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OZET

QUERCETIN YUKLENMIS WHARTON JELi KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK
HUCRE EKSOZOMLARININ PREMATUR OVARYEN YETMEZLIK
MODELINDE OVER FONKSiYONLARINA ETKISININ INCELENMESI

Amagc: Prematur ovaryen yetmezlik (POY), 40 yasindan 6nce over fonksiyonlarinin kaybi ile
karakterize ciddi bir bozukluktur ve genetik, otoimmdin, iatrojenik ve cevresel faktorlerin
karmagik etkilesiminden kaynaklanmaktadir. POY’un etiyolojisinde genetik anomaliler,
otoimmiin hastaliklar, ¢evresel faktorler ve tedaviye bagli iatrojenik nedenler 6nemli yer
tutmaktadir. Klinik olarak amenore, hipodstrojenizm ve infertilite ile kendini gosteren bu
durum, folikiler rezervin tukenmesi ve hormonal dengesizliklerle iligkilidir. Giiniimiizde POY
tedavisinde etkili bir yontem bulunmamakta ve mevcut tedaviler genellikle semptomlari
hafifletmeye yoneliktir. Bu nedenle, over fonksiyonlarini restore etmeyi hedefleyen yeni tedavi
yaklagimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Mezenkimal kok hicrelerden (MKH) tiretilen
eksozomlar, parakrin etkileri aracilifiyla doku rejenerasyonu ve immiinmodiilasyon
potansiyeline sahiptir. Eksozomlarin, igerdikleri mikroRNA, protein ve lipit gibi
biyomolekuller sayesinde, hiicreler arasi iletisimde rol oynadig1 ve oksidatif stres, apoptoz gibi
patolojik siireglerin diizenlenmesinde etkili oldugu bilinmektedir. Ayrica, quercetin, giiclii
antioksidan ve antiinflamatuvar 6zellikleri ile over dokusunda koruyucu etkiler gostermektedir.
Literatlirdeki bulgular, quercetinin folikiiler gelisimi destekledigini ve graniiloza hiicre
apoptozunu engelledigini gostermektedir.

Bu ¢alismada, prematiir ovaryen yetmezligin tedavisinde Wharton jelinden elde edilen
mezenkimal kok hicre (WJ-MKH) eksozomlarinin ve quercetin yiiklenmis WJ-MKH
eksozomlarmin folikiiler gelisim, apoptoz ve oksidatif stres iizerindeki etkileri incelenmistir.
Calismanin amaci, folikiiler mikrogevrenin iyilestirilmesi, apoptozun baskilanmasi ve oksidatif
stresin azaltilmasi yoluyla POY tedavisine yonelik yeni stratejiler gelistirmektir.

Yontem: Bu calismada, siklofosfamid uygulamasi ile prematiir ovaryen yetmezlik modeli
olusturulan disi siganlar alti gruba ayrildi: tedavi uygulanmayan kontrol grubu (Kontrol),
prematiir ovaryen yetmezlik modeli olusturulan ¢alisma grubu (POY), intraovaryen olarak
fosfatlanmig salin uygulanan ¢alisma grubu (PBS), intraovaryen quercetin uygulanan ¢alisma
grubu (QUE), intraovaryen eksozom uygulanan calisma grubu (EXO) ve intraovaryen

quercetin yiikklenmis eksozom uygulanan ¢alisma grubu (EXO-QUE).



Wharton jeli kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden izole edilen eksozomlar, dinamik
151k sag¢ilimi1 (DLS) ve elektron mikroskobi ile karakterize edildi. Quercetin yiikleme islemi
gerceklestirilerek yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile yilikleme verimliligi
degerlendirildi. Tedavi uygulamalari, intraovaryen enjeksiyon yontemiyle gerceklestirildi.

Histolojik incelemeler hematoksilen-cozin (H&E) boyama yontemiyle yapilirken,
folikiiler gelisim ve morfoloji detayl bir sekilde degerlendirildi. Serum folikul stimile edici
hormon (FSH) ve anti-Mullerian hormon (AMH) seviyeleri, enzim bagli immiinosorbent testi
(ELIZA) ile analiz edildi. Apoptoz ve proliferasyon belirtecleri, immunofloresan boyama
yontemi ile konfokal mikroskop altinda degerlendirildi. Gen ekspresyonu analizleri, kantitatif
gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ile gerceklestirildi. Ayrica, oksidatif
stres belirtecleri ve steroidogenezle iliskili genler degerlendirildi. Tum gruplar igin veriler
SPSS yazilimi kullanilarak analiz edildi.

Bulgular:. EXO-QUE uygulanan grupta, atretik folikiil sayisinda azalma, tersiyer folikiil ve
Korpus luteum sayisinda artis gdzlemlendi. immiin floresan boyamalarda, apoptoz belirteci
Caspase-3 ekspresyonunun anlamli sekilde azaldigi, buna karsin proliferasyon belirteglerinden
Pcna ifadesinin belirgin bir sekilde arttigi saptandi. Tedavi gruplarinda serum FSH
seviyelerinde azalma, AMH seviyelerinde ise anlamli bir artig tespit edildi. Gen ekspresyon
analizlerinde, oksidatif stresle iliskili Nrf2, Sod1, Star ve KitL gen ifadelerinin 6zellikle EXO-
QUE grubunda belirgin sekilde arttig1 goriildii. Fshr ve Amhr2 gen ifadelerinde tiim tedavi
gruplarinda artig gozlenirken, Gdf9 ve Bmpl15 gen ekspresyonlarinda artisin QUE ve EXO-
QUE gruplarinda istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi

Sonug: QUE ve EXO-QUE, prematiir over yetmezligi tedavisinde etkili birer terapotik ajan
olarak dikkat ¢ekmistir. Her iki tedavi yontemi de folikiiler gelisimi destekleme, apoptozu
azaltma ve proliferasyonu artirma agisindan basarili sonuglar ortaya koymus, ancak EXO-QUE
'nun 6zellikle oksidatif stresin yonetimi ve folikiiler mikrogevrenin iyilestirilmesi konularinda
iistiin bir etki sergiledigi belirlenmistir. Calismadan elde edilen bulgular, POY tedavisinde
yenilik¢i yaklagimlarin gelistirilmesine onemli katkilar saglamaktadir. Gelecekte yapilacak
caligmalar, EXO-QUE'"nun sistemik ve lokal uygulamalardaki etkinlik farklarini ve uzun vadeli
etkilerini ortaya koyarak, klinik uygulamalara yonelik daha fazla bilgi saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Prematir ovaryen yetmezlik, Oksidatif stress, Kok hicreler, Quercetin,

Eksozom



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).

Vi



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-Mdllerian 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, Sodl, 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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WJ: Wharton Jeli
WJ-MKH: Wharton jelinden elde edilen mezenkimal kok hicreleri

WJ-MKH-Exo: Wharton jelinden elde edilen mezenkimal kok hicrelerden tiretilen

eksozomlar

hUCMSC: insan kaynakli umblikal korddan koken alan mezenkimal kok hiicre
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1. GIRIS

1.1. Over
1.1.1. Overlerin Embriyolojik Gelisimi

Embriyonik donemde over, mezoderm kokenli ¢élomik epitelin mezonefroz ylzeyindeki
kalinlagsmasindan gelisir. Bu yap1, gonad taslagi olarak adlandirilir. Vitellus kesesinden
gelen ve yetigkin gametlerin embriyonik onciileri olan primordial germ hiicreleri (PGH) go¢
ederek gonad taslagini kolonize eder. Bu hiicreler epiblasttan koken alir ve ekstraembriyonik
dokularin etkisiyle germ hiicre hattina farklilasir (Sadler, 2018). Germ hiicreleri, overin
olusumu ve devamliligi igin kritik 6neme sahiptir; yokluklarinda gonad dejenerasyona

ugrayarak kordon benzeri yapilara doniisiir (Merchant-Larios, 1981).

PGH'ler, embriyonik yasamin yedinci haftasina kadar ¢élom epiteli ile etkilesim halinde
biiylirken, ilk mitotik boliinmelerini gergeklestirir. Gonadlara ulasan bu hiicreler
oogonyumlara doniisiir ve kisa siirede sayilar1 artar. 8. haftada yaklasik 600.000 olan germ
hiicre sayisi, 20. haftada 6-7 milyon gibi bir zirveye ulasir. Ancak, bu sire¢ boyunca atrezi
oranlar artar; dogumda 600.000-800.000 germ hiicresi kalirken, bu say1 puberteye kadar
300.000’e diiger. Bu folikiillerden sadece 300-400 tanesi, menopoza kadar ovulasyon
slirecine katilacak, menopozdan sonra ise overlerde yalnizca 1000 civarinda folikiil

kalacaktir (Oktem ve Oktay, 2008).

Mitotik bolinmelerden sonra oogonyumlar, mayoz bélinme sirecine girerek profaz
evresinde diploten asamasinda duraklar ve puberteye kadar mayoz bdliinmenin diger
asamalarma gecis yapmaz. Bu siiregte oositler, pregraniiloza hiicreleri tarafindan
cevrelenerek primordial folikiilleri olusturur ve over rezervini meydana getirir. Puberte
donemine gelindiginde ise overlerde ovulatuar dongiiler baslar ve primer oositlerden biri ya
da birka¢1 ovulasyon igin secilir (Sekil 1.1.). Bu suregte oosit ikinci mayotik bolinmeye
ilerler ve metafazda durur. Ikinci mayotik boliinme dollenme sirasinda tamamlanir (Irez ve

ark., 2019; Oktem ve Oktay, 2008).
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Sekil 1. 1. Farkli gelisim evrelerindeki folikiillerin kesitsel ¢izimler. Encyclopadia
britannica (1993)’den alinmistir.

1.1.2. Overlerin Anatomisi

Overler, pelvik kavitede uterusun her iki yaninda, pelvik yan duvarlara yakin
konumlanmig intraperitoneal organlardir. Ortalama 3-5 gram agirliginda olan overler, fossa
ovarica ad1 verilen ¢ukurlarda yer alir. Bu gukurlarin sinirlari arkada iireter, yukarida arteria
iliaca externa, asagida ise ligamentum latum’un tabami tarafindan belirlenir. Fossa
ovarica’nin tabaninda peritoneumun altinda arteria ve vena obturatoria ile nervus

obturatorius uzanir (Sekil 1.2.) (Williams ve ark., 1995).

