uzun siireli aglik
sirasinda AQP9’un mRNA ve protein seviyeleri artar ve tekrar beslenme yoluyla
karsilanir. Sican karacigerinde AQP9 seviyeleri diabetus mellitusa bagl olarak artar ve
insiilinle beraber normal seviyelere tekrar gelir (152, 153). Insiilin yiiksek seviyelerine
ragmen, obez, insliline direngli leptin reseptorii mutant farelerde, AQP9 seviyeleri
bliylik oOlclide artmistir. AQP9’dan yoksun fareler; anormal gliserol ve glikoz
metabolizmas1 gostermezler. Gliserol plazma diizeylerinde belirgin bir artis oldugu
halde, iire ve glikoz seviyelerinin normal oldugu bulunmustur (154). AQP7 ve 9’un her
ikiside arsenit tarafindan gegirgendir (AsOH3) (138).

2.14. AQP’ler ve Ureme Sistemi:

Yukarida da agiklandig1 gibi, AQP ler bircok memeli sistemlerinde bulunabilir.
Ozellikle, AQPler cinsiyetler dikkate alinmaksizin, iireme sisteminin gesitli
organlarinda bulunmustur (155). Boylece memeli iiremesinde AQPlerin 6nemli bir

fonksiyonu oldugu gosterilmistir.

2. 14. 1. Disi Ureme Sisteminde AQPler:

Disi (kadin) lireme sisteminde AQPlerin varligiyla ilgili ilk raporlar, cDNA
izolasyonu ve dizisinden sonra insan uterusunda olugmustur. Arastirmacilar klonlanmis
olan bu DNAnin insan eritrositlerinde bulunmus olan AQP1 ile %99.8 homolojiye sahip
oldugunu belirlemislerdir. Bulunmus olan AQPlerin arasinda 9 izoform, insan,
ratlar(siganlar) ve fare disi iireme sistemlerinde ifade edilmistir (100). Caligmalar
AQP‘lerin ekspresyonlarinin siganlarin (AQPS ve 9) (156), farelerin (AQPO, 1, 4, 5)
(157); (AQP1, 3, 8) (155), domuzlarin( AQP1, 5 ve 9) (34) ve insanlarin uterusunda (
AQP1-4) (101) gostermistir. AQP1 si¢an uterusunda saptanmustir. Bu proteinlerin

liimen i¢i, bagirsaklar ve kapiller bolmeler arasinda su tagimasi i¢in bir kontrol sistemini
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temsil ettigi one siiriilmiistiir (34). Disi sicanlarin tuba uterinasinda AQP5, 8 ve 9 un
varlig1 sadece epitel hiicrelerinde gézlenmistir. Calismalar AQPlerin islevlerinin sadece
su tasinmasinin olmadigini, ayn1 zamanda liimen sivi metabolitlerinin absorpsiyonunda
veya salgilanmasinda da gorev aldigini, ayn1 zamanda tireme fonksiyonlari i¢in uygun

bir ortam sagladigini gostermektedir (158).

Sicanlarin Ostrus dongiisii sirasinda, AQP9 un bir varyasyonu, prodstrus ve
Ostrus asamalar1 esnasinda gelisen daha yiiksek seviyelerle beraber gozlenmistir. Bu
bulgu, steroid hormonlarin bu proteinin ifadesini ve tuba uterina liimeninde su

taginmasinin kontroliinii diizenleyebildigini géstermistir (159).

Skowronski ve ark. (2009) tarafindan yapilan bir caligmada, AQP lerin sadece 3
tanesinin (AQP1, 5, 9) disi lireme organlarindaki ekspresyonu gosterilmistir. AQP1
ovaryum, tuba uterina ve uterusta lokalizedir. AQPS, bu organlarin igerisinde mevcut
olmasinin yani sira, aynt zamanda diiz kas ve luminal hiicreler ve glandular epitel
hiicreleri ve primordial folikiillerin graniiloza hiicrelerinde lokalize olmustur. AQP9
zaten geligsen folikiillerin graniiloza hiicrelerinde, tuba uterina ve uterusta ve ovaryum
epitel hiicrelerinde gozlenmistir. Bu ¢alisma ayni1 zamanda ovaryum AQP9 unun sadece
su tasgimasini kontrol etmedigini 6ne stirmiistiir. Bu proteinin giiglii ifadesi ovaryum
dokularinda, folikiiler gelismede Onemli bir etkiye sahip olabilir, ¢linkii o bir
aquagliseroporindir (GLP) ve bu nedenle diger elektrolitlerin gegisine izin verir. Bu
durumda protein, folikiil gelismesi igin gerekli olan graniilosa hiicrelerine yeterli bir

Ostrojen kaynagi saglayabilecegi ileri siiriilmiistiir (34).

Calismalar, seks hormonlarmin AQP genlerinin transkripsiyonlarin1 dogrudan
diizenleyebilir oldugunu 6ngdrmektedir, ama etki dolayli bir yoldan meydana gelmis
olabilecegi de diistintilmiistiir (155). AQPlerin yumurtalik folikiilleri tarafindan tretilen
steroid hormonlarinin diizenlenmesine katilabilecegine dair kanitlar elde edilmistir
(155; 100). Bununla beraber ovaryumdaki AQP lerle ilgili sinirlt veriler bu organdaki
ana islevinin antrum olusmasi ve genislemesi ile ilgili oldugunu gostermektedir (101).
Caligsmalar, bu folikiiller igerisindeki AQPIlerin varligini antral bosluk igerisine genis bir

su hacminin hizlica gegmesi i¢in sorumlu oldugunu gostermektedir (117).
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Insan ovaryumunda yapilan bir calismada, ovulasyon sirasinda folikiillerde,
AQP(1-4) ckspresyonlar1 teka ve graniilosa hiicrelerinde preovulator folikiiliin farkli
zamanlarinda gosterilmistir. Aym ¢alismada, ovulasyonun basinda AQP2 ve AQP3’iin
ekspresyonlarinda keskin bir artis oldugu goézlenmistir. Bu durum folikiiler riiptiirde
AQP lerin 6nemli bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Bu olayin sonunda yiiksek
derecedeki AQP1 ekspresyonu, korpus Iuteum olusumunda AQP1’in Onemli
fonksiyonunun oldugunu gostermektedir. Bu nedenle AQP‘lerin ayni zamanda

ovulasyonda kritik bir anahtar rol sergiledigine inanilmaktadir (101).

Graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanan yumurtalik folikiiler sivisinda biiyiik,
ozmotik olarak aktif molekiiller folikiiler sivi ve sivi birikmesinin ozmotik gecislerine
katkida bulunurlar (28, 27). Sigan graniiloza hiicrelerinde belirlenen AQP7, 8 ve 9’un
antral folikiil igerisine su tasinmasina aracilik edebildikleri yapilan c¢alismalarla
gosterilmistir. Normal folikiilogenez sirasinda, sivi AQP’ler araciligiyla olusan
hiicreleraras1 tasima mekanizmalar1 ile ovaryum folikiiliinde toplandigi belirtilmistir
(30). Yapilan bir ¢alismada AQP7 ve 8 diizeylerinin folikiiler gelisim ile iliskili oldugu
gosterilmistir (31). AQPS, domuzlarin primordial folikiillerin yassilagsmis folikiil
hiicrelerinde ve gelisen folikiillerin graniiloza hiicrelerinde gosterilmistir (34). AQP9
ekspresyonunun, androjenler tarafindan diizenlendigi 6ne siiriilmiistiir (32, 35, 33). Cin
hamster yumurtaliginda AQP1’in asir1 ekspresyonunun hiicre su gegirgenligini, buna
bagli olarak ta hiicre 6liim oranini artirdigi 6ne siiriilmistiir (160). AQP4 proteininin
folikiiler gelisme sirasinda antrum olusumunda 6nemli olabilecegi gosterilmistir (101).
Ovaryumda, AQP1 esas olarak kilcal damarlarin endotelinde ifade edilmistir (34).AQP5
ifadesi yumurtalik malignant ve borderline tiimoérlerde, benign tiimorlere gére dnemli
Ol¢iide daha yiiksektir. AQPS5’in ozellikle iyt huylu tiimérlerin  basolateral

membranlarinda lokalize oldugu belirlenmistir (161).

Oosit gelisimi, graniiloza hiicreleriyle koordinelidir. Antrum olusumu, folikiil
icinde oosit ile bitisik bir siv1 dolu kavite, bir antral folikiilii tanimlar. Antral genisleme,
gonadotropin stimiilasyonu altinda hizli bir sekilde olur. Suyun hizli ve daha fazla
tasinmasint  gerektirir (100). AQP1, 3, 7, 8, 9 mRNA ekspresyonu, olgun fare
oositlerinde tanimlanmistir (162, 163). AQP3 mRNA seviyelerinin oosit olgunlagmasi

sirasinda onemli Ol¢iide arttigl, oosit olgunlagsmasi icin AQP3’lin en yiiksek sekilde
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diizenlenmesine ihtiya¢ oldugu One siirlilmistir (164). AQP9 sican pro0strus
oositlerinde mevcutken, ostrus (kizginlik) oositlerinde mevcut olmadigi belirlenmistir.
Olgunlasma siireci boyunca, AQP9 transkriptlerinin noksan oldugu bulunmustur (165).
AQP3 ve 7 fare oositlerinde ifade edilmistir (162) ve sadece suda degil ayn1 zamanda
gliserol ve iire gibi kiigiik noétr ¢oziiciilerde gegirgendirler (166). Yapilan bir ¢alismada
sigan AQP3’liniin, zebra baliklarinin oositinde su, etilen glikol, gliserol, propilen glikol
ve dimetilsiilfoksitin gegirgenligini kolaylastirdigi one siiriilmiistiir (167). Bu sekilde
yapilan c¢alismalar, cesitli tlirlerin oositlerinde ¢esitli AQP tiplerinin eksprese olmasi,
oositlerin yasam kalitelerini yiikseltmeleri ve canliligini siirdiirebilmeleri i¢in gerekli
olan su ve diger maddelerin tasinmasi i¢in AQP’lerin dnemli bir rol iistlendiklerini

ortaya koymaktadir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Laboratuvarinda yetistirilen yaklagik viicut agirligi 160-200 gram arasinda degisen 8
haftalik Wistar albino cinsi 16 adet erigkin disi sigan kullanilmistir. Hayvanlar deney
siiresince standart pellet yem ve ¢cesme suyu ile beslendiler. Calisma i¢in Cumhuriyet
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan 27.03.2014 tarih ve 65202830/34 sayili
onay belgesi (EK-1) alinmustir.

Calismada kullanilan hayvanlar oda 1sisinda, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik
periyotlar olusturularak yetistirilmistir. Sicanlar kontrol (n=8) ve PKOS’lu (n=8) olmak
tizere iki gruba ayrilmistir. Hayvanlara PKOS olusturmak iizere letrozole (Chempur,
ChemPur GmbH; Germany), 0.9% NaCl(serum fizyolojik ) icerisinde ¢oziilerek, 21 giin
boyunca giinlilk 1mg/kg olacak sekildeki konsantrasyonlarla bir oral gavage yardimiyla
hayvanlara agiz yoluyla (oral) uygulandi. 21 giin boyunca uygulanan muamele
sonrasinda PKOS’lu ve kontrol siganlara 200 mg/kg sodyum penta-barbital (U.S.A.)
intraperitoneal yolla uygulanarak Otenazi uygulandi. Letrozole (Sekil 2), ticari adi
Femara olan, agiz yoluyla aliman steroid olmayan aromataz bir inhibitérdiir. Ostrojenler,
aromataz enzim aktivitesi yolu ile androjenlere déniistiiriilmek sureti ile iiretilir. Oliim
sonrasi aliman ovaryum dokularina AQP7, AQP8 ve AQP9 molekiillerini gostermek
amaciyla  immiinohistokimyasal ve immiinofloresan incelemeler icin rutin takip

protokolleri uygulandi.

Mikroskopik degerlendirme i¢in alinan kesitler, Olympus (BX51, Japan) marka
mikroskopta degerlendirilip, uygun alanlardan fotograflar ¢ekildi.
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Sekil 2. Letrozole

3. 1. Kullanilan Cihazlar:

X/

¢ Doku takip cihazi (Leica, Germany)

% Gomme firmi1 (MKN Taab, UK)

+«+ Ben Mari (Leica, Germany)

< Mikrotom (Leica, Gremany)

s pH Metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

¢ Manyetik Karistiric1 (BIBBY Stuart, UK)

+¢ Floresan Mikroskop (Olympus BX51, Japan)

¢ Hassas Tart1 (Denver Instrument Company, USA)



% Mikrodalga Firmn ( Argelik MD 554 Intellwave, Tiirkiye)

< Mikropipetler- 10ul, 20ul, 200ul ve 1000ul- ( Gilson, USA)

X/
L X4

X/
L X4

3. 2. Kimyasal Maddeler:

Aquaporin-7 (Bioss, polyclonal, USA)

Aquaporin-8 (Bioss, polyclonal, USA)

Aquaporin-9 (Bioss, polyclonal, USA)

Crystal Mount Aqueous Mounting (Sigma, USA)

AEC kromojen (Genemed Biotechnologies, USA)

Eozin (Biooptica, Milano, Italy)

Hematoksilen (Biooptica, Milano, Italy)

Phospate Buffer Salina (PBS) (Sigma, USA)

EDTA (Biooptica, Milano, Italy pH:8)

Formaldehit (Merck, Germany)

Sodyum dihidrojen fosfat (Merck, Germany)

Di sodyum hidrojen fosfat (Merck, Germany)
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X/
L X4

Paraformaldehit (Merck, Germany)

Triton X-100 (Biotech, Canada)

Tween-20 (Merck, Germany)

Hidrojen peroksit (Sigma, USA)

BSA(Bovine Serum Albumine) (Sigma, USA)

DAPI (Danvers, USA)

Normal Goat Serum (Invitrogen, USA)

goat anti-rabbit 1IgG-TR sc-2780, Texas red konjuge, Santa Cruz

HRP-Streptavidin (Biogenex, USA)

Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (Biogenex, USA)

Tris (Merck, Germany)

Entellan (Merck, Germany)
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3. 3. Kullanmilan Cozeltiler ve Tamponlar:

1. % 10’luk Tamponlanmis Nétral Formalin (pH: 7.0)

X/
*

>

L)

L)

X/
*

>

L X4

» Formaldehit 100cc

Distile Su 900cc

NaH2PO4 49

NaZHPO4 6.59

2. 4% Paraformaldehyde in PBS pH 7.4

%

%

X4

*0

*

X4

Distile Su 850ml

% Paraformaldehit  40gr

10 N NaOH 0.1ml

10X PBS Stock 100ml

3. Tris EDTA Tamponu

**

X/
°

*0

Tris 1.211g

EDTA 0.372¢

Distile Su 1000cc

pH:9.0 olacak sekilde hazirlandi ve ¢ozeltiye 0.5 ml Tween-20 eklendi.

