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ÖZET 

QUERCETİN YÜKLENMİŞ WHARTON JELİ KAYNAKLI MEZENKİMAL KÖK 

HÜCRE EKSOZOMLARININ PREMATÜR OVARYEN YETMEZLİK 

MODELİNDE OVER FONKSİYONLARINA ETKİSİNİN İNCELENMESİ  

 

Amaç: Prematür ovaryen yetmezlik (POY), 40 yaşından önce over fonksiyonlarının kaybı ile 

karakterize ciddi bir bozukluktur ve genetik, otoimmün, iatrojenik ve çevresel faktörlerin 

karmaşık etkileşiminden kaynaklanmaktadır. POY’un etiyolojisinde genetik anomaliler, 

otoimmün hastalıklar, çevresel faktörler ve tedaviye bağlı iatrojenik nedenler önemli yer 

tutmaktadır. Klinik olarak amenore, hipoöstrojenizm ve infertilite ile kendini gösteren bu 

durum, foliküler rezervin tükenmesi ve hormonal dengesizliklerle ilişkilidir. Günümüzde POY 

tedavisinde etkili bir yöntem bulunmamakta ve mevcut tedaviler genellikle semptomları 

hafifletmeye yöneliktir. Bu nedenle, over fonksiyonlarını restore etmeyi hedefleyen yeni tedavi 

yaklaşımlarına ihtiyaç duyulmaktadır. Mezenkimal kök hücrelerden (MKH) türetilen 

eksozomlar, parakrin etkileri aracılığıyla doku rejenerasyonu ve immünmodülasyon 

potansiyeline sahiptir. Eksozomların, içerdikleri mikroRNA, protein ve lipit gibi 

biyomoleküller sayesinde, hücreler arası iletişimde rol oynadığı ve oksidatif stres, apoptoz gibi 

patolojik süreçlerin düzenlenmesinde etkili olduğu bilinmektedir. Ayrıca, quercetin, güçlü 

antioksidan ve antiinflamatuvar özellikleri ile over dokusunda koruyucu etkiler göstermektedir. 

Literatürdeki bulgular, quercetinin foliküler gelişimi desteklediğini ve granüloza hücre 

apoptozunu engellediğini göstermektedir. 

Bu çalışmada, prematür ovaryen yetmezliğin tedavisinde Wharton jelinden elde edilen 

mezenkimal kök hücre (WJ-MKH) eksozomlarının ve quercetin yüklenmiş WJ-MKH 

eksozomlarının foliküler gelişim, apoptoz ve oksidatif stres üzerindeki etkileri incelenmiştir. 

Çalışmanın amacı, foliküler mikroçevrenin iyileştirilmesi, apoptozun baskılanması ve oksidatif 

stresin azaltılması yoluyla POY tedavisine yönelik yeni stratejiler geliştirmektir. 

Yöntem: Bu çalışmada, siklofosfamid uygulaması ile prematür ovaryen yetmezlik modeli 

oluşturulan dişi sıçanlar altı gruba ayrıldı: tedavi uygulanmayan kontrol grubu (Kontrol), 

prematür ovaryen yetmezlik modeli oluşturulan çalışma grubu (POY), intraovaryen olarak 

fosfatlanmış salin uygulanan çalışma grubu (PBS), intraovaryen quercetin uygulanan çalışma 

grubu (QUE), intraovaryen eksozom uygulanan çalışma grubu (EXO) ve intraovaryen 

quercetin yüklenmiş eksozom uygulanan çalışma grubu (EXO-QUE).  
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Wharton jeli kaynaklı mezenkimal kök hücrelerden izole edilen eksozomlar, dinamik 

ışık saçılımı (DLS) ve elektron mikroskobi ile karakterize edildi. Quercetin yükleme işlemi 

gerçekleştirilerek yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) ile yükleme verimliliği 

değerlendirildi. Tedavi uygulamaları, intraovaryen enjeksiyon yöntemiyle gerçekleştirildi. 

Histolojik incelemeler hematoksilen-eozin (H&E) boyama yöntemiyle yapılırken, 

foliküler gelişim ve morfoloji detaylı bir şekilde değerlendirildi. Serum folikül stimüle edici 

hormon (FSH) ve anti-Müllerian hormon (AMH) seviyeleri, enzim bağlı immünosorbent testi 

(ELIZA) ile analiz edildi. Apoptoz ve proliferasyon belirteçleri, immunofloresan boyama 

yöntemi ile konfokal mikroskop altında değerlendirildi. Gen ekspresyonu analizleri, kantitatif 

gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ile gerçekleştirildi. Ayrıca, oksidatif 

stres belirteçleri ve steroidogenezle ilişkili genler değerlendirildi. Tüm gruplar için veriler 

SPSS yazılımı kullanılarak analiz edildi. 

Bulgular:. EXO-QUE uygulanan grupta, atretik folikül sayısında azalma, tersiyer folikül ve 

korpus luteum sayısında artış gözlemlendi. İmmün floresan boyamalarda, apoptoz belirteci 

Caspase-3 ekspresyonunun anlamlı şekilde azaldığı, buna karşın proliferasyon belirteçlerinden 

Pcna ifadesinin belirgin bir şekilde arttığı saptandı. Tedavi gruplarında serum FSH 

seviyelerinde azalma, AMH seviyelerinde ise anlamlı bir artış tespit edildi. Gen ekspresyon 

analizlerinde, oksidatif stresle ilişkili Nrf2, Sod1, Star ve KitL gen ifadelerinin özellikle EXO-

QUE grubunda belirgin şekilde arttığı görüldü. Fshr ve Amhr2 gen ifadelerinde tüm tedavi 

gruplarında artış gözlenirken, Gdf9 ve Bmp15 gen ekspresyonlarında artışın QUE ve EXO-

QUE gruplarında istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlendi 

Sonuç: QUE ve EXO-QUE, prematür over yetmezliği tedavisinde etkili birer terapötik ajan 

olarak dikkat çekmiştir. Her iki tedavi yöntemi de foliküler gelişimi destekleme, apoptozu 

azaltma ve proliferasyonu artırma açısından başarılı sonuçlar ortaya koymuş, ancak EXO-QUE 

'nun özellikle oksidatif stresin yönetimi ve foliküler mikroçevrenin iyileştirilmesi konularında 

üstün bir etki sergilediği belirlenmiştir. Çalışmadan elde edilen bulgular, POY tedavisinde 

yenilikçi yaklaşımların geliştirilmesine önemli katkılar sağlamaktadır. Gelecekte yapılacak 

çalışmalar, EXO-QUE'nun sistemik ve lokal uygulamalardaki etkinlik farklarını ve uzun vadeli 

etkilerini ortaya koyarak, klinik uygulamalara yönelik daha fazla bilgi sağlayabilir. 

Anahtar Kelimeler: Prematür ovaryen yetmezlik, Oksidatif stress, Kök hücreler, Quercetin, 

Eksozom 
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ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF QUERCETIN-LOADED EXOSOMES 

DERIVED FROM WHARTON JELLY MESENCHYMAL STEM CELLS ON 

OVARIAN FUNCTIONS IN A PREMATURE OVARIAN FAILURE MODEL 

 

Objective: Premature ovarian insufficiency (POI) is a serious condition characterized by the 

loss of ovarian function before the age of 40, resulting from the complex interplay of genetic, 

autoimmune, iatrogenic, and environmental factors. Genetic anomalies, autoimmune diseases, 

environmental factors, and iatrogenic causes associated with treatment play a significant role 

in the etiology of POI. Clinically, this condition manifests as amenorrhea, hypoestrogenism, 

and infertility and is associated with depletion of the follicular reserve and hormonal 

imbalances. Currently, there is no effective treatment for POI, and existing therapies are 

generally aimed at alleviating symptoms. Therefore, new therapeutic approaches that aim to 

restore ovarian function are needed. Exosomes derived from mesenchymal stem cells (MSCs) 

possess regenerative and immunomodulatory potential through their paracrine effects. 

Exosomes are known to play a role in intercellular communication and regulate pathological 

processes such as oxidative stress and apoptosis due to their bioactive molecules, including 

microRNAs, proteins, and lipids. Additionally, quercetin, with its potent antioxidant and anti-

inflammatory properties, has shown protective effects on ovarian tissue. Studies in the 

literature indicate that quercetin supports follicular development and prevents granulosa cell 

apoptosis. 

In this study, the effects of mesenchymal stem cell-derived exosomes obtained from 

Wharton's jelly (WJ-MSCs) and quercetin-loaded WJ-MSC exosomes on follicular 

development, apoptosis, and oxidative stress in the treatment of premature ovarian 

insufficiency were investigated. The aim of the study was to develop new strategies for POI 

treatment by improving the follicular microenvironment, suppressing apoptosis, and reducing 

oxidative stress. 

Method: In this study, a premature ovarian insufficiency model was created using 

cyclophosphamide in female rats, which were divided into six groups: an untreated control 

group (Control), a group with POI induced (POI), a group receiving intraovarian phosphate-

buffered saline (PBS), a group receiving intraovarian quercetin (QUE), a group receiving 

intraovarian exosomes (EXO), and a group receiving intraovarian quercetin-loaded exosomes 

(EXO-QUE). 
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Exosomes isolated from Wharton's jelly-derived mesenchymal stem cells were 

characterized using dynamic light scattering (DLS) and electron microscopy. The efficiency of 

quercetin loading was evaluated using high-performance liquid chromatography (HPLC). 

Treatments were administered via intraovarian injection. 

Histological examinations were performed using hematoxylin-eosin (H&E) staining, 

and follicular development and morphology were evaluated in detail. Serum follicle-

stimulating hormone (FSH) and anti-Müllerian hormone (AMH) levels were analyzed using 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Apoptosis and proliferation markers were 

evaluated using immunofluorescence staining under a confocal microscope. Gene expression 

analyses were performed using quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR), 

and oxidative stress markers and steroidogenesis-related genes were also assessed. Data from 

all groups were analyzed using SPSS software. 

Results: In the EXO-QUE group, a decrease in the number of atretic follicles and an increase 

in the number of tertiary follicles and corpora lutea were observed. Immunofluorescence 

staining revealed a significant decrease in the expression of the apoptosis marker Caspase-3, 

while the expression of the proliferation marker Pcna significantly increased. In the treatment 

groups, serum FSH levels decreased, while AMH levels showed a significant increase. Gene 

expression analyses demonstrated that the expression of oxidative stress-related genes such as 

Nrf2, Sod1, Star, and KitL significantly increased, particularly in the EXO-QUE group. Fshr 

and Amhr2 gene expressions increased in all treatment groups, whereas Gdf9 and Bmp15 gene 

expressions were statistically significant in the QUE and EXO-QUE groups. 

Conclusion: Both QUE and EXO-QUE have emerged as effective therapeutic agents in the 

treatment of premature ovarian insufficiency. Both treatment methods successfully supported 

follicular development, reduced apoptosis, and enhanced proliferation. However, EXO-QUE 

demonstrated superior effects, particularly in managing oxidative stress and improving the 

follicular microenvironment. The findings of this study contribute significantly to the 

development of innovative approaches for POI treatment. Future studies could provide more 

information for clinical applications by exploring the differences in efficacy between systemic 

and local applications of EXO-QUE and its long-term effects. 

Keywords: Premature Ovarian Failure, Oxidative Stress, Stem Cells, Quercetin, Exosomes 
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1. GİRİŞ 

 

1.1.  Over 

1.1.1. Overlerin Embriyolojik Gelişimi 

Embriyonik dönemde over, mezoderm kökenli çölomik epitelin mezonefroz yüzeyindeki 

kalınlaşmasından gelişir. Bu yapı, gonad taslağı olarak adlandırılır. Vitellus kesesinden 

gelen ve yetişkin gametlerin embriyonik öncüleri olan primordial germ hücreleri (PGH) göç 

ederek gonad taslağını kolonize eder. Bu hücreler epiblasttan köken alır ve ekstraembriyonik 

dokuların etkisiyle germ hücre hattına farklılaşır (Sadler, 2018). Germ hücreleri, overin 

oluşumu ve devamlılığı için kritik öneme sahiptir; yokluklarında gonad dejenerasyona 

uğrayarak kordon benzeri yapılara dönüşür (Merchant-Larios, 1981). 

PGH'ler, embriyonik yaşamın yedinci haftasına kadar çölom epiteli ile etkileşim halinde 

büyürken, ilk mitotik bölünmelerini gerçekleştirir. Gonadlara ulaşan bu hücreler 

oogonyumlara dönüşür ve kısa sürede sayıları artar. 8. haftada yaklaşık 600.000 olan germ 

hücre sayısı, 20. haftada 6-7 milyon gibi bir zirveye ulaşır. Ancak, bu süreç boyunca atrezi 

oranları artar; doğumda 600.000-800.000 germ hücresi kalırken, bu sayı puberteye kadar 

300.000’e düşer. Bu foliküllerden sadece 300-400 tanesi, menopoza kadar ovulasyon 

sürecine katılacak, menopozdan sonra ise overlerde yalnızca 1000 civarında folikül 

kalacaktır (Oktem ve Oktay, 2008).  

Mitotik bölünmelerden sonra oogonyumlar, mayoz bölünme sürecine girerek profaz 

evresinde diploten aşamasında duraklar ve puberteye kadar mayoz bölünmenin diğer 

aşamalarına geçiş yapmaz. Bu süreçte oositler, pregranüloza hücreleri tarafından 

çevrelenerek primordial folikülleri oluşturur ve over rezervini meydana getirir. Puberte 

dönemine gelindiğinde ise overlerde ovulatuar döngüler başlar ve primer oositlerden biri ya 

da birkaçı ovulasyon için seçilir (Şekil 1.1.). Bu süreçte oosit ikinci mayotik bölünmeye 

ilerler ve metafazda durur. İkinci mayotik bölünme döllenme sırasında tamamlanır (İrez ve 

ark., 2019; Oktem ve Oktay, 2008). 
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Şekil 1.  1. Farklı gelişim evrelerindeki foliküllerin kesitsel çizimler. Encyclopædia 

britannica (1993)’den alınmıştır. 

1.1.2. Overlerin Anatomisi 

Overler, pelvik kavitede uterusun her iki yanında, pelvik yan duvarlara yakın 

konumlanmış intraperitoneal organlardır. Ortalama 3-5 gram ağırlığında olan overler, fossa 

ovarica adı verilen çukurlarda yer alır. Bu çukurların sınırları arkada üreter, yukarıda arteria 

iliaca externa, aşağıda ise ligamentum latum’un tabanı tarafından belirlenir. Fossa 

ovarica’nın tabanında peritoneumun altında arteria ve vena obturatoria ile nervus 

obturatorius uzanır (Şekil 1.2.) (Williams ve ark., 1995). 