Overlerin ylizeyi, bag dokusundan olusan tunika albuginea ile kaplidir. Puberte
Oncesinde pirlzsiz bir yilizeye sahip olan overler, ovulasyon surecleri ile birlikte daha
girintili ve ¢ikintili bir yapiya doniisiir. Her bir overin iki yiizeyi, iki kenar1 ve iki ucu
bulunur. I¢ yiizey mediale, dis yiizey laterale bakar. Kenarlardan biri, mesovarium
araciliiyla ligamentum latum’a baglanan margo mesovaricus’tur. Diger kenar ise serbest ug
olan margo liber olarak adlandirilir. Overlerin uglarindan biri uterusa, ligamentum ovarii

proprium ile baghdir. Diger ug ise ligamentum suspensorium ovarii araciligiyla pelvik



duvara tutunur. Bu ligament, overlerin damarlarini, lenfatiklerini ve sinirlerini igermesi

nedeniyle hayati bir 6Gneme sahiptir (Moore ve Dalley, 2018).

Embriyolojik donemde overler batin iginde bdbrek hizasinda yer alirken, gelisim
stirecinde pelvisin lateral duvarina dogru go¢ ederek nihai anatomik pozisyonlarina ulasir.
Overler peritonla kapli olmadigindan ovulasyon sirasinda atilan oosit periton bosluguna
diiser; ancak genellikle tuba uterina fimbrialar1 tarafindan yakalanarak ampullaya taginir ve

burada fertilizasyon gerceklesebilir (Moore ve Dalley, 2018).

Overlerin kanlanmasini, abdominal aortadan c¢ikan arteria ovarica saglar. Bu arter,
posterior abdominal duvar boyunca ilerleyerek pelvise girer ve ligamentum suspensorium
ovarii araciligiyla overlere dallar verir. Ven6z drenaj ise plexus pampiniformis araciligiyla
gergeklesir; sag taraf vena cava inferior’a, sol taraf ise vena renalis sinistra’ya dokiiliir.
Lenfatik drenaj paraaortik lenf nodlarina yonlenirken, sinirsel innervasyon plexus
ovaricus’tan gelen dallar araciligiyla saglanir. Overlerden gelen afferent sinir lifleri ise T10-

T11 spinal segmentlerine ulasir (Moore ve Dalley, 2018).
1.1.3. Overlerin Islevsel Ozellikleri

Overler, farkli islevsel bilesenlere sahip, dinamik ve siirekli degisim goOsteren
organlardir. Temel islevleri arasinda dollenebilir bir oosit tretimi ve Ureme sistemini
dollenmeye hazirlayip gebeligin olusumunu desteklemek icin gerekli steroid hormonlarinin
salgilanmas: bulunmaktadir. Overlerin bu steroidojenik ve ovulatuar iglevlerini yerine
getirebilmesi, folikiiler gelisim siirecinin de dahil oldugu son derece diizenli ve karmasik bir

dizi olayin ger¢eklesmesine baglidir.

Ostradiol (E2) ve progesteron gibi hormonlarm {iretimi, graniiloza ve teka hiicreleri
tarafindan gerceklestirilir. Teka interna hiicreleri luteinizan hormon (LH) etkisiyle androjen
uretirken, graniloza hucreleri folikul stimule edici hormon (FSH) etkisiyle bu androjenleri

Ostrojene doniistiiriir.
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Sekil 1. 2. Uterus, overler ve tupler. Anterior gorinim. Hombach-Klonisch, Klonisch ve
Peeler, 2019°dan alinmustir.

1.1.3.1. Overlerin Histolojik Yapisi ve Folikiil Gelisimi

Overin temel yapisal ve fonksiyonel birimi olan folikiiller, bir oositin etrafini ¢evreleyen
graniiloza hiicrelerinden olusur. Graniiloza hiicreleri vaskiiler bir beslenme sistemine sahip
olmadigindan, hiicreler arasi iletisim ve metabolik aligveris, gap junction adi verilen
baglantilar araciligiyla saglanir. Bu baglantilar, graniiloza hiicreleri arasinda fonksiyonel
biitiinliik olustururken, folikiil bityiimesi ve geligimi i¢in de kritik bir rol oynar. Over, korteks
ve medulla olmak tizere iki ana bolgeden olusur. Korteks, folikiillerin bulundugu dis bolgeyi,
medulla ise gevsek bag dokusu igeren ve kan damarlari, sinir lifleri ile lenf damarlarindan
zengin i¢ bolgeyi olusturur. Medulla folikiil icermez. Puberte dncesi kortekste yalnizca
primordiyal folikiller bulunurken, puberte sonrasi primer, sekonder ve tersiyer folikiiller de
gozlenir. Ureme ¢aginda bu folikiillerin yaninda korpus luteum, korpus albikans ve atretik

folikiiller de yer alir (Esrefoglu, 2021; Oktem ve Oktay, 2008).

Ovaryen folikiiller gelisim asamalarina gore dort gruba ayrilir: primordiyal, primer,
sekonder (antral) ve Graaf folikiilleri. Primordiyal folikiiller, tunika albugineanin hemen
altinda kiimeler halinde yerlesmis olup primer oosit ve onu ¢evreleyen tek katli yassi1 folikiil
hiicrelerinden olusur. Bu folikiiller biiyiimeye bagladiginda, primer folikiil adin1 alir. Primer
folikiiller, oositin biiylimesi ve ¢evresinde zona pellucida adi verilen glikoprotein yapili bir
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tabakanin olugmasi ile karakterizedir. Ayrica, bu asamada folikiil hiicreleri ¢ogalarak
graniiloza hiicrelerine dontisiir ve folikiil daha karmasik bir yap1 kazanir. Sekonder folikiil
evresine gegiste, folikiil cap1 belirgin sekilde genisler ve iginde antrum olarak isimlendirilen
folikiil sivist dolu bosluklar olusmaya baslar. Bu siirecte graniiloza hiicreleri, FSH etKisi

altinda aktif hale gelir (Pawlina ve Ross, 2018).
1.1.4. Ovulasyon ve Korpus Luteumun Olusumu

Son asamada, menstriiel siklus sirasinda se¢ilen dominant folikil, Graaf folikilu olarak
adlandirilir. Graaf folikiil, olgunlasarak ovulasyona hazir hale gelir ve i¢inde bulunan oositi
cevreleyen antrumu blylr. Ovulasyon sireci, sekonder oositin Graaf folikilinden serbest
birakilmasini igerir ve LH dalgasi tarafindan tetiklenir. Ovulasyondan hemen &nce, oosit
birinci mayoz boliinmeyi tamamlayarak sekonder oosit ve birinci kutup cismini olusturur.
Ikinci mayoz boliinme metafaz asamasinda durur ve yalmzca dollenme gerceklestiinde
tamamlanir. Ovulasyon sirasinda folikiil duvart yirtilarak oosit, zona pellucida, korona
radiata ve bir miktar folikiil sivisi ile birlikte ovaryumdan tuba uterinaya atilir. Eger

dollenme ilk 24 saat i¢inde ger¢eklesmezse, oosit dejenere olur ve viicuttan atilir.

Ovulasyon sirasinda antrumu olusturan graniiloza hiicreleri folikiil duvarinda
yogunlasarak kiiciik bir tepecik olusturur. Bu yapiya kumulus ooforus adi verilir ve bu yap1
oositi i¢inde barindirir. Oosit ¢cevresinde yogunlasan graniiloza hiicreleri ise korona radiata
ad1 verilen yapiy1 meydana getirir. Ovulasyon sirasinda, kumulus ooforus ve korona radiata,

oositle birlikte serbestlesir.

Ovulasyondan sonra Graaf folikiilii luteinize olur ve korpus luteum adini alir. Korpus
luteum, progesteron ve dstrojen salgilayarak endometriyumun gelisimini destekler ve zigot
implantasyonu i¢in uygun bir ortam saglar. Graniiloza ve teka hiicreleri bu siiregte
boyutlarini artirir, sitoplazmalarinda lipit damlaciklar1 biriktirir ve lutein hiicrelerine
dontisiir. Graniiloza lutein hiicreleri merkezde, daha biiyiik yapidayken, teka lutein hiicreleri
periferde ve daha kiiciik yapidadir. Hiicrelerin sar1 rengi, i¢erdigi lipokrom pigmentinden
kaynaklanir. Korpus luteumun gerilemesiyle korpus albikans adi verilen fibr6z bir yap1

olusur.

Ovulasyon surecinde folikultin gevresindeki stromada bulunan fibroblastlar teka
tabakasini olusturur. Teka tabakasi teka interna ve teka eksterna olarak ikiye ayrilir. Teka
interna, FSH etkisiyle androstenediondan Ostrojen sentezleyen aromataz enzimi salgilar.

Uretilen 6strojen, folikiil stromasina gegerek kan dolasimina katilir ve viicuda yayilir.
5



Menstriiel siklus sirasinda genellikle bir folikiil digerlerinden daha hizli biiyiir ve dominant
hale gelir. Bu dominant folikiil, yaklasik 2,5 cm ¢apa ulasarak over yiizeyinde disa dogru bir
siskinlik olusturur ve ovulasyonla serbestlesir. Diger folikiiller ise atretik hale gelerek

yikima ugrar (Irez ve ark., 2019; Pawlina ve Ross, 2018).
1.2. Premattr Ovaryen Yetmezlik (POY)

Prematlr Ovaryen Yetmezlik (POY), 40 yasindan 6nce over fonksiyonlarinin kaybu ile
karakterize olan, kadinlarda iireme fonksiyonlarini etkileyen ciddi bir hastaliktir. Diinya
genelinde kadinlarin  yaklagik %1’ini etkileyen bu durum, infertilite, hormonal
dengesizlikler ve uzun vadeli saglik sorunlariyla iligkilidir (Sheikhansari, Aghebati-Maleki,
Nouri, Jadidi-Niaragh, ve Yousefi, 2018). POY, genetik, otoimmun, iatrojenik, ¢evresel ve
enfeksiy6z nedenlerin karmasik bir etkilesiminden kaynaklanabilir. Hipodstrojenizm,
hipergonadotropinizm ve amenore, prematiir ovaryen yetmezligin temel klinik belirtilerini

olusturur.
1.2.1. Etiyoloji ve Patofizyoloji

POY’nin etiyolojisinde genetik faktdrler dnemli bir yer tutar. X kromozomuna bagl
anomaliler, Turner sendromu (45,X) ve mozaizm (46,XX/45,X) en sik rastlanan genetik
nedenler arasinda yer alir (Ishizuka et al., 2019). Ayrica FOXL2, BMP15 ve NOBOX gibi
genlerdeki mutasyonlar, oosit gelisimini ve folikiil olusumunu olumsuz etkileyerek POY’ya
yol acabilir. FMR1 premutasyonlar1 ise Fragile X sendromu tastyicilarinda POY gelisme
riskini artirir. Steroid sentezinde gorev alan 17a-hidroksilaz ve aromataz gibi enzimlerdeki
eksiklikler, hormon tiretiminde bozulmaya neden olarak POY’ya zemin hazirlayabilir (Qin,

Jiao, Simpson ve Chen, 2015).