36



37

4. Yikama Cozeltisi

% 1000 ml PBS iginde 5ml Tween-20 ¢oziinerek hazirlandi.

5. Normal Keci Serum

s PBS

* %?3’liik ke¢i serumu

% %1’lik BSA

% 90.1’1lik Triton X-100

< 9%0.05’1ik Tween-20

3. 4. Doku Preparasyonu :

Otenazi sonrasinda alman ovaryum dokulari %10’luk tamponlanmis nétral
formalin de 36-48 saat ve %4’liik paraformaldehitte +4 derecede 24 saat siire ile fikse
edildikten sonra dehidrasyon ve seffaflandirma basamaklarini takiben parafinde
bloklandi.

3. 5. Semikantitatif Skorlama Yontemi:

Deney ve kontrol gruplarinin ovaryum dokularinda goriintiilenen AQP7, AQP8
ve AQPY9 ekspresyonlarinin siddeti semikantitatif skorlama yontemi ile belirlendi ve
sonuglar tablolar halinde bulgular bdlimiinde gosterildi. Biitiin kesitler birbirinden
bagimsiz iki gozlemci tarafindan incelenerek, ovaryum dokusunda AQP7, AQPS8 ve
AQP9 antikorlarinin boyanma derecelerine gore; boyanma olmamis ise negatif(-), hafif
derecede boyanma olmus ise (+), orta derecede boyanma olmus ise (++), yogun

derecede boyanma olmus ise (+++) boyanma olarak ovaryum dokular1 degerlendirildi.
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3. 6. Isik Mikroskopi:

Isik mikroskopik incelemeler i¢in parafine gomiilen o6rneklerden Leica mikrotom
ile alinan 5 pum kalinhiginda seri kesitlere genel morfolojiyi gostermek amact ile
hematoksilen-eozin boyama uygulamasi yapildi. Olympus BXS51 (Tokyo, Japan)

mikroskopu ile uygun goriintiiler alindi.

3.7. immiinohistokimya Boyama Protokolii :

Ovaryum dokusunda AQP7, AQP8 ve AQP9 belirlenmesi igin
immiinohistokimyasal boyama yapildi. Parafin bloklardan alinan kesitler poly-L-lysine
kapli adhezivli lamlar (Patolab, Tiirkiye) iizerine alindi. Bir gece 56 derecelik etiivde

tutularak parafini giderildi. Kesitler asagidaki serilerden gegirilerek saf suya indirildi.

e %100 Alkol....... 5 dk

e 9096 Alkol.......... 5dk
e %96 Alkol.......... 5dk
e %70 Alkol.......... 5dk
e %70 Alkol.......... 5dk

e Distilesu............ 5dk

e Endojen peroksidazi maskelemek igin kesitler oda 1sisinda H,O, (hidrojen
peroksit) de 10 dakika bekletildi.

e 2 defa 5’er dk PBS ile yikandi.
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Antijenin geri doniisiimiinii saglamak i¢in kesitler, icinde EDTA tamponu
(pH=8) olan saleye konularak mikrodalga firinda maksimum ayarda 5 dakikalik,
orta ayarda 15 dakika periyotlarla kaynatildi.

Mikrodalga firindan c¢ikartilan kesitler oda sicakliginda 20 dakika sogumaya
birakildi.

2 defa PBS ile yikandi.

Doku oOrneklerinin etrafi Pappen (Daido Sangyo Co., Ltd. Tokyo, Japan) ile
cizildi.

Immiinohistokimya kabina konulan kesitlere 30 dakika Ultra V Blok (Biogenex,
USA UltraVision Large Volume Detection System Anti-rabbit, HRP) uygulandi.

+4 derecede nemli ortamda bir gece boyunca kullanima hazir olmayan primer
antikorlar(AQP7, AQP8, AQP9) 1:50 oraninda pH 7.4 olan PBS ile
sulandirilarak uygulandi.

3 kere PBS ile yikandi.

Dokulara Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (Biogenex, USA) oda 1sisinda 20

dakika nemli ortamda uygulandi.

3 kere PBS ile yikandu.

20 dakika Streptavidin Peroxidase (Biogenex, USA, UltraVision Large Volume
Detection System Anti-rabbit, HRP) uygulandi.

2 kere PBS ile yikandi.

20 dakika AEC Kromojen (Genemed Biotechnologies, USA) dokulara uygulandi.
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Saf su ile ¢alkalandi.

2 dk Hematoxilen ile zit boyamasi yapildi.

Cesme suyunda bolca yikandi.

Preparatlar kurulanip kapatici (Thermo marka Large Volume Vision Mount) ile

kapatildu.
AQP7, AQP8 ve AQP9 immiinolokalizasyonlar1 skorlama yontemi ile her grup

icin ayr1 ayr1 saptandi.

3. 8. Immunofloresan Boyama Protokolii:

10 dk 2 degisim ksilolde deparafinizasyon

%100’liik alkol....... 2’ dk

%100’k alkol....... 2’ dk

%95’1ik alkol.......... 2> dk
%80’lik alkol......... 2> dk
%70’lik alkol......... 2> dk

Distile su 5 dk yikandi.

Mikrodalga firinda 2 defa 10’ar dakika sirasiyla maksimum giicte ve 550W’da
EDTA tamponu (pH=8) icerisinde epitoplarin agiga ¢ikarilmasi gergeklestirildi.
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Pappen (Daido Sangyo Co., Ltd. Tokyo, Japan) ile 6rneklerin etrafi ¢izildi.

Yikama ¢6zeltisinde (PBS-Tween20) 2 kez 3’dk yikand.

Hidrojen peroksit ¢ozeltisiyle oda 1s1sinda 30’dk nemli karanlik ortamda endojen

peroksidaz bloklama

Kesitlerin immiinoglobulinin nonspesifik tasinmasini engellemek icin normal
keci serumu bloklama ¢ozeltisinde oda 1si1sinda 30 dakika inkiibe edildi.(Serum

Bloklama)

Kesitler primer antikorlarla +4 derecede nemli karanlik ortamda gece boyu
inkiibe edildi. Bu c¢alismada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklar
seyreltme oranlari; Aquaporin-7 (1:50), Aquaporin-8 (1:50), Aquaporin-9
(1:50). Biitiin primer antikorlar pH=7.4 olan PBS c¢ozeltisi ile sulandirildi.

Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween 20) 4 kez 3’er dakika yikanda.

Sekonder antikor (goat anti-rabbit IgG-TR sc-2780, Texas red konjuge, Santa

Cruz) oda 1s1sinda 1 saat nemli ortamda inkiibe edildi.

Yikanma ¢6zeltisinde (PBS-Tween 20) 4 kez 3’er dakika yikandi.

0.5 ug/ml DAPI (Danvers, USA) ile oda 1sisinda 10 dk ¢ekirdek boyamasi
yapildi.

Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Tween20) 2 dakika yikandi.

Kapatma medyumuyla kapatma yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol ve Deney Grubu Morfolojik Bulgular (H&E)

PKOS’Iu ovaryum dokusuna bakildiginda; kortekste ¢ok sayida g¢esitli
biiyiikliikklerde ve gaplarda kistik folikiillere rastlanilmistir. Kistik folikiiller, genellikle
ince bir graniiloza tabakasi ve kalinlasmis teka interna hiicre tabakasiyla birlikte i¢i s1v1
dolu yapilar halinde gozlemlendi (Sekil3 A, Sekil3 B, Sekil3 C). Normal folikiil
gruplarinda ve corpus luteum yapilarinda kontrol ovaryuma oranla oldukca azaldigi
veya yer yer hi¢ olmadigi gozlemlenmistir. Korteksin stromasinda belirgin bir artig
oldugu, kistler arast bosluklarin bu artan bag doksu nedeniyle kapandigi
gozlemlenmistir (Sekil3 B). Yumurta dejenerasyonunun ve piknotik graniiloza
hiicrelerinin bulundugu folikiillere rastlanilmistir ve bunlar atretik folikiiller olarak
siiflandirilmigtir. Bu hiicrelerin  sitoplazmalar1 eozinofilik bir sekilde boyanirken

cekirdekleri bazofilik olarak boyanmstir (Sekil3 C).

Kontrol ovaryum dokusunda ise kortekste gelisimin farkli evrelerinde bulunan
cok sayida folikiillere ve corpus luteuma rastlanilmistir (Sekil3 D, Sekil3 E, Sekil3 F).
Folikiiller ise, tek katli yasst hiicreleri ile primordiyal folikiil, tek kath kiibik veya oval
hiicreli folikiil, 2 veya 3 hiicre tabakasindan olusan ¢ok katli primer folikiil, 2 veya daha
fazla tabakal1 kiibik graniiloza hiicrelerinden ve belirgin olsada olmasada bir bosluktan
(kavite) olusan antral (sekonder) folikiil, tersiyer (graff) folikiil olmak tizere gelisimin
farkli evrelerinde kortekste yer almislardir. Kistik folikiillere rastlanilmamistir (Sekil3
E). Medulla da ise, yer yer kan damarlari, lenf damarlari ve sinirleri i¢eren bir gevsek
bag dokusu olarak gozlemlenmistir. Yilizeyi germinal epitelyum olarak adlandirilan
basit prizmatik epitelyum ile doseli oldugu, germinal epitelin altinda tunika albuginea

ad1 verilen yogun bir diizensiz siki bag dokusu yer aldig1 gézlemlenmistir (Sekil3 F).
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Sekil 3. Deney grubu ve kontrol grubu ovaryumlarda morfolojik goriintiiler. Deney
grubu (PKOS) ovaryum dokusu (Sekil3 A, Sekil3 B, Sekil3 C). Kontrol grubu ovaryum
dokusu (Sekil3 D, Sekil3 E, Sekil3 F). Hematoksilen&Eozin boyamasi.
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4.2 Kontrol Grubu Aquaporin-7 Bulgular:

Kontrol ovaryum dokusunda; epitel tabakasinda ve bunun altinda yer alan tunika
albuginea tabakasinda ve ayn1 zamanda bazal membranda AQP7 immunolokalizasyonu
izlenmedi (Sekil4; A-F, immunofloresan boyama L-T). Kortekste ise corpus luteum ve
folikiillere oranla aralarda yer alan fibroblast benzeri stromal hiicrelerde daha yogun bir
ekspresyon oldugu izlendi. Korteks kan damar1 g¢evresinde ise zayif bir sekilde

lokalizasyon oldugu izlendi (Sekil4; G-K).

Medullaya genel olarak bakildiginda; medullay1 olusturan fibroblast benzeri
hiicrelerin sitoplazmalarinda yer yer orta siddette ekspresyona rastlanirken, medulla kan
damarinda ekspresyon gozlenmedi (Sekil5; immiinohistokimyasal boyama A-H; I, J, M,

N; Immiinofloresan boyama K, L, O, P).

Primordiyal folikiil hiicrelerinde ekspresyon izlenmedi. Primer oositte ise orta
siddette AQP7 immunolokalizasyonu izlendi (Sekil6; immunohistokimya boyama A-D;

Immunofloresan boyama E, F).

Tek katli primer folikiilde primer oositte AQP7 ekspresyonu orta siddette
izlendi (Sekil6; 1,J; immiinofloresan boyama M). Cok katli primer folikiilde ise primer
folikiil hiicrelerinde ekspresyon izlenmedi. Primer oositte ise oositin kenarlarinda AQP7
ekspresyon siddeti merkeze dogru olana gore daha fazladir ve genelinde ise oositin orta
siddette bir ekspresyon oldugu izlendi. Zona pellucida da ise ekspresyon izlenmedi.
Teka tabakalarinda da ekspresyon izlenmedi (Sekil6; H, G Immiinofloresan boyama K,
L).

Sekonder folikiilde; primer oositte AQP7 immunolokalizasyonu izlendi. Zona
pellucida smirinda zayif bir ekspresyon izlendi. Graniilosa hiicrelerinin
sitoplazmalarinda  zayif siddette ekspresyon izlendi. Antrumda ekspresyon
gozlenmezken, teka eksternanin dis simirinda ekspresyon gozlemlendi (Sekil6;

Immiinohistokimya N, O; Immiinofloresan boyama P, R, S, T).

Tersiyer folikiilde; sekonder oositin oolemmasi ile zona pellucida sinirinda zayif
bir ekspresyon izlendi. Zona pellucida da ve graniilosa hiicrelerinde, antrum, corona

radiata, cumulus oophorusta ekspresyon izlenmedi. teka eksterna tabakasinda teka
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interna tabakasina oranla daha yogun ekspresyon izlendi (Sekil7; immiinohistokimyasal

A B).

Corpus luteumda; AQP7 immunolokalizasyonunun yogun oldugu izlendi. teka
lutein hiicrelerinde ve graniiloza lutein hiicrelerinin sitoplazmasinda yogun bir
ekspresyon izlendi. Kan damarlarinda ise ekspresyon izlenmedi (Sekil7;

Immiinohistokimyasal boyama C-K ).



a7

Sekil 4. Kontrol grubu ovaryum genel goriintiisiinde AQP-7 immiinolokalizasyonu (*).
Medulla; (M), Korteks; (K), Graniiloza luteum hiicreleri; (GLH), Corpus Luteum; (CL),
Primer folikiil; (PF), Siyah oklarla gésterilen kortekste yer alan Primer oosit; (PO) (A,
B, G, H Antikor boyama)( I, J, K Kontrol boyama). Kontrol grubu epitelyum
tabakasinda negatif immunolokalizasyonu. Epitelyum tabakasi; (E.T.), Tunika
Albuginea; (T.A.) (C, F Antikor boyama) (D, E Kontrol boyama). immunofloresan
boyama da epitel tabakasinin negatif immiinolokalizasyonu (N,R DAPI boyama), (P,M
Texas Red konjuge IgG-TR), (O, L Bindirme), ( S, T, V Kontrol Floresans boyama),
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Sekil 5. Kontrol grubu medulla ve korteks bolgesinde AQP-7 nin immiinolokalizasyonu
(*). Korteks; (K), Medulla; (M, Medulla Kan Damari; (MKD), Corpus Luteum; (CL),
(A, B, C, D, E, I, J Antikor boyama), (F, G,H, M, N Kontrol boyama), (K, L, O, P DAPI
boyama, texas red konjuge 19G-TR; floresans boyama).
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Sekil 6. Kontrol grubu primordiyal(P.M.F.), ¢ok katli primer(C.K.P.F.), tek katl
primer(T.K.P.F.), sekonder(SF) folikiillerde AQP-7 immiinolokalizasyonu (*). Siyah
oklarla gosterilen primer oosit; (PO*), primordiyal folikiil hiicreleri; (PFH'), (A, B
Antikor boyama; C, D Kontrol boyama; E, F, Floresans boyama, E( texas red 1gG-TR),
F( texas red+DAPI)). Cok katli primer folikiil ve tek katli primer folikiil; siyah oklarla
gosterilen primer oosit; (PO*), zona pellucida; (ZP), primer folikiil hiicreleri; (PFH),
teka interna; (TI), teka eksterna; (TE). (G, I, immunhistokimya antikor boyama, H, J
kontrol boyama), (K texas red IgG-TR; L, M DAPI + texas red immiinofloresans
boyama). Sekonder folikiil primer oosit; (PO*), zona pellucida; (ZP), graniiloza
hiicreleri; (GH), antrum; (A), teka interna; (TI), teka eksterna; (TE). (N, IHC antikor
boyama; O, kontrol boyama), (P, texas red IgG-TR; R, DAPI+Texas red IgG-TR; S, T

floresans kontrol boyama).
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Sekil 7. Kontrol grubu tersiyer folikiilde ve corpus Iluteumda AQP-7
immiinolokalizasyonu (*). Tersiyer folikiilde; sekonder oosit; (SO), zona pellucida,
(ZP), corona radiata; (CR), cumulus oophorus; (CO), graniiloza hiicreleri; (GH),
antrum; (A), teka interna; (TT), teka eksterna; (TE). Corpus luteumda(CL); graniiloza
lutein hiicresi, (GL), kan damarlari; (KD).
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4.3 Deney Grubu (PKOS) Aquaporin-7 Bulgulari

PKOS’lu ovaryum dokusunda; epitel ve onun altinda bulunan tunika albuginea
adi verilen tabakada higbir ekspresyon izlenmedi (Sekil9; Immiinohistokimyasal
boyama I-R; Immiinofloresan boyama S-Y). Kortekste ise, stromal alanlarda yogun bir
sekilde ekspresyon izlendi. Fakat korteks kan damarlarinda AQP7 nin
immunlokalizasyonu izlenmedi (Sekill0; Immiinohistokimyasal boyama A-E, H, I;

Immunofloresan boyama F,G).