Overlerin yüzeyi, bağ dokusundan oluşan tunika albuginea ile kaplıdır. Puberte 

öncesinde pürüzsüz bir yüzeye sahip olan overler, ovulasyon süreçleri ile birlikte daha 

girintili ve çıkıntılı bir yapıya dönüşür. Her bir overin iki yüzeyi, iki kenarı ve iki ucu 

bulunur. İç yüzey mediale, dış yüzey laterale bakar. Kenarlardan biri, mesovarium 

aracılığıyla ligamentum latum’a bağlanan margo mesovaricus’tur. Diğer kenar ise serbest uç 

olan margo liber olarak adlandırılır. Overlerin uçlarından biri uterusa, ligamentum ovarii 

proprium ile bağlıdır. Diğer uç ise ligamentum suspensorium ovarii aracılığıyla pelvik 
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duvara tutunur. Bu ligament, overlerin damarlarını, lenfatiklerini ve sinirlerini içermesi 

nedeniyle hayati bir öneme sahiptir (Moore ve Dalley, 2018). 

Embriyolojik dönemde overler batın içinde böbrek hizasında yer alırken, gelişim 

sürecinde pelvisin lateral duvarına doğru göç ederek nihai anatomik pozisyonlarına ulaşır. 

Overler peritonla kaplı olmadığından ovulasyon sırasında atılan oosit periton boşluğuna 

düşer; ancak genellikle tuba uterina fimbriaları tarafından yakalanarak ampullaya taşınır ve 

burada fertilizasyon gerçekleşebilir (Moore ve Dalley, 2018). 

Overlerin kanlanmasını, abdominal aortadan çıkan arteria ovarica sağlar. Bu arter, 

posterior abdominal duvar boyunca ilerleyerek pelvise girer ve ligamentum suspensorium 

ovarii aracılığıyla overlere dallar verir. Venöz drenaj ise plexus pampiniformis aracılığıyla 

gerçekleşir; sağ taraf vena cava inferior’a, sol taraf ise vena renalis sinistra’ya dökülür. 

Lenfatik drenaj paraaortik lenf nodlarına yönlenirken, sinirsel innervasyon plexus 

ovaricus’tan gelen dallar aracılığıyla sağlanır. Overlerden gelen afferent sinir lifleri ise T10-

T11 spinal segmentlerine ulaşır (Moore ve Dalley, 2018). 

1.1.3. Overlerin İşlevsel Özellikleri 

Overler, farklı işlevsel bileşenlere sahip, dinamik ve sürekli değişim gösteren 

organlardır. Temel işlevleri arasında döllenebilir bir oosit üretimi ve üreme sistemini 

döllenmeye hazırlayıp gebeliğin oluşumunu desteklemek için gerekli steroid hormonlarının 

salgılanması bulunmaktadır. Overlerin bu steroidojenik ve ovulatuar işlevlerini yerine 

getirebilmesi, foliküler gelişim sürecinin de dahil olduğu son derece düzenli ve karmaşık bir 

dizi olayın gerçekleşmesine bağlıdır.  

Östradiol (E2) ve progesteron gibi hormonların üretimi, granüloza ve teka hücreleri 

tarafından gerçekleştirilir. Teka interna hücreleri luteinizan hormon (LH) etkisiyle androjen 

üretirken, granüloza hücreleri folikül stimüle edici hormon (FSH) etkisiyle bu androjenleri 

östrojene dönüştürür. 

 



4 

 

 

Şekil 1.  2. Uterus, overler ve tüpler. Anterior görünüm. Hombach-Klonisch, Klonisch ve 

Peeler, 2019’dan alınmıştır. 

 

1.1.3.1. Overlerin Histolojik Yapısı ve Folikül Gelişimi 

Overin temel yapısal ve fonksiyonel birimi olan foliküller, bir oositin etrafını çevreleyen 

granüloza hücrelerinden oluşur. Granüloza hücreleri vasküler bir beslenme sistemine sahip 

olmadığından, hücreler arası iletişim ve metabolik alışveriş, gap junction adı verilen 

bağlantılar aracılığıyla sağlanır. Bu bağlantılar, granüloza hücreleri arasında fonksiyonel 

bütünlük oluştururken, folikül büyümesi ve gelişimi için de kritik bir rol oynar. Over, korteks 

ve medulla olmak üzere iki ana bölgeden oluşur. Korteks, foliküllerin bulunduğu dış bölgeyi, 

medulla ise gevşek bağ dokusu içeren ve kan damarları, sinir lifleri ile lenf damarlarından 

zengin iç bölgeyi oluşturur. Medulla folikül içermez. Puberte öncesi kortekste yalnızca 

primordiyal foliküller bulunurken, puberte sonrası primer, sekonder ve tersiyer foliküller de 

gözlenir. Üreme çağında bu foliküllerin yanında korpus luteum, korpus albikans ve atretik 

foliküller de yer alır (Eşrefoğlu, 2021; Oktem ve Oktay, 2008). 

Ovaryen foliküller gelişim aşamalarına göre dört gruba ayrılır: primordiyal, primer, 

sekonder (antral) ve Graaf folikülleri. Primordiyal foliküller, tunika albugineanın hemen 

altında kümeler halinde yerleşmiş olup primer oosit ve onu çevreleyen tek katlı yassı folikül 

hücrelerinden oluşur. Bu foliküller büyümeye başladığında, primer folikül adını alır. Primer 

foliküller, oositin büyümesi ve çevresinde zona pellucida adı verilen glikoprotein yapılı bir 



5 

 

tabakanın oluşması ile karakterizedir. Ayrıca, bu aşamada folikül hücreleri çoğalarak 

granüloza hücrelerine dönüşür ve folikül daha karmaşık bir yapı kazanır. Sekonder folikül 

evresine geçişte, folikül çapı belirgin şekilde genişler ve içinde antrum olarak isimlendirilen 

folikül sıvısı dolu boşluklar oluşmaya başlar. Bu süreçte granüloza hücreleri, FSH etkisi 

altında aktif hale gelir (Pawlina ve Ross, 2018). 

1.1.4. Ovulasyon ve Korpus Luteumun Oluşumu 

Son aşamada, menstrüel siklus sırasında seçilen dominant folikül, Graaf folikülü olarak 

adlandırılır. Graaf folikülü, olgunlaşarak ovulasyona hazır hale gelir ve içinde bulunan oositi 

çevreleyen antrumu büyür. Ovulasyon süreci, sekonder oositin Graaf folikülünden serbest 

bırakılmasını içerir ve LH dalgası tarafından tetiklenir. Ovulasyondan hemen önce, oosit 

birinci mayoz bölünmeyi tamamlayarak sekonder oosit ve birinci kutup cismini oluşturur. 

İkinci mayoz bölünme metafaz aşamasında durur ve yalnızca döllenme gerçekleştiğinde 

tamamlanır. Ovulasyon sırasında folikül duvarı yırtılarak oosit, zona pellucida, korona 

radiata ve bir miktar folikül sıvısı ile birlikte ovaryumdan tuba uterinaya atılır. Eğer 

döllenme ilk 24 saat içinde gerçekleşmezse, oosit dejenere olur ve vücuttan atılır. 

Ovulasyon sırasında antrumu oluşturan granüloza hücreleri folikül duvarında 

yoğunlaşarak küçük bir tepecik oluşturur. Bu yapıya kumulus ooforus adı verilir ve bu yapı 

oositi içinde barındırır. Oosit çevresinde yoğunlaşan granüloza hücreleri ise korona radiata 

adı verilen yapıyı meydana getirir. Ovulasyon sırasında, kumulus ooforus ve korona radiata, 

oositle birlikte serbestleşir. 

Ovulasyondan sonra Graaf folikülü luteinize olur ve korpus luteum adını alır. Korpus 

luteum, progesteron ve östrojen salgılayarak endometriyumun gelişimini destekler ve zigot 

implantasyonu için uygun bir ortam sağlar. Granüloza ve teka hücreleri bu süreçte 

boyutlarını artırır, sitoplazmalarında lipit damlacıkları biriktirir ve lutein hücrelerine 

dönüşür. Granüloza lutein hücreleri merkezde, daha büyük yapıdayken, teka lutein hücreleri 

periferde ve daha küçük yapıdadır. Hücrelerin sarı rengi, içerdiği lipokrom pigmentinden 

kaynaklanır. Korpus luteumun gerilemesiyle korpus albikans adı verilen fibröz bir yapı 

oluşur. 

Ovulasyon sürecinde folikülün çevresindeki stromada bulunan fibroblastlar teka 

tabakasını oluşturur. Teka tabakası teka interna ve teka eksterna olarak ikiye ayrılır. Teka 

interna, FSH etkisiyle androstenediondan östrojen sentezleyen aromataz enzimi salgılar. 

Üretilen östrojen, folikül stromasına geçerek kan dolaşımına katılır ve vücuda yayılır. 
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Menstrüel siklus sırasında genellikle bir folikül diğerlerinden daha hızlı büyür ve dominant 

hale gelir. Bu dominant folikül, yaklaşık 2,5 cm çapa ulaşarak over yüzeyinde dışa doğru bir 

şişkinlik oluşturur ve ovulasyonla serbestleşir. Diğer foliküller ise atretik hale gelerek 

yıkıma uğrar (Irez ve ark., 2019; Pawlina ve Ross, 2018). 

1.2. Prematür Ovaryen Yetmezlik (POY) 

Prematür Ovaryen Yetmezlik (POY), 40 yaşından önce over fonksiyonlarının kaybı ile 

karakterize olan, kadınlarda üreme fonksiyonlarını etkileyen ciddi bir hastalıktır. Dünya 

genelinde kadınların yaklaşık %1’ini etkileyen bu durum, infertilite, hormonal 

dengesizlikler ve uzun vadeli sağlık sorunlarıyla ilişkilidir (Sheikhansari, Aghebati-Maleki, 

Nouri, Jadidi-Niaragh, ve Yousefi, 2018). POY, genetik, otoimmün, iatrojenik, çevresel ve 

enfeksiyöz nedenlerin karmaşık bir etkileşiminden kaynaklanabilir. Hipoöstrojenizm, 

hipergonadotropinizm ve amenore, prematür ovaryen yetmezliğin temel klinik belirtilerini 

oluşturur. 

1.2.1. Etiyoloji ve Patofizyoloji 

POY’nin etiyolojisinde genetik faktörler önemli bir yer tutar. X kromozomuna bağlı 

anomaliler, Turner sendromu (45,X) ve mozaizm (46,XX/45,X) en sık rastlanan genetik 

nedenler arasında yer alır (Ishizuka et al., 2019). Ayrıca FOXL2, BMP15 ve NOBOX gibi 

genlerdeki mutasyonlar, oosit gelişimini ve folikül oluşumunu olumsuz etkileyerek POY’ya 

yol açabilir. FMR1 premutasyonları ise Fragile X sendromu taşıyıcılarında POY gelişme 

riskini artırır. Steroid sentezinde görev alan 17α-hidroksilaz ve aromataz gibi enzimlerdeki 

eksiklikler, hormon üretiminde bozulmaya neden olarak POY’ya zemin hazırlayabilir (Qin, 

Jiao, Simpson ve Chen, 2015). 

Otoimmün mekanizmalar, prematür ovaryen yetmezliğin diğer önemli nedenleri 

arasında yer alır. Zona pellucida ve steroid üreten hücrelere karşı gelişen otoantikorlar, 

foliküler kayıba neden olabilir (Hoek, Schoemaker ve Drexhage, 1997). Addison hastalığı, 

otoimmün tiroidit ve tip 1 diyabet gibi diğer otoimmün hastalıklarla POY arasında sıkı bir 

ilişki bulunmaktadır (Dittmar ve Kahaly, 2003; La Marca ve ark., 2010). Kemoterapi ve 

radyoterapi oosit DNA’sında hasara neden olarak over rezervini hızla tüketebilir (Gracia ve 

ark., 2012). Çevresel faktörler, sigara ve viral enfeksiyonlar (örneğin mumps ooforit) da 

POY gelişimine katkıda bulunabilir (Kokcu, 2010). 
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Patofizyolojik olarak, POY, foliküler rezervin tükenmesi ve hormonal dengesizliklerle 

karakterizedir. Serum FSH ve LH düzeylerinde artış görülürken, östrojen üretimi azalır. Bazı 

hastalarda aralıklı over aktivitesi nedeniyle spontan gebelikler görülebilir; ancak genel 

olarak POY, infertilite ile ilişkilendirilen en ciddi durumlar arasında yer alır (Bunpei 

Ishizuka, 2021).   

1.2.2. Tanı ve Komplikasyonlar 

POY tanısı, en az dört ay süren oligo/amenore ile birlikte iki farklı zamanda ölçülen 

serum FSH düzeyinin >25 IU/L olması ile konur. Anti-Müllerian Hormon (AMH) düzeyleri 

ve antral folikül sayısı, over rezervinin değerlendirilmesinde kritik parametrelerdir (E. G. G. 

on POI, Webber, L., ve ark., 2016). 

Ovaryen folikül sayısındaki azalma ve foliküler disfonksiyon hem endokrin hem de 

üreme bozukluklarına yol açar. Vakaların yaklaşık %5'inde spontan gebelik oluşabilse de, 

POY’lu kadınların çoğu gebe kalmak için yardımcı üreme teknikleri ya da donör oositlere 

ihtiyaç duyar (Magraith, Fernando ve Vincent, 2023). POY’un komplikasyonları, yalnızca 

üreme fonksiyonlarını değil, genel sağlığı da etkiler. Östrojen eksikliğine bağlı olarak 

osteoporoz, kırık riski ve kardiyovasküler hastalıklar görülür. Nörolojik sistemde bilişsel 

işlev bozuklukları ve demans riski artar. Metabolik komplikasyonlar arasında dislipidemi, 

insülin direnci ve obezite yer alır. Psikolojik etkiler ise depresyon, anksiyete ve yaşam 

kalitesinde azalma şeklinde kendini gösterebilir (Bunpei Ishizuka, 2021). 