Otoimmun mekanizmalar, prematiir ovaryen yetmezligin diger 6nemli nedenleri
arasinda yer alir. Zona pellucida ve steroid iireten hiicrelere karsi gelisen otoantikorlar,
folikiler kayiba neden olabilir (Hoek, Schoemaker ve Drexhage, 1997). Addison hastaligi,
otoimmiin tiroidit ve tip 1 diyabet gibi diger otoimmiin hastaliklarla POY arasinda siki bir
iliski bulunmaktadir (Dittmar ve Kahaly, 2003; La Marca ve ark., 2010). Kemoterapi ve
radyoterapi oosit DNA’sinda hasara neden olarak over rezervini hizla tiikketebilir (Gracia ve
ark., 2012). Cevresel faktorler, sigara ve viral enfeksiyonlar (6rnegin mumps ooforit) da

POY gelisimine katkida bulunabilir (Kokcu, 2010).



Patofizyolojik olarak, POY, folikiler rezervin tikenmesi ve hormonal dengesizliklerle
karakterizedir. Serum FSH ve LH diizeylerinde artig goriiliirken, dstrojen liretimi azalir. Bazi
hastalarda aralikli over aktivitesi nedeniyle spontan gebelikler goriilebilir; ancak genel
olarak POY, infertilite ile iliskilendirilen en ciddi durumlar arasinda yer alir (Bunpei

Ishizuka, 2021).
1.2.2. Tam ve Komplikasyonlar

POY tanisi, en az dort ay siiren oligo/amenore ile birlikte iki farkli zamanda 6lgiilen
serum FSH diizeyinin >25 IU/L olmasi ile konur. Anti-Mullerian Hormon (AMH) duizeyleri
ve antral folikiil sayis1, over rezervinin degerlendirilmesinde kritik parametrelerdir (E. G. G.

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

Ovaryen folikiil sayisindaki azalma ve folikiiler disfonksiyon hem endokrin hem de
tireme bozukluklarina yol agar. Vakalarin yaklasik %5'inde spontan gebelik olusabilse de,
POY’lu kadmlarin ¢cogu gebe kalmak i¢in yardimei iireme teknikleri ya da dondr oositlere
ihtiyag duyar (Magraith, Fernando ve Vincent, 2023). POY’un komplikasyonlari, yalnizca
tireme fonksiyonlarini degil, genel sagligi da etkiler. Ostrojen eksikligine bagl olarak
osteoporoz, kirik riski ve kardiyovaskiiler hastaliklar goriiliir. Norolojik sistemde biligsel
islev bozukluklar1 ve demans riski artar. Metabolik komplikasyonlar arasinda dislipidemi,
insiilin direnci ve obezite yer alir. Psikolojik etkiler ise depresyon, anksiyete ve yasam

kalitesinde azalma seklinde kendini gosterebilir (Bunpei Ishizuka, 2021).
1.2.3. Tedavi Yaklasimlari
1.2.3.1. Hormon Replasman Tedavisi (HRT)

HRT, POY’un semptomlarini hafifletmek ve uzun vadeli komplikasyonlar1 dnlemek
i¢in kullanilan birincil tedavi yontemidir. Ostrojen eksikligi, bu hastalarda damar, kemik ve
diger dokularin erken yaslanmasina yol agarak yasam beklentisini kisaltmaktadir. Hormon
replasman tedavisi, vazomotor semptomlar, 6zellikle ates basmasi ve terleme gibi sikayetleri
hafifletmekte etkili bulunmus, ayrica vajinal kuruluk, irritasyon, sik idrara ¢ikma ve idrar
kagirma gibi iirogenital semptomlarin da azalmasimi saglamistir. Tedavi, kemik mineral
yogunlugunu artirarak kemik kaybin1 Onlemekte ve kalca ile omurga kiriklarini
azaltmaktadir. Norolojik faydalar1 agisindan, hormon replasman tedavisinin menopoz
gecisine yakin donemde baslatildiginda bilissel gerilemeyi azalttigi ve koruyucu etkiler

sagladig1 belirtilmistir. Ancak, tedavinin ileri yaslarda baslatilmasi, mevcut vaskiiler veya



norolojik hastaliklarla iliskili olarak bilissel bozukluk riskini artirabilir. Bununla birlikte, bu
tedaviler semptomatiktir ve ovaryen folikiillerin sayisin1 veya islevini geri getiremez.
Ayrica, artmis kanser riski, vendz tromboembolizm, miyokard enfarktiisi gibi potansiyel
yan etkilerle iligkilendirilmektedir (Shelling, 2010). Gebe kalmak isteyen hastalar i¢in su
anda dondr yumurta bagisi veya evlat edinme disinda bir tedavi segenegi bulunmamaktadir
(Sheikhansari ve ark., 2018). Sonug olarak, erken over yetmezligi olan hastalarda over
rezervini artirmak ve dogurganlig1 yeniden saglamak amaciyla yeni terapétik yaklasimlarin

gelistirilmesi kritik bir ihtiyagtir.
1.2.3.2. Kok Hucre Tedavileri

Kok hiicre tedavileri, POY tedavisinde umut verici bir segenek olarak one ¢ikmaktadir
(Sheikhansari ve ark., 2018). Kok hucreler, uzun sureli proliferasyon kapasitesine, kendini
yenileme yetenegine ve farkli hiicre soylarina doniisebilme 6zelligine sahip, farklilagsmamis
hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Embriyonik kok hiicreler (EKH'ler), indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler (iPKH'ler) ve eriskin kok hiicreler olmak tizere ti¢ farkli kategoriye

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

Embriyonik Kok Hicreler (EKH’ler): Herhangi bir hiicre tipine farklilagsmak igin
siirsiz Ozellige sahip tek kok hiicrelerdir. Ancak, immiin reddetme riski ve etik kaygilar

EKH’lerin kullanimini sinirlandirmaktadir.

Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler (iPKH’ler): EKH'lerle iliskili sinirlamalarin
iistesinden gelmek amaciyla, transkripsiyon faktorleri Oct4, Sox2, K1f4 ve Myc kullanilarak
yetigkin somatik hiicrelerin pluripotent kok hiicrelere farklilagtirilmasi gibi stratejiler
arastirilmistir. iPKH'ler morfoloji, pluripotensi, kendini yenileme ve gen ekspresyonu
acisindan EKH'lere ¢ok benzemekle birlikte etik acidan herhangi bir sinirlamaya sahip
degildir. Bununla birlikte, nakil sonrasi1 teratom olusumu, tiimérogenez ve vektorlerin konak
hiicrenin genomuna kontrolsiiz entegrasyonu riski su anda klinik uygulamalarin

sinirlandirmustir.

Eriskin Kok Hicreler: Eriskin kok hiicreler, gesitli doku ve organlarin “kok hiicre nisi”
olarak adlandirilan ve kok hiicrelerin kaderlerini belirleyen uyaranlari aldiklar belirli bir
mikrogevre saglayan bolgesinde bulunan multipotent, embriyonik olmayan kok hiicrelerdir.
Yetiskin kok hiicreler arasinda mezenkimal kok hiicrelerin (MKH), sahip olduklari benzersiz
Ozellikleri nedeniyle terapdtik stratejilerin gelistirilmesinde umut verici bir ara¢ oldugu

kanitlanmistir (Rosario ve Anderson, 2021).



1.3. Mezenkimal Kok Hucreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler), kendi kendini yenileyebilme kapasitesine sahip,
adipositler, kondrositler, osteositler, diz kas hicreleri, fibroblastlar ve hematopoietik
stromal hiicreler gibi ¢esitli mezenkimal hatlara farklilagsabilen multipotent hiicrelerdir. Bu
hiicreler ilk kez 1960'larin sonlar1 ile 1970'lerin baslarinda Friedenstein ve calisma
arkadaglar tarafindan gézlemlenmis ve kemik iliginden tiireyen, fibroblast benzeri, plastik
ylizeylere yapisabilen, non-hematopoietik bir hiicre popullasyonu olarak tanimlanmistir
(Friedenstein, Chailakhyan, Latsinik, Panasyuk ve Keiliss-Borok, 1974). Kendini yenileme
ve farklilagma yeteneklerinin yani sira immiinomodiilator 6zelliklere sahiptirler. MKH'ler,
kemik, kikirdak, tendon, kas ve yag dokular1 gibi mezodermal kokenli dokulart olusturan
osteoblastlar, kondrositler, miyositler ve adipositlere farklilagabilir. Bunun yani sira,
noronlar ve endotel hicreleri gibi ektodermal ve endodermal kokenli hicrelere de
farklilagsma potansiyeli tagirlar. Kemik iligi ve yag dokusu gibi heterojen kaynaklardan elde
edilen bu hiicreler, belirli ylizey belirtecleri ile tanimlanir (Kassem, 2004). Uluslararasi
Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT) tarafindan MKH olarak siniflandirilabilmesi i¢in su

ozellikleri tasimalar1 gerekir (Dominici ve ark., 2006):
. Kiiltiir ortaminda plastik ylizeye yapisma yetenegi,

. Yuzeylerinde CD105, CD73 ve CD90 gibi belirtecleri eksprese ederken, CD45,
CD34, CD14, CD11b ve HLA-DR gibi belirtecleri eksprese etmemesi,

. In vitro ortamda kemik, yag ve kikirdak hiicrelerine farklilagsma kapasitesine sahip

olmasi.

MKH'lerin doku onarimi ve immiin modiilasyon ozellikleri, onlar1 rejeneratif tip
uygulamalarinda 6nemli bir ara¢ haline getirmistir. Kemokinler, adezyon molekiilleri ve
matriks metalloproteinazlar araciligiyla hasarli doku bdlgelerine go¢ edip yerlesmeleri,
MKH'lerin 6ne ¢ikan terapotik ozelliklerinden biridir. Gogiin ardindan, MKH'ler biiyiik
miktarda biiylime faktorii lireterek doku yenilenmesine katkida bulunur. Bunun yani sira,
hiicre apoptozunu inhibe edebilir, doku yenilenmesini tesvik edebilir ve giiglii
imminmodiilatér etkiler gosterebilir. Ayrica, timor olusumuna aracilik eden bazi siiregleri
baskilarken anti-kanser Ozellikler de sergileyebilirler (Sadeghi ve ark., 2024). Yetiskin
dokulardan izole edilen mezenkimal kok hiicreler, terapdtik amaglarla en sik kullanilan
hiicrelerdir. Ancak, diisiik proliferasyon kapasitesi, siirli hiicre igerigi ve agrili, invaziv

ayristirma yontemleri nedeniyle enfeksiyon ve morbidite riski tasimalari, bu hiicrelerin
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terapotik kullanimini kisitlamaktadir (Mazini, Rochette, Amine ve Malka, 2019). Buna
karsilik, ekstraembriyonik dokulardan elde edilen MKH'ler, yetiskin MKH'lerle bir¢ok ortak
Ozelligi paylasmalari nedeniyle terapotik kullanim i¢in ideal bir segenek olarak
degerlendirilmektedir. Embriyonik kok hiicrelerin bazi 6zelliklerini tagimalarina ragmen,
teratom olusumuna neden olmadiklari ve etik ile yasal sorunlara yol agmadiklar1 i¢in giivenli

bir segenek olarak 6ne ¢ikmaktadirlar (Troyer ve Weiss, 2008).