Medullaya ise; medullayr olusturan medulla kan damarlarinda yer vyer
ekspresyon izlenirken, fibroblast benzeri hiicrelerde ekspresyon izlenmedi (SekillO;

Immiinohistokimya boyama K, L, P, R, S; Immunofloresan boyama M, N).

Primordiyal folikiillerde; primordial folikiil hiicrelerinde, ekspresyon izlenmedi,
primer oositte ise siddetli ve olduk¢a yogun bir AQP7 immunolokalizasyonu izlendi

(Sekill1l; Immiinohistokimyasal boyama A-E).

Primer folikiilde; tek katli primer folikiilde, folikiil hiicrelerinde ekspresyon
izlenmedi. Buna oranla primer oositteki ekspresyonun azalmadan burada da devam
ettigi izlendi (Sekill1; immiinohistokimyasal boyama F; immunofloresan boyama I, J).
Cok katli primer folikiilde; folikiil hiicrelerinde zayif bir ekspresyon izlendi. Primer
oositte AQP7 nin olduk¢a yogun olan lokalizasyonununun buradada devam ettigi
izlendi. Zona pellucida da ekspresyon olmadigi izlendi. Teka interna ve teka eksterna
tabakalarinda oldukga zayif ekspresyon izlendi (Sekill 1; immiinohistokimyasal boyama

G, H, K; Immunofloresan boyama L-O).

Sekonder folikiilde; primer oositte AQP7’nin immiinolokalizasyonu yogun bir
sekilde izlendi. Zona pellucida da ve antrumda ekspresyon izlenmedi. Graniiloza
hiicrelerine ise oosite oranla oldukca zayif bir ekspresyon izlendi. Teka bag dokusu
gecislerinde zayif bir ekspresyon gdzlemlendi (Sekill2; immiinohistokimya boyama A-

C; Immunofloresan boyama D-K).

Tersiyer folikiilde ise; sekonder oositte yogun bir sekilde AQP7 ekspresyonu
izlendi. Cumulus-oosit kompleksinde bir deformasyon olusumu izlenmesine karsin oosit
sitoplazmik boyanmasini korumustur. Zona da ve graniilosa hiicrelerinde ve antrumda

ve corona radiatada ekspresyon izlenmedi. cumulus oophorusta zayif ekspresyon varken
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teka eksterna tabakasinda daha yogun bir ekspresyon izlendi. Teka internada ise
ekspresyon izlenmedi (Sekill2; immiinohistokimyasal boyama L, M; immunofloresan

boyama N-P).

Corpus luteum kan damarinda ekspresyon izlenmezken, graniiloza lutein
hiicrelerinin sitoplazmalarinda yogun bir sekilde AQP7 ekspresyonu izlendi (Sekill0; J,
O, T,V,Y).

Kistik yapilarda ise ; teka tabakalarinda graniilosa hiicrelerine oranla daha fazla
AQP7 immunolokalizasyonu izlendi (Sekil8; A-P Immiinohistokimyasal boyama;

Sekil9; Immunofloresan boyama A-H).
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Sekil 8. Deney grubu (PCOS) ovaryum genel goriintliisiinde; AQP-7
immiinolokalizasyonu (*). Ovaryuma genel olarak bakildiginda ¢esitli biiyiikliiklerde
kistik folikiillere; (KF), cesitli folikiillere, korteks; (K), medulla; (M), graniiloza
hiicresi; (GH), teka interna; (TT), teka eksterna; (TE) rastlanmaktadir. ( A, B, C, D, I, K,
L, N, O IHC antikor boyama; E, F, G, H, J, M, P kontrol boyama).
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Sekil 9. Deney grubu genel kistik folikiillerde ve epitel tabakasinda AQP-7 nin
immiinolokalizasyonu (*). Kistik folikiillerde; (KF), teka interna; (TI), teka eksterna;
(TE), graniiloza hiicresi; (GH) (A, DAPI+texas red konjuge IgG-TR; B, F, texas red
konjuge 19G-TR; C,D,G, DAPI; H, E kontrol floresan). Epitel tabakasinda; (ET), tunika
albuginea; (TA), korteks; (K), primordiyal folikiil; (PMF) (I, J, K, L, P ITHC antikor
boyama; M, N, O, R kontrol boyama; S, DAPI+texas red konjuge IgG-TR; T, texas red
konjuge 19G-TR; V, Y kontrol floresan boyama).
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Sekil 10. Deney grubu Kkorteks, medulla ve corpus Iluteumda AQP-7
immiinolokalizasyonu (*). Corpus luteumda; (CL), graniilosa lutein hiicresi; (GLH),
corpus luteum kan damari; (CLKD), korteks; (K), medulla; (M), medulla kan damari;
(MKD), kistik folikiil; (KF). (B, C, E J, O, V, K, L, S IHC antikor boyama; A, D, H, I,
P, R, Y kontrol boyama; G, T texas red konjuge IgG-TR+DAPI; F, texas red konjuge
IgG-TR; N, DAPI; M, texas red konjuge 1gG-TR).
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Sekil 11. Deney grubu primordiyal folikiil; (PMF), tek katli primer folikiil; (TKPF), ¢ok
katli primer folikiil; (CKPF) AQP-7 immiinolokalizasyonu (*). Epitel tabakasi; (ET),
primer oosit; (PO), zona pellucida; (ZP), primer folikiil hiicreleri; (PFH), teka interna;
(TI), teka eksterna; (TE), primordiyal folikiil hiicresi; (PMFH), cekirdek; (C), tunika
albuginea; (TA) (A, B, C, F, G IHC antikor boyama; D, E, H, K kontrol boyama; M, N
texas red konjuge IgG-TR+DAPI; I, L texas red konjuge 1gG-TR; O, DAPI; N kontrol

floresan boyama).
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Sekil 12. Deney grubu sekonder ve tersiyer folikiilde AQP-7 immiinolokalizasyonu (*).
Sekonder folikiilde; primer oosit; (PO*), zona pellucida; (ZP), graniiloza hiicreleri;
(GH), antrum; (A), teka interna; (TT), teka eksterna; (TE) (A, B IHC antikor boyama; C,
kontrol boyama; E, G, DAPI+Texas red 1gG-TR; F, D, Texas red IgG-TR; H, K DAPI;
I, J kontrol floresan boyama). Tersiyer folikiilde; sekonder oosit; (SO), zona pellucida,
(ZP), corona radiata; (CR), cumulus oophorus; (CO), graniiloza hiicreleri; (GH),
antrum; (A), teka interna; (TI), teka eksterna; (TE) (L, M IHC antikor boyama; P,
kontrol boyama; N, Texas red IgG-TR; O, Texas red IgG-TR+DAPI).
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4.4 Kontrol Grubu Aquaporin-8 Bulgulari

Kontrol ovaryum dokusuna baktigimizda; epitelde ¢ok yogun bir sekilde
ekspresyon izlenirken, altinda bulunan tunika albugineada ise ekspresyon izlenmedi
(Sekil13; immiinohistokimyasal boyama A-H, K; immiinofloresan boyama I, J, L, M,
N). Kortekse genel olarak bakildiginda; kan damarlarinda immunfloresan ¢aligmamizda
AQP8’in yer yer yogun siddette 1simalar yaptig1 izlendi. Ara bag dokusunda ise zayif
siddette ekspresyon izlendi (Sekill3 K; Sekill4; A-D immiinohistokimyasal boyama; T,

I Immiinofloresan boyama).

Medullada; AQP8’in kan damarlari endotelinde yer yer zayif siddette eksprese
oldugu izlenirken, buna oranla fibroblast benzeri bag doku hiicrelerinde daha yogun
eksprese oldugu izlendi (Sekill4; Immiinohistokimyasal boyama E-H, L;

Immiinofloresan boyama J, K, M, N)

Primordiyal  folikiilde, primer folikiil  hiicresinde  (PFH)  AQP8
immunolokalizasyonu izlenmezken, primer oositte orta yogunluktaki  siddette
lokalizasyonu izlendi (Sekill4; O,P Immiinohistokimyasal boyama; R, S
Immiinofloresan boyama). Primer folikiilde; tek katli primer folikiilde bulunan primer
oositte AQPS8 ekspresyonu zayif bir sekilde olmustur. PFH de ekspresyon izlenmedi
(Sekil15; Immiinohistokimyasal boyama C-D). Cok katli primer folikiilde primer oositte
ve zona pellucida da zayif siddette ekspresyon izledi, floresan boyamalarda ¢ekirdekte
de 1simalar oldugu izlendi. PFH ve teka interna tabakasina oranla teka eksterna
tabakasinda daha zayif ekspresyon izlendi (Sekill5; Immiinohistokimyasal boyama A-

D, Immiinofloresan boyama E-J).

Sekonder folikiilde; oositin oolemmasi altindaki kortikal bolgesinde orta siddetli
bir ekspresyon izlenirken, zona pellucidada ve antrum da ekspresyon izlenmedi. Teka
interna ve eksterna tabakalarinda yogun bir ekspresyon izlenirken, graniiloza

hiicrelerinin sitoplazmalarinda zay1f siddetli ekspresyon izlendi (Sekill5; K-M ).

Tersiyer folikiilde ise; zona pellucida tabakasinda ekspresyon izlenmezken,
sekonder oositte olduk¢a zayif bir ekspresyon izlendi. Antrumda, graniiloza

hiicrelerinde, corona radiata, cumulus oophorus yapilarinda ekspresyon izlenmedi. Teka
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tabakalarinin sitoplazmalarinda ekspresyon gozlemlenmedi (Sekill5;

Immiinohistokimya boyama N, O).

Corpus luteum; corpus luteum kan damarlarinda AQP8 immunolokalizasyonu
izlenmedi. Teka lutein hiicreleri ve graniilosa lutein hiicrelerinde yogun bir sekilde
ekspresyon izlendi. Teka lutein hiicrelerinde graniilosa lutein hiicresine oranla
sitoplazmalarinda daha yogun ekspresyon izlendi (Sekill6; Immiinohistokimyasal

boyama A-E, J; Immiinofloresan boyama K-R, F-I).
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Sekil 13. Kontrol grubu ovaryum dokusunda AQP-8 immiinolokalizasyonu (*). Kontrol
grubu ovaryum dokusunun genel goriintiisiinde immiinolokalizasyonu, corpus luteum;
(CL), korteks; (K), korteks kan damari; (KKD), medulla; (M), (A, K IHC antikor
boyama; B, kontrol boyama). Kontrol grubu epitel tabakasinda AQP-8
immiinolokalizasyonu (*). Epitel tabakasi; (ET), tunika albuginea; (TA), (H, D, F IHC
antikor boyama; G, C, E kontrol boyama; I, M texas red IgG-TR; J,N DAPI+ texas red
IgG-TR; L IF kontrol boyama).
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Sekil 14. Kontrol grubu medulla, korteks ve primordiyal folikiilde AQP-8
immiinolokalizasyonu (*). Korteks; (K), korteks kan damari; (KKD) (A, C IHC antikor
boyama; B, D kontrol boyama; T, | IF DAPI+texas red 1gG-TR). Medullada; medulla;
(M), medulla kan damar1; (MKD), (E, G, H IHC antikor boyama; F, L kontrol boyama;
K, N texas red 19gG-TR; J, M DAPI+ texas red IgG-TR). Primordiyal folikiil hiicresinde;
(PMF), (O, IHC antikor boyama; P, kontrol boyama; R, DAPI+ texas red 1gG-TR; S,
texas red IgG-TR).
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Sekil 15. Kontrol grubu cok katli primer folikiil; (CKPF), tek katli primer folikiil;
(TKPF), sekonder folikiil; (SK), tersiyer folikiil; (TF) AQP-8 immiinolokalizasyonu (*).
Cok katli primer folikiil; primer oosit; (PO), zona pellucida; (ZP), primer folikiil
hiicresi; (PFH), teka interna; (TI), teka eksterna; (TE), (A, IHC antikor boyama; B,
kontrol boyama; E, DAPI+ texas red 1gG-TR; F, texas red 19G-TR; G, H, I, J kontrol
floresan boyama. Tek katli primer folikiil; (TKPF), primer oosit; (PO) ( C, IHC antikor
boyama; D, kontrol boyama). Sekonder folikiilde; primer oosit; (PO), graniilosa hiicresi;
(GH), zona pellucida; (ZP), antrum; (A) teka interna; (T1), teka eksterna; (TE) (L, IHC
antikor boyama; K, kontrol boyama; M, DAPI+ texas red IgG-TR). Tersiyer folikiilde;
sekonder oosit; (SO), zona pellucida, (ZP), corona radiata; (CR), cumulus oophorus;
(CO), graniiloza hiicreleri; (GH), antrum; (A), teka interna; (T1), teka eksterna; (TE) (N,
O IHC antikor boyama).
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Sekil 16. Kontrol grubu ovaryum dokusu corpus luteumda; (CL) AQP-8
immiinolokalizasyonu(*). Korteks; (K), medulla; (M), graniiloza lutein hiicresi; (GLH),
(A, C, E IHC antikor boyama; B, D, J kontrol boyama; |, L, N DAPI+ texas red 1gG-
TR; K, M, H texas red 19G-TR; F, G, O, P, R floresan kontrol boyama.
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4.5 Deney Grubu (PKOS) Aquaporin-8 Bulgulari

PKOS’lu ovaryum dokusunda, epitel ve altinda bulunan tunika albuginea
tabakasinda ekspresyon olusmadig1 izlendi (Sekill8; Immiinohistokimyasal boyama A-
E). Kortekste ise, AQP8‘in yok denecek kadar zayif siddette immunolokalizasyonu
izlendi, fakat korteksteki kan damarlarinda yogun bir sekilde ekspresyon izlendi

(Sekill8; Immiinohistokimya boyama F-H, K-M).