1.2.3. Tedavi Yaklaşımları 

1.2.3.1.  Hormon Replasman Tedavisi (HRT) 

HRT, POY’un semptomlarını hafifletmek ve uzun vadeli komplikasyonları önlemek 

için kullanılan birincil tedavi yöntemidir. Östrojen eksikliği, bu hastalarda damar, kemik ve 

diğer dokuların erken yaşlanmasına yol açarak yaşam beklentisini kısaltmaktadır. Hormon 

replasman tedavisi, vazomotor semptomlar, özellikle ateş basması ve terleme gibi şikayetleri 

hafifletmekte etkili bulunmuş, ayrıca vajinal kuruluk, irritasyon, sık idrara çıkma ve idrar 

kaçırma gibi ürogenital semptomların da azalmasını sağlamıştır. Tedavi, kemik mineral 

yoğunluğunu artırarak kemik kaybını önlemekte ve kalça ile omurga kırıklarını 

azaltmaktadır. Nörolojik faydaları açısından, hormon replasman tedavisinin menopoz 

geçişine yakın dönemde başlatıldığında bilişsel gerilemeyi azalttığı ve koruyucu etkiler 

sağladığı belirtilmiştir. Ancak, tedavinin ileri yaşlarda başlatılması, mevcut vasküler veya 
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nörolojik hastalıklarla ilişkili olarak bilişsel bozukluk riskini artırabilir. Bununla birlikte, bu 

tedaviler semptomatiktir ve ovaryen foliküllerin sayısını veya işlevini geri getiremez. 

Ayrıca, artmış kanser riski, venöz tromboembolizm, miyokard enfarktüsü gibi potansiyel 

yan etkilerle ilişkilendirilmektedir (Shelling, 2010). Gebe kalmak isteyen hastalar için şu 

anda donör yumurta bağışı veya evlat edinme dışında bir tedavi seçeneği bulunmamaktadır 

(Sheikhansari ve ark., 2018). Sonuç olarak, erken over yetmezliği olan hastalarda over 

rezervini artırmak ve doğurganlığı yeniden sağlamak amacıyla yeni terapötik yaklaşımların 

geliştirilmesi kritik bir ihtiyaçtır. 

1.2.3.2. Kök Hücre Tedavileri 

Kök hücre tedavileri, POY tedavisinde umut verici bir seçenek olarak öne çıkmaktadır 

(Sheikhansari ve ark., 2018). Kök hücreler, uzun süreli proliferasyon kapasitesine, kendini 

yenileme yeteneğine ve farklı hücre soylarına dönüşebilme özelliğine sahip, farklılaşmamış 

hücreler olarak tanımlanmaktadır. Embriyonik kök hücreler (EKH'ler), indüklenmiş 

pluripotent kök hücreler (iPKH'ler) ve erişkin kök hücreler olmak üzere üç farklı kategoriye 

ayrılırlar (Sadeghi, Mosaffa, Huang ve Tehrani, 2024). 

Embriyonik Kök Hücreler (EKH’ler): Herhangi bir hücre tipine farklılaşmak için 

sınırsız özelliğe sahip tek kök hücrelerdir. Ancak, immün reddetme riski ve etik kaygılar 

EKH’lerin kullanımını sınırlandırmaktadır. 

İndüklenmiş Pluripotent Kök Hücreler (iPKH’ler): EKH'lerle ilişkili sınırlamaların 

üstesinden gelmek amacıyla, transkripsiyon faktörleri Oct4, Sox2, Klf4 ve Myc kullanılarak 

yetişkin somatik hücrelerin pluripotent kök hücrelere farklılaştırılması gibi stratejiler 

araştırılmıştır. iPKH'ler morfoloji, pluripotensi, kendini yenileme ve gen ekspresyonu 

açısından EKH'lere çok benzemekle birlikte etik açıdan herhangi bir sınırlamaya sahip 

değildir. Bununla birlikte, nakil sonrası teratom oluşumu, tümörogenez ve vektörlerin konak 

hücrenin genomuna kontrolsüz entegrasyonu riski şu anda klinik uygulamalarını 

sınırlandırmıştır.  

Erişkin Kök Hücreler: Erişkin kök hücreler, çeşitli doku ve organların “kök hücre nişi” 

olarak adlandırılan ve kök hücrelerin kaderlerini belirleyen uyaranları aldıkları belirli bir 

mikroçevre sağlayan bölgesinde bulunan multipotent, embriyonik olmayan kök hücrelerdir. 

Yetişkin kök hücreler arasında mezenkimal kök hücrelerin (MKH), sahip oldukları benzersiz 

özellikleri nedeniyle terapötik stratejilerin geliştirilmesinde umut verici bir araç olduğu 

kanıtlanmıştır (Rosario ve Anderson, 2021).  
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1.3. Mezenkimal Kök Hücreler 

Mezenkimal kök hücreler (MKH’ler), kendi kendini yenileyebilme kapasitesine sahip, 

adipositler, kondrositler, osteositler, düz kas hücreleri, fibroblastlar ve hematopoietik 

stromal hücreler gibi çeşitli mezenkimal hatlara farklılaşabilen multipotent hücrelerdir. Bu 

hücreler ilk kez 1960'ların sonları ile 1970'lerin başlarında Friedenstein ve çalışma 

arkadaşları tarafından gözlemlenmiş ve kemik iliğinden türeyen, fibroblast benzeri, plastik 

yüzeylere yapışabilen, non-hematopoietik bir hücre popülasyonu olarak tanımlanmıştır 

(Friedenstein, Chailakhyan, Latsinik, Panasyuk ve Keiliss-Borok, 1974). Kendini yenileme 

ve farklılaşma yeteneklerinin yanı sıra immünomodülatör özelliklere sahiptirler. MKH'ler, 

kemik, kıkırdak, tendon, kas ve yağ dokuları gibi mezodermal kökenli dokuları oluşturan 

osteoblastlar, kondrositler, miyositler ve adipositlere farklılaşabilir. Bunun yanı sıra, 

nöronlar ve endotel hücreleri gibi ektodermal ve endodermal kökenli hücrelere de 

farklılaşma potansiyeli taşırlar. Kemik iliği ve yağ dokusu gibi heterojen kaynaklardan elde 

edilen bu hücreler, belirli yüzey belirteçleri ile tanımlanır (Kassem, 2004). Uluslararası 

Hücresel Tedavi Derneği (ISCT) tarafından MKH olarak sınıflandırılabilmesi için şu 

özellikleri taşımaları gerekir (Dominici ve ark., 2006): 

• Kültür ortamında plastik yüzeye yapışma yeteneği, 

• Yüzeylerinde CD105, CD73 ve CD90 gibi belirteçleri eksprese ederken, CD45, 

CD34, CD14, CD11b ve HLA-DR gibi belirteçleri eksprese etmemesi, 

• İn vitro ortamda kemik, yağ ve kıkırdak hücrelerine farklılaşma kapasitesine sahip 

olması. 

MKH'lerin doku onarımı ve immün modülasyon özellikleri, onları rejeneratif tıp 

uygulamalarında önemli bir araç haline getirmiştir. Kemokinler, adezyon molekülleri ve 

matriks metalloproteinazlar aracılığıyla hasarlı doku bölgelerine göç edip yerleşmeleri, 

MKH'lerin öne çıkan terapötik özelliklerinden biridir. Göçün ardından, MKH'ler büyük 

miktarda büyüme faktörü üreterek doku yenilenmesine katkıda bulunur. Bunun yanı sıra, 

hücre apoptozunu inhibe edebilir, doku yenilenmesini teşvik edebilir ve güçlü 

immünmodülatör etkiler gösterebilir. Ayrıca, tümör oluşumuna aracılık eden bazı süreçleri 

baskılarken anti-kanser özellikler de sergileyebilirler (Sadeghi ve ark., 2024). Yetişkin 

dokulardan izole edilen mezenkimal kök hücreler, terapötik amaçlarla en sık kullanılan 

hücrelerdir. Ancak, düşük proliferasyon kapasitesi, sınırlı hücre içeriği ve ağrılı, invaziv 

ayrıştırma yöntemleri nedeniyle enfeksiyon ve morbidite riski taşımaları, bu hücrelerin 
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terapötik kullanımını kısıtlamaktadır (Mazini, Rochette, Amine ve Malka, 2019). Buna 

karşılık, ekstraembriyonik dokulardan elde edilen MKH'ler, yetişkin MKH'lerle birçok ortak 

özelliği paylaşmaları nedeniyle terapötik kullanım için ideal bir seçenek olarak 

değerlendirilmektedir. Embriyonik kök hücrelerin bazı özelliklerini taşımalarına rağmen, 

teratom oluşumuna neden olmadıkları ve etik ile yasal sorunlara yol açmadıkları için güvenli 

bir seçenek olarak öne çıkmaktadırlar (Troyer ve Weiss, 2008). 

POY tedavisinde en sık kullanılan MKH'ler, kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök 

hücreler (Kİ-MKH’ler), adipoz kaynaklı mezenkimal kök hücreler (YD-MKH’ler), göbek 

kordonu (GK-MKH’ler) ve Wharton jeli kaynaklı mezenkimal kök hücreleri (WJ-MKH’ler), 

ve plasental mezenkimal kök hücreler (PMKH’ler), amniyotik mezenkimal kök hücreler 

(AMKH’ler) ve menstrüel kan kaynaklı kök hücrelerdir (MenKH’ler) (Shi ve ark., 2023). 

1.3.1. Wharton Jeli Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücreler 

Wharton jeli (WJ), ilk kez 1656 yılında Thomas Wharton tarafından tanımlanmış olup, 

göbek kordonunun amniyotik epiteli ile damarları arasında yer alan muköz bir bağ 

dokusudur. Daha sonra, 1991 yılında McElreavey, Irvine, Ennis ve McLean, Wharton 

jelinden ilk kez mezenkimal kök hücreleri izole etmeyi başarmışlardır (McElreavey, Irvine, 

Ennis ve McLean, 1991). Wharton jeli kaynaklı mezenkimal kök hücreler (WJ-MKH), etik 

kaygılara yol açmadan ve invaziv olmayan yöntemlerle kolaylıkla elde edilebilmektedir. Bu 

hücreler, kemik iliği veya yağ dokusundan izole edilen hücrelere kıyasla daha yüksek 

proliferasyon kapasitesine sahiptir. Ayrıca, düşük immünojenite özellikleri sayesinde HLA-

DR gibi immün yanıtı tetikleyebilecek belirteçleri ifade etmezler. Donör dokusunun yaşı, 

MKH'lerin biyolojik özellikleri üzerinde belirleyici bir rol oynarken, WJ-MKH'ler yaşlanma 

süreçlerini hızlandıran faktörlerden etkilenmeden korunmuş yapısını sürdürmektedir 

(Stenderup, Justesen, Clausen ve Kassem, 2003). Bu özellikler, Wharton jelinden izole 

edilen MKH'leri hücre bazlı tedaviler için daha cazip bir seçenek haline getirmekte ve bu 

hücrelerin klinik uygulamalarda yaygın kullanımı için önemli bir potansiyel sunmaktadır. 

WJ-MKH'ler, otoimmün ve inflamatuar hastalıkların yönetiminde kritik öneme sahip 

güçlü immünomodülatör özellikler sergiler. Bu hücreler, doğuştan gelen ve kazanılmış 

bağışıklık yanıtlarını çeşitli mekanizmalarla düzenler. T hücre proliferasyonunu ve B hücre 

fonksiyonlarını inhibe ederek otoimmün hastalıklarda görülen aşırı bağışıklık tepkilerini 

azaltırlar. Ayrıca, bağışıklık yanıtlarının başlatılmasında önemli bir rol oynayan dendritik 

hücrelerin fonksiyonlarını modüle ederek genel bağışıklık yanıtını dengelemeye katkıda 
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bulunurlar. Bunun yanı sıra, düzenleyici T hücrelerinin (Treg) üretimi ve fonksiyonları 

üzerinde de etki göstererek bağışıklık yanıtının kontrolü ve inflamasyonun baskılanmasında 

önemli bir rol oynar (S. Hashemi ve ark., 2019; S. M. J. Hashemi, Enderami, Barzegar ve 

Mansour, 2024). Ayrıca, in vitro araştırmalar, GK-MKH’lerin, kemik iliği veya adipoz 

kaynaklı hücrelere kıyasla daha yüksek anjiyojenik potansiyele sahip olduğunu göstermiştir. 

Bu özellikler, WJ-MKH'lerin kardiyovasküler hastalıklardan nörolojik bozukluklara kadar 

geniş bir tedavi yelpazesinde kullanılabilmesine olanak sağlamaktadır (Pinto ve ark., 2020). 

Güncel çalışmalar, WJ-MKH'lerin nörolojik hastalıklar, böbrek hasarları, akciğer 

yaralanmaları, ortopedik problemler, karaciğer hasarları ve kanser tedavisi gibi pek çok tıbbi 

alanda potansiyel kullanım alanı sunduğunu ortaya koymaktadır (Patel ve ark., 2024). 

Ayrıca, GK-MKH transplantasyonunun, POY hayvan modellerinde östrus döngüsünü 

yeniden düzenlediği, E2 ve AMH seviyelerini artırdığı, FSH ve LH seviyelerini düşürdüğü 

ve folikülogenezi desteklediği gösterilmiştir. Bu bulgular, GK-MKH’lerin terapötik bir 

seçenek olarak büyük bir potansiyel taşıdığını göstermektedir. Ancak, bu hücrelerin 

güvenlik ve etkinlik profili klinik çalışmalarla detaylı bir şekilde değerlendirilmelidir (X. 

Wang ve ark., 2023). 

MKH'lerin terapötik etkilerinin parakrin mekanizmalarla ortaya çıktığı bildirilmektedir 

(Sajeesh, Broekelman, Mecham ve Ramamurthi, 2020). Özellikle, MKH'lerin salgıladığı 

sekretomda bulunan kodlamayan RNA'lar, sitokinler ve büyüme faktörleri gibi parakrin 

etkenler, hasarlı doku ve organlardaki hedef hücrelere aktarılabilir ve uzun süreli etkiler 

sağlayabilir. Ekstraselüler veziküller (EV'ler), biyolojik olarak aktif bileşenleri taşıyarak bu 

parakrin etkilerde kritik bir rol oynar. EV'lerin bir alt grubu olan eksozomlar, hücreler arası 

iletişimde önemli bir görev üstlenir ve taşıdıkları proteinler ile kodlamayan RNA'lar 

aracılığıyla hasar ve hastalıklara karşı doku yanıtlarını güçlendirebilir (Qiu ve ark., 2018; 

Valadi ve ark., 2007). 

1.4. Ekstraselüler Veziküller 

Ekstraselüler veziküller, çapları yaklaşık 30 nm ile 3.000 nm arasında değişen, lipid çift 

katmanlı membran yapısına sahip veziküllerdir. Hücreler arası iletişimde kritik fizyolojik 

roller üstlenen bu veziküller, başlangıçta hücresel atıklar veya toksik ve gereksiz yan 

ürünlerin hücreden uzaklaştırılması için bir mekanizma olarak değerlendirilmiştir. 