POY tedavisinde en sik kullanilan MKH'ler, kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicreler (Ki-MKH’ler), adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicreler (YD-MKH’ler), gobek
kordonu (GK-MKH’ler) ve Wharton jeli kaynakli mezenkimal kok hiicreleri (WJ-MKH’ler),
ve plasental mezenkimal kok hicreler (PMKH’ler), amniyotik mezenkimal kok hicreler
(AMKH’ler) ve menstriiel kan kaynakli kok hiicrelerdir (MenKH’ler) (Shi ve ark., 2023).

1.3.1. Wharton Jeli Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Wharton jeli (WJ), ilk kez 1656 yilinda Thomas Wharton tarafindan tanimlanmis olup,
gobek kordonunun amniyotik epiteli ile damarlar1 arasinda yer alan mukoz bir bag
dokusudur. Daha sonra, 1991 yilinda McElreavey, Irvine, Ennis ve McLean, Wharton
jelinden ilk kez mezenkimal kok hiicreleri izole etmeyi basarmislardir (McElreavey, Irvine,
Ennis ve McLean, 1991). Wharton jeli kaynakli mezenkimal kok hiicreler (WJ-MKH), etik
kaygilara yol agmadan ve invaziv olmayan yontemlerle kolaylikla elde edilebilmektedir. Bu
hiicreler, kemik iligi veya yag dokusundan izole edilen hiicrelere kiyasla daha yiiksek
proliferasyon kapasitesine sahiptir. Ayrica, diisiik immiinojenite 6zellikleri sayesinde HLA-
DR gibi immiin yanit:1 tetikleyebilecek belirtecleri ifade etmezler. Dondr dokusunun yasi,
MKH'lerin biyolojik 6zellikleri Gzerinde belirleyici bir rol oynarken, WJ-MKH'ler yaslanma
stireclerini hizlandiran faktdrlerden etkilenmeden korunmus yapisimi siirdiirmektedir
(Stenderup, Justesen, Clausen ve Kassem, 2003). Bu 0zellikler, Wharton jelinden izole
edilen MKH'leri hiicre bazl tedaviler i¢cin daha cazip bir secenek haline getirmekte ve bu

hiicrelerin klinik uygulamalarda yaygin kullanimi i¢in 6nemli bir potansiyel sunmaktadir.

WJ-MKH'ler, otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarin yonetiminde kritik 6éneme sahip
giiclii immiinomodiilatér 6zellikler sergiler. Bu hiicreler, dogustan gelen ve kazanilmis
bagisiklik yanitlarini ¢gesitli mekanizmalarla diizenler. T hiicre proliferasyonunu ve B hiicre
fonksiyonlarimi inhibe ederek otoimmiin hastaliklarda goriilen asir1 bagisiklik tepkilerini
azaltirlar. Ayrica, bagisiklik yanitlarmin baglatilmasinda 6énemli bir rol oynayan dendritik

hiicrelerin fonksiyonlarimi modiile ederek genel bagisiklik yanitin1 dengelemeye katkida
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bulunurlar. Bunun yani sira, diizenleyici T hiicrelerinin (Treg) iiretimi ve fonksiyonlari
tizerinde de etki gdstererek bagisiklik yanitinin kontrolii ve inflamasyonun baskilanmasinda
o6nemli bir rol oynar (S. Hashemi ve ark., 2019; S. M. J. Hashemi, Enderami, Barzegar ve
Mansour, 2024). Ayrica, in vitro arastirmalar, GK-MKH’lerin, kemik iligi veya adipoz
kaynakli hiicrelere kiyasla daha yiiksek anjiyojenik potansiyele sahip oldugunu gostermistir.
Bu 0Ozellikler, WJ-MKH'lerin kardiyovaskiiler hastaliklardan norolojik bozukluklara kadar
genis bir tedavi yelpazesinde kullanilabilmesine olanak saglamaktadir (Pinto ve ark., 2020).
Giincel calismalar, WJ-MKH'lerin norolojik hastaliklar, bobrek hasarlari, akciger
yaralanmalari, ortopedik problemler, karaciger hasarlar1 ve kanser tedavisi gibi pek ¢ok tibbi
alanda potansiyel kullanim alani sundugunu ortaya koymaktadir (Patel ve ark., 2024).
Ayrica, GK-MKH transplantasyonunun, POY hayvan modellerinde Ostrus dongusuni
yeniden diizenledigi, E2 ve AMH seviyelerini artirdigi, FSH ve LH seviyelerini diisiirdiigii
ve folikiilogenezi destekledigi gosterilmistir. Bu bulgular, GK-MKH’lerin terapotik bir
secenek olarak biiyiikk bir potansiyel tagidigini gostermektedir. Ancak, bu hiicrelerin
giivenlik ve etkinlik profili klinik ¢aligmalarla detayli bir sekilde degerlendirilmelidir (X.
Wang ve ark., 2023).

MKH'lerin terapotik etkilerinin parakrin mekanizmalarla ortaya ciktigr bildirilmektedir
(Sajeesh, Broekelman, Mecham ve Ramamurthi, 2020). Ozellikle, MKH'lerin salgiladig1
sekretomda bulunan kodlamayan RNA'lar, sitokinler ve blylume faktorleri gibi parakrin
etkenler, hasarli doku ve organlardaki hedef hiicrelere aktarilabilir ve uzun siireli etkiler
saglayabilir. Ekstraseliiler vezikiiller (EV'ler), biyolojik olarak aktif bilegenleri tasiyarak bu
parakrin etkilerde kritik bir rol oynar. EV'lerin bir alt grubu olan eksozomlar, hiicreler arasi
iletisimde Onemli bir gorev {iistlenir ve tasidiklari proteinler ile kodlamayan RNA'lar
araciligiyla hasar ve hastaliklara kars1 doku yanitlarin1 giiglendirebilir (Qiu ve ark., 2018;
Valadi ve ark., 2007).

1.4. Ekstraseltler Vezikuller

Ekstraseliiler vezikiiller, caplar1 yaklagik 30 nm ile 3.000 nm arasinda degisen, lipid ¢ift
katmanli membran yapisina sahip vezikiillerdir. Hiicreler arasi iletisimde kritik fizyolojik
roller istlenen bu vezikiiller, baslangicta hiicresel atiklar veya toksik ve gereksiz yan
triinlerin  hiicreden uzaklagtirllmasi i¢in bir mekanizma olarak degerlendirilmistir.
Boyutlarina, kaynaklarina ve ylizey belirteclerine gore {ic ana kategoriye ayrilirlar (Xu ve

ark., 2018; Y. Zhang ve ark., 2023):
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1. Eksozomlar: Caplart 30-200 nm arasinda olup endozomal kokenlidir.

Multivezikiiler cisimlerin plazma membrani ile birlesmesi yoluyla salinirlar.

2. Mikrovezikuller: Caplar1 50-1000 nm arasinda degisir ve hiicre membraninin disa

dogru tomurcuklanmasiyla olusur.
3. Apoptotik Cisimcikler: Hiicre 6liimii sirasinda olusan daha biiyiik vezikiillerdir.

Ekstraseliiler vezikiillerin biyomolekiiler yapisi, hem iglevlerini hem de kaynaklarini
belirlemektedir. Bu vezikuller, DNA, mRNA, uzun kodlamayan RNA'lar (IncRNA), lipitler
ve ¢esitli proteinler gibi zengin bir biyomolekiiler i¢erik barindirir. Kok hiicrelerden elde
edilen ekstraseliiler vezikiiller, etik olarak kolay erisilebilir olmalari, bol miktarda elde
edilebilmeleri ve diisik immiinojeniteye sahip olmalart nedeniyle onemli avantajlar
sunmaktadir. Ote yandan, kok hiicreler ekstraseliiler vezikiillerden farkli olarak sinirsiz
cogalma, kendini yenileme ve farkli hiicre tiplerine doniisme kapasitesine sahiptir.
Ekstraseluler vezikillerin ve kok hucrelerin terapotik potansiyelini anlamak, bu alanlarda
gelistirilecek yenilikei tedavi stratejilerinin sekillendirilmesi agisindan kritik bir oneme

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

Eksozomlar, hiicre i¢i endozomal sistemden kaynaklanan ve gaplar1 yaklagik 30-200 nm
arasinda degisen kiiciik membrandz vezikiillerdir. Hiicreler arasi iletisimde temel bir role
sahip olan eksozomlar, klinik uygulamalar ac¢isindan da 6nemli bir potansiyel sunmaktadir.
Giliniimiizde yapilan g¢alismalar, eksozomlarin teshis icin biyobelirte¢ kaynagi olarak
kullanilma potansiyelini ve terapotik uygulamalarda ilag tasiyici vektorler olarak
degerlendirilme olanaklarin1 giderek artan siklikta arastirmaktadir (Lin ve ark., 2015;

Phinney ve Pittenger, 2017).

Eksozomlar, endozomal sistemin olgunlagma siirecinde, multivezikiiler cisimciklerin
liimeninde intraluminal vezikiiller olarak olusur. Bu siireg, belirli siralama mekanizmalari
ve ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) gibi molekiler makineler
tarafindan diizenlenir. ESCRT kompleksi, membran sekillenmesi ve tomurcuklanmasinda
kritik bir rol oynar. ESCRT-0 ve ESCRT-I alt birimleri, multivezikiler cisimciklerin
membraninda belirli mikro bdlgeler olusturarak kargo proteinlerini toplar. Bu alt birimler,
ESCRT-III kompleksini aktive eder ve bu da membran tomurcuklanmasi ile vezikiil

olusumunu saglar (Van Niel, d’Angelo ve Raposo, 2018). Ancak, eksozomlar ESCRT
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bagimli olmayan mekanizmalarla da iiretilebilir. Ceramid iiretimini saglayan nétral tip 11
sfingomiyelinaz enzimi gibi lipid metabolizmasina dayali mekanizmalar da bu siiregte rol
oynar. Ek olarak, tetraspanin protein ailesi (6rnegin CD63, CD81 ve CD9), eksozomlarin
biyogenezinde ve belirli kargo molekiillerinin eksozomlara yonlendirilmesinde gorev alir

(Van Niel ve ark., 2018).