Medullada kortekse oranla hemen hemen ayni siddette lokalizasyon oldugu
izlendi. Bag dokusundaki fibroblast benzeri hiicrelerde ¢ok az siddette ekspresyon
izlenirken, medullay1 olusturan diger 6nemli bir yap1 olan kan damarlarinda yogun bir

sekilde lokasyon izlendi (Sekill8; Immiinohistokimyasal boyama H-J, N,0).

Primordiyal folikiilde, primer folikiil hiicrelerinde ekspresyon izlenmezken,
primer oosite orta derecede ekspresyon izlenmistir (Sekill9; Immiinohistokimyasal
boyama F; Immiinofloresan boyama A-E). Primer folikiiller; tek katli primer folikiilde
primer oositteki ekspresyon yogundu (Sekill9; Immiinohistokimyasal boyama H-I;
Sekil20; Immiinofloresan boyama A-F). Cok katli primer folikiilde ise; AQPS8
cekirdekte iyi derecede immunolokalizasyon gosterdi, primer folikiil hiicrelerinde
yogun bir sekilde AQP8 immunlokalizasyonu izlendi. Primer oositte ise daha az yogun
bir ekspresyon vardi. Zona pellucida da ve teka tabakalarinda da az siddette ekspresyon
izlendi (Sekill9;  Immiinohistokimyasal boyama G, J; Sekil20 Immiinofloresan

boyama A-F).

Sekonder folikiilde, primer oositinde, graniiloza hiicrelerinde, antrum da yogun
bir sekilde ekspresyon varken, zona pellucidasinda ise ekspresyon izlenmedi. Teka
interna ve eksternada az derecede ekspresyon izlendi (Sekill9; Immiinohistokimyasal

boyama G, K; Sekil20 immiinofloresan boyama G-L)

Tersiyer folikiilde; sekonder oositte ve antrum da orta derecede bir ekspresyon
izlendi. Zona da, graniiloza hiicrelerinde, corona radiatada, cumulus oophorusta
ekspresyon izlenmedi. Teka interna ve teka eksternada orta dereceli ekspresyon izlendi
(Sekil19; Immiinohistokimyasal boyama M; Immiinofloresan boyama N; Sekil20;

Immiinofloresan boyama G-L).
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Corpus luteum kan damarlarinda yogun ekspresyon izlendi. Teka lutein ve
graniiloza lutein hiicrelerinde de yogun ekspresyon oldugu izlendi (Sekill9;

Immiinohistokimyasal boyama O, P; immiinofloresan boyama L).

Kistik yapilarda ise graniiloza tabakasinda ekspresyon izlenmezken; teka
tabakasinda gozle goriiliir orta dereceli bir ekspresyon izlendi (Sekill7;

Immiinohistokimyasal boyama A-O).
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Sekil 17. Deney grubu genel ovaryum goriintiisiinde; kistik folikiillerde; (KF), korteks;
(K), medulla; (M), corpus luteum; (CL), kistik folikiillerin graniiloza hiicreleri; (GH),
teka interna; (TI), teka eksterna; (TE), folikiil sivisinda; (FS) AQP-8
immiinolokalizasyonu (*). (A, B, C, E, H, I, J, K, O, P IHC antikor boyama; D, F, G, L,
M, N kontrol boyama).
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Sekil 18. Deney grubu medulla; (M), korteks; (K), epitelyum tabasi(hiicresi); (EH),
tunika albuginea; (TA), corpus luteum; (CL), Kkistik folikil; (KF), folikil sivisi; (FS),
medulla kan damar1; (MKD), korteks kan damari; (KKD) AQP-8 immiinolokalizasyonu
(*)- (A,B,C,F, H, I,J, K, L, M IHC antikor boyama; D, E, G, N, O kontrol boyama).
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Sekil 19. Deney grubu kortekste yer alan genel ovaryum folikiillerinde AQP-8
immiinolokalizasyonu (*). Primordiyal folikiilde; (PMF), primer oosit; (PO) (F, IHC
antikor boyama). Tek katl primer folikiilde; (TKPF) (I, IHC antikor boyama; H, kontrol
boyama). Cok katli primer folikiilde; (CKPF), primer oosit; (PO), zona pellucida; (ZP),
primer folikiil hiicreleri; (PFH), teka interna; (TI), teka eksterna; (TE) (G, IHC antikor
boyama; J, kontrol boyama; C, D, E floresan kontrol boyama). Sekonder folikiilde;
primer oosit; (PO*), zona pellucida; (ZP), graniiloza hiicreleri; (GH), antrum; (A), teka
interna; (T1), teka eksterna; (TE) ( G, K IHC antikor boyama; H, kontrol boyama; A,
Texas red 1gG-TR+DAPI; B, Texas red IgG-TR ). Tersiyer folikiilde; sekonder oosit;
(SO), zona pellucida, (ZP), corona radiata; (CR), cumulus oophorus; (CO), graniiloza
hiicreleri; (GH), antrum; (A), teka interna; (TI), teka eksterna; (TE) (M, IHC antikor
boyama; N, , Texas red 1gG-TR+DAPI). Corpus luteumda; (CL), graniilosa lutein
hiicresi; (GLH) (O, P IHC antikor boyama; L, Texas red IgG-TR+DAPI).
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Sekil 20. Deney grubu genel ovaryum goriintiisiinde yer alan ¢esitli folikiillerde AQP-8
in immiinolokalizasyonu (*). (C, I Texas red IgG-TR+DAPI, B, H Texas red IgG-TR;
A, D, G, JDAPI; E, F, K, L kontrol floresan boyama).
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4.6 Kontrol Grubu Aquaporin-9 Bulgular:

Kontrol ovaryum dokusuna genel olarak bakildiginda, epitelde ve altinda
bulunan tunika albuginea tabakasinda higbir ekspresyon izlenmemektedir. Kortekste ve
kan damarlarinda yok denecek kadar az derecede ekspresyon vardir (Sekil 21;

Immiinohistokimyasal boyama A-E).

Medullaya bakildiginda; kortekse oranla ¢ok biiyik bir farkin olmadigi
goriilmektedir. Yer yer kan damarlarinda hafif siddette ekspreyon oldugu izlenmektedir.
Ara bag dokusundaki fibroblast benzeri hiicrelerde yok denecek kadar az siddette

lokalizasyonlara rastlanmaktadir (Sekil 21; immiinohistokimyasal boyama F-L).

Primordiyal folikiil hiicrelerinde ve ¢ekirdekte herhangi bir ekspresyon
izlenmemektedir. Primer oositte ise tipki PCOS’lu ovaryumdaki gibi kontrol ovaryumda
da gozle goriilebilecek orta derecedeki bir diizeyde ekspresyon olustugu gozlenmistir

(Sekil21; immiinohistokimyasal boyama M-S).

Primer folikiil; tek katli primer folikiilde ve ¢ok katli primer folikiilde primer
oositte AQP9’un yogun ekspresyonu izlenmistir. Cok katli primer folikiilde; primer
folikiil hiicrelerinde lokalizasyon izlenmemistir. Zona pellucidada ekspresyon
olusmamistir. Teka interna ve eksterna tabakalarinda gozle goriiliir bir lokalizasyon

izlenmemistir (Sekil22; Immiinohistokimyasal boyama A-F).

Sekonder folikiil; primer oositteki ekspresyon vardir, tek kathh ve g¢ok kath
primer folikiilde yer alan primer oosite oranla daha azalmistir ve zona pellucidada orta
derecede  ekspresyon  izlenmektedir.  Graniilloza  hiicresinde  lokalizasyon
gorilmemektedir. Antrumda orta derecede lokalizasyon bulunmaktadir fakat kontrol
boyamalarda da bu lokalizasyon bulundugu i¢in spesifik degildir. Teka tabakalarinda

lokalizasyon izlenmemistir (Sekil22; Immiinohistokimyasal boyama G-J).

Tersiyer folikiil; sekonder oositte AQP9 ekspresyonu izlendi. Zona pellucida da
ve cumulus oophorusta ekspresyon izlenmedi. Corona radiatada zayif ekspresyon
izlendi. Antrumda ekspresyon izlendi. Teka eksterna tabakasinda ekspresyon izlenirken,
teka internada ekspresyon izlenmedi (Sekil22; Immiinohistokimyasal boyama R;

Immiinofloresan boyama P, S).
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Corpus luteumda; corpus luteum kan damarlarinda ekspresyon izlenmedi. Teka
lutein hiicresi ve graniiloza lutein hiicrelerinin sitoplazmalarinda AQP9’un zayif

immiinolokalizasyonu izlendi (Sekil22; Immiinohistokimyasal boyama K-0).
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Sekil 21. Kontrol grubu genel ovaryum dokusunda AQP-9 immiinolokalizasyonu (*).
Korteks; (K), medulla; (M.) (A, IHC antikor boyama; B, kontrol boyama), korteks kan
damari; (KKD), epitelyum hiicresi(tabakasi)(EH), tunika albuginea; (TA), corpus
luteum; (CL), medulla kan damari; (MKD), medulla fibroblast hiicresi; (MFH) (C, D, E,
F, G, K THC antikor boyama; H, I, J, L kontrol boyama); siyah oklarla gdsterilen
primordiyal folikiilde; (PMF) primer oosit; (PO) (M, N, R, S IHC antikor boyama; O, P

kontrol boyama).



90

o goF

wri o)

wil 00z

“wii ool




91

Sekil 22. Kontrol grubu genel ovaryum dokusunda g¢esitli folikiillerde ve corpus
luteumda AQP-9 immiinolokalizasyonu (*). Tek katli primer folikiilde; (TKPF), primer
oosit; (PO) (A, D, F IHC antikor boyama; T, E kontrol boyama). Cok katli primer
folikiil; (CKPF), primer oosit; (PO*), zona pellucida; (ZP), primer folikiil hiicreleri;
(PFH), teka interna; (TI), teka eksterna; (TE) (B, IHC antikor boyama; C, kontrol
boyama). Sekonder folikiilde; primer oosit; (PO*), zona pellucida; (ZP), graniiloza
hiicreleri; (GH), antrum; (A), teka interna; (TI), teka eksterna; (TE) (G, H IHC antikor
boyama; I, J kontrol boyama). Tersiyer folikiilde; sekonder oosit; (SO), zona pellucida,
(ZP), corona radiata; (CR), cumulus oophorus; (CO), graniiloza hiicreleri; (GH),
antrum; (A), teka interna; (T1), teka eksterna; (TE) (R, IHC antikor boyama; S, texas red
konjuge lIgG-TR; floresans boyama; P, DAPI+ texas red konjuge 1gG-TR). Corpus
luteumda; (CL), korteks; (K.), medulla; (M.), graniiloza lutein hiicresi; (GLH), (O, O, L
IHC antikor boyama; K, M, N kontrol boyama).
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4.7 Deney Grubu (PKOS) Aquaporin-9 Bulgulari

PKOS’lu ovaryum dokusunda; epitelyum ve altinda bulunan tunika albuginea
tabakasinda  herhangi bir  ekspresyon  goriillmemistir (Sekil24; A-C
Immiinohistokimyasal boyama). Kortekse bakildiginda, kortekste yer alan kan
damarlarinda net ve belirgin bir sekilde lokalize olmustur. Korteksteki lokalizasyon
epitelyum ve medullaya oranla daha fazla lokalize oldugu goriilmektedir (Sekil24;

Immiinohistokimyasal boyama E, G, L).

Medullada ¢ok siddetli olmamakla birlikte ara ara kan damarlarinda ekspresyon
gerceklesmistir.  Bazi  kan damarlarinda  lokalizasyon olusmustur  (Sekil24;

1mmﬁn0histokimyasal boyama F, H, 1, J).

Primordiyal folikiil, primordiyal folikiil hiicrelerinde hicbir ekspresyon
gozlenmemistir. Fakat primer oosit sitoplazmasinda orta dereceli ekspresyon olugsmustur

(Sekil24; immiinohistokimyasal boyama L-O).

Primer folikiilde, primordiyal folikiilden tek katli primer folikiile gegis
sirasinda oositi saran epitel hiicreleri kiibiklesir, ¢ekirdekler yuvarlaklagir. Primer
oositte de gozle goriilecek kadar orta derecede bir AQP9 ekspresyonu gerceklesmistir
(Sekil24; immiinohistokimyasal boyama P, R).

Cok kath primer folikiilde ise oositte olusan ekspresyon ortadan kalkmistir. Zona
pellucidada olusan ekspresyon devam etmistir. Cekirdek yada c¢ekirdek¢ikte herhangi
bir ekspresyon olugmamustir. Primer folikiil hiicrelerinde az derecede ekspresyon
olugmustiur. Teka interna ve teka eksterna tabakalarinda da ekspresyon s6z konusudur

(Sekil24; immiinohistokimyasal boyama R1-T).

Sekonder folikiil, primer oositte ekspresyon olugsmamistir. Cekirdek ve
cekirdekgikte ekspresyon so6z konusu degildir. Antrumda yani folikiil sivisinda
lokalizasyon gerceklesmistir. Zona pellucida da yogun bir lokalizasyon goriilmektedir.
Graniilosa hiicrelerinde lokalizasyon goriilmektedir. Teka interna ve teka eksternada

ekspresyon olusmustur (Sekil25; Immiinohistokimyasal boyama A, B).

Tersiyer folikiilde, sekonder oositin belli bir bolgesinde yok denecek kadar az

ekspresyon gozlenirken oositin genelinde ekspresyon gozlenmemektedir. Cekirdek ve
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cekirdekgikte ekspresyon séz konusu degildir. Zona pellucidada kontrol boyamaya
oranla orta derece bir ekspresyon olustugu goézlenmektedir. Graniiloza hiicrelerinde ve
antrumda lokalizasyon goriilmemektedir. Cumulus oophorusta ekspresyon yoktur.
Corona radiata tabakasinda lokalizasyon goriilmemektedir. Az oranda teka

tabakalarinda ekspresyon olusmustur (Sekil25; Immiinohistokimyasal boyama D-G).

Corpus luteum kan damarlarinda asir1 derecede ekspresyon olusmustur. Teka
lutein hiicrelerinde ekspresyonu izlenmezken, graniiloza lutein hiicrelerinde ekspresyon

yogun goriildii (Sekil25; immiinohistokimyasal boyama C, H-L).