Boyutlarına, kaynaklarına ve yüzey belirteçlerine göre üç ana kategoriye ayrılırlar (Xu ve 

ark., 2018; Y. Zhang ve ark., 2023):  
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1. Eksozomlar: Çapları 30-200 nm arasında olup endozomal kökenlidir. 

Multiveziküler cisimlerin plazma membranı ile birleşmesi yoluyla salınırlar. 

2. Mikroveziküller: Çapları 50-1000 nm arasında değişir ve hücre membranının dışa 

doğru tomurcuklanmasıyla oluşur. 

3. Apoptotik Cisimcikler: Hücre ölümü sırasında oluşan daha büyük veziküllerdir. 

Ekstraselüler veziküllerin biyomoleküler yapısı, hem işlevlerini hem de kaynaklarını 

belirlemektedir. Bu veziküller, DNA, mRNA, uzun kodlamayan RNA'lar (lncRNA), lipitler 

ve çeşitli proteinler gibi zengin bir biyomoleküler içerik barındırır. Kök hücrelerden elde 

edilen ekstraselüler veziküller, etik olarak kolay erişilebilir olmaları, bol miktarda elde 

edilebilmeleri ve düşük immünojeniteye sahip olmaları nedeniyle önemli avantajlar 

sunmaktadır. Öte yandan, kök hücreler ekstraselüler veziküllerden farklı olarak sınırsız 

çoğalma, kendini yenileme ve farklı hücre tiplerine dönüşme kapasitesine sahiptir. 

Ekstraselüler veziküllerin ve kök hücrelerin terapötik potansiyelini anlamak, bu alanlarda 

geliştirilecek yenilikçi tedavi stratejilerinin şekillendirilmesi açısından kritik bir öneme 

sahiptir (Geng, Guo, Li, Liu ve Zhao, 2023). 

1.4.1. Eksozomlar 

Eksozomlar, hücre içi endozomal sistemden kaynaklanan ve çapları yaklaşık 30-200 nm 

arasında değişen küçük membranöz veziküllerdir. Hücreler arası iletişimde temel bir role 

sahip olan eksozomlar, klinik uygulamalar açısından da önemli bir potansiyel sunmaktadır. 

Günümüzde yapılan çalışmalar, eksozomların teşhis için biyobelirteç kaynağı olarak 

kullanılma potansiyelini ve terapötik uygulamalarda ilaç taşıyıcı vektörler olarak 

değerlendirilme olanaklarını giderek artan sıklıkta araştırmaktadır (Lin ve ark., 2015; 

Phinney ve Pittenger, 2017).  

Eksozomlar, endozomal sistemin olgunlaşma sürecinde, multiveziküler cisimciklerin 

lümeninde intraluminal veziküller olarak oluşur. Bu süreç, belirli sıralama mekanizmaları 

ve ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) gibi moleküler makineler 

tarafından düzenlenir. ESCRT kompleksi, membran şekillenmesi ve tomurcuklanmasında 

kritik bir rol oynar. ESCRT-0 ve ESCRT-I alt birimleri, multiveziküler cisimciklerin 

membranında belirli mikro bölgeler oluşturarak kargo proteinlerini toplar. Bu alt birimler, 

ESCRT-III kompleksini aktive eder ve bu da membran tomurcuklanması ile vezikül 

oluşumunu sağlar (Van Niel, d’Angelo ve Raposo, 2018). Ancak, eksozomlar ESCRT 
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bağımlı olmayan mekanizmalarla da üretilebilir. Ceramid üretimini sağlayan nötral tip II 

sfingomiyelinaz enzimi gibi lipid metabolizmasına dayalı mekanizmalar da bu süreçte rol 

oynar. Ek olarak, tetraspanin protein ailesi (örneğin CD63, CD81 ve CD9), eksozomların 

biyogenezinde ve belirli kargo moleküllerinin eksozomlara yönlendirilmesinde görev alır 

(Van Niel ve ark., 2018). 

Eksozomlar, proteinler, lipitler ve nükleik asitler (DNA, mRNA ve mikroRNA'lar dahil) 

gibi biyomoleküller içerir. Bu içerikler, hücreler arası iletişimde ve hedef hücrelerdeki gen 

ekspresyonunun düzenlenmesinde önemli roller oynar. Örneğin, kargo proteinleri HSP70 ve 

HSC70 gibi şaperon proteinlerle birlikte eksozomlara dahil olabilir. Lipit rafts olarak bilinen 

membran bölgeleri, glikozilfosfatidilinozitol (GPI) ile bağlantılı proteinlerin eksozomlara 

dahil edilmesine katkı sağlayabilir. Nükleik asitlerin eksozomlara seçici olarak dahil 

edilmesi, RNA bağlayıcı proteinler, ESCRT-II kompleksi veya mikroRNA-susturma 

kompleksi (miRISC) gibi mekanizmalarla düzenlenir. Bu süreçler, eksozomların hedef 

hücrelerde genetik düzenlemelere aracılık etmesini sağlar (Nolte-’t Hoen ve ark., 2012; 

Thakur ve ark., 2014; Van Niel ve ark., 2018). 

Eksozomlar, bağışıklık yanıtlarının düzenlenmesi, tümör metastazı, anjiyogenez ve 

embriyonik doku invazyonu gibi birçok fizyolojik ve patolojik süreçte önemli roller üstlenir. 

Örneğin, bağışıklık hücrelerinden türeyen eksozomlar, antijen sunumu yaparak T hücrelerini 

aktive edebilir (Buschow ve ark., 2009). Öte yandan, kanser hücrelerinden salınan 

eksozomlar, belirli organları hedefleyerek metastatik niş oluşumunu destekleyebilir 

(Hoshino ve ark., 2015). 

Eksozomlar, hedef hücrelerin plazma membranına bağlanarak ya da hücre içine 

alındıktan sonra etkilerini gösterir. Bu süreçler, klatrin aracılı endositoz, makropinositoz 

veya fagositoz gibi mekanizmalarla gerçekleşir (Colombo, Raposo, ve Théry, 2014). 

Eksozomların biyogenezi, içerikleri ve fonksiyonları oldukça karmaşıktır ve hücre türüne, 

taşıdıkları kargolara ve çevresel sinyallere bağlı olarak değişiklik gösterebilir. Eksozomların 

bu çok yönlü özellikleri hem fizyolojik hem de patolojik süreçlerin anlaşılmasında ve yeni 

terapötik yaklaşımların geliştirilmesinde büyük bir potansiyele sahiptir (Colombo ve ark., 

2014). 

1.4.1.1. Eksozom İzolasyonu ve Karakterizasyonu 

Eksozomların izolasyonu ve karakterizasyonu, biyomedikal araştırmalar ve klinik 

uygulamalar için büyük önem taşır. Bu veziküllerin biyolojik sıvılardan ve hücre 



14 

 

kültürlerinden izole edilmesi için çeşitli yöntemler bulunmaktadır. İzolasyon yöntemleri 

arasında ultrasantrifügasyon, yoğunluk gradiyanı santrifüjleme, boyut ayırıcı kromatografi, 

immünoafinite yakalama yöntemleri ve mikroakışkan teknolojiler bulunur (M. Zhou, Weber, 

Zhao, Chen ve Sundstrom, 2020). Ultrasantrifüj basit ve güvenilir bir yöntem olarak kabul 

edilirken (Purushothaman, 2019), immünoafinite yakalama yöntemi, proteomik profil 

bazında eksozomların izole edilmesinde en etkili yöntem olarak gösterilmiştir (Greening, 

Xu, Ji, Tauro ve Simpson, 2015). 

Eksozomların karakterizasyonu genellikle elektron mikroskobu, nanoparçacık izleme 

analizi, western blot analizi, flow sitometrisi, yüzey plazmon rezonansı ve raman 

spektroskopisi gibi teknikler ile gerçekleştirilir. Bu yöntemler, eksozomların boyutunu, 

sayısını ve protein ekspresyonunu değerlendirmek için kullanılır (Purushothaman, 2019). 

Eksozomların karakterizasyonunda Alix, TSG101 ve HSP70 gibi belirteçlerin varlığı bu 

tekniklerle doğrulanabilir (Greening et al., 2015). Eksozom izolasyonu ve karakterizasyonu 

için kullanılan her yöntemin avantajları ve sınırlamaları bulunmaktadır. Araştırmanın 

amacına ve mevcut kaynaklara bağlı olarak en uygun yöntemin seçilmesi önem taşır. 

Wharton jelinden elde edilen mezenkimal kök hücrelerden türetilen eksozomlar (WJ-

MKH-Exo), düşük immünojenik özellikleri sayesinde bağışıklık yanıtını tetikleme riskini 

minimize ederken, mikroRNA, mRNA, protein ve lipit gibi biyomoleküller taşıyarak 

hücresel süreçlerde kritik işlevler üstlenir. Etik açıdan herhangi bir sorun oluşturmayan 

göbek kordonundan kolaylıkla elde edilebilmeleri, bu hücrelerden türetilen eksozomların 

önemli bir avantajıdır. Terapötik etkileri açısından değerlendirildiğinde, WJ-MKH-

Exo’ların inflamasyonu azaltma, doku rejenerasyonunu destekleme ve fibrozis gibi dokusal 

hasarları önleme gibi çeşitli faydalar sunduğu gösterilmiştir (Yang ve ark., 2019). 

Son yıllarda yapılan araştırmalar, insan göbek kordonu kaynaklı mezenkimal kök 

hücrelerden türetilen eksozomların, POY tedavisindeki potansiyelini vurgulamaktadır. Bu 

eksozomların, Hippo sinyal yolunu düzenleyerek POY fare modellerinde over 

fonksiyonlarını ve hücresel proliferasyonu iyileştirdiği gösterilmiştir (Li ve ark., 2021). 

Ayrıca, Nrf2/GPX4 yolu aracılığıyla ferroptozu inhibe ederek kemoterapiye bağlı over 

hasarını önleme yeteneği sergilediği bildirilmiştir (Y. Zhou ve ark., 2024). Bu bulgular, 

göbek kordonu kaynaklı eksozomların POY tedavisinde güçlü ve yenilikçi bir bilimsel temel 

sunduğunu göstermektedir. 
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1.5. Quercetin 

Quercetin, flavonoid ailesine ait doğal bir bileşik olup çeşitli meyve, sebze, çay ve şarap 

gibi bitkisel kaynaklı gıdalarda bulunmaktadır (Van Meeuwen, Van den Berg, Sanderson, 

Verhoef ve Piersma, 2007). Antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptotik özellikleriyle 

dikkat çeken quercetin, geniş bir biyolojik etki yelpazesine sahiptir (Chen ve ark., 2018). Bu 

özellikleri, oksidatif stres ve inflamasyonun yol açtığı patolojilerin tedavisinde ve hücresel 

koruma mekanizmalarının geliştirilmesinde önemli bir molekül olarak incelenmesini 

sağlamıştır. 

Quercetin, hücre düzeyinde oksidatif stresin neden olduğu hasarı önleme ve hücresel 

homeostazı koruma kapasitesine sahiptir. Reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimini 

azaltarak lipid peroksidasyonu gibi oksidatif süreçleri inhibe eder. Ayrıca, süperoksit 

dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan savunma enzimlerinin 

aktivitesini artırır. Bu mekanizmalar sonucunda, malondialdehit (MDA) gibi oksidatif stres 

belirteçlerinde azalma gözlemlenmiştir (Jia, Lin, Mi ve Zhang, 2011). Bu etkileriyle 

quercetin, oksidatif stresin rol oynadığı hastalıkların tedavisinde potansiyel bir ajan olarak 

dikkat çekmektedir. 

Kadın üreme sağlığı üzerindeki etkileri açısından, Quercetinin rolü birkaç çalışmada 

incelenmiştir. POY modellerinde, Quercetinin over dokusunu koruyucu etkileri rapor 

edilmiştir (Elkady, Shalaby, Fathi, & El-Mandouh, 2019; Zheng, Ma, Chen ve Li, 2022). 

Siklofosfamidin neden olduğu POY’da, Quercetin’in folikül rezervini koruduğu, granüloza 

hücrelerinin apoptozunu engellediği ve over fonksiyonlarını iyileştirdiği gösterilmiştir. 

Quercetin’in bu etkilerinin temelinde PI3K/Akt/FoxO3a sinyal yolunun regülasyonu 

yatmaktadır. Bu sinyal yolu, primordial foliküllerin aktivasyonunu düzenleyerek folikül 

havuzunun korunmasında kritik bir rol oynar. Quercetin, bu yolu aktive ederek granüloza 

hücrelerinin hayatta kalmasını destekler ve folikül atrezisini önler (Zheng ve ark., 2022). 

Quercetinin anti-apoptotik etkileri, mitokondriyal membran potansiyelinin korunması 

ve apoptotik proteinlerin inhibisyonu ile ilişkilidir. Hücresel düzeyde, Bcl-2 gibi anti-

apoptotik proteinlerin ekspresyonunu artırırken Bax ve caspase-3 gibi pro-apoptotik 

proteinlerin aktivitesini baskılar. Bu mekanizma granüloza hücrelerinde apoptozu önleyerek 

foliküllerin sağlıklı gelişimini destekler. Ayrıca, mitokondri fonksiyonlarını koruma ve ROS 

üretimini azaltma kapasitesi, Quercetinin over fonksiyonları üzerindeki koruyucu etkilerini 

güçlendirir (Jia, Lin, Mi ve Zhang, 2021; Zheng ve ark., 2022). 
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Quercetinin hormonal denge üzerindeki etkileri de dikkat çekicidir. Araştırmalar, 

quercetinin, FSH ve LH seviyelerini azaltırken, AMH ve östradiol seviyelerini artırdığını 

göstermektedir. Bu hormonal düzenleme, over dokusunda sağlıklı foliküllerin korunmasını 

ve folikül atrezisinin azalmasını desteklemektedir. Ayrıca, histolojik analizler, quercetin 

tedavisinin over dokusunda inflamasyon ve fibrozis gibi patolojik değişiklikleri azalttığını 

ortaya koymuştur (Elkady ve ark., 2019). 

Sonuç olarak, quercetinin oksidatif stresi ve inflamasyonu baskılayıcı, apoptozu 

önleyici ve hormonal dengeyi destekleyici etkileri, onu prematür ovaryen yetmezlik gibi 

üreme sağlığıyla ilişkili bozukluklarda terapötik bir ajan olarak öne çıkarmaktadır. 

Siklofosfamid ile indüklenen POY modellerinde elde edilen bulgular, quercetinin over 

fonksiyonlarını iyileştirme ve koruma potansiyelini desteklemektedir. Bu özellikler, 

quercetini kadın üreme sağlığına yönelik modern tıpta yenilikçi tedaviler geliştirilmesinde 

umut verici bir bileşik haline getirmektedir. 