Eksozomlar, proteinler, lipitler ve nikleik asitler (DNA, mRNA ve mikroRNA'lar dahil)
gibi biyomolekiiller igerir. Bu igerikler, hiicreler arasi iletisimde ve hedef hiicrelerdeki gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde énemli roller oynar. Ornegin, kargo proteinleri HSP70 ve
HSC70 gibi saperon proteinlerle birlikte eksozomlara dahil olabilir. Lipit rafts olarak bilinen
membran bolgeleri, glikozilfosfatidilinozitol (GPI) ile baglantili proteinlerin eksozomlara
dahil edilmesine katki saglayabilir. Niikleik asitlerin eksozomlara segici olarak dahil
edilmesi, RNA baglayici proteinler, ESCRT-II kompleksi veya mikroRNA-susturma
kompleksi (miRISC) gibi mekanizmalarla diizenlenir. Bu siirecler, eksozomlarin hedef
hiicrelerde genetik diizenlemelere aracilik etmesini saglar (Nolte-’t Hoen ve ark., 2012;

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

Eksozomlar, bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesi, tiimor metastazi, anjiyogenez ve
embriyonik doku invazyonu gibi bircok fizyolojik ve patolojik strecte 6nemli roller Gstlenir.
Ornegin, bagisiklik hiicrelerinden tiireyen eksozomlar, antijen sunumu yaparak T hlicrelerini
aktive edebilir (Buschow ve ark., 2009). Ote yandan, kanser hiicrelerinden salinan
eksozomlar, belirli organlar1 hedefleyerek metastatik nis olusumunu destekleyebilir

(Hoshino ve ark., 2015).

Eksozomlar, hedef hiicrelerin plazma membranina baglanarak ya da hiicre igine
alindiktan sonra etkilerini gosterir. Bu siirecler, klatrin aracili endositoz, makropinositoz
veya fagositoz gibi mekanizmalarla gergeklesir (Colombo, Raposo, ve Theéry, 2014).
Eksozomlarin biyogenezi, icerikleri ve fonksiyonlar1 olduk¢a karmasiktir ve hiicre tiiriine,
tasidiklari kargolara ve ¢evresel sinyallere bagli olarak degisiklik gosterebilir. Eksozomlarin
bu ¢ok yonli 6zellikleri hem fizyolojik hem de patolojik siireglerin anlasilmasinda ve yeni
terapotik yaklasimlarin gelistirilmesinde biiyiik bir potansiyele sahiptir (Colombo ve ark.,
2014).

1.4.1.1. Eksozom izolasyonu ve Karakterizasyonu

Eksozomlarin izolasyonu ve karakterizasyonu, biyomedikal aragtirmalar ve klinik

uygulamalar i¢in biiylikk 6nem tasir. Bu vezikiillerin biyolojik sivilardan ve hiicre
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kiiltiirlerinden izole edilmesi igin cesitli yontemler bulunmaktadir. izolasyon yéntemleri
arasinda ultrasantrifiigasyon, yogunluk gradiyani santrifiijleme, boyut ayiric1 kromatografi,
immiinoafinite yakalama yontemleri ve mikroakigkan teknolojiler bulunur (M. Zhou, Weber,
Zhao, Chen ve Sundstrom, 2020). Ultrasantrifuj basit ve givenilir bir yéntem olarak kabul
edilirken (Purushothaman, 2019), immdinoafinite yakalama yontemi, proteomik profil
bazinda eksozomlarin izole edilmesinde en etkili yontem olarak gosterilmistir (Greening,

Xu, Ji, Tauro ve Simpson, 2015).

Eksozomlarin karakterizasyonu genellikle elektron mikroskobu, nanoparcacik izleme
analizi, western blot analizi, flow sitometrisi, yiizey plazmon rezonansi ve raman
spektroskopisi gibi teknikler ile gerceklestirilir. Bu yontemler, eksozomlarin boyutunu,
sayisini ve protein ekspresyonunu degerlendirmek i¢in kullanilir (Purushothaman, 2019).
Eksozomlarin karakterizasyonunda Alix, TSG101 ve HSP70 gibi belirteglerin varlig1r bu
tekniklerle dogrulanabilir (Greening et al., 2015). Eksozom izolasyonu ve karakterizasyonu
icin kullanilan her yontemin avantajlar1 ve sinirlamalari bulunmaktadir. Arastirmanin

amacina ve mevcut kaynaklara bagli olarak en uygun yontemin se¢ilmesi dnem tasir.

Wharton jelinden elde edilen mezenkimal kok hicrelerden turetilen eksozomlar (WJ-
MKH-Exo), diisiik immiinojenik 6zellikleri sayesinde bagisiklik yanitini tetikleme riskini
minimize ederken, mikroRNA, mRNA, protein ve lipit gibi biyomolekiiller tasiyarak
hicresel siireglerde kritik islevler tstlenir. Etik a¢idan herhangi bir sorun olusturmayan
gobek kordonundan kolaylikla elde edilebilmeleri, bu hiicrelerden tiiretilen eksozomlarin
onemli bir avantajidir. Terapdtik etkileri agisindan degerlendirildiginde, WIJ-MKH-
Exo’larin inflamasyonu azaltma, doku rejenerasyonunu destekleme ve fibrozis gibi dokusal

hasarlar1 6nleme gibi ¢esitli faydalar sundugu gosterilmistir (Yang ve ark., 2019).

Son yillarda yapilan arastirmalar, insan gobek kordonu kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerden tiiretilen eksozomlarin, POY tedavisindeki potansiyelini vurgulamaktadir. Bu
eksozomlarm, Hippo sinyal yolunu diizenleyerek POY fare modellerinde over
fonksiyonlarin1 ve hiicresel proliferasyonu iyilestirdigi gosterilmistir (Li ve ark., 2021).
Ayrica, Nrf2/GPX4 yolu aracilifiyla ferroptozu inhibe ederek kemoterapiye bagli over
hasarimni 6nleme yetenegi sergiledigi bildirilmistir (Y. Zhou ve ark., 2024). Bu bulgular,
gobek kordonu kaynakli eksozomlarin POY tedavisinde giiglii ve yenilikgi bir bilimsel temel

sundugunu gostermektedir.
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1.5. Quercetin

Quercetin, flavonoid ailesine ait dogal bir bilesik olup ¢esitli meyve, sebze, ¢cay ve sarap
gibi bitkisel kaynakli gidalarda bulunmaktadir (Van Meeuwen, Van den Berg, Sanderson,
Verhoef ve Piersma, 2007). Antioksidan, antiinflamatuar ve antiapoptotik ozellikleriyle
dikkat ¢eken quercetin, genis bir biyolojik etki yelpazesine sahiptir (Chen ve ark., 2018). Bu
Ozellikleri, oksidatif stres ve inflamasyonun yol actig1 patolojilerin tedavisinde ve hiicresel
koruma mekanizmalarinin gelistirilmesinde onemli bir molekil olarak incelenmesini

saglamgtir.

Quercetin, hiicre diizeyinde oksidatif stresin neden oldugu hasar1 6nleme ve hiicresel
homeostazi koruma kapasitesine sahiptir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimini
azaltarak lipid peroksidasyonu gibi oksidatif siirecleri inhibe eder. Ayrica, siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan savunma enzimlerinin
aktivitesini artirir. Bu mekanizmalar sonucunda, malondialdehit (MDA) gibi oksidatif stres
belirteglerinde azalma gozlemlenmistir (Jia, Lin, Mi ve Zhang, 2011). Bu etkileriyle
quercetin, oksidatif stresin rol oynadig1 hastaliklarin tedavisinde potansiyel bir ajan olarak

dikkat cekmektedir.

Kadin iireme saglig: tizerindeki etkileri agisindan, Quercetinin rolii birkag¢ ¢aligmada
incelenmistir. POY modellerinde, Quercetinin over dokusunu koruyucu etkileri rapor
edilmistir (Elkady, Shalaby, Fathi, & El-Mandouh, 2019; Zheng, Ma, Chen ve Li, 2022).
Siklofosfamidin neden oldugu POY’da, Quercetin’in folikiil rezervini korudugu, graniiloza
hiicrelerinin apoptozunu engelledigi ve over fonksiyonlarimi iyilestirdigi gosterilmistir.
Quercetin’in bu etkilerinin temelinde PI3K/Akt/FoxO3a sinyal yolunun regiilasyonu
yatmaktadir. Bu sinyal yolu, primordial folikiillerin aktivasyonunu diizenleyerek folikiil
havuzunun korunmasinda kritik bir rol oynar. Quercetin, bu yolu aktive ederek grantloza

hiicrelerinin hayatta kalmasini destekler ve folikil atrezisini dnler (Zheng ve ark., 2022).

Quercetinin anti-apoptotik etkileri, mitokondriyal membran potansiyelinin korunmasi
ve apoptotik proteinlerin inhibisyonu ile iliskilidir. Hiicresel diizeyde, Bcl-2 gibi anti-
apoptotik proteinlerin ekspresyonunu artirirken Bax ve caspase-3 gibi pro-apoptotik
proteinlerin aktivitesini baskilar. Bu mekanizma graniiloza hiicrelerinde apoptozu 6nleyerek
folikiillerin saglikli gelisimini destekler. Ayrica, mitokondri fonksiyonlarini koruma ve ROS
Uretimini azaltma kapasitesi, Quercetinin over fonksiyonlari tizerindeki koruyucu etkilerini
guclendirir (Jia, Lin, Mi ve Zhang, 2021; Zheng ve ark., 2022).
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Quercetinin hormonal denge {iizerindeki etkileri de dikkat gekicidir. Arastirmalar,
quercetinin, FSH ve LH seviyelerini azaltirken, AMH ve 6stradiol seviyelerini artirdigini
gostermektedir. Bu hormonal diizenleme, over dokusunda saglikli folikiillerin korunmasini
ve folikiil atrezisinin azalmasini desteklemektedir. Ayrica, histolojik analizler, quercetin
tedavisinin over dokusunda inflamasyon ve fibrozis gibi patolojik degisiklikleri azalttigin

ortaya koymustur (Elkady ve ark., 2019).