Kistik yapilarda ise, teka tabakalarinda orta dereceli ekspresyonlar
gozlenmektedir. Graniilosa hiicrelerinde ekspresyon veya lokalizasyon goriimemektedir

(Sekil23; Immiinohistokimyasal boyama A-N).
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Sekil 23. Deney grubu genel ovaryum goriintiisiinde; kistik folikiillerde; (KF), korteks;
(K), medulla; (M), corpus luteum; (CL), kistik folikiillerin graniiloza hiicreleri; (GH),
teka interna; (TI), teka eksterna; (TE) AQP-9 immiinolokalizasyonu (*) (A, C, E, G, I,
K, L, M IHC antikor boyama; B, D, F, H, J, N kontrol boyama).
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Sekil 24. Deney grubu genel ovaryum gorintiisinde yer alan; epitel
tabakasinda(hiicresi); (EH), tunika albuginea; (TA), korteks; (K), medulla; (M), Kistik
folikiiller; (KF), korteks kan damari; (KKD), primordiyal folikiil; (PMF), primordiyal
folikiil hiicresi; (PdFH), tek katli primer folikiil; (TKPF), primer folikiil hiicresi; (PFH),
cok katli primer folikiilde; (CKPF), primer oosit; (PO), zona pellucida; (ZP), primer
folikiil hiicreleri; (PFH), teka interna; (TI), teka eksterna; (TE) AQP-9° un
immiinolokalizasyonu (*). (A, C, E, F, G, H, L, M, R IHC antikor boyama; B, I, J, N, O,
P, S, T kontrol boyama).
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Sekil 25. Deney grubu genel ovaryum dokusunda yer alan folikiillerde, korteks; (K),
medulla; (M) AQP-9 immiinolokalizasyonu (*). Sekonder folikiilde; primer oosit;
(PO*), zona pellucida; (ZP), graniiloza hiicreleri; (GH), antrum; (A), teka interna; (TT),
teka eksterna; (TE) (A, IHC antikor boyama; B, kontrol boyama). Tersiyer folikiilde;
sekonder oosit; (SO), zona pellucida, (ZP), corona radiata; (CR), cumulus oophorus;
(CO), graniiloza hiicreleri; (GH), antrum; (A), teka interna; (T1), teka eksterna; (TE) (D,
E, IHC antikor boyama; E, G kontrol boyama). Corpus luteumda; (CL), graniilosa lutein
hiicresi; (GLH) (C, H, J, K IHC antikor boyama; I,L kontrol boyama).
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Tablo 1. Kontrol Grubunda Aquaporin-7, Aquaporin-8, Aquaporin-9 ekspresyonlari

Kontrol Grubu AQP-7  AQP-8 AQP9
Epitel - +++ -
Tunika Albuginea - - -
Korteks +++ + ++
Korteks Kan Damari + + -
Medulla +++ + ++
Fibroblast Benzeri H. +++ ++ +
Medulla Kan Damar - ++ +
Primordiyal Folikiil

Primordiyal Folikiil H. - - -
Primer Oosit +++ + ++
Primer Folikiil

Tek Kath Primer F.

Primer Folikiil H. - - -
Primer Oosit +++ + ++
Cok Kath Primer F.

Primer Folikil H. ++ + +
Primer Oosit ++ + +4++
Zona Pellucida - + -
Teka Interna - + -
Teka Eksterna + - -
Sekonder Folikiil

Primer Oosit +++ + ++
Zona Pellucida + ++ ++
Graniiloza Hiicresi + + +
Antrum - - ++
Teka interna - ++ .
Teka Eksterna +++ ++ -
Tersiyer Folikiil

Sekonder Oosit + + +
Zona Pellucida + - +
Graniiloza Hiicresi - - +
Antrum - - 4+
Corona Radiata - - -
Cumulus Oophorus - - -
Teka Interna - - +
Teka Eksterna + - +
Corpus Luteum

C.L. Kan Damari - - -
Graniiloza Lutein H. ++ +++ +
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Tablo 2. Polikistik Over Sendromlu deney grubunda Aquaporin-7, Aquaporin- 8,

Aquaporin-9 ekspresyonlari

Deney Grubu AQP-7 AQP-8 AQP9
Epitel - - -
Tunika Albuginea - - -
Korteks ++ + +++
Korteks Kan Damari - ++ +++
Medulla + ++ +
Fibroblast Benzeri H. - + +
Medulla Kan Damari + +++ ++
Primordiyal Folikiil

Primordiyal Folikil H. - - -
Primer Oosit +++ ++ +
Tek Kath Primer F.

Primer Folikil H. - - -
Primer Oosit +++ 4+ 4
Cok Kath Primer F.

Primer Folikiil Hiicreleri ++ +++ ++
Primer Oosit +++ ++ -
Zona Pellucida - - -
Teka interna - ++ ++
Teka Eksterna - ++ ++
Sekonder Folikiil

Primer Oosit ++ +++ -
Zona Pellucida - - ++
Granuloza Hiicresi +++ +++ ++
Antrum - - F++
Teka interna + + +
Teka Eksterna + + +
Tersiyer Folikiil

Sekonder Oosit +++ ++ +
Zona Pellucida - - ++
Graniiloza Hiicresi - - -
Antrum - - +
Corona Radiata - - -
Cumulus Oophorus - - -
Teka Interna - - -
Teka Eksterna +++ + +
Corpus Luteum

C.L. Kan Damar1 - ++ +++
Graniiloza Lutein H. + ++ ++
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5. TARTISMA

Polikistik Over Sendromu (PKOS), dogurganlik c¢agindaki kadinlarda sik
goriilen ve tireme fonksiyonunu etkileyen bir endokrin sistem bozuklugudur. Yaklasik

%06-8’lik prevalansi ile anovulator infertilitenin en sik nedenidir (2, 55, 56).

Polikistik Over Sendromunda meydana gelen morfolojik degisikliklerle ilgili
cok sayida calisma bulunmasina ragmen, molekiiler mekanizmasiyla ilgili ¢alismalar
siirh sayidadir. Bulut G. (2015) ve arkadaslarinin; PKOS’ lu siganlarda fibrozis ve
inflamasyon fiizerine Jun-N-terminal kinase inhibitoriiniin (SP600125) etkilerini,
arastirdiklar1 calismada ovaryumdaki morfolojik degisiklikleri detayli olarak ele
almiglardir (168). Arastiricilar bu calismalarinda, ovaryumun tunika albuginea ve
stromasindaki fibrozisin anormal ovulasyona neden oldugunu, PKOS’lu grupta normal
folikiil gruplarinda ve corpus luteumda azalma, buna karsin 2 veya 3 hiicre tabakali ince
bir graniilosa ile birka¢ genis kistik folikiiller gozlemlediklerini belirtmislerdir.
Yumurta dejenerasyonu veya en az bir piknotik graniilosa hiicresi gozlendigi
durumlarda, folikiil populasyonlarini atretik olarak smiflandirdiklarini, aksi halde
saglikli olarak smiflandirdiklarini agiklamiglardir. Folikiiler atrezinin morfolojik
ozellikleri, graniiloza hiicre tabakasinda daginik piknotik niikleus, bazal membrandan
ayrilmis graniiloza hiicre tabakasi, parcalanmis bazal lamina ve antrum folikiilii
icerisinde hiicre yikintilarmin varligi olarak tanimlamiglardir. Kontrol gruplarinda
ovaryum Kistleri olmadigini, ancak gelisimin farkli evrelerinde ¢esitli folikiiller ve
corpus luteumun varligin1 gézlemlediklerini ve bu sonuglarin PKOS fenotipinin tam bir
indliksiyonunu gosterdigini agiklamiglardir. Arastiricilar ayrica diger gruplara gore,
PKOS grubunda teka tabakasi ve stromada tip IV kollajen artist gozlemlemislerdir
(168). Goziikara 1. (2016) ve arkadaslarinin letrozole ile olusturduklari PKOS si¢an
modeli iizerinde ursodeoksikolik asit tedavisinin histopatalojik ve metabolik etkisini
aragtirmay1 amagcladiklar1 baska bir ¢aligmada ovum dejenerasyonu veya piknotik
graniiloza hiicreleri varliginda folikiil populasyonunu atretik olarak siniflandirdiklarini
belirtmislerdir (169). Preantral folikiillerin, tek katli kiiboidal graniiloza hiicreleri
goriiniir bir niikleus ile bozulmamis ve bliylimiis bir oosite sahip oldugunu, antral

folikiillerin ise 2 veya daha fazla tabakali kiiboidal graniiloza hiicreleri ile bosluk
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(kavite) olup olmadigina gore belirtmislerdir. Kistik folikiiller incelmis bir graniiloza
hiicre tabakasi, kalinlagsmis bir teka interna hiicre tabakasi ile i¢i s1ivi dolu genis bir yap1
olarak tanimlamislardir. PKOS i¢in diger bulgular kalinlasmis tunika albuginea
tabakasi, teka interna hiicrelerinde hiperplazi, corpus luteumda azalmanin ise diger
bulgular arasinda yer aldigini belirtmislerdir (169). Biz de letrozole ile PKOS
olusturdugumuz bu ¢alismada, diger calismalara benzer sekilde PKOS ile uyumlu
folikiiler ve kistik morfoloji gozlemledik. Ovaryal folikiiller, preantral (goriiniir
cekirdegi ile saglam, biiylitiilmiis oosit varligi ve kiibik graniiloza hiicreleri (tek
tabakali), antral (2 veya daha fazla tabakali kiibik graniiloza hiicreler, belirgin olsada
olmasada bir kavite), ve atretik (piknotik graniilosa hiicreleri veya yumurta
dejenerasyonu varliginda) olarak simiflandirdik. Ayrica kistik folikiiller azalmig
(zayiflamig) graniilosa hiicre tabakasi ve kalinlasmis teka interna hiicre tabakasiyla
birlikte i¢i sivi dolu yapilar olarak goézlemledik. Yapmis oldugumuz caligma ile
preantral, antral, atretik ve kistik folikiiller bu sekilde belirlenmistir. AQP9, 8 ve 7’nin
immiinolokalizasyonlarim1 PKOS’lu ovaryumlarin daha c¢ok  teka tabakalarinda

gozlemledik.

AQP’ler ¢esitli hiicre tiplerinde plazma membrani boyunca ozmotik olarak siiren
su hareketi icin biiyiik bir yol saglayan homolog su kanali proteinlerinin bir ailesidir.
AQP’lerin bir dizi spesifik fizyolojik rolleri AQP’lerden yoksun mutant farelerin
fenotip analizleri araciligiyla saptanmistir. Bu calismalarda 13 farkli AQP fonksiyonel
olarak baslica su secici olanlar AQP 1, 2, 4, 5 ve 8; aquagliseroporinler AQP 3, 7, 9 ve
10 ve belirsiz AQP’ler AQP6, 11 ve 12 olmak iizere 3 alt sinifta degerlendirilmistir.
Bunlardan aquagliseroporinler gliserol ve diger kiigiik ¢6zlinmiis maddelere ek olarak
suya gecirgen iken, belirsiz aquaporinlerin fonksiyonlar1 ve yerlesimleri heniiz
bilinmemektedir (105, 170, 106, 135). AQP’lerle ilgili ¢alismalarin ¢ogunlugu su
sirkiilasyonunun fazla oldugu bobrekler ve barsaklarda gerceklestirilmistir.  Bu
caligmalar bobreklerde AQP lerin idrar yogunlastirma mekanizmasinda rol alabilecegini
gostermektedir (171). En az 9 tane AQP alt tipinin (AQPI, 3,4, 5, 7, 8,9, 10 ve 11)
memeli bagirsagindaki lokalizasyonu gosterilmistir (172, 173, 174, 175, 131, 176).
AQP7 ve AQP8 ince bagirsak ve kolonun apikal membraninda lokalize olmustur (174).

AQP9 ince barsagin goblet hiicrelerinde lokalize olmustur. Bagirsak sisteminde
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AQP‘lerin ¢oklu ekspresyonuna dayanarak, su tasinmasinda énemli bir fonksiyonel rol

gerceklestirebilecegi mantikli ve makul sayilir.

AQP7, ilk olarak sican testisinde klonlanmis (136), AQP ailesinin
aquagliseroporin alt grubuna iiye olan 269 aminoasit i¢eren bir proteindir. AQP7 sadece
suya gecirgen degildir, aym1 zamanda gliserol, lire, arsenik gibi bilesiklere de
gecirgendir ve civa kloride (HgCI2) duyarsizdir (136, 137, 138). Northern-blot
analiziyle, AQP7 mRNA‘sinin sican bobreginde, kalbinde, iskelet kasinda, adipoz
dokusunda ve ince Dbagirsaginda eksprese oldugu ortaya cikarilmstir.
Immunohistokimyasal ¢aligmalar ile spermlerde de AQP7 nin varlifi ortaya
koyulmustur (136, 177, 178, 179, 180). Laforenza U., ve ark. (2005) yapmis oldugu
bir ¢aligsmada; s1v1 salinimi ve absorpsiyonunun fizyolojik mekanizmalarini igcerebilecek
olan hipotezler altinda, mideden rektuma dogru, sigan gastrointestinal sisteminde AQP7
ekpresyonu ve lokalizasyonunu agiklamislardir. Sonuglar, bir apikal AQP7 proteininin
hem ince hemde kalin barsagin yiizeysel hiicrelerinde eksprese oldugunu gostermistir,
bu da bize bagirsak epiteli i¢erisinde su ve kiigiik molekiillerin tasinmasinda AQP7 nin

bir rolii oldugunu gostermektedir (181).

Yapmis oldugumuz calismada hem deneysel olarak olusturulan PKOS
modelinde hemde kontrol grubunda ovaryal yiizey epiteli ve altindaki tunika albuginea
tabakasina bakildiginda AQP7 ekspresyonuna rastlanilmamistir, bu da bize ovaryum
dokusu epiteli igerisinde su ve kii¢iik molekiillerin hareketinde (tasinmasinda) AQP7

nin bir rolii olmadigin1 géstermektedir.