2. AMAÇ 

 

 

 

Prematür ovaryen yetmezlik (POY), genetik, otoimmün, çevresel ve iatrojenik 

faktörlerin karmaşık etkileşimi sonucunda gelişen; klinik olarak amenore, hipoöstrojenizm 

ve infertilite ile kendini gösteren ciddi bir bozukluktur. Günümüzde POY tedavisine yönelik 

etkili bir yöntem bulunmamakta, mevcut yaklaşımlar genellikle yalnızca semptomların 

hafifletilmesine odaklanmaktadır. Bu durum, over fonksiyonlarını restore etmeyi hedefleyen 

yenilikçi tedavi stratejilerine olan ihtiyacı daha da artırmaktadır 

Bu çalışmada, POY modelinde Wharton jelinden türetilen mezenkimal kök hücre 

kaynaklı eksozomların (WJ-MKH-Exo) ve quercetin yüklü WJ-MKH-Exo’ların foliküler 

gelişim, apoptoz ve oksidatif stres üzerindeki etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır. 

Eksozomların immünmodülasyon ve doku rejenerasyonu potansiyeli ile quercetinin güçlü 

antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri birleştirilerek, foliküler mikroçevrenin 

iyileştirilmesi, oksidatif stresin baskılanması ve apoptozun azaltılması hedeflenmiştir. 

Çalışmadan elde edilen bulguların, POY tedavisinde yenilikçi terapötik yaklaşımların 

geliştirilmesine katkı sağlaması öngörülmektedir. 
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3. YÖNTEM 

 

 

 

Bu çalışma, Kocaeli Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan KOÜ 

HAYDEK 7/3-2020 sayılı karar numarası ile onay alınarak, etik kurul ilkelerine uygun 

olarak gerçekleştirilmiştir.  

3.1. WJ-MKH Hücre Kültürü ve Karakterizasyonu 

Kocaeli Üniversitesi Kök Hücre ve Gen Tedavileri Araştırma ve Uygulama Merkezi 

(KÖGEM) hücre koleksiyonundan elde edilen Wharton jeli kaynaklı mezenkimal kök 

hücreler (WJ-MKH), %10 fetal sığır serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin içeren 

DMEM-F12 ortamında kültüre edilmiştir. Hücreler standart kültür koşullarında (37°C, %5 

CO2) muhafaza edilmiş ve %70-80 konfluensiye ulaştıklarında pasajlanmıştır. 

Hücreler, uygun izotip kontrolleri (IgG1 ve IgG1/G2a) ile birlikte CD45, CD90, CD105, 

HLA-DR, CD73, CD34, CD106 ve CD44 gibi mezenkimal kök hücre yüzey belirteçleri ile 

etiketlenmiş ve fenotipik özellikleri akış sitometrisi kullanılarak değerlendirilmiştir. 

Analizler BD Cell QuestTM yazılımı ile gerçekleştirilmiştir. 

Hücrelerin multipotent özellikleri, adipojenik ve osteojenik farklılaşma deneyleri ile 

doğrulanmıştır. Bu amaçla, hücreler %50-60 konfluenside adipojenik farklılaşma ortamına 

(Gibco™ StemPro™ Adipogenesis Differentiation Kit) ve %80-90 konfluenside osteojenik 

farklılaşma ortamına (Gibco™ StemPro™ Osteogenesis Differentiation Kit) aktarılmıştır. 

Farklılaştırma besiyerleri üç hafta boyunca her üç günde bir yenilenmiştir. Farklılaşma, 

adipojenik farklılaşma için Oil Red O ve osteojenik farklılaşma için Alizarin Red S 

boyamaları ile teyit edilmiştir (Lennon, Schluchter ve Caplan, 2012). 

3.2. WJ-MKH Eksozom İzolasyonu, Karakterizasyonu ve Kantifikasyonu 

3.2.1. WJ-MKH Eksozom İzolasyonu 

WJ-MKH-Exo izolasyonu için hücre kültür ortamından serum çıkarılmış ve hücreler 

PBS ile iki kez yıkanmıştır. Eksozomların izolasyonu için hücreler 24 saat boyunca 

serumsuz ortamda kültüre edilmiştir. Eksozomlar, diferansiyel ultrasantrifüjleme 

yöntemiyle izole edilmiştir. Toplanan MKH kültür ortamı, ölü hücreleri uzaklaştırmak 
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amacıyla önce 300 × g'de 10 dakika santrifüj edilmiş ve süpernatant yeni tüplere 

aktarılmıştır. Daha sonra süpernatant, 15.000 × g'de 20 dakika santrifüj edilerek hücresel 

kalıntılardan arındırılmış ve 0,22 µm gözenek boyutlu filtre kullanılarak mikroveziküller 

uzaklaştırılmıştır. Önceden saflaştırılmış süpernatant, S50A rotor ile donatılmış bir 

CS150FNX ultrasantrifüj (Hitachi Himac, Japonya) kullanılarak 4°C'de 70 dakika boyunca 

110.000 g'de santrifüj edilmiştir. Elde edilen WJ-MKH-Exo pelletleri, küçük bir hacimde 

PBS (~100-1000 µL) içinde yeniden süspanse edilmiş ve düşük protein bağlama tüplerinde 

(Thermo Scientific, ABD) saklanmıştır (Öztürk ve Halbutoğullari, 2024). 

3.2.2. Bikinkoninik asit (BCA) kiti ile protein miktar tayini 

WJ-MKH-Exo'lardaki protein miktarı, BCA kiti (Booster) kullanılarak ölçülmüştür. 

BCA testi, proteinlerin ‘Biüre’ reaktifi ile Cu²⁺ iyonlarının Cu⁺ iyonlarına indirgenmesi ve 

protein miktarına bağlı olarak yeşilden mora renk değişiminin ölçülmesi esasına dayanan 

kolorimetrik bir testtir. 96 kuyucuklu kültür kabına, PBS ile sulandırılarak farklı 

konsantrasyonlarda hazırlanan Bovine Serum Albumin (BSA) standartları ve eksozom 

örnekleri 100 µl olacak şekilde eklendikten sonra, kit protokolüne uygun şekilde hazırlanan 

‘working solution’ ilave edilmiştir. Plaka, 37 °C’de 1 saat süreyle çalkalamalı inkübatörde 

(Finepcr-combi-SV120, Kore) inkübe edilmiştir. Ardından, 562 nm dalga boyunda 

spektrofotometre ile absorban ölçümleri yapılmıştır. Sonuçlar, standart eğrisi ile 

karşılaştırılarak değerlendirilmiştir. 

3.2.3. Zetasizer Cihazı ile Boyut Analizi 

WJ-MKH-Exo’ların boyutu, KOÜ Kimya Laboratuvarında bulunan Malvern Zetasizer 

Nano ZS cihazı ile dinamik ışık saçılımı (DLS) yöntemi kullanılarak belirlenmiştir. 

Ölçümler oda ısısında örneklerin PBS ile 50 kat sulandırılmasıyla gerçekleştirilmiştir. 

3.2.4. Elektron Mikroskopi Analizleri 

WJ-MKH-Exo’ların morfolojik görüntüleme ve boyut analizleri, elektron mikroskopisi 

(Thermo Scientific, QuadroS) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. PBS içinde dilüe edilen 

eksozomlar, karbon kaplı 300 mesh grid (Formvar) üzerine 5 µl damlatılarak kurumaya 

bırakılmıştır. Görüntüler, cihazın Environmental SEM (ESEM) modu kullanılarak elde 

edilmiş ve analiz edilmiştir. 
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3.3. WJ-MKH Kaynaklı Eksozomlara Quercetin Yüklenmesi ve HPLC ile 

Yükleme Verimliliğinin Ölçülmesi 

Eksozomlara quercetin yüklenmesi için 1 mg quercetin, %2 Tween-80 içeren 200 µL 

DMSO içinde çözülmüş ve buzlu suda ultrasonik inkübasyonla 4°C'de gece boyunca 1,5 mg 

Exo ile karıştırılmıştır. Elde edilen eksozom-quercetin (EXO-QUE) kompleksi, 

kapsüllenmemiş quercetini uzaklaştırmak için üç kez yıkanmıştır. Süpernatantta kalan 

quercetin miktarı, yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC) kullanılarak ölçülmüştür 

(Qi ve ark., 2020). Analiz, UV dedektörü ile donatılmış 1260 Infinity Agilent HPLC 

cihazında gerçekleştirilmiş, bir ZORBAX SB-C18 kolon (4,6 × 150 mm, 3,5 µm) kullanılmış 

ve Agilent ChemStation yazılımı ile çalışılmıştır. 

WJ-MKH-Exo’lardaki quercetin kapsülleme etkinliği (EE), uygun UV dalga boyunda 

HPLC ile belirlenen kapsüllenmemiş quercetin miktarına dayalı olarak aşağıdaki denklem 

kullanılarak hesaplanmıştır (Su ve ark., 2014): 

EE(%) = (Başlangıçta eklenen ilacın ağırlığı - Süpernatanttaki serbest ilacın ağırlığı) x 100 

3.4. Hayvan Modeli ve Deney Gruplarının Oluşturulması 

Wistar albino dişi sıçanlara bir hafta arayla iki kez 120 mg/kg siklofosfamid (CTX) 

intraperitonel olarak uygulanarak deneysel bir prematür ovaryen yetmezlik modeli 

oluşturulmuştur (T. Zhang et al., 2016). Son CTX uygulamasından on dört gün sonra, POY 

indüksiyonunu doğrulamak için smear örnekleri toplanmıştır. Tüm deneyler 7 gün boyunca 

standart laboratuvar koşulları altında (22 ± 2°C oda sıcaklığı; 12 saatlik aydınlık/karanlık 

döngüsü, ışıklar sabah 7:00'de açılır) sabah 9:00 ile 11:00 arasında gerçekleştirilmiştir. 

Düzensiz östrus döngüleri hematoksilen ve eozin (H&E) boyaması kullanılarak 

değerlendirilmiştir. 

Deney grupları altı kategoriye ayrılmıştır: 

1. Tedavi almayan bir kontrol grubu (Kontrol). 

2. Sadece POY oluşturulan grup (POY). 

3. PBS enjeksiyonu ile tedavi edilen bir POY grubu (PBS). 

4. Wharton jeli kaynaklı mezenkimal kök hücreden türetilen eksozomlar ile tedavi 

edilen POY grubu (EXO). 

5. Quercetin ile tedavi edilen POY grubu (QUE). 
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6. Wharton jeli kaynaklı mezenkimal kök hücreden türetilen ve quercetin yüklü 

eksozom ile tedavi edilen POY grubu (EXO-QUE). 

Her grup altı hayvandan oluşmuştur. EXO ve EXO-QUE gruplarına uygulanan toplam 

protein miktarı 20 µg olacak şekilde standardize edilmiştir. QUE grubu için, eksozomlara 

yüklenen quercetin miktarı PBS ile toplam 1 mL hacime ayarlanmış ve hayvan başına her 

bir overe 10 µL solüsyon enjekte edilmiştir. 

 

  

Şekil 3.  1. WJ-MKH kültüründen elde edilen eksozomların Quercetin ile işlenmesi ve POY 

modeli farelere enjeksiyonu (şematik gösterim) 

Transplantasyon için hayvanlar, ketamin (90 mg/kg, intraperitoneal) ve ksilazin (10 

mg/kg, intraperitoneal) kullanılarak anestezi altına alınmıştır. Şekil 3.2.’de gösterildiği gibi 

deri kalemi ile orta hat işaretlenmiş ve orta hattın 1 cm sağ ve solunda ki over bölgelerinden 

bistüri ile yaklaşık 1 cmlik kesiler açılarak yağ doku arasından overlere ulaşılmıştır. Over, 

dikkatlice yağ dokusundan ayrılmış ve tedaviler bir Hamilton şırıngası kullanılarak over 

korteksindeki iki farklı bölgeye, her bölgeye 5 µL olacak şekilde enjekte edilmiştir. Kesi 

alanı daha sonra sütüre edilmiş, aynı işlem kontralateral over için de tekrarlanmıştır. 

Sıçanların sırt bölgelerinden transplantasyon yapılmış ve operasyon sonrası yara bölgesine 

hasar vermelerini engellenmek amaçlanmıştır. 
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Şekil 3.  2.  Overlere erişim için gerçekleştirilen cerrahi prosedürün uygulama aşaması 

Transplantasyonlardan dört hafta sonra, overler çıkarılmış ve çevreleyen yağ ve bağ 

dokusundan temizlenmiştir. Her deney hayvanından bir over dokusu kantitatif gerçek 

zamanlı PCR (qRT-PCR) analizi için ayrılırken, diğeri immünositokimyasal incelemeler için 

korunmuştur. Aynı prosedür kontrol grubuna da uygulanmıştır. İmmünositokimyasal analiz 

için over doku örnekleri %10 formalin içinde sabitlenirken, qRT-PCR için belirlenen 

dokular RNAaz tamponunda saklanmıştır. 

3.5. Over Kesitlerinde Hematoksilen-Eozin Boyama (H&E) ve Folikül Sayımı 

İmmünositokimyasal incelemeler için, over dokuları %4 formaldehit solüsyonunda fikse 

edilmiş ve parafine gömülerek 5 μm kalınlığında seri kesitler hazırlanmıştır. Her beş kesitten 

biri hematoksilen ve eozin (H&E) boyaması için hazırlanmıştır. Işık mikroskobu altında 

incelenen bölgelerdeki görünür çekirdekli foliküller sayılarak elde edilen sayı, toplam folikül 

sayısını tahmin etmek amacıyla beş ile çarpılmıştır. 

Tüm gruplardan alınan over dokusu kesitleri, folikülogenezi değerlendirmek ve folikül 

sayımı yapmak amacıyla H&E boyama yöntemi kullanılarak analiz edilmiştir. Dokular, %10 

tamponlu formalin içinde fikse edilmiş, parafin bloklara gömülmüş ve 5 μm kalınlığında seri 

kesitler hazırlanmıştır. H&E boyamanın ardından, her beş kesitte bir görünür nükleus içeren 

foliküller sayılarak over başına toplam folikül sayısı hesaplanmıştır. (Yang ve ark., 2019; X. 

Zhang ve ark., 2021). Foliküller Pederson'un sınıflandırma sistemine göre primordial, 

primer, sekonder, pre-antral ve antral foliküller olarak kategorize edilmiştir (Pederson ve 
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Peters, 1968). Over folikül sayımı ve histolojik incelemenin ardından apoptozis 

immünositokimyasal olarak değerlendirilmiştir.  