Sonug olarak, quercetinin oksidatif stresi ve inflamasyonu baskilayici, apoptozu
onleyici ve hormonal dengeyi destekleyici etkileri, onu prematur ovaryen yetmezlik gibi
tireme saglhigiyla iliskili bozukluklarda terapotik bir ajan olarak One ¢ikarmaktadir.
Siklofosfamid ile indiuklenen POY modellerinde elde edilen bulgular, quercetinin over
fonksiyonlari 1iyilestirme ve koruma potansiyelini desteklemektedir. Bu ozellikler,
quercetini kadin iireme saglhigina yonelik modern tipta yenilik¢i tedaviler gelistirilmesinde

umut verici bir bilesik haline getirmektedir.

2. AMAC

Prematir ovaryen yetmezlik (POY), genetik, otoimmin, cevresel ve iatrojenik
faktorlerin karmasik etkilesimi sonucunda gelisen; klinik olarak amenore, hipodstrojenizm
ve infertilite ile kendini gdsteren ciddi bir bozukluktur. Glnimuzde POY tedavisine yonelik
etkili bir yontem bulunmamakta, mevcut yaklasimlar genellikle yalnizca semptomlarin
hafifletilmesine odaklanmaktadir. Bu durum, over fonksiyonlarini restore etmeyi hedefleyen

yenilik¢i tedavi stratejilerine olan ihtiyact daha da artirmaktadir

Bu galismada, POY modelinde Wharton jelinden tiretilen mezenkimal kok hiicre
kaynakli eksozomlarin (WJ-MKH-Exo0) ve quercetin yikli WJ-MKH-Exo’larin folikiiler
gelisim, apoptoz ve oksidatif stres tlizerindeki etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.
Eksozomlarin immiinmodiilasyon ve doku rejenerasyonu potansiyeli ile quercetinin gucli
antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri birlestirilerek, folikiiler —mikrogevrenin
tyilestirilmesi, oksidatif stresin baskilanmasi ve apoptozun azaltilmasi hedeflenmistir.
Caligmadan elde edilen bulgularin, POY tedavisinde yenilik¢i terapotik yaklasimlarin

gelistirilmesine katki saglamas1 ongoriilmektedir.
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3. YONTEM

Bu calisma, Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’'ndan KOU
HAYDEK 7/3-2020 sayili karar numaras1 ile onay alinarak, etik kurul ilkelerine uygun

olarak gerceklestirilmistir.

3.1. WJ-MKH Hucre Kaltart ve Karakterizasyonu

Kocaeli Universitesi K6k Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi
(KOGEM) hiicre koleksiyonundan elde edilen Wharton jeli kaynakli mezenkimal kok
hicreler (WJ-MKH), %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin-Streptomisin igeren
DMEM-F12 ortaminda kiiltiire edilmistir. Hiicreler standart kiiltiir kosullarinda (37°C, %5

CO2) muhafaza edilmis ve %70-80 konfluensiye ulastiklarinda pasajlanmaistir.

Hicreler, uygun izotip kontrolleri (IgG1 ve IgG1/G2a) ile birlikte CD45, CD90, CD105,
HLA-DR, CD73, CD34, CD106 ve CD44 gibi mezenkimal kok hicre ylzey belirtecleri ile
etiketlenmis ve fenotipik Ozellikleri akis sitometrisi kullanilarak degerlendirilmistir.

Analizler BD Cell QuestTM yazilimi ile gergeklestirilmistir.

Hiicrelerin multipotent 6zellikleri, adipojenik ve osteojenik farklilagma deneyleri ile
dogrulanmistir. Bu amagla, hiicreler %50-60 konfluenside adipojenik farklilasma ortamina
(Gibco™ StemPro™ Adipogenesis Differentiation Kit) ve %80-90 konfluenside osteojenik
farklilagsma ortamina (Gibco™ StemPro™ Osteogenesis Differentiation Kit) aktarilmigtir.
Farklilastirma besiyerleri ii¢ hafta boyunca her U¢ glinde bir yenilenmistir. Farklilagma,
adipojenik farklilagsma i¢in Oil Red O ve osteojenik farklilagsma igin Alizarin Red S
boyamalari ile teyit edilmistir (Lennon, Schluchter ve Caplan, 2012).

3.2. WJ-MKH Eksozom izolasyonu, Karakterizasyonu ve Kantifikasyonu
3.2.1. WJ-MKH Eksozom izolasyonu

WJ-MKH-Exo izolasyonu i¢in hiicre kiiltiir ortamindan serum ¢ikarilmis ve hiicreler
PBS ile iki kez yikanmustir. Eksozomlarin izolasyonu icin hiicreler 24 saat boyunca
serumsuz ortamda kiiltiire edilmistir. Eksozomlar, diferansiyel ultrasantrifiijleme

yontemiyle izole edilmistir. Toplanan MKH kiiltiir ortami, 6l hiicreleri uzaklastirmak
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amaciyla once 300 x g'de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant yeni tiiplere
aktarilmistir. Daha sonra siipernatant, 15.000 x g'de 20 dakika santrifiij edilerek hiicresel
kalintilardan arindirilmis ve 0,22 um gozenek boyutlu filtre kullanilarak mikrovezikuller
uzaklastirilmistir. Onceden saflastirilmis siipernatant, S50A rotor ile donatilmis bir
CS150FNX ultrasantrifiij (Hitachi Himac, Japonya) kullanilarak 4°C'de 70 dakika boyunca
110.000 g'de santrifiij edilmistir. Elde edilen WJ-MKH-Exo pelletleri, kiglk bir hacimde
PBS (~100-1000 uL) i¢inde yeniden siispanse edilmis ve diisiik protein baglama tiiplerinde
(Thermo Scientific, ABD) saklanmistir (Oztiirk ve Halbutogullari, 2024).

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

WJ-MKH-Exo'lardaki protein miktari, BCA kiti (Booster) kullanilarak olgiilmiistiir.
BCA testi, proteinlerin ‘Biiire’ reaktifi ile Cu?* iyonlarinin Cu* iyonlarina indirgenmesi ve
protein miktarina bagli olarak yesilden mora renk degisiminin 6l¢iilmesi esasina dayanan
kolorimetrik bir testtir. 96 kuyucuklu kiiltiir kabina, PBS ile sulandirilarak farklh
konsantrasyonlarda hazirlanan Bovine Serum Albumin (BSA) standartlari ve eksozom
ornekleri 100 pl olacak sekilde eklendikten sonra, kit protokoliine uygun sekilde hazirlanan
‘working solution’ ilave edilmistir. Plaka, 37 °C’de 1 saat siireyle calkalamali inkiibatérde
(Finepcr-combi-SV120, Kore) inkiibe edilmistir. Ardindan, 562 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile absorban Olclimleri yapilmistir. Sonuglar, standart egrisi ile

karsilastirilarak degerlendirilmistir.
3.2.3. Zetasizer Cihazi ile Boyut Analizi

WJ-MKH-Exo’larin boyutu, KOU Kimya Laboratuvarinda bulunan Malvern Zetasizer
Nano ZS cihazi ile dinamik 1s1k sagilimi (DLS) yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Olgiimler oda 1s1sinda 6rneklerin PBS ile 50 kat sulandirilmastyla gerceklestirilmistir.
3.2.4. Elektron Mikroskopi Analizleri

WJ-MKH-Exo’larin morfolojik goriintiileme ve boyut analizleri, elektron mikroskopisi
(Thermo Scientific, QuadroS) kullanilarak gerceklestirilmistir. PBS i¢inde diliie edilen
eksozomlar, karbon kapli 300 mesh grid (Formvar) iizerine 5 pl damlatilarak kurumaya
birakilmigtir. Goriintiiler, cihazin Environmental SEM (ESEM) modu kullanilarak elde

edilmis ve analiz edilmistir.
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3.3. WJ-MKH Kaynakh Eksozomlara Quercetin Yiiklenmesi ve HPLC ile
Yiikleme Verimliliginin Ol¢iilmesi
Eksozomlara quercetin yiklenmesi icin 1 mg quercetin, %2 Tween-80 iceren 200 pL
DMSO i¢inde ¢6ziilmiis ve buzlu suda ultrasonik inkiibasyonla 4°C'de gece boyunca 1,5 mg
Exo ile karistirtlmistir. Elde edilen eksozom-quercetin (EXO-QUE) kompleksi,
kapsullenmemis quercetini uzaklastirmak igin ii¢ kez yikanmustir. Siipernatantta kalan
quercetin miktar1, yliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilarak dlgiilmiistiir
(Qi ve ark., 2020). Analiz, UV dedektorii ile donatilmis 1260 Infinity Agilent HPLC
cihazinda gerceklestirilmis, bir ZORBAX SB-C18 kolon (4,6 x 150 mm, 3,5 pm) kullanilmig

ve Agilent ChemStation yazilimi ile ¢aligilmistir.

WJ-MKH-EXxo’lardaki quercetin kapsiilleme etkinligi (EE), uygun UV dalga boyunda
HPLC ile belirlenen kapsiillenmemis quercetin miktarina dayali olarak asagidaki denklem

kullanilarak hesaplanmistir (Su ve ark., 2014):
EE(%) = (Baslangicta eklenen ilacin agirlig1 - Stipernatanttaki serbest ilacin agirligi) x 100

3.4. Hayvan Modeli ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Wistar albino disi sicanlara bir hafta arayla iki kez 120 mg/kg siklofosfamid (CTX)
intraperitonel olarak uygulanarak deneysel bir prematir ovaryen yetmezlik modeli
olusturulmustur (T. Zhang et al., 2016). Son CTX uygulamasindan on dort giin sonra, POY
indiiksiyonunu dogrulamak i¢in smear drnekleri toplanmaistir. Tiim deneyler 7 giin boyunca
standart laboratuvar kosullar1 altinda (22 + 2°C oda sicakligt; 12 saatlik aydinlik/karanlik
dongiisii, 1siklar sabah 7:00'de agilir) sabah 9:00 ile 11:00 arasinda gerceklestirilmistir.
Diizensiz 0strus dongiileri hematoksilen ve eozin (H&E) boyamas: kullanilarak

degerlendirilmistir.

Deney gruplar alt1 kategoriye ayrilmistir:

1. Tedavi almayan bir kontrol grubu (Kontrol).

2. Sadece POY olusturulan grup (POY).

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

4. Wharton jeli kaynakli mezenkimal kok hiicreden tiiretilen eksozomlar ile tedavi
edilen POY grubu (EXO).

5. Quercetin ile tedavi edilen POY grubu (QUE).
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6. Wharton jeli kaynakli mezenkimal kok hicreden tlretilen ve quercetin yikli
eksozom ile tedavi edilen POY grubu (EXO-QUE).

Her grup alt1 hayvandan olusmustur. EXO ve EXO-QUE gruplarina uygulanan toplam
protein miktar1 20 pg olacak sekilde standardize edilmistir. QUE grubu igin, eksozomlara
yiiklenen quercetin miktar1 PBS ile toplam 1 mL hacime ayarlanmis ve hayvan basina her

bir overe 10 uL soliisyon enjekte edilmistir.