Ya-Jing Tan, Xue-Ying Zhang (2015) ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
caligmada; AQP7’nin dondurarak-saklama (kryopreservasyon) yontemi sirasinda
oositlerin hayatta kalmasi ve hiperozmotik strese toleransta c¢ok Onemli bir rol
oynadigint agiklamislardir. Hiperozmotik stres, farkli hiicrelerde apoptoza neden
olabilir.  Ancak, oositler vitrifikasyon araciligiyla dondurarak-saklama sirasinda
ozmotik strese tolerans gosterirler. Bunun altinda yatan mekanizma heniiz tam olarak
anlagilamamamistir (182). Arastiricilar bu ¢alismada, DMSO, etilen glikol (EG) ve
siikroz iceren yiiksek konsantrasyonlardaki protektanlar tarafindan olusturulan
hiperozmoz etkisindeki fare oositlerinde AQP7 protein seviyelerinin kayda deger bir

sekilde yiiksek-regiilasyona sahip oldugunu aciklarken; AQP3 ve AQP9¢in
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regiilasyonunu  bulamadiklarint ~ gostermislerdir. SIRNA-enjeksiyonu ile  AQP7
ekspresyonu ortadan kaldirilinca, vitrifikasyon sonrasi oositlerin hayatta kalma
oranlarinin 6nemli derece diistiigiinii bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada oositlerde,
AQP7’nin neredeyse biitiin biyolojik olaylarla iligkili bir protein olan F-aktin’e
baglandigini gostermislerdir. Ayrica, hiperozmosun; CPE-baglayici protein (CPEB) ve
Aurora A nin fosforilasyon seviyelerini arttirmaya yonelik diizenleyici olabilecegini
ileri stirmislerdir. PI3K ve PKC yollarinin inhibisyonu, oositlerde CPE-baglayici
protein (CPEB) ve Aurora A fosforilasyonunu ve hiperozmos ile indiiklenmis AQP7 nin
yiiksek regiilasyonunun bloke oldugunu bildirmislerdir, AQP7 nin yiiksek regiilasyonu
vitrifikasyon ile dondurarak-saklama sirasinda oositlerin hayatta kalmasinda ve
hiperozmotik strese toleransin gelistirilmesinde Onemli bir rol oynar. Su ve
kryoprotektanlarin plazma membranindan gegebilmesi dondurarak-saklama sirasinda
hiicrenin hayatta kalmasi acisindan ¢ok Onemlidir (182).  Aquaporinler, hiicre
membraninda, 6zellikle AQP3, AQP7 ve AQP9’u igeren aquagliseroporin alt ailesinin
iyeleri, su ve kryoprotektanlarin hareketini kolaylastirmada 6nemli bir rol oynar ¢iinkii
aquagliseroporinler sadece su gecirgenliginde degil aym1 zamanda kiigiik noétral
¢Oziinmiis maddeleri de gecirirler (100, 183, 184). Daha o6nceki calismalarda da
AQP7’nin insan ve fare oositlerinde eksprese oldugu gosterilmistir (185-188). Fare
oositlerinde, EG, DMSO ve siikroz igeren kryoprotektanlarin AQP7 ekspresyonunu
uyardigini bulmuslardir.  Ancak, bu 3 kryoprotektanla muamele edilmis gruplar
icerisinde, fare oositlerinde AQP7 ekspresyonunun up-regiilasyonunu en c¢ok
DMSO’nun indiikledigini bildirmislerdir, bu da artan su tasinimi ve vitrifiye oositlerin

diisiik hayatta kalma oranlari ile iligkilendirilebilecegini one siirmiislerdir (182).

Calismamizda, PKOS’lu sican ovaryum dokusuna bakildiginda, primordiyal
folikiiliin oositinde baslayarak tersiyer folikiiliin oositine kadar cesitli siddetlerde
AQP7’nin eksprese oldugu gorilmiistiir. Primordiyal folikiilde lokalizasyon
goriilmesinin nedeni gelisimin erken donemlerinde AQP7 etkinliginin fazla olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. ~ Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda; PKOS grubunda
primordiyal folikiilden tersiyer folikiile kadar oositlerde hemen hemen ayni fakat biraz
daha fazla AQP7 ekspresyonu olustugunu gozledik. PKOS’un oositler iizerinde
AQP7°nin ekspresyonunu etkiledigini sOyleyebiliriz. Biitiin bu kanitlara dayanarak,

oositlerin yasamlarin1 devam ettirebilmede AQP7’nin ¢ok biiylik bir éneme sahip
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oldugunu sdyleyebiliriz. Memeli ovaryumunda, oositlerin dogru bir sekilde
gelisebilmesi, folikiiler s1v1 birikimi de dahil olmak {izere folikiiller tarafindan saglanan
kosullara baghdir. Bu nedenle, folikiiler su taginmasi etkin tireme i¢in énemli bir siire¢

gibi goriinmektedir.

Nisha A. McCONNEL ve ark. (2002) yapmis oldugu bir g¢alismada bir
ovaryum antral folikiiliinde su gecirgenliginin agirlikli olarak transseliiler yolla ve
aquaporinler araciligiyla oldugunu bildirmislerdir (30). Ovaryum folikiilogenezi, igi
s1vl dolu antrumun olusumu ve genislemesiyle kismen karakterizedir. Antrum olusumu,
gonadotropin uyarimi sonrasi, folikiil genisleme orani ile folikiil biiylimesinin preantral
faz1 siiresince yaklasik olarak 50-kat daha biiylik olan ¢ok hizli bir siiregtir (189).
Folikiil boyutundaki bu carpict artis, hizli ve masif bir su taginimini gerektirir.
Aragtirmacilar izole ettikleri antral folikiillerin su ve c-iniilin (ekstraseliiler kisimla
siirlanmis komplex bir seker) ile su gecirgenlik katsayisini hesapladiklar1 ¢calismada,
suyun iniiline oranla 3,5 kat daha biiyiik bir hareket oranina sahip oldugunu ve suyun
baslica transseliiler yolla giris yaptigini ileri strmislerdir (190). Nisha A.
McCONNEL ve ark. (2002) yapmis oldugu ¢alismada 50 mikromolar HgCl, (spesifik
olmayan bir aquaporin inhibitorii) ile folikiillerin inkiibasyon-0ncesi azalan su hareketi
seviyelerini iniilinle gostermisler ve transseliiler su hareketinin AQP’ler aracilifiyla
oldugunu belirtmislerdir. HgCl,, AQP’lerin fonksiyonunu engeller ve hipotonik bir
ortamda graniiloza hiicrelerinin sismesini Onler. Bu calismada arastirmacilar Flow
sitometri yontemi ile antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinde AQP7, 8, 9‘un varligini
gostererek, folikiil igerisine suyun giris yapabilmesi i¢in potansiyel olarak aracilik eden
aday AQP (AQP7, 8, 9)‘leri belirlemislerdir. Buna ek olarak, HgCl, varliginda ve
yoklugunda hiicre hacmindeki degisiklikler Olcililerek izole edilmis graniiloza
hiicrelerinde AQP’lerin fonksiyonel varligi tespit edilerek kesinlestirilmistir. Antral
folikiillerde, su gecirgenliginin genel AQP inhibitorii olan HgCly’lin eklenmesi ile
onemli derecede diistligiinii bularak aciklamiglardir. AQP7, HgCl,-duyarsiz olan AQP
ailesinin 2 iiyesinden bir tanesidir (AQP4, 7). HgCl, varliginda onerilen hipotonik
sisme deneyi, AQP7’nin HgCly‘e duyarsiz olmasindan dolayr AQP7 aracilifiyla su

hareketinin olugsmasindan sonuglanabilecegini gostererek kanitlamislardir (30).
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Calismamizda, PKOS’lu sican ovaryum dokusuna bakildiginda; kontrol
grubunun antral folikiiliiniin graniiloza hiicrelerine oranla daha siddetli bir AQP7
ekspresyonu oldugu gézlemlenmistir. Bu da bize PKOS’lu hastalarda antral folikiillere
su taginiminin daha yogun ve hizli bir sekilde oldugunu gosterebilir. PKOS’un antral
folikiillerde AQP7 ekspresyonunu ve fonksiyonunu artirdigi sonucuna varabiliriz.
Kontrol grubuna oranla PKOS’lu grubun antral folikiiliiniin teka hiicre tabakasinda daha
yogun bir sekilde AQP7 ekspresyonu goézlemlenmistir. Bu gozlemimiz izole edilmis
folikiillerde, antral folikiillerde siv1 gec¢isinin diizenlenmesinde teka tabakasinin katkida
bulunabilecegini ileri siiren ¢alismalarin (191, 192) varsayimlarini destekleyebilir. Bu
calismada elde ettigimiz bulgular sadece antral folikiillerde degil, PKOS’lu grubun
tersiyer folikiiliiniin, kontrol gruba oranla teka hiicre tabakasinda da AQP7’nin daha
fazla eksprese oldugunu gostermektedir. Yalnizca graniiloza hiicrelerinde degil, teka
tabakalarinda da AQP7‘nin sivi gecisinin regililasyonunda onemli olabilecegini

gostermektedir.

Calismamizda, PKOS’lu sigan ovaryum dokusuna bakilarak AQP8 proteini
degerlendirildiginde, kontrol grubuna oranla PKOS grubunda cok katli primer folikiiliin
folikiil hiicrelerinden baslayarak, antral folikiiliin graniiloza hiicrelerine kadar daha
kuvvetli bir AQP8 ekspresyonu gozlemlenmistir. Yine PKOS grubunda antral
folikiillere daha yogun bir su tagimiminin gerceklestigini, PKOS un antral folikiillerde
AQP7 ekspresyonunu ve fonksiyonunu artirdigini sdyleyebiliriz.  Calismamizda,
PKOS’lu sigan ovaryum dokusuna bakilarak AQP9 proteini degerlendirildiginde; antral
folikiiliin graniiloza hiicrelerindeki AQP9 ekspresyonu kontrol grubuna oranla daha
yogun ve siddetli oldugunu goézlemledik. Bu da yine PKOS grubunda su tasiiminin
kontrol grubuna oranla daha fazla oldugu kanisin1 dogurmaktadir. Bu 3 grup arasinda
bir degerlendirme yapilacak olursa; PKOS grubu ovaryum dokusunun antral
folikiiliiniin graniiloza hiicrelerinde; AQP7 ve AQPS8 ekspresyonlarinin asagi yukari
ayni siddetlerde eksprese oldugunu fakat AQP9 un ise bunlara oranla daha az eksprese
oldugunu gozlemledik. Kontrol grubunun antral folikiillerinin graniiloza hiicrelerinde
ise; asagi yukart AQP7, 8 ve 9 un immiinolokalizasyonlarmin ayni siddetlerde

oldugunu gozlemledik.
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Aquaporin8 geni; 1997°de sigandan klonlanmistir (193, 194) ve o giinden bu
yana cDNA, fare ve insanlar1 da kapsayan diger tiirlerden izole edilmistir (195, 196,
197). Sican AQP8 cDNA’sinin 263 aminoasitlik (193, 194), insan ve fare cDNA ‘sinin
ise, 261 aminoasitlik proteinini kodladig1 saptanmistir (195, 196). Bir bitki su kanali
olan AQP-TIP (%38-41) ve diger AQP’lerle (%30-37) en yiiksek aminoasit sekans
homolojisine sahiptir (193, 194, 195, 196). Insan AQPS8’i sican ile %74 ve fare AQPS
ile %76 benzerlige sahiptir (196). Insan AQPS geni, 16p12 kromozomunda lokalize
oldugu bulunmustur (198). AQPS’in tasima segiciligi tartismalidir. Ure tasimmasi fare
AQP8’inde (195) bulunmasina karsin sican, AQPS8’iyle (194) iliskilendirilememistir.
Ma ve arkadaslar1 yapmis oldugu calismada; fare AQP8 inin iirenin yanisira suya da
gecirgen oldugunu, fakat gliserole gegirgen olmadigini rapor etmislerdir (195). Insan
AQP8 proteininin, su-segici bir kanal oldugu, ne gliserole ne de iireye gecirgen
olmadigi ileri siriilmistir (196). Tirler arasinda bu farkliliklarin nedeni hala

belirsizdir.

AQPS8 varligi, sican ve farelerin ¢esitli organlarinda yaygin olarak ¢alisilmistir.
Sican ve farede, AQP8 mRNA’s1 testis, pankreas, tiikriik bezi, karaciger ve kolonda
(193, 194, 195, 199) ve sican AQP8 mRNA’s1 jejenumda (199) saptanirken; sican
AQPS proteininin hiicresel lokasyonu, hepatositlerde, pankreas ve tiikriik bezinin asiner
hiicrelerinde, emici kolonik epitelyal hiicrelerde belirlenmistir (194). Ishibashi ve ark.
sican AQP8 mRNA’sini, ayn1 zamanda seminifer tiibiillerdeki tiim spermatogoniyal
seriye ait hiicrelerde saptamis ve spermatogenezin tiim asamalarinda Onemli
olabilecegini ileri siirmiiglerdir (193). Fare mRNA ekspresyonunun ise, kalp, plesanta,
akciger, bobrek, diyafram, dalak, mide ve beyin de oldugunu ayrica rapor etmislerdir
(195). AQPS8 ile ilgili ¢aligmalar daha smirli sayida olup, pankreas ve kolonda
lokalizasyonu rapor edilmesine ragmen, sicandakinin tersine testislerde lokalizasyonu
belirlenememistir (193, 196). Western blott yontemi ile, sigan AQP8 mRNA ‘sinin
karaciger, testis, kolon ve jejenumda lokalize oldugu gosterilmistir ve dogrulanan
mRNA sonuglar1 rapor edilmistir (200). Ayrica epididimiste de lokalizasyonu
gosterilmistir.  Hiicresel olarak, hepatositlerde hiicre ic¢inde, epididimiste kanal
hiicrelerinde, testiste spermatogenik hiicrelerde, kolon ve jejenumda yiizey epitelyal
hiicrelerde oldugu gosterilmistir (200). Su tagimminin yiiksek oldugu bobreklerde,
farede AQP8 mRNA’s1 fonksiyonel olarak su ve iire taginimu ile iligkilendirilmis (195),
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sicanlarda ise fonksiyonel olarak iligkilendirilemese de, AQP8 ekspresyonu biitiin
bobrek zonlarinda (korteks, medullanin i¢ ve dig seritleri) ve total sican bdbregi
boliimlerinin membraninda 28 kDa biiyiikliiglinde bir protein olarak saptanmistir.
Buradaki lokalizasyonunun proksimal tiibiil hiicrelerinde ve toplama kanallarinda

ozellikle intraselliiler olmasi dikkat ¢ekicidir (200).

Yapmis oldugumuz g¢aligmada, ovaryum dokularina bakildiginda; hem PKOS
deney grubunun hem de kontrol deney grubunun yiizey epitel tabakasina baktigimizda,
kontrol grubunun yiizey epitel tabakasinda orta dereceli bir AQP8 ekspresyonuna
rastlanilmistir.  PKOS  grubunda ise, yilizey epitelinde AQP8 ekspresyonu
gozlenmemistir. PKOS un ovaryum dokusunun yiizey epitelinde AQPS8 ekspresyonunu

ve fonksiyonunu engelledigi kanisina varabiliriz.