3.6. İmmünfloresan Boyama-Konfokal Mikroskopi ve Skorlama 

İmmünofloresan boyama için, %10 formalin içinde muhafaza edilen over dokusu 

örnekleri parafine gömülmüş ve mikrotom bıçakları kullanılarak kesitler hazırlanmış ve 

lamlara monte edilmiştir. Caspase-3 ve PCNA primer antikorları, primer antikorlara spesifik 

olarak bağlanan floresan işaretli sekonder antikorlarla (Abcam) birlikte kullanılmıştır. Doku 

kesitlerindeki hücre membranını permeabilize etmek için Triton X-100 içeren PBS 

kullanılmış ve spesifik olmayan bağlanmayı önlemek için bir bloklama solüsyonu (Abcam) 

uygulanmıştır. Primer antikorlar PBS içinde optimum konsantrasyonlarda hazırlanarak doku 

kesitlerine uygulanmış ve gece boyunca 4 0C'de inkübe edilmiştir. İnkübasyondan sonra, 

spesifik olmayan bağlanmayı ve arka plan sinyallerini en aza indirmek için lamlar 

yıkanmıştır. Floresan işaretli ikincil antikorlar daha sonra oda sıcaklığında 1 saat süreyle 

uygulanmıştır. Tekrar yıkandıktan sonra lamların üzerine çekirdek boyası DAPI (Abcam) 

damlatılarak doku kesitleri lamellerle kapatılmıştır. Pozitif boyama ImageJ yazılımı 

kullanılarak puanlanmıştır. Caspase-3 ve PCNA antikorları ile etiketlenmiş kesitler konfokal 

mikroskop (Leica SP8) kullanılarak analiz edilmiştir.  

3.7. ELIZA ile Serumdan Hormon Analizleri 

Serumdaki FSH ve AMH protein seviyelerinin kantitatif tayini, üreticinin talimatları 

izlenerek antikor kaplı 96 kuyucuklu mikroplakalarda ELIZA kitleri (Cusabio, Houston, 

ABD) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Mikroplakadaki renkli son ürünün yoğunluğu 450 

nm dalga boyunda bir spektrofotometre (Versamax) kullanılarak ölçülmüştür. Protein 

konsantrasyonları optik yoğunluğa göre belirlenmiş ve kit standartlarından oluşturulan 

standart eğriler kullanılarak hesaplanmıştır. 

 

3.8. Kantitatif Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR ile Gen 

Ekspresyonu Analizleri 

Over dokularından RNA izolasyonu (Thermo Fisher), ardından tamamlayıcı DNA 

(cDNA) sentezi bir cDNA sentez kiti (Thermo Fisher) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

PCR reaksiyon karışımı SYBR Green Master Mix (Enzo), hedef gene özgü ileri ve geri 

primerler ve örnek cDNA içeriyordu ve Roche LC480 cihazında çalıştırılmıştır. Termal 

döngü protokolü, 95°C'de 10 dakika süreyle bir ilk denatürasyon adımı ve ardından 95°C'de 

10 saniye süreyle 45 döngü denatürasyon, 60°C'de 30 saniye süreyle primer bağlanması ve 
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72°C'de 30 saniye süreyle uzama ile başlamıştır. Döngü eşik (Ct) değerleri cDNA 

konsantrasyonları ve hedef gen ekspresyon seviyelerine göre belirlenmiştir. Bağıl gen 

ifadesi, hedef gen/referans gene göre normalize edilmiş 2-∆∆Ct yöntemiyle hesaplanmıştır. 

House-keeping gen/referans gene bağlı olarak cihaz yazılımı tarafından her örnek için 2-∆Ct 

hesaplanmış ve sonuçlar kontrol örneklerine oranlanarak 2-∆∆Ct değerleri belirlenmiştir.  

 

Table 3 1. qRT-PCR ile gen ifadesi bakılan genler, gen kimlik numaraları ve primer dizileri 

Gen İsimleri 

Gen Kimlik 

Numarası 

(NCBI 

Accession 

Number) 

Primer Dizileri 

Forward (F)- Revers (R)  

Follicle-stimulating hormone 

receptor (Fshr) 
NM_199237.2 

F: CATTCTTGGGCACGGGATCT 

R: GGTGAGCACAAACCTCAGTTC 

Anti-Mullerian hormone 

receptor type 2 (Amhr2) 
NM_030998.2 

F: TTCCAAGGAAGCGTTGACGA 

R: TCCTGTTTGGGGATACTTGTGC 

Stem cell factor (Kitl) NM_021843.4 
F: AGCAGTAGCAGTAATAGGAAAGCC 

R: GTGCCATTGCTGTCCATTGT 

Steroidogenic acute regulatory 

protein (Star) 
NM_031558.3 

F: GAAGAACTGGTGGACCGCAT 

R: TCAGGCATCTCCCCAAAGTG 

Bone morphogenetic protein 15 

(Bmp15) 
NM_021670.1 

F: TCGGGTTCTGCAAAGCCTTCT 

R: TCCCTTGCGATTCCAGAGCTT   

Growth differentiation factor-9 

(Gdf9) 
NM_021672.1 

F: CTGTTGGGGGTTTGCTGCTT 

R: TTAGGGGTCTCACTTCGCCT 

NFE2 like bZIP transcription 

factor 2 (Nrf2) 
NM_031789 

F: GTCAGCTACTCCCAGGTTGC 

R: CCAAACTTGCTCCATGTCCT 

Superoxide dismutase 1 (Sod1) NM_017050 
F: CGGATGAAGAGAGGCATGTT 

R: CACTTTGCCCAAGTCATCT 

Marker of proliferation Ki-67 

(Mki67) 
NM_001271366 

F: GCAGACAAGCCTTCAGCAGTAA 

R: TGGTACCATTGTCATCAATTTCAGT 

Caspase 3 (Casp3) NM_012922.2 
F: GTGGAACTGACGATGATATGGC 

R: CGCAAAGTGACTGGATGAACC 
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3.9. İstatistiksel Analiz 

Her deney üç kez tekrarlanmıştır. Veriler, SPSS yazılımı kullanılarak analiz edilmiş ve 

gruplar arasındaki farklar, ikili karşılaştırmalar için Student's t-testi, çoklu grup 

karşılaştırmaları için ise non-parametrik Kruskal-Wallis testi ile değerlendirilmiştir. Gruplar 

arasında anlamlı farklılık gözlenen verilerde, bu farklılıkların hangi gruplardan 

kaynaklandığını belirlemek amacıyla ileri düzey bir Post-Hoc analiz olan Bonferroni testi 

uygulanmıştır. Tüm nicel veriler, ortalama ± standart hata olarak sunulmuştur. İstatistiksel 

anlamlılık düzeyleri, *p ≤ 0,05, **p < 0,01 ve ***p < 0,001 olarak kabul edilmiştir. 

3.10. Kullanılan Malzemeler ve Cihazlar 

3.10.1. Kimyasal Malzemeler 

Absolute ethanol (Merck Millipore) 

BSA / sığır serum albümin (Sigma A4563) 

DMEM-F12 Medyum (GIBCO) 

Entellan (Merck Millipore: 107961) 

FBS/fetal bovine serum (GIBCO) 

Methanol (Sigma: 24229) 

Parafin (Merck Millipore) 

PBS 1X, pH 7.4, w/o calcium and magnesium  

Penisilin-Streptoycin (10.000 U/ml) (GIBCO) 

Sodium pyruvate (Sigma-Aldich, St. Louis, MO, USA) 

Dexamethazone (Sigma-Aldich, Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) 

Proline (Merck, Darmstadt, Germany) 

ITS premix (BD-Biosciences, Bedford, MA) 

β-glycerophosphate (Sigma-Aldrich) 

İnsulin (Invitrogen, GIBCO) 

3.10.2. Antikorlar 

Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 488, ab150077, Abcam) 

Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Fluor® 647, ab150115, Abcam) 

Goat anti-rabbit IgG (H+L) (peroxidase) (E-AB-1003, Elabscience®) 

Goat anti-mouse HRP conjugate (cat# 170-5047, BioRad) 

Caspase9 
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Pcna  

3.10.3. Alet, Teçhizat ve Cihazlar 

Hassas terazi, 0,1 mg hassasiyetli (Shimadzu AW120) 

Vorteks 4S (FINEPCR FINEVORTEX 4S) 

Mikrodalga fırın (Luxell) 

Etüv (Elektro-mag) 

Mikrotom (Leica SM 200R) 

Ultramikrotom (Reichert UM2- Reichert UM3) 

Işık mikroskobu (Leica DM 1000) 

İnvert mikroskop (Leica DMIL, Leica DMI400, Olympus CKX41A, IX71) 

Binoküler mikroskop (Leica CME) 

Konfokal mikroskop (Leica DMI8 Laser Scanning Confocal Microscope) 

Laminar Kabin, Class II Tip (Heraus KS12) 

Soğutmalı santrifüj (Sigma 2-16K ve Hettich Universal 320R) 

Mikrosantrifüj (Sigma 1-14 ve Hettich Micro 120) 

Derin dondurucu, -86C (Sanyo MDF-U5386S) 

Derin dondurucu, -20C (Beko D7210) 

CO2 İnkübatör, 240 L (Sanyo MCO-20AIC) 

Çalkalamalı su banyosu (Nüve ST 402) 

Isıtmalı manyetik karıştırıcı (HEIDOLPH MR Hei-Standard) 

Buzdolabı (No-frost 435 lt) (Beko BK-9551) 

Buz makinesi (Scotsman AF 80) 

Bidistile su cihazı (GFL 2104) 

PH metre (WTW Inolab PH720 Set) 

Sıvı azot tankı (MVE Chart Lab20) 

Sıvı azot transfer tankı (TP60) 
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4. BULGULAR 

 

 

 

4.1. WJ-MKH Hücre Kültürü ve Karakterizasyonu 

Mezenkimal kök hücrelerin flow sitometri ile yüzey belirteçleri incelendiğinde, pozitif 

olması beklenen CD90, CD105, CD73 ve CD29 yüzey belirteçlerinin pozitif, CD45, CD34 

ve HLA-DR yüzey belirteçlerinin ise negatif olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.1.A). Ayrıca, 

multipotent özelliklerinin doğrulanması amacıyla gerçekleştirilen adipojenik farklılaşmada, 

Oil Red O boyama ile lipid damlacıkları, osteojenik farklılaşmada ise alizarin red S boyama 

ile kalsifiye nodüller gösterilmiştir (Şekil 4.1). 
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Şekil 4.  1. (A) WJ-MKH flow sitometri karakterizasyonu. (B) Adipojenik farklılaşma, Oil-

Red O boyama faz-kontrast mikroskop görüntüsü (C) Osteojenik farklılaşma faz-kontrast 

mikroskop görüntüsü Alizarin red S Ölçüm 200μm. 

 

4.2. WJ-MKH Eksozom İzolasyonu, Karakterizasyonu ve Miktar Tayini 

Eksozom yüzey belirteçlerinden CD9, CD63 ve CD81'in yüksek düzeyde pozitif olduğu 

tespit edilmiştir (Şekil 4.2). Elektron mikroskopik görüntüler ve zeta sizer analizleri, vezikül 

boyutlarının yaklaşık 150 nm olduğunu göstermiştir. İzolasyon işlemlerinin ardından WJ-

MKH-Exo’lar, -20°C’de saklanmıştır. 

 

 

Şekil 4.  2. WJ-MKH kaynaklı eksozomların karakterizasyonu. CD63, CD9 ve CD81 

eksozom belirteçlerinin akım sitometri analizi. 

 

4.3. Eksozomlara Quercetin Yükleme Verimliliğinin HPLC ile Ölçümü, Boyut ve 

Şekil Analizleri 

Eksozomlar içerisine yüklenen ve/veya tutunan quercetin miktarının belirlenmesi için 

C18 ters faz kolon, mobil faz asetonitril/su ve UV dedektör kullanılmıştır. Öncelikle 1 mg 

Que tartılıp % 2 Tween-80 içeren 200 ul DMSO'da çözüldü 1 mL oluncaya kadar PBS 
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eklenilerek 1000 μg/mL olacak şekilde quercetin stok çözeltisi hazırlanmıştır. Bu stok 

çözeltiden seri seyreltme yöntemi ile 31.25, 62.5, 125, 250 ve 500 μg/mL’lik çözeltiler 

hazırlanarak kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur. Kromatografik koşullar; akış hızı 1 mL/dk, 

mobil faz asetonitril/su (60/40), dalga boyu 256 nm, enjeksiyon hacmi 20 μL ve alıkonma 

süresi 8 dakika olacak şekilde ayarlanarak, absorbans&konsantrasyon kalibrasyon eğrisi 

oluşturulmuştur. Quercetin içeren veya içermeyen eksozom örnekleri 1/5 oranında PBS ile 

seyreltilerek analiz edilmiş ve quercetin yükleme verimliliğinin yaklaşık olarak %30-40 

olduğu saptanmıştır. 

Quercetin yükleme öncesinde, oda sıcaklığında çözünen eksozomlar işlem öncesi ve 

sonrasında zetasizer ölçümleri ve elektron mikroskopik görüntüleme ile analiz edilmiştir. 

Zetasizer sonuçlarında gözlenen eksozom boyutlarındaki farklılıklar, elektron 

mikroskopisinde birleşme gösteren eksozomların saptanmasıyla doğrulanmıştır. 

Quercetin yükleme etkinliği HPLC analizlerinde yaklaşık %40 olarak saptansa da 

elektron mikroskopi görüntülerinde yaklaşık 10 µm boyutlarında quercetin kalıntıları 

gözlenmiştir. Santrifüj yapılmasına rağmen bu durumun gözlenmesinin, quercetin 

boyutlarının oldukça küçük olmasından kaynaklandığı düşünülmüştür. Zetasizer ile 

saptanan partikül boyutlarının, elektron mikroskopik görüntülerle uyumlu olduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.  3. Quercetin yükleme öncesi (a1,a2,a3) ve sonrası (b1,b2,b3) eksozomların elektron 

mikroskopik görüntüleri ve quercetin yükleme öncesi (c) ve sonrası (d) zetasizer ölçümleri. 

 

4.4. Prematür Ovaryen Yetmezlik Modeli Oluşturma 

4.4.1. Hematoksilen-Eosin Boyama (H&E) 

Vajinal yaymada nükleuslu epitel hücrelerinin en çok olduğu gün östrus siklusunun ilk 

günü olarak kabul edilmiş ve östrus evresinin ilk gününden bir sonraki östrus evresinin ilk 

gününe kadar olan süreç bir siklus olarak tanımlanmıştır (X. Zhang ve ark., 2021). Kontrol 
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grubunda proöstrus, östrus, metöstrus ve diöstrus evrelerinin düzenli olduğu (Şekil 4.4.), 

POY grubunda ise düzensiz ve uzamış siklusların gözlendiği belirlenmiştir.  