POY modeli-
ovaryen enjeksiyon
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o]
Som ML Tltras: . I G
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Sekil 3. 1. WJ-MKH kiilturtinden elde edilen eksozomlarin Quercetin ile islenmesi ve POY
modeli farelere enjeksiyonu (sematik gosterim)

Transplantasyon ic¢in hayvanlar, ketamin (90 mg/kg, intraperitoneal) ve ksilazin (10
mg/kg, intraperitoneal) kullanilarak anestezi altina alinmistir. Sekil 3.2.’de gosterildigi gibi
deri kalemi ile orta hat isaretlenmis ve orta hattin 1 cm sag ve solunda ki over bolgelerinden
bistiiri ile yaklasik 1 cmlik kesiler acilarak yag doku arasindan overlere ulagilmistir. Over,
dikkatlice yag dokusundan ayrilmis ve tedaviler bir Hamilton siringasi kullanilarak over
korteksindeki iki farkli bolgeye, her bolgeye 5 puL olacak sekilde enjekte edilmistir. Kesi
alan1 daha sonra siitiire edilmis, aym islem kontralateral over i¢in de tekrarlanmistir.
Sicanlarin sirt bolgelerinden transplantasyon yapilmig ve operasyon sonrasi yara bdlgesine

hasar vermelerini engellenmek amaglanmaistir.
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Sekil 3. 2. Overlere erigim i¢in gerceklestirilen cerrahi prosediiriin uygulama asamasi

Transplantasyonlardan dort hafta sonra, overler ¢ikarilmis ve ¢evreleyen yag ve bag
dokusundan temizlenmistir. Her deney hayvanindan bir over dokusu kantitatif gercek
zamanli PCR (qRT-PCR) analizi i¢in ayrilirken, digeri immiinositokimyasal incelemeler i¢in
korunmustur. Ayni prosediir kontrol grubuna da uygulanmistir. Immiinositokimyasal analiz
icin over doku Ornekleri %10 formalin iginde sabitlenirken, gRT-PCR igin belirlenen

dokular RNAaz tamponunda saklanmustir.

3.5. Over Kesitlerinde Hematoksilen-Eozin Boyama (H&E) ve Folikiil Sayimi

Immiinositokimyasal incelemeler i¢in, over dokular1 %4 formaldehit soliisyonunda fikse
edilmis ve parafine gdmiilerek 5 pm kalinliginda seri kesitler hazirlanmistir. Her bes kesitten
biri hematoksilen ve eozin (H&E) boyamasi i¢in hazirlanmistir. Isik mikroskobu altinda
incelenen bolgelerdeki gortiniir ¢ekirdekli folikiiller sayilarak elde edilen say1, toplam folikiil

sayisini tahmin etmek amaciyla bes ile ¢arpilmistir.

Tiim gruplardan alinan over dokusu kesitleri, folikiilogenezi degerlendirmek ve folikiil
sayimi yapmak amaciyla H&E boyama yontemi kullanilarak analiz edilmistir. Dokular, %10
tamponlu formalin i¢inde fikse edilmis, parafin bloklara gomiilmiis ve 5 um kalinliginda seri
kesitler hazirlanmistir. H&E boyamanin ardindan, her bes kesitte bir goriiniir niikleus iceren
folikiiller sayilarak over basina toplam folikiil sayis1 hesaplanmustir. (Yang ve ark., 2019; X.
Zhang ve ark., 2021). Folikiiller Pederson'un siniflandirma sistemine goére primordial,
primer, sekonder, pre-antral ve antral folikiller olarak kategorize edilmistir (Pederson ve
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Peters, 1968). Over folikiil sayimi ve histolojik incelemenin ardindan apoptozis

immiinositokimyasal olarak degerlendirilmistir.

3.6. Immiinfloresan Boyama-Konfokal Mikroskopi ve Skorlama

Immiinofloresan boyama igin, %10 formalin icinde muhafaza edilen over dokusu
ornekleri parafine gomiilmiis ve mikrotom bicaklar1 kullanilarak kesitler hazirlanmis ve
lamlara monte edilmistir. Caspase-3 ve PCNA primer antikorlari, primer antikorlara spesifik
olarak baglanan floresan isaretli sekonder antikorlarla (Abcam) birlikte kullanilmistir. Doku
kesitlerindeki hiicre membranini permeabilize etmek i¢in Triton X-100 igeren PBS
kullanilmig ve spesifik olmayan baglanmay1 6nlemek i¢in bir bloklama soliisyonu (Abcam)
uygulanmistir. Primer antikorlar PBS iginde optimum konsantrasyonlarda hazirlanarak doku
kesitlerine uygulanmis ve gece boyunca 4 °C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra,
spesifik olmayan baglanmayi ve arka plan sinyallerini en aza indirmek ic¢in lamlar
yikanmistir. Floresan isaretli ikincil antikorlar daha sonra oda sicakliginda 1 saat siireyle
uygulanmistir. Tekrar yikandiktan sonra lamlarin {izerine ¢ekirdek boyasi DAPI (Abcam)
damlatilarak doku kesitleri lamellerle kapatilmistir. Pozitif boyama Imagel yazilimi
kullanilarak puanlanmistir. Caspase-3 ve PCNA antikorlari ile etiketlenmis kesitler konfokal

mikroskop (Leica SP8) kullanilarak analiz edilmistir.

3.7. ELIZA ile Serumdan Hormon Analizleri

Serumdaki FSH ve AMH protein seviyelerinin kantitatif tayini, lireticinin talimatlari
izlenerek antikor kapli 96 kuyucuklu mikroplakalarda ELIZA kitleri (Cusabio, Houston,
ABD) kullanilarak gergeklestirilmistir. Mikroplakadaki renkli son iiriiniin yogunlugu 450
nm dalga boyunda bir spektrofotometre (Versamax) kullanilarak olgiilmiistiir. Protein
konsantrasyonlar1 optik yogunluga gore belirlenmis ve kit standartlarindan olusturulan

standart egriler kullanilarak hesaplanmistir.

3.8. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PCR ile Gen
Ekspresyonu Analizleri

Over dokularindan RNA izolasyonu (Thermo Fisher), ardindan tamamlayict DNA
(cDNA) sentezi bir cDNA sentez kiti (Thermo Fisher) kullanilarak gerceklestirilmistir.
PCR reaksiyon karisimi SYBR Green Master Mix (Enzo), hedef gene 6zgu ileri ve geri
primerler ve 6rnek cDNA igeriyordu ve Roche LC480 cihazinda calistirilmistir. Termal
dongii protokolii, 95°C'de 10 dakika siireyle bir ilk denatiirasyon adim1 ve ardindan 95°C'de
10 saniye sureyle 45 dongu denattirasyon, 60°C'de 30 saniye sureyle primer baglanmasi ve
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72°C'de 30 saniye slireyle uzama ile baslamistir. Dongli esik (Ct) degerleri cDNA
konsantrasyonlari ve hedef gen ekspresyon seviyelerine gore belirlenmistir. Bagil gen
ifadesi, hedef gen/referans gene gore normalize edilmis 224 yontemiyle hesaplanmistir.
House-keeping gen/referans gene bagli olarak cihaz yazilimi tarafindan her rnek igin 24

hesaplanmis ve sonuglar kontrol drneklerine oranlanarak 224t degerleri belirlenmistir.

Table 3 1. gqRT-PCR ile gen ifadesi bakilan genler, gen kimlik numaralari ve primer dizileri

Gen Kimlik
. AITELED Primer Dizileri
Lo Bl (NCBI Forward (F)- Revers (R)
Accession
Number)
Follicle-stimulating hormone F: CATTCTTGGGCACGGGATCT
NM_199237.2
receptor (Fshr) R: GGTGAGCACAAACCTCAGTTC
Anti-Mullerian hormone F: TTCCAAGGAAGCGTTGACGA
NM_030998.2
receptor type 2 (Amhr2) R: TCCTGTTTGGGGATACTTGTGC
d F: AGCAGTAGCAGTAATAGGAAAGCC
Stem cell factor (Kitl) NM_021843.4
R: GTGCCATTGCTGTCCATTGT
Steroidogenic acute regulatory F: GAAGAACTGGTGGACCGCAT
] NM_031558.3
protein (Star) R: TCAGGCATCTCCCCAAAGTG
Bone morphogenetic protein 15 F: TCGGGTTCTGCAAAGCCTTCT
NM_021670.1
(Bmp15) R: TCCCTTGCGATTCCAGAGCTT
Growth differentiation factor-9 F: CTGTTGGGGGTTTGCTGCTT
NM_021672.1
(Gdf9) R: TTAGGGGTCTCACTTCGCCT
NFE2 like bZIP transcription NM 031789 F: GTCAGCTACTCCCAGGTTGC
factor 2 (Nrf2) B R: CCAAACTTGCTCCATGTCCT
o F: CGGATGAAGAGAGGCATGTT
Superoxide dismutase 1 (Sod1l) |[NM_017050
R: CACTTTGCCCAAGTCATCT
Marker of proliferation Ki-67 F: GCAGACAAGCCTTCAGCAGTAA
NM_001271366
(Mki67) R: TGGTACCATTGTCATCAATTTCAGT
F: GTGGAACTGACGATGATATGGC
Caspase 3 (Casp3) NM_012922.2
R: CGCAAAGTGACTGGATGAACC
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3.9. Istatistiksel Analiz

Her deney ii¢ kez tekrarlanmugtir. Veriler, SPSS yazilimi kullanilarak analiz edilmis ve
gruplar arasindaki farklar, ikili karsilastirmalar i¢in Student's t-testi, coklu grup
karsilastirmalar1 i¢in ise non-parametrik Kruskal-Wallis testi ile degerlendirilmistir. Gruplar
arasinda anlamli farklilik gozlenen verilerde, bu farkliliklarin hangi gruplardan
kaynaklandigini belirlemek amaciyla ileri diizey bir Post-Hoc analiz olan Bonferroni testi
uygulanmustir. Tiim nicel veriler, ortalama + standart hata olarak sunulmustur. Istatistiksel

anlamlilik diizeyleri, *p < 0,05, **p < 0,01 ve ***p < 0,001 olarak kabul edilmistir.