AQPS8‘in, disi ve erkek iireme sistemindeki varligi yaygin olarak saptansa da
fizyolojik fonksiyonlari tam olarak anlasilamamistir.  Bu konuda en detayli
calismalardan biri Weiheng Su, Ying Quiao ve ark. (201) tarafindan gerceklestirilmistir.
Aquaporin8 eksikligi olan farelerde artan disi dogurganligini ele almiglardir. Yapilan
bu c¢aligmada arastirmacilar, dncelikle ¢apraz dollenme deneylerinde AQPS eksikligi
olan mutant disi fareler ile yabani tip disi fareleri dogurganlik acisindan
karsilastirmiglardir. Her iki genotipte, AQP8 mutant farelerde, hem do6l verme oraninda
hem de ovule olan oosit sayisinda yabani tipe gore artis oldugunu saptamislardir.
Histolojik analizler; mutant AQPS8 eksikligi olan disi ovaryumlarinda folikiiler
olgunlagma, ovulasyon ve corpus luteumda artis oldugunu dogrularken, RT-PCR,
Western blott ve immiinohistokimyasal yontemlerle arastirmacilar, fare ovaryumunun
graniiloza hiicrelerinde AQPS8 ekspresyonunu saptamis, AQPS8 eksikligi olan farelerden
izole edilmis graniilosa hiicrelerinde yabani tip farelere gére membran su
gecirgenliginin %45 oraninda azaldigini bu ¢alisma ile rapor etmislerdir. Bu ¢aligmada,
folikiiler atrezinin her iki genotip ag¢isindan arastirilmis olmasida dikkate degerdir.
Folikiiler atrezi 6nemli Ol¢lide graniilosa hiicrelerindeki apoptozis ile karakterizedir.
AQP8 mutant disi ovaryumlarindan elde edilen graniiloza hiicrelerinde apoptozisin
yabani tip farelere gore onemli Slgiide azaldigini belirleyen arastirmacilar, AQP8’in
yoklugunun apoptozu azaltarak bu farelerin daha oviilatdor ve dogurgan olabilecegini

ileri siirmiislerdir (201).
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Calismamizda, PKOS’Iu grubun graniilosa hiicrelerinde kontrol grubuna oranla
AQPS8 ekspresyonunun daha yogun oldugu belirlendi. PKOS grubu ovaryum
dokusunda AQPS8’in daha fazla eksprese oldugunu belirledik. Elde etti§imiz verilerden
yola ¢ikarak PKOS’un AQP8 ekspresyonunu ve fonksiyonunu artirdigini sdyleyebiliriz.
PKOS grubunun ¢ok katli primer folikiiliinde kontrol grubuna oranla, folikiil
hiicrelerinde yogun bir sekilde AQP8’in eksprese oldugunu gozlemledik. Sekonder
folikiilde ise yine kontrol grubuna oranla graniilosa hiicrelerinde AQP8 ekspresyonunun
daha yogun oldugunu belirledik, PKOS grubunun tersiyer folikiiliiniin graniilosa
hiicrelerinde AQP8 ekspresyonuna rastlamadik, bunu folikil biiytikliigl ve gelismisligi
ile iligkilendirebiliriz. Kontrol grubunun tersiyer folikiiliiniin graniilosa hiicrelerinde ise,
yok denecek kadar hafif bir ekspresyon oldugunu belirledik. Corpus luteumda ise her
iki gruptada yogun ve ayni derecelerde ekspresyon oldugunu gézlemledik. Bu verilere
dayanarak; AQP8‘ in PKOS‘lu ovaryumda daha aktif oldugunu, ekspresyonunda
kontrol grubuna gore 6nemli bir artis oldugu ve su taginiminin graniilosa hiicrelerinde
daha fazla oldugunu sdyleyebiliriz. Graniiloza hiicreleri, gerekli besinleri ve Ostrojeni
saglamas1 bakimindan oosit gelisimi ve folikiil olgunlasmas1 bakimimdan énemli bir rol
oynar (202, 203). Bu veriye dayanarak; yapmis oldugumuz c¢alismada PKOS’lu
ovaryumda kontrol grubuna gore oositte, graniiloza hiicrelerindeki ekspresyona paralel
olarak olduk¢a yogun bir AQPS ekspresyonu gozlemledik. Primordiyal folikiilden
baslayarak sekonder folikiiliin oositine kadar yogun bir AQP8 ekspresyonu
gozlemledik. Bu verimize dayanarak ta; PKOS’lu ovaryum folikiillerinin oositlerinde
kontrol grubuna oranla daha fazla su taginiminin gergeklestigini, hastalikla birlikte

AQPS8 ekspresyonunun artig gosterdigini sdyleyebiliriz.

Yukarida bahsetmis oldugumuz AQPS eksikligi olan mutant farelerde artan disi
dogurganligi ile bizim yapmis oldugumuz calisma karsilastirildiginda, PKOS grubunda
AQP8’in kontrol grubuna oranla daha fazla eksprese oldugunu bulduk. Bu durumda
PKOS’un AQP8’in ekspresyonunu artiric1 yonde tetikledigini sdyleyebiliriz. PKOS’lu
olgularda anovulasyon, folikiillerde atrezi ve corpus luteum sayisinda azalis s6z konusu
oldugundan, PKOS’lu olgularda AQP8 geni mutant hale getirilerek ovulasyonda,

folikiillerin gelisiminde ve ovule olan oosit sayisinda artis saglanabilir.
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Insan ve sigan AQP9 genleri 1998’de (204, 205) ve digerleri ise sonradan
klonlanmistir (49). AQP9 cDNA’sinin sicanlarda oldugu gibi insanlarda da 295
aminoasit proteinini kodladig1 bulunmustur (204, 205, 206). Insan ve sican AQP9’u
AQP3 (%48-49) ile disiik oOlgllii bir homolojiye; AQP7 ile (%45-47) ve diger
aquaporinlerle (%30) civarinda bir homolojiye sahiptir. Arastirmacilar AQP3, AQP7 ve
AQP9’un aquaporin ailesinin bir alt familyas1 oldugunu bildirmislerdir (204, 205).
Sican AQP9’u insan AQP9 (%75) ile benzer en biiyiik aminoasit sekansina sahiptir
(206). Sican AQP9’un su ve ¢oziinmiis maddelerin (carbamidler, polioller, piirinler,
pirimidinler) her ikisinde yiiksek gecirgenlige sahiptir (205). Sigan AQ9’u civa kloride
duyarli oldugu bilinmesine ragmen, insan AQP9’u igin c¢eliskili sonuglar rapor
edilmistir (205, 206). Bir floretin ve civaya duyarl hareketlerde, karbamidler, polioller,
plirinler, pirimidinleri de kapsayan genis bir cesitlilikte yiliklii olmayan ¢6ziinmiis
maddelerin ve suyun gecisine izin veren diger AQP9 alt gruplart bulunurken, siirh
olarak su ve {lireye gecirgen olan bir grup ta bulunmustur (204, 207). Insitu-
hibridizasyon caligmalarinda insan AQP9’u kromozom 15 22.1-22.2 de saptanmistir
(207).

Sicanda AQP9 mRNA’s1 sigan karacigeri, testisi, beyni ve akcigerinde
bulunmustur (206, 207). Bu dokularda hiicre i¢i lokalizasyon hepatositlerde, seminifer
tibiillerin i¢ ylizeyinde ve interstitial Leyding hiicrelerinde in situ hibridizasyon
yontemiyle gosterilmistir (205). Ayrica AQP9 astrositlerde belirlendi (205). Insan
AQP9’u northern blot yontemi ile, periferal l6kositlerde, karaciger, akciger, dalak (204,
207), ve kemik iliginde (207) lokalize olmustur. Sigan karaciger ve testisinde AQP9’un
mRNA lokasyonu, AQP9’un sigan karaciger, testis, dalak ve epididimisinde 27-28 kDa
bir protein oldugu immiinblot, immiinhistokimya yontemleriyle gosterilerek onaylandi
(200). Hiicresel lokalizasyonu, baslica siniizoidal yiizeylerde, hepatositlerde plazma
membraninda, epididimiste sterosilyalarda, testislerde interstisial Leyding hiicrelerinde

oldugu immiinohistokimya yontemleriyle saptandi (200).

P. Ford ve ark. (2000) yapmis olduklart bir ¢alismada, farkli olgunlagsma
asamalarinda sican oositlerinde, su gecirgenligini ve AQP9 ekspresyonunu
arastirmiglardir. Olgunlasmamis oositlerde (prodstrus), AQP9 mRNA ekspresyonunun

mevecut oldugunu bildirirlerken, olgun oositlerde (Ostrus) mevcut olmadigini
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bildirmislerdir. Olgunlagsmamis oositlerin su ozmotik gecirgenliginin daha yiiksek
oldugunu, civa kloriire ve floretine duyarli oldugunu bildirirlerken, bunun aksine olgun
oositlerin diisiik bir su ozmotik gecirgenliginin oldugunu, civa kloriire ve floretine
duyarsiz oldugunu ileri siirmiislerdir. Aragtiricilar olgunlagsmamis oositlerde, su ve
mannitol gecirgenliklerinin olgun oositlere gore daha yiiksek oldugunu da tespit

etmislerdir (165).

Calismamizda elde ettigimiz verilere bakildiginda; kontrol ovaryumunda
primordiyal, tek katli primer, ¢ok katli primer ve sekonder folikiillerin olgunlagsmamis
primer oositlerinde yukardaki calismaya paralel bir AQP9 ekspresyonu gozlenirken,
folikiil biytikligi arttikca yani tersiyer folikiiliin oositinde ise AQP9 ekspresyonuna
rastlanmadi. Bu bize folikiiler gelisimin erken donemlerinde AQP9’un fonksiyonunun
fazla oldugunu; bu folikiillerin olgunlasmamis oositlerinde, su ve ¢oziinmiis diger
maddelerin gegirgenliginin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Kontrol grubu ile
PKOS grubunun karsilastirilmas: yapildiginda ise, PKOS’lu ovaryumlarin primordiyal
ve tek katli primer folikiiliin olgunlasmamis oositinde AQP9 ekspresyonu mevcut iken
folikiil biiylikligi arttikca yani ¢ok katli primer ve sekonder folikiillerin oositlerinde
AQP9 ekspresyonunun mevcut olmadigini tespit ettik. P. Ford ve ark. (2000) yapmis
oldugu calismada oositlerin olgunlagma siireci boyunca su ozmotik gecirgenliginin
azaldigint ve AQP9 ekspresyonunun ortadan kalktigini ileri sirmiislerdir. Bu veri ile
ekspresyonun gerceklesmedigi oositleri iligkilendirebiliriz.  Folikiil biyiikligi ve
oositlerdeki olgunlagma arttikca PKOS’lu ovaryumlarin ¢ok katli primer ve sekonder
folikiillerin oositlerinde su ozmotik gecirgenligi azalmis ve AQP9 ekspresyonu ortadan
kalkmis olabilir.  Yine yapilan bu c¢alisma ile arastirmacilar streptozotosin ile
indiiklenmis diyabetik si¢anlarin olgunlagmamis oositlerinde su ozmotik gegirgenliginin
kontrol oositlerine gore 6nemli derecede daha diisiik oldugunu ileri siirerek bizim de
yapmis oldugumuz deneysel PKOS ovaryumlarinda elde ettigimiz verileri desteklemis
olabilirler. Bunun aksine ilginctir ki PKOS’lu ovaryumlarin tersiyer folikiillerinin
oositinde yok denecek kadar hafif bir AQP9 ekspresyonu gerceklestigini de
gozlemledik. Bu olayin mekanizmasinin dogru bir sekilde aydinlanabilmesi i¢in daha

fazla caligmaya ihtiya¢ oldugu da g6z ardi edilemez.
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Fan Qu ve ark. (2010) in vitro olarak dihidrotestosteron‘un (DHT) PKOS’lu
hastalarin graniiloza hiicrelerinde AQP9 ekspresyonu tizerinde etkilerini inceledikleri
bir ¢alismada, folikiiler sividaki total testosteron (TT), serbest androjen indeksi (SAI),
seks hormon baglayici globulin (SHBG), FSH, LH ve estradiol seviyelerini
Olgmislerdir. Graniiloza hiicrelerinde, AQP9 ekspresyonunu belirlemek i¢in realtime
PCR ve western blott yontemleri uygulanmistir. Arastirmacilar, AQP9 proteininin,
insan graniiloza hiicrelerinin, niikleus, sitoplazma ve hiicre zarinda lokalize oldugunu
bulmusglardir. Kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda, PKOS’lu kadinlarin folikiiler
stvilarinda, TT, SAI ve LH seviyeleri yliksekken, SHBG seviyesinin en diisiik oldugunu
bildirmislerdir. PKOS’lu hastalarin graniilosa hiicrelerindeki AQP9 mRNA seviyesi
folikiiler sividaki TT, SHBG seviyeleri ve FAI ile iliskilendirilmisse de bu konunun
aydinlatilabilmesi i¢in hala ¢alismalara ihtiyac vardir (33).

Graniiloza hiicrelerinde, AQP’lerin varlig1 baglica hiicrelerarasi mekanizma ile
antral folikiillere su gegirgenligi ile iliskili olabilir ve 6zellikle bu olaya graniiloza
hiicrelerinde AQP7, AQP8 ve AQP9’un aracilik edebilecegi ileri stiriilmiistiir (30).
Antral folikiil gelisimi, antrum i¢indeki sivinin giderek artmasi ve bu artisin folikiil
capindaki artisla sonuglanmasiyla karakterizedir (208). Antral biiyiime, gonadotropin
stimiilasyonu altinda hizli bir sekilde olusur, su tasinmasinin hizli ve biiyiik bir sekilde
olmasini gerektirir. AQP’lerin 3 izoformu (AQP7, 8, 9) graniiloza hiicrelerinde bu sivi
artisini ve tasinimini temin edecek sekilde ekspresyon gosterdigi ileri siiriilmiistiir (100).
Diger taraftan AQP’lerin agiri-ekspresyonu, graniiloza hiicrelerinde apoptoz oraninin
artmasi ile sonu¢lanmistir (160). Graniiloza hiicrelerinde AQP9’ un ifade edilmesiyle
kiicik notr molekiillerin hizli bir sekilde tasinmasi folikiil gelisiminde ©Onemli
olabilecegini diisiindiirmektedir (100). Az sayida g¢alismada, PKOS ile AQP’ler
arasindaki iliski tizerinde durulmustur. AQP9 ekspresyonunun androjenler tarafindan
diizenlendigi (32, 35) ve graniiloza hiicrelerinde AQP9 ekspresyonunun  folikiil

gelisimine de dahil olabilicegi ileri stirtilmiistiir (100).

Fan Qui ve ark. (2010) yapmis oldugu bu g¢alismada, PKOS’lu hastalarin
folikiiler sivilarindaki  hiperandojenizmin, graniiloza hiicrelerindeki AQP9’un
ekspresyonunu  diislirdliglinli, fonksiyonunu bozdugunu ve folikiiler gelisimi

engelleyebildigini ve ayrica PKOS’lu kadinlarin graniiloza hiicrelerinde AQP9 mRNA
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seviyelerinin, kontrol grubuna gore PKOS’lu kadinlarin graniiloza hiicrelerinde 6énemli
derecede daha diisiik oldugunu bildirmislerdir (33). Buna ragmen hormonlarin AQP9
ekspresyonunu nasil etkiledigi konusuyla ilgili bilgiler ¢eliskilidir. PKOS’lu hastalarin
diistik s1v1 igerigi ile anormal antral folikiillere sahip olmalarinin miimkiin olabilecegini
bildirmislerdir. Bu ¢alismayla, AQP9 proteininin insan graniiloza hiicrelerinin hiicre
Mmembraninda, sitoplazmasinda ve ¢ekirdeginde lokalize oldugu ileri siiriilmiistiir.
Graniiloza hiicre membraninda AQP9 ekspresyonu biiyiik ihtimalle, graniiloza
hiicrelerinin su metabolizmasiyla ilgili olabilecegi, sitoplazmada ise steroid hormonlarin
senteziyle iliskili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (33). Suyun hizli ve masif bir sekilde
taginabilmesi i¢in, gonadotropin uyarimi altinda, bir antral folikiiliin diizenli gelisiminde
antral boslugun biiylikliigiinde artisa ihtiya¢ vardir, bu siliregte AQP9’un rol
oynayabildigi ileri siiriilmiistiir (30, 100).