 

 

Şekil 4.  4. Kontrol grubuna ait sıçanlarda vaginal smear fotomikrografları. a. Proöstrus, b. 

Östrus, c. Metöstrus, d. Diöstrus. H&E, 400X magnifikasyon. 

 

4.5. Over Kesitlerinde Folikül Sayımı 

POY oluşturulan hayvan grubuna ek olarak, tedavi gruplarında olduğu gibi POY 

oluşturulduktan sonra yalnızca PBS enjeksiyonu uygulanan bir grup (PBS) oluşturulmuştur. 

Bu grup, intraovaryen girişimin etkilerini değerlendirmek amacıyla dahil edilmiş olup, 

yapılan tüm deneylerde POY ve PBS grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

tespit edilmemiştir. Ayrıca, diğer gruplarla karşılaştırıldığında POY grubuyla benzer 

özellikler gösterdiği için tek bir grup olarak değerlendirilmiştir (Şekil 4.5). 

Folikül sayısı ve morfolojisindeki değişimler değerlendirildiğinde; POY grubunda 

kontrol grubuna göre artmış atretik folikül sayısının tedavi gruplarında azalmış olduğu 

gözlenmiştir. Özellikle korpus luteum ve tersiyer folikül miktarının EXO-QUE grubunda 

daha fazla artış gösterdiği saptanmıştır (Şekil 4.5). 



31 

 

 

Şekil 4.  5. Kontrol ve tedavi gruplarına ait H&E mikrografları.. A.Kontrol, B.POY, C.PBS, 

D. EXO, E. QUE, F. EXO-QUE grupları ışık mikroskop görüntüleri (4x = 200µm). G. 

Kesitlerde sayılan primordiyal, primer, sekonder, tersiyer, korpus luteum ve atretik 

foliküllerin sayıları. 

 

4.6. İmmünfloresan Boyama-Konfokal Mikroskopi ve Skorlama 

POY oluşturulan hayvanlarda yapılan immünboyamalar, konfokal mikroskopla 

görüntülenmiş ve floresan yoğunluğunun ImageJ ile skorlama sonuçlarına göre, apoptoz 

belirteçlerinden Caspase-3’ün kontrol grubuna kıyasla ileri derecede anlamlı artış 

(**p<0,001) gösterdiği tespit edilmiştir. PBS verilen grupta anlamlı bir değişim 

gözlenmezken, tüm tedavi gruplarında POY grubuna kıyasla anlamlı bir azalma (**p<0,001) 

saptanmıştır (Şekil 4.6 ve 4.8). 
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Şekil 4.  6. Caspaz-3 immunfloresan boyama konfokal mikroskop görüntüleri 
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Proliferasyon belirteçlerinden PCNA’nın, POY oluşturulan hayvanlarda kontrol 

grubuna kıyasla ileri derecede anlamlı bir azalma (**p<0,001) gösterdiği; PBS verilen 

grupta anlamlı bir değişim gözlenmezken, tüm tedavi gruplarında POY grubuna kıyasla 

anlamlı bir artış (**p<0,001) saptandığı belirlenmiştir (Şekil 4.7 ve 4.8). 
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Şekil 4.  7. PCNA immunfloresan boyama konfokal mikroskop görüntüleri 
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Şekil 4.  8. Caspase-3 ve PCNA için konfokal mikroskop görüntülerinde floresan 

yoğunluğunun ImageJ programı ile skorlanmasıyla elde edilen bar grafikleri 

 

POY grubunda FSH miktarı kontrol grubuna göre artış göstermiştir (#p≤0,05). POY 

grubunda saptanan artış tedavi gruplarında azalmayla sonuçlanmış (***p<0,001) ve bu 

azalma PBS grubuna göre karşılaştırdığımız EXO (▲p≤0,05) ve EXO-QUE (▲▲p<0,01) 

gruplarında da saptanmıştır. POY ve PBS grubunda kontrol grubuna göre istatistiksel 

anlamlı olarak azalma gösteren (###p<0,001) AMH değerleri, tüm tedavi gruplarında 

(p<0,001) istatistiksel olarak ileri derecede anlamlı artmıştır (Şekil 4.9). 

 

 

Şekil 4.  9. FSH ve AMH hormonları için serumdan (ng/ml) Eliza analizi. (*p değeri ≤0,05, 

**p değeri <0,01, ***p değeri <0,001.) *POY grubuna göre EXO,QUE ve EXO-QUE 

gruplarının, ▲PBS grubuna göre, # Kontrol grubuna göre POY ve PBS grubunun 

istatistiksel değerlendirmesi.) 
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4.7. Kantitatif Real-Time PCR (qRT-PCR) Metodu ile Gen İfadesi Tayini 

Fshr gen ifadesinde, POY grubuna kıyasla, QUE ve EXO-QUE gruplarında ileri 

düzeyde anlamlı bir artış saptanmıştır (p<0,001). Bununla birlikte, yalnızca eksozom verilen 

grupta Fshr gen ekspresyonunda bir artış gözlenmiş, ancak bu artış istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmamıştır (p=0,136). PBS grubu ile karşılaştırıldığında yine, EXO (p≤0,05), 

QUE (p<0,001) ve EXO-QUE (p<0,001) gruplarında Fshr gen ifadesinin artış gösterdiği 

belirlenmiştir (Şekil 4.10). 

Amhr2 gen ifadesinin, POY grubuna kıyasla EXO (p ≤ 0,05), QUE (p < 0,01) ve EXO-

QUE (p < 0,01) gruplarında anlamlı bir artış gösterdiği tespit edilmiştir. Benzer şekilde PBS 

grubuna göre EXO (p<0,01), QUE (p<0,001) ve EXO-QUE (p<0,001) gruplarında 

istatistiksel anlamlı bir artış saptanmıştır (Şekil 4.10). 

Gdf9 gen ifadesinin, QUE grubunda POY ve PBS gruplarına kıyasla ileri derecede 

anlamlı bir artış gösterdiği tespit edilmiştir (p<0,001). Ayrıca, QUE grubundaki artışın 

kontrol grubundan da daha yüksek olduğu gözlenmiştir (p<0,01). Ek olarak; POY grubuna 

kıyasla EXO-QUE grubunda gözlenen artışın istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

belirlenmiştir (p≤0,05) (Şekil 4.10). 

QUE (p < 0,001) ve EXO-QUE (p < 0,01) gruplarında, POY grubuna kıyasla Bmp15 

gen ifadesinde anlamlı bir artış tespit edilmiştir. Benzer şekilde, kontrol ve PBS gruplarına 

kıyasla QUE (p < 0,01) ve EXO-QUE (p < 0,05) gruplarında da anlamlı bir artış gözlenmiştir 

(Şekil 4.10). 

Steroid hormon sentezi ile ilişkili Star gen ifadesi, POY ve PBS gruplarıyla 

karşılaştırıldığında tüm tedavi gruplarında artış göstermiştir. Bu artış, EXO ve EXO-QUE 

gruplarında istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (sırasıyla p < 0,01 ve p < 0,001). Ayrıca, 

kontrol grubuna kıyasla EXO-QUE grubunda da anlamlı bir artış tespit edilmiştir (p < 0,01), 

(Şekil 4.10). 

KitL gen ifadesi, POY grubuna kıyasla tüm tedavi gruplarında artış göstermiştir. Bu 

artış, yalnızca QUE (p ≤ 0,05) ve EXO-QUE (p < 0,001) gruplarında istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur. Ayrıca, PBS grubuna kıyasla EXO-QUE grubundaki artış istatistiksel 

olarak ileri derecede anlamlı tespit edilmiştir (p < 0,001), (Şekil 4.10). 

Nrf2 gen ifadesi, kontrol, POY ve PBS gruplarıyla karşılaştırıldığında EXO-QUE 

grubunda anlamlı bir artış göstermiştir (p < 0,001). Ki67 gen ifadesinin POY grubunda 
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kontrol grubuna kıyasla azaldığı tespit edilmiştir (p ≤ 0,05). Bununla birlikte, QUE (p < 

0,01) ve EXO-QUE (p < 0,001) gruplarında POY grubuna kıyasla gözlenen artışın ileri 

derecede anlamlı olduğu belirlenmiştir. İlginç bir şekilde, EXO-QUE grubundaki artışın 

EXO grubuna kıyasla da ileri derecede anlamlı olduğu gözlenmiştir (p < 0,001), (Şekil 4.11). 

Sod1 gen ifadesi, hem POY hem de PBS gruplarına kıyasla tüm tedavi gruplarında 

artış göstermiştir. Bu artış, özellikle QUE (p < 0,01) ve EXO-QUE (p < 0,001) gruplarında 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (Şekil 4.11).  

Casp3 gen ifadesi, POY grubuna kıyasla tüm tedavi gruplarında azalma göstermiştir. 

Ancak, bu azalma yalnızca EXO-QUE grubunda istatistiksel anlamlılığa ulaşmıştır (p ≤ 

0,05), (Şekil 4.11). 

 

Şekil 4.  10. Oosit olgunlaşması ve çoğalma ilişkili gen ifadelerinin qRT-PCR analizi (x 

ekseni deney gruplarını, y ekseni referans gene (aktin beta) göre kat değişimlerini 

göstermektedir) 
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Şekil 4.  11. ROS ilişkili olan gen ifadelerinin ifadelerinin qRT-PCR analizi (x ekseni deney 

gruplarını, y ekseni referans gene (aktin beta) göre kat değişimlerini göstermektedir) 

 

5. TARTIŞMA 

 

 

 

Prematür over yetmezliği tedavisinde halen etkili bir ilaç veya tedavi bulunmamaktadır. 

Günümüzde sıklıkla tercih edilen hormon replasman tedavisi, yalnızca hormonal 

dengesizliklerin yol açtığı semptomları hafifletmekte, ancak over fonksiyonlarını ve 

fertiliteyi geri kazandırmada yetersiz kalmaktadır. Ayrıca, hormon replasman tedavisinin 

(HRT) tromboz ve kanser riskini artırması, uzun süreli kullanımını sınırlayan önemli bir 

faktör olarak öne çıkmaktadır (Ding ve ark., 2020; Yang ve ark., 2019). Bu nedenle, POY 

tedavisi için daha güvenli ve etkili alternatif yaklaşımların geliştirilmesi, klinik 

uygulamalarda ve araştırma alanında kritik bir ihtiyaç olarak görülmektedir. 

Mezenkimal kök hücreler, kendini yenileme, çoğalma ve parakrin faktör üretme 

kapasiteleri ile hasarlı dokuların iyileşmesinde önemli bir potansiyel sunmaktadır. Kemik 

iliği, amniyotik sıvı ve adipoz doku gibi çeşitli kaynaklardan elde edilen MKH’lerin, 

infertilite ve over hasarının tedavisindeki terapötik etkileri birçok çalışmada gösterilmiştir 
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(Bao ve ark., 2018; Fazeli, Abedindo, Omrani ve Ghaderian, 2018; X. Wang ve ark., 2023; 

Z. Wang, Wang, Yang, Li ve Yang, 2017). Bununla birlikte, MKH uygulamaları kanser riski 

ve otoimmün hastalıkları tetikleme olasılığı gibi önemli dezavantajlara sahiptir. Ayrıca, 

MKH’lerin hedef dokuda hayatta kalma ve farklılaşma kapasitelerinin sınırlı olması, 

terapötik etkinin büyük ölçüde parakrin sinyalleşmeye bağlı olduğunu düşündürmektedir. 

Bu görüş, ekstraselüler veziküller aracılığıyla gerçekleşen parakrin sinyallerin, hücresel 

proliferasyon, göç ve gen ekspresyonunu modüle ettiğini gösteren çeşitli çalışmalarla 

desteklenmektedir. Özellikle eksozomlar, düşük immünojenite ve tümörijenite özellikleri ile 

POY tedavisinde hücre bazlı terapilere etkili bir alternatif sunmaktadır (Hocking ve Gibran, 

2010; Horie ve ark., 2012; Yang ve ark., 2019). 

Eksozomlar, DNA, RNA ve protein taşıma kapasiteleri ile hücreler arası iletişimde 

önemli bir role sahiptir ve etkili ilaç taşıyıcıları olarak dikkat çekmektedir. İnsan göbek 

kordonu kaynaklı mezenkimal kök hücrelerden türetilen eksozomların (hUMSC-Exos), 

granüloza hücrelerinde apoptozu baskıladığı ve bağışıklık yanıtlarını düzenlediği literatürde 

rapor edilmiştir. Ayrıca, bu eksozomların gen ekspresyonunu düzenleyen mikroRNA'ları 

taşıması, POY tedavisinde hücre bazlı terapilere umut vadeden bir alternatif sunmaktadır 

(Ding ve ark., 2020; Li ve ark., 2021; Patel ve ark., 2024).  

Quercetin, güçlü antioksidan ve antiinflamatuvar özelliklere sahip bir bileşiktir. 

Antioksidan genlerin (Prx1-6 ve Nrf2) ekspresyonunu artırırken, inflamatuvar belirteçler 

olan IL-1β, COX-2 ve iNOS seviyelerini düşürdüğü gösterilmiştir (Fazeli ve ark., 2018). 