3.10. Kullamilan Malzemeler ve Cihazlar

3.10.1. Kimyasal Malzemeler

Absolute ethanol (Merck Millipore)
BSA / sigir serum albiimin (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)
B-glycerophosphate (Sigma-Aldrich)
Insulin (Invitrogen, GIBCO)

3.10.2. Antikorlar

Goat Anti-Rabbit 1IgG H&L (Alexa Fluor® 488, ab150077, Abcam)
Goat Anti-Mouse 1gG H&L (Alexa Fluor® 647, ab150115, Abcam)
Goat anti-rabbit 1IgG (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, Techizat ve Cihazlar

Hassas terazi, 0,1 mg hassasiyetli (Shimadzu AW120)
Vorteks 4S (FINEPCR FINEVORTEX 4S)

Mikrodalga firm (Luxell)

Etuv (Elektro-mag)

Mikrotom (Leica SM 200R)

Ultramikrotom (Reichert UM2- Reichert UM3)

Isik mikroskobu (Leica DM 1000)

Invert mikroskop (Leica DMIL, Leica DMI400, Olympus CKX41A, IX71)
Binokuler mikroskop (Leica CME)

Konfokal mikroskop (Leica DMI8 Laser Scanning Confocal Microscope)
Laminar Kabin, Class Il Tip (Heraus KS12)

Sogutmali santrifiij (Sigma 2-16K ve Hettich Universal 320R)
Mikrosantrifuj (Sigma 1-14 ve Hettich Micro 120)

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

Derin dondurucu, -20°C (Beko D7210)

CO; Inkiibatér, 240 L (Sanyo MCO-20AIC)

Calkalamali su banyosu (Niive ST 402)

Isitmali manyetik karistirict (HEIDOLPH MR Hei-Standard)
Buzdolab1 (No-frost 435 It) (Beko BK-9551)

Buz makinesi (Scotsman AF 80)

Bidistile su cihazi (GFL 2104)

PH metre (WTW Inolab PH720 Set)

S1v1 azot tank1 (MVE Chart Lab20)

S1v1 azot transfer tanki1 (TP60)
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4. BULGULAR

4.1.

Mezenkimal kok hucrelerin flow sitometri ile yiizey belirtegleri incelendiginde, pozitif
olmasi beklenen CD90, CD105, CD73 ve CD29 yiizey belirteglerinin pozitif, CD45, CD34
ve HLA-DR yiizey belirteclerinin ise negatif oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1.A). Ayrica,
multipotent 6zelliklerinin dogrulanmasi amaciyla gerceklestirilen adipojenik farklilasmada,

Oil Red O boyama ile lipid damlaciklari, osteojenik farklilasmada ise alizarin red S boyama

WJ-MKH Hicre Kulturi ve Karakterizasyonu

ile kalsifiye nodiiller gosterilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1. (A) WJ-MKH flow sitometri karakterizasyonu. (B) Adipojenik farklilagma, Oil-
Red O boyama faz-kontrast mikroskop gorintusti (C) Osteojenik farkhilasma faz-kontrast
mikroskop gortntisu Alizarin red S Olgiim 200um.

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

Eksozom yiizey belirteglerinden CD9, CD63 ve CD81'in yiiksek diizeyde pozitif oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.2). Elektron mikroskopik goriintiiler ve zeta sizer analizleri, vezikiil
boyutlarinin yaklasik 150 nm oldugunu gdstermistir. Izolasyon islemlerinin ardindan W1J-

MKH-Exo’lar, -20°C’de saklanmustir.
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Sekil 4. 2. WJ-MKH kaynakli eksozomlarin karakterizasyonu. CD63, CD9 ve CD81
eksozom belirte¢lerinin akim sitometri analizi.

4.3. Eksozomlara Quercetin Yiikleme Verimliliginin HPLC ile Ol¢iimii, Boyut ve
Sekil Analizleri

Eksozomlar igerisine yiiklenen ve/veya tutunan quercetin miktarmnin belirlenmesi igin
C18 ters faz kolon, mobil faz asetonitril/su ve UV dedektor kullanilmistir. Oncelikle 1 mg
Que tartilip % 2 Tween-80 iceren 200 ul DMSQO'da ¢6zildi 1 mL oluncaya kadar PBS
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eklenilerek 1000 pg/mL olacak sekilde quercetin stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok
cozeltiden seri seyreltme yontemi ile 31.25, 62.5, 125, 250 ve 500 pg/mL’lik ¢ozeltiler
hazirlanarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Kromatografik kosullar; akis hiz1 1 mL/dk,
mobil faz asetonitril/su (60/40), dalga boyu 256 nm, enjeksiyon hacmi 20 uL ve alikonma
stiresi 8 dakika olacak sekilde ayarlanarak, absorbans&konsantrasyon kalibrasyon egrisi
olusturulmustur. Quercetin igeren veya icermeyen eksozom drnekleri 1/5 oraninda PBS ile
seyreltilerek analiz edilmis ve quercetin yiikkleme verimliliginin yaklasik olarak %30-40

oldugu saptanmuistir.

Quercetin yiikleme oncesinde, oda sicakliginda ¢oziinen eksozomlar islem Oncesi ve
sonrasinda zetasizer Olciimleri ve elektron mikroskopik goriintiileme ile analiz edilmistir.
Zetasizer sonuclarinda gozlenen eksozom boyutlarindaki farkliliklar, elektron

mikroskopisinde birlesme gosteren eksozomlarin saptanmasiyla dogrulanmustir.

Quercetin yilikleme etkinligi HPLC analizlerinde yaklasik %40 olarak saptansa da
elektron mikroskopi goriintiilerinde yaklagik 10 um boyutlarinda quercetin kalintilari
gbzlenmigtir. Santrifiij yapilmasma ragmen bu durumun goézlenmesinin, quercetin
boyutlarinin oldukg¢a kiicliik olmasindan kaynaklandigir diisiiniilmiistiir. Zetasizer ile
saptanan partikiil boyutlariin, elektron mikroskopik goriintiilerle uyumlu oldugu tespit

edilmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3. Quercetin yukleme dncesi (al,a2,a3) ve sonrasi (b1,b2,b3) eksozomlarin elektron
mikroskopik gorintuleri ve quercetin yukleme éncesi (¢) ve sonrasi (d) zetasizer 6lgumleri.

4.4. Prematiir Ovaryen Yetmezlik Modeli Olusturma
4.4.1. Hematoksilen-Eosin Boyama (H&E)

Vajinal yaymada niikleuslu epitel hiicrelerinin en ¢ok oldugu giin éstrus siklusunun ilk
glinu olarak kabul edilmis ve 6strus evresinin ilk giininden bir sonraki dstrus evresinin ilk
giiniine kadar olan siire¢ bir siklus olarak tanimlanmigtir (X. Zhang ve ark., 2021). Kontrol
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grubunda prodstrus, Ostrus, metdstrus ve didstrus evrelerinin diizenli oldugu (Sekil 4.4.),

POY grubunda ise diizensiz ve uzamis sikluslarin gozlendigi belirlenmistir.

Sekil 4. 4. Kontrol grubuna ait siganlarda vaginal smear fotomikrograflari. a. Prodstrus, b.
Ostrus, c. Metostrus, d. Didstrus. H&E, 400X magnifikasyon.

4.5. Over Kesitlerinde Folikiil Sayim

POY olusturulan hayvan grubuna ek olarak, tedavi gruplarinda oldugu gibi POY
olusturulduktan sonra yalnizca PBS enjeksiyonu uygulanan bir grup (PBS) olusturulmustur.
Bu grup, intraovaryen girisimin etkilerini degerlendirmek amaciyla dahil edilmis olup,
yapilan tiim deneylerde POY ve PBS gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilmemistir. Ayrica, diger gruplarla karsilastirildiginda POY grubuyla benzer
ozellikler gosterdigi icin tek bir grup olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.5).

Folikiil sayisi ve morfolojisindeki degisimler degerlendirildiginde; POY grubunda
kontrol grubuna gore artmis atretik folikiil sayisinin tedavi gruplarinda azalmis oldugu
gdzlenmistir. Ozellikle korpus luteum ve tersiyer folikiil miktarin EXO-QUE grubunda
daha fazla artis gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.5).
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= POY
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= EXO
=QUE
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Primordiyal f. Uni Primer f. Sekonder f. Graaf f. Corpus luteum Atretik f.

Sekil 4. 5. Kontrol ve tedavi gruplarina ait H&E mikrograflari.. A.Kontrol, B.POY, C.PBS,
D. EXO, E. QUE, F. EXO-QUE gruplar1 151k mikroskop goriintiileri (4x = 200um). G.
Kesitlerde sayilan primordiyal, primer, sekonder, tersiyer, korpus luteum ve atretik
folikiillerin sayilari.

4.6. Immiinfloresan Boyama-Konfokal Mikroskopi ve Skorlama

POY olusturulan hayvanlarda yapilan immiinboyamalar, konfokal mikroskopla
goriintiilenmis ve floresan yogunlugunun Image] ile skorlama sonuclarina gore, apoptoz
belirteclerinden Caspase-3’iin kontrol grubuna kiyasla ileri derecede anlamli artig
(**p<0,001) gosterdigi tespit edilmistir. PBS verilen grupta anlamli bir degisim
gbzlenmezken, tiim tedavi gruplarinda POY grubuna kiyasla anlamli bir azalma (**p<0,001)

saptanmistir (Sekil 4.6 ve 4.8).

31



DAPI KASPAZ-3 MERGE MERGE

0 pm 100
0 pm_ 100

KONTROL

POF

PBS

0 pm 100

0 pm 100

0 pm 100

QUE

0 pm 100

0 ym 75

EXO-QUE

0 pm 100

0 pm 100

Sekil 4. 6. Caspaz-3 immunfloresan boyama konfokal mikroskop gordntdleri
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Proliferasyon belirteglerinden PCNA’nin, POY olusturulan hayvanlarda kontrol
grubuna kiyasla ileri derecede anlamli bir azalma (**p<0,001) gosterdigi; PBS verilen
grupta anlaml bir degisim gozlenmezken, tim tedavi gruplarinda POY grubuna kiyasla

anlamli bir artig (**p<0,001) saptandigi belirlenmistir (Sekil 4.7 ve 4.8).
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Sekil 4. 7. PCNA immunfloresan boyama konfokal mikroskop gortntleri
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Sekil 4. 8. Caspase-3 ve PCNA icin konfokal mikroskop goéruntulerinde floresan
yogunlugunun ImageJ programi ile skorlanmasiyla elde edilen bar grafikleri

POY grubunda FSH miktar1 kontrol grubuna gore artis gostermistir (#p<0,05). POY
grubunda saptanan artis tedavi gruplarinda azalmayla sonuglanmis (***p<0,001) ve bu
azalma PBS grubuna gore karsilastirdigimiz EXO (A p<0,05) ve EXO-QUE (A Ap<0,01)
gruplarinda da saptanmistir. POY ve PBS grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
anlamli olarak