Graniiloza hiicrelerine bakildiginda, kontrol grubuna oranla PKOS grubunun
graniiloza hiicrelerinde, daha yiiksek bir AQP9 ekspresyonu gerceklesmistir. Ayni
zamanda zona pellucida ve antrumda da ¢ok belirgin bir sekilde kontrol grubuna gore
daha fazla AQP9 ekspresyonu gergeklesmistir. Fan Qui ve ark. (2010) yapmis oldugu
calismada PKOS’ un bir belirtisi olan hiperandrojenizmin, graniiloza hiicrelerinde AQP9
ekspresyonunu ve fonksiyonunu engelledigi goriislinii  destekleyemeyiz. AQP9
ekspresyonunun androjenler tarafindan diizenlenmesi (32, 35) ve PKOS’lu ovaryumun
folikiiler sivisindaki hormonlarin artis gdstermesi graniiloza hiicrelerinde AQP9
ekspresyonunun daha fazla olmasini etkiliyor olabilir.  Ayrica AQP’lerin asir
ekspresyonu graniiloza hiicrelerinde apoptoz oranini artirdigini aragtirmacilar yapmis
olduklar1 bir ¢alismada ileri siirmiislerdir (160). PKOS’lu ovaryumlarin graniiloza
hiicrelerinde AQP9 ekspresyonunun yiiksek olmasi bu folikiillerde atrezi oranini
artirabilecegi fikrini akillara getirmektedir. Bunun da PKOS’un bir sonucu olan atretik
folikiillerin oraninin artisina neden olabilicegi ileri siiriilebilir fakat daha kesin kanitlara
varabilmek i¢in bu konuda daha fazla sayida calismalara ihtiya¢ oldugu da goz ardi

edilemez.

Ovaryum vyapilarinda, AQP9 ekspresyonunun diizenlenmesinde cinsiyet
hormonlarinin rolii tam olarak belirlenememistir. Karacigerde, AQP9 ekspresyonunun

cinsiyet bagimli farkliliklar1 Nicchia ve ark. (2001) tarafindan rapor edilirken, AQP9
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ekspresyonunun androjenlerin kontrolii altinda oldugunu ileri stirmiislerdir (151).
Oliviera ve ark. (2005), Picciarelli-Lima ve ark. (2006) gibi arastirmacilar Ostrojen
degisimlerinin kastrasyon sonrast AQP9 ekspresyonu i¢in yeterli oldugunu ileri
stirmislerdir (209, 210). AQP9’un promotor bolgesi steroid hormon-binding element
tagimasina ragmen (205) AQP9 ekspresyonu androjen etkisiyle iliskilendirmeyen bazi
calismalarda mevcuttur. A.Skowronska ve ark. (2015) domuz ovaryumunda AQP9
varligin1 gosterse de bu ekspresyonun plazma progesteron ve Ostrojen seviyeleri ile
iliskili olarak ¢ok degismedigini rapor etmislerdir. Buna karsin arastirmacilar, dstrojen
ve progesteron dengesinin AQP1, 5 ve 9’un diizenlenmesinde 6nemli olabilecegini ileri
stirmislerdir (211). Lu XE ve ark. (2007) ise IVF siklusu esnasinda, polikistik over
sendromlu hastalarin graniilosa hiicrelerinde AQP9’un ekspresyonunu arastirmislardir.
RT-PCR sonuglar1 ile AQP9 mRNA ekspresyonunu hem kontrol hem de PKOS
grubunun antral folikiillerinin graniiloza hiicrelerinde saptamasina ve biiylik (olgun)
folikiillerin graniiloza hiicrelerinde geng (kiiciik) folikiillerin graniiloza hiicrelerine gore
daha yiiksek bir AQP9 ekspresyonu gozlemlemelerine ragmen; bu ekspresyonu
folikiiler ~ sividaki  testosteron, progesteron ve  Ostrojen  seviyeleri ile

iligkilendirmemislerdir (212).

Mevcut ¢alismamizda, PKOS ovaryum dokusunun antral folikiillerinin
graniiloza hiicrelerinde kontrol grubuna oranla daha fazla olan bir AQP9 ekspresyonunu
gozlemledik, primer oositlere baktigimizda ise PKOS grubunun antral folikiiliiniin
primer oositinde ekspresyon olusmazken, kontrol grubunun primer oositinde orta
siddette AQP9 ekspresyonunu tespit ettik. Hatta PKOS grubunun ¢ok katli primer
folikiillerin folikiil hiicrelerinde AQP9 ekspresyonunun kontrol grubuna oranla daha
yiiksek oldugunu tespit ettik. Bu folikiillerin primer oositlerine bakildiginda, PKOS
grubunun primer oositinde ekspresyon olusmazken, kontrol grubunun primer oositinde
giiclii bir AQP9 ekspresyonunu goézlemledik. Bu folikiillerin oositlerinde AQP9
ekspresyonunun  olugsmamasmi  PKOS’lu  ovaryumlarin  folikiiler — sivisindaki
hiperandrojenizm ile iligskilendirebiliriz. Fan Qu ve ark. (2010) yapmis oldugu
calismada graniiloza hiicrelerindeki AQP9 ekspresyonu ve fonksiyonunun folikiiler
stvidaki hiperandrojenizm tarafindan baskilandigini ileri siirmiislerdir (33), oositler
tizerinde de bdyle bir etki yarattigini soyleyebiliriz. Yine ayni sekilde Speroff L. ve ark.
(1973) ile Kousta E. ve ark. (1999) yapmis olduklar1 ¢alismada; PKOS olgularinda LH
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seviyelerinin artmasi ile oosit lizerine olan olumsuz etkilerinden bahsetmislerdir (2, 70).
Bu veriden yola ¢ikarak PKOS’lu folikiillerin oositleri, AQP9 ekspresyonu ve artan LH
seviyeleri arasinda da olumsuz bir iliski kurabiliriz. PKOS grubunda, kontrol grubuna
oranla daha az corpus luteum olusumu gozlemlerken, ayni zamanda corpus luteum
hiicrelerinde daha fazla AQP9 ekspresyonu gozlemledik. Verilerimiz AQP9’unda
yiiksek oranda su taginimi, antrum olusumu ve normal folikiil gelisiminde 6nemli bir rol
oynayabilecegi fikrini desteklese de kontrol ve PKOS gibi patolojik overlerde AQP9
regiilasyonuyla ilgili kesin kanitlara varmak i¢in Onemli sayida c¢alismaya ihtiyag

duyuldugu asikardir.

PKOS; hiperandrojenizm, hiperinsiilinemi, insiilin rezistansi ve tipll diyabet ile
karakterizedir. Son zamanlarda PKOS’lu kadinlarin, endotelyal fonksiyon bozuklugu
sergiledigi ve ilging olarak bu fonksiyon bozuklugunun biiyiikliiglinii hem androjen
seviyelerine hemde insiilin direncine baglayan ¢alismalar yapilmistir (213, 214, 215).
Rice ve ark. (2005) yapmis oldugu bir ¢alisma ile anormal glukoz metabolizmasinin
anovulator PKOS’lu kadinlarin graniiloza lutein hiicreleri tarafindan 6nemli Ol¢iide
bozulmus insiilin ile uyarilan laktat tiretimi ile mevcut oldugunu ileri slirmiislerdir
(216). Evanthia Diamanti-Kandarakis ve ark. (2007) yapmis oldugu c¢alismada,
polikistik ve normal ovaryumlarda gelismis glikasyon son iiriinleri (AGE) ve
reseptorlerinin (RAGE) immunohistokimyasal lokalizasyonlarini belirlemislerdir (217).
AGE proteinlerin ve lipitlerin amino gruplar: ile indirgeyici sekerlerin enzimatik
olmayan reaksiyonundan olusan reaktif c¢apraz-baglayict molekiillerdir (218-220).
Plazma veya serum AGE’nin seviyeleri hiperglisemi/diyabetli hastalarda yiliksek olarak
bulunmustur (219-225). Klinik ¢alismalar PKOS’lu kadinlarda androjenler ile serum
AGE arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu gostermistir (226). Bu ¢aligma ile PKOS
ovaryumlarmin graniiloza hiicre tabakasinda kontrol ovaryuma oranla, daha gii¢lii bir

AGE ve RAGE immiinolokalizasyonu oldugunu tespit etmislerdir.

Calismamizda da; AQP9, AQP8 ve AQP7’nin PKOS’lu ovaryum dokularinin
graniiloza hiicrelerinde kontrol grubuna oranla yiiksek ekspresyon gosterdigini tespit
ettik. PKOS’lu ovaryumlarin antral folikiil evresinin graniiloza hiicrelerinde AQP9,
AQP8 ve AQP7’nin fonksiyonunda artis oldugunu ve su tasiniminin PKOS

ovaryumunun antral folikiiliinlin graniiloza hiicrelerinde daha fazla oldugunu
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sOyleyebiliriz. Evanthia Diamanti-Kandarakis ve ark. (2006) calismalari ile PKOS da
stroma alanlarinin artan tipIV kollajen birikimi ile karakterize oldugunu, ve bu olaymn
geng kadinlarda ireme fonksiyonunda ve ovaryumun hormonal c¢evresinde

diizensizliklere neden olacagini ileri stirmiislerdir (213).

Sonu¢ olarak bu ¢alismanin; immunohistokimyasal ve immunofloresan
gbzlemleri hem kontrol hem de PKOS’lu overlerin farkli hiicrelerinde AQP7, 8, 9’un
varligimi ortaya koymaktadir.  Bu proteinlerin PKOS’lu sican ovaryumundaki
ekspresyonuyla ilgili ¢ok sayida ¢alisma bulunmadigindan, elde ettigimiz sonuglar1 bu
acidan karsilastirmak miimkiin olamamistir. Buna karsin her 3 proteinin ekspresyonlari
arasindaki 6nemli farklilik, bu proteinlerin, hem normal hem de PKOS gibi patolojik
kosullarda farkli roller {istlenebilecegini diislindiirmektedir.  Sigan ovaryumunda,
ozellikle de PKOS’lu gruptaki farkli hiicrelerde aquaporinlerin daha yiiksek
ekspresyonu, aquaporinlerin normal antrum ve folikiil olusumunu yoneten yiiksek su
taginimina ilave olarak dogrudan veya dolayli patolojik kosullarda da rol alabilecegini
diisiindiirmektedir. Aquaporinlerin tiim bu rollerinin daha belirgin olarak

tanimlanabilmesi i¢in ¢ok sayida calismaya ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

PKOS’un AQP7, AQPS8, AQP9 ekspresyonlarini etkiledigi

PKOS’un AQP9 ve AQP8’in lokalizasyonunu artirdigi, AQP7 ise saglikli
korteks stromasi (bag dokusu) hari¢ ¢ok biiyiik bir farkin olusmadigi

AQP7, AQP8 ve AQP9 ekspresyonlarinin birbirinden farkli oldugu

AQP7, AQP8 ve AQP9’un ovulasyon ve folikiiler biiyiimede 6nemli bir rol

oynayabilecegi

Ozellikle primordiyal, primer folikiiller ve antral folikiillerin AQP7, AQPS8 ve
AQP9’u bol miktarda sentezlemeleri hem saglikli grubunda hemde PKOS

grubunda oosit gelisiminde 6nemli rollerinin olabilecegi

Genel olarak PKOS grubunda, AQP9’un boyanma siddetinin daha yogun
oldugu, saglikli grubunda ise genel olarak AQP7’nin boyanma siddetinin yogun
oldugu

Her bir grupta primordial folikiillerde lokalizasyon olmasindan yola ¢ikarak
AQP7, AQP8 ve AQP9’un gelisimin erken donemlerinde etkinliginin oldukca

fazla olmasi

Biitiin folikiillere bakildiginda (primordiyalden tersiyer folikiile kadar)
folikiillerin ¢esitli kisimlarinda AQP7, AQP8 ve AQP9’un eksprese olmalari

folikiiler gelisimin ayarlanmasinda etkili olabilecegi

PKOS grubunda karsilastirildiginda, AQP9’un en fazla korteks bag dokusu ve
kan damarlarinda, corpus luteumda, gelisimin erken donemlerinde ise oositte ve
graniilosa hiicrelerinde eksprese oldugu; AQPS ise, korteks kan damarinda,

cesitli folikiillerin oositlerinde ve graniilosa hiicrelerinde, corpus luteumda;
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AQP7 ise, folikiillerin oositlerinde, kistlerin teka tabakalarinda, corpus
luteumda; Saglikli gruplar karsilastirildiginda, AQP9’ un en fazla oositlerde
eksprese oldugu; AQP8’in epitel dokusunda, primordiyal folikiiliin oositinde, ve
antral folikiiliin zona pellucidasinda eksprese oldugu; AQP7’nin cesitli
folikiillerin oositlerinde, korteksin bag dokusunda, corpus luteumda eksprese

oldugu

Saglikli ovaryumlarin epitel tabakasinda (dokusunda) AQP8 ekspresyonu

gozlemlenirken PKOS’lu ovaryumlarin epitel tabakasinda ekspresyon olmamasi

Deney ve kontrol gruplart karsilastirildiginda, korpus luteumda AQP9
ekspresyonunun PKOS grubunda kontrol grubuna oranla daha siddetli olmasi ve

sayica daha az olmast PKOS’un CL {izerinde AQP9 ekspresyonunu etkiledigi

Deney ve kontrol gruplart karsilastirildiginda; korpus luteumda AQP8 ve
AQP7°nin ekspresyonunun her iki gruptada hemen hemen esit siddetlerde
olmasindan dolay1 PKOS’un CL iizerinde AQP8 ve AQP7 ekspresyonunu
etkilemedigi

Teka tabakalar1 olarak karsilastirilldiginda kontrol grubuna oranla; PKOS
grubunda AQP9 lokalizasyonu daha fazla gozlendigi; AQP8’in saglikli
grubunun teka tabakalarinda daha fazla eksprese oldugu; AQP7’nin ise PKOS

ovaryumunun teka tabakalarinda daha fazla eksprese oldugu

Kistik folikiillerin teka tabakalarinda oOzellikle AQP7 ve AQP9’un yogun

ekspresyonlarinin gézlendigi,

AQP7, AQP8 ve AQP9 iceren mekanizmanin kompleks oldugu sonucuna

varilmistir.
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