Zheng ve arkadaşları, siklofosfamid ile oluşturulan ovaryen yetmezlik modelinde quercetin 

uygulamasının folikül gelişimini desteklediğini ve granüloza hücre düzenini iyileştirdiğini 

rapor etmiştir. Bu çalışmada, quercetin oral yolla uygulanmış ve özellikle yüksek doz 

uygulanan grupta atretik foliküllerin azaldığı, her seviyedeki folikül gelişiminin gözlendiği 

bildirilmiştir (Zheng ve ark., 2022). Eren ve arkadaşları ise, intraperitoneal yolla uygulanan 

quercetinin erken dönem folikül sayısında anlamlı bir artış sağladığını rapor etmiştir (Eren 

ve ark., 2024). Quercetin ve rosuvastatinin intraperitoneal uygulandığı diğer bir çalışmada, 

siklofosfamidin neden olduğu hasarın her iki bileşikle de iyileşme gösterdiği bildirilmiştir 

(Elkady, Shalaby, Fathi ve El-Mandouh, 2019). Bununla birlikte, quercetinin hangi 

mekanizmalarla etkili olduğuna dair daha fazla bilgiye ihtiyaç vardır. Literatürde, 

quercetinin over dokusuna doğrudan uygulanmasının değerlendirildiği bir çalışmaya 

rastlanmamaktadır. Bu durum, çalışmamızın literatüre önemli bir katkı sağladığını 

göstermektedir. 
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Quercetinin düşük çözünürlük ve stabilite gibi farmakolojik dezavantajları terapötik 

etkinliğini sınırlamaktadır. Bu sorunları aşmak için kimyasal modifikasyonlar ve 

nanokapsüller gibi hedefe yönelik dağıtım sistemleri geliştirilmiştir (Kuo, Chen ve Rajesh, 

2019). Eksozomlar, DNA, RNA ve protein taşıma kapasiteleri sayesinde etkili ilaç 

taşıyıcıları olarak öne çıkmaktadır. Tümör oluşturma riski taşımamaları, immünojenik 

özellik göstermemeleri ve in vivo ortamda iyi tolere edilmeleri nedeniyle, eksozomlar 

güvenli ve uygulanabilir bir terapötik alternatif sunmaktadır (Qi ve ark., 2020). Özellikle 

mezenkimal kök hücre türevi eksozomlar, sürdürülebilir, uygun maliyetli ve etkili bir kaynak 

olarak öne çıkmaktadır. Bu özellikler, eksozomları, quercetin gibi bileşiklerin hedef dokuya 

etkin bir şekilde taşınmasını sağlayarak gelecekteki terapötik uygulamalar için güçlü bir araç 

haline getirmektedir. 

Literatürde bildiğimiz kadarıyla quercetin yüklü eksozomların POY üzerine etkisini 

araştıran çalışma bulunmamaktadır. Qi ve arkadaşları, oktaik asit ile indüklenmiş alzheimer 

modelinde intravenöz olarak uygulanan quercetin yüklü eksozomların 1-2 saat gibi kısa bir 

sürede serebellumda biriktiğini ve eksozomların quercetin birikimini artırarak nöroprotektif 

etki gösterdiğini bildirmişlerdir (Qi ve ark., 2020). Bu çalışmada da, araştırmamızda olduğu 

gibi, gradient santrifüj yöntemi ile elde edilen insan plazma kaynaklı eksozomlara sonikatör 

yardımı ile quercetin yüklenmiştir.  

Çalışmamızda da bu doğrultuda, WJ-MKH kaynaklı eksozomların ve quercetin 

yüklenmiş eksozomların POY modelindeki iyileştirici etkileri değerlendirilmiştir. Histolojik 

analizlerimizde, EXO-QUE grubunda atretik folikül sayısının azaldığı, tersiyer folikül ve 

korpus luteum sayısının anlamlı şekilde arttığı saptanmıştır. İmmünfloresan analizlerde, 

apoptoz belirteci Caspase-3 ekspresyonunun azaldığı, proliferasyon belirteci Pcna 

ekspresyonunun ise arttığı gözlenmiştir. Serum hormon analizlerinde, EXO-QUE grubunda 

FSH seviyesinde anlamlı azalma kaydedilmiş, AMH seviyesinde ise EXO grubunda anlamlı 

artış bulunmuştur. Bu bulgular, quercetin yüklü eksozomların folikülogenezi desteklediği, 

hücresel proliferasyonu artırdığı ve apoptozu baskıladığı yönündeki literatür verileri ile 

uyumludur. 

Moleküler analizlerimiz, Fshr ve Amhr2 gen ekspresyonlarının EXO, QUE ve EXO-

QUE gruplarında anlamlı şekilde arttığını ortaya koymuştur. Ayrıca, oosit gelişimi ile ilişkili 

büyüme faktörlerinden Gdf9 ve Bmp15 gen ekspresyonunun QUE ve EXO-QUE 

gruplarında anlamlı artış gösterdiği tespit edilmiştir. Bu bulgular, foliküler gelişim ve oosit 
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maturasyonu üzerindeki olumlu etkilerin bir göstergesi olarak değerlendirilmektedir. Star 

gen ekspresyonunun tüm tedavi gruplarında anlamlı şekilde artış göstermesi, steroid hormon 

sentezinde kritik rol oynayan bu proteinin terapötik etkinliğini desteklemektedir. 

Özellikle, ROS ile ilişkili Nrf2 ve Sod1 gen ekspresyonlarının yanı sıra proliferasyon 

belirteci Ki67 gen ekspresyonundaki en dikkat çekici artış EXO-QUE grubunda 

gözlenmiştir. Bu sonuçlar, EXO-QUE'nun oksidatif stresin baskılanması ve foliküler 

mikroçevrenin iyileştirilmesi üzerindeki etkisini vurgulamaktadır. Apoptoz ile ilişkili 

Caspase-3 gen ekspresyonundaki azalma ise EXO-QUE'nin hücresel ölüm süreçlerini 

düzenleme yeteneğini göstermektedir. Literatürde ekstraselüler veziküllerin ovaryen hasarın 

iyileştirilmesindeki etkilerini değerlendiren çok sayıda çalışma bulunmakla birlikte, 

doğrudan intraovaryen uygulama yapılan çalışmalar sınırlıdır. Bu yöntem teknik zorluklar 

içerse de, terapötik ajanların doğrudan hedef dokuya ulaştırılmasının sistemik uygulamalara 

göre daha fazla avantaj sağlayabileceği düşünülmektedir. Zhang ve arkadaşları, intraovaryen 

olarak uygulanan menstrual kan kaynaklı stromal hücrelerden türetilen eksozomların 

(MenSCs-Exos), folikül gelişimini desteklediğini, granüloza hücre proliferasyonunu 

artırdığını ve apoptoz oranlarını azalttığını göstermiştir. Histolojik analizlerde primordial, 

primer ve sekonder foliküllerde artış, atretik folikül oranlarında ise azalma rapor edilmiştir. 

Serum analizlerinde AMH ve E2 seviyelerinde artış, FSH seviyelerinde ise azalma tespit 

edilmiştir. Ayrıca, granüloza hücre proliferasyonu ile ilişkili Ki67'nin artışı ve apoptozla 

ilişkili genlerin (BAX ve CASP8) ekspresyonunda azalma gözlenmiştir (Zhang, Huang ve 

ark., 2021) . 

Benzer şekilde, Sun ve arkadaşları, hUCMSC-EV’lerin granüloza hücrelerinde BCL2 

ekspresyonunu artırırken BAX ve CASP3 ekspresyonunu azalttığını rapor etmiş ve bu 

bulgular apoptozun baskılandığını ve hücresel proliferasyonun desteklendiğini 

göstermektedir (Sun ve ark., 2017; Z. Wang ve ark., 2017). Ding ve arkadaşlarının 

çalışmasında ise hUMSC-Exos’un intraovaryen uygulama ile oksidatif stres düzenleyicisi 

SIRT7’yi baskıladığı, anti-apoptotik belirteçleri artırdığı ve apoptotik belirteçleri azalttığı 

belirtilmiştir (Ding ve ark., 2020). Xiao ve arkadaşları, amniyotik sıvı kaynaklı eksozomların 

miR-10a ve miR-146a taşıyarak apoptotik genlerin ekspresyonunu baskıladığını ve ROS 

birikimini azaltarak hücresel hasarı hafiflettiğini göstermiştir (Xiao ve ark., 2014). 

Huang ve arkadaşları (2018), insan yağ doku kaynaklı MKH eksozomlarının SMAD 

sinyal yolaklarını düzenleyerek folikülogenez ve over fonksiyonlarını desteklediğini 
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bildirmiştir.Bu çalışmada, primordial, primer, sekonder ve antral foliküllerin sayılarında 

artış, atretik foliküllerde ise azalma tespit edilmiştir. Serum analizlerinde AMH ve E2 

seviyelerindeki artışın yanı sıra FSH seviyelerinde azalma gözlenmiştir (Huang ve ark., 

2018). Ling ve arkadaşlarının çalışmasında da amnion kaynaklı MKH ve kondisyonlanmış 

besiyeri uygulamalarının, folikül gelişiminde ve hormon seviyelerinde iyileşmeler 

sağlarken, apoptotik proteinlerin baskılanmasını sağlamıştır (Ling ve ark., 2019). Bu 

çalışmalarda intraovaryen uygulama yönteminin etkinliği dikkat çekmiş ve bu yaklaşımın 

terapötik etkinliği artırdığı vurgulanmıştır. 

Çalışmamız, EXO-QUE grubunun foliküler gelişimi destekleme, apoptozu azaltma ve 

proliferasyonu artırma açısından üstün olduğunu ortaya koymuştur. Örneğin, EXO-QUE 

grubunda Casp3 ekspresyonunda azalma ve Ki67 ile Pcna ekspresyonlarında artış 

kaydedilmiştir. Ayrıca, Nrf2 ve Sod1 gibi oksidatif stres belirteçlerinin EXO-QUE grubunda 

anlamlı şekilde arttığı gösterilmiş olup, bu durum, ROS düzenlemesindeki potansiyel rolleri 

desteklemektedir. Star, Gdf9 ve Bmp15 gibi genlerin ekspresyonundaki artış, foliküler 

gelişim ve oosit maturasyonu üzerindeki olumlu etkileri pekiştirmektedir. Sanfins ve 

arkadaşlarının çalışması, GDF-9 ve BMP-15'in folikülogenezdeki kritik rollerini ortaya 

koyarken, bizim çalışmamızda bu büyüme faktörlerinin tedavi gruplarındaki farklı etkileri 

incelenmiştir (Sanfins, Rodrigues ve Albertini, 2018). Öte yandan, Hu ve Noda’nın 

çalışmaları oksidatif stres düzenleyicilerinin foliküler koruma ve iyileştirme üzerindeki 

rollerine odaklanmış ve bu bulgular, çalışmamızda gözlemlenen Nrf2 ve Sod1 artışlarıyla 

uyumluluk göstermiştir (Hu ve ark., 2006; Noda ve ark., 2012). 

Sonuç olarak, çalışmamız, intraovaryen eksozom uygulamalarının POY tedavisinde 

umut vaat eden bir yaklaşım olduğunu göstermekte ve literatüre önemli bir katkı 

sağlamaktadır. Gelecekteki çalışmalar, bu terapötik yaklaşımların etkinliğini sistemik 

uygulamalarla karşılaştırarak, klinik uygulamalara yönelik daha fazla veri sağlayabilir. 

6. SONUÇLAR ve ÖNERİLER 

 

Sonuç olarak, çalışmamız, prematür ovaryen yetmezliğin tedavisinde eksozomların ve 

quercetin yüklü eksozomların terapötik etkilerini ortaya koymuş ve özellikle quercetin yüklü 

eksozomların foliküler gelişimi destekleme, apoptozu azaltma, proliferasyonu artırma ve 
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oksidatif stresin yönetimindeki üstünlüğünü vurgulamıştır. Histolojik, moleküler ve gen 

ekspresyon analizlerimiz, EXO-QUE grubunda foliküler mikroçevrenin iyileştiğini ve 

hücresel düzeyde olumlu değişikliklerin meydana geldiğini göstermektedir. Bu bulgular, 

EXO-QUE'nun, POY tedavisinde klasik hormon replasman tedavilerinin ötesinde bir etki 

gösterdiğini ve hücre bazlı olmayan terapiler için yeni bir yol açtığını ortaya koymaktadır. 

Çalışmamız, literatürdeki mevcut araştırmalarla uyumlu olarak, intraovaryen 

uygulamanın, tedavi ajanlarının doğrudan hedef dokuya ulaşmasını sağlayarak terapötik 

etkinliği artırabileceğini göstermektedir. Bu yaklaşım, sistemik uygulamalara kıyasla daha 

az yan etki ve daha hızlı bir iyileşme potansiyeli sunmaktadır. Bununla birlikte, intraovaryen 

uygulamaların teknik zorlukları ve bu yöntemlerin geniş çapta klinik kullanım için optimize 

edilmesi gerektiği de göz önünde bulundurulmalıdır. EXO-QUE'nin ROS düzenlemesi 

üzerindeki etkilerini destekleyen Nrf2 ve Sod1 gen ekspresyonlarındaki artışlar, oksidatif 

stresin baskılanmasının foliküler mikroçevredeki iyileşmelerde önemli bir rol oynadığını 

göstermektedir. Bununla birlikte, ROS ile ilişkili belirteçlerin detaylı mekanizmalarının 

araştırılması, oksidatif stresin tedavi üzerindeki etkilerinin daha iyi anlaşılmasını 

sağlayabilir.  ROS'un foliküler sağlığı nasıl etkilediği ve bu süreçlerin EXO-QUE tarafından 

nasıl modüle edildiği konusunda daha fazla sayıda çalışmaya ihtiyaç vardır. 

Bunun yanı sıra, tedavi uygulanan hayvanların çiftleşmeye bırakılması ve bu gruplardan 

elde edilen yavruların fertilite durumları, foliküler gelişimleri ve genetik profillerinin detaylı 

olarak incelenmesi, tedavinin uzun vadeli etkinliğini ve güvenilirliğini değerlendirmek için 

önemli bir adım olacaktır. Bu tür çalışmalar, sadece tedavi edilen bireylerin değil, sonraki 

nesiller üzerindeki potansiyel etkileri anlamak için de kritik önem taşımaktadır. Ek olarak, 

EXO-QUE'nun taşıdığı yüklerin (quercetin, mikroRNA'lar, proteinler) hücresel düzeyde 

nasıl etki ettiğini anlamak için ileri düzey proteomiks ve transkriptomik analizler yapılabilir. 
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Bu tür moleküler çalışmalar, EXO-QUE'nun terapötik etkilerinin mekanizmasını daha iyi 

anlamaya olanak sağlayacaktır. 

Çalışmamız, EXO-QUE'nun POY tedavisinde umut vaat eden bir ajan olarak 

değerlendirilmesi gerektiğini ve bu yöntemin hasarlı dokular üzerinde doğrudan ve etkili bir 

iyileştirici yaklaşım sunabileceğini göstermektedir. Gelecekte, intraovaryen uygulamaların 

sistemik uygulamalarla karşılaştırıldığı klinik öncesi ve klinik çalışmalara ihtiyaç vardır. 

Ayrıca, eksozomların hedefe yönelik dağıtım sistemleri olarak geliştirilmesi, tedavi 

etkinliğinin artırılmasına yönelik yenilikçi stratejilere olanak sağlayabilir. EXO-QUE'nin 

sunduğu bu güçlü potansiyel, POY tedavisi için hem güvenilir hem de etkili bir alternatif 

olarak yeni ufuklar açmaktadır. Bu çalışma, POY tedavisinde gelecekteki araştırmalara ışık 

tutacak değerli bir katkı sağlamaktadır.  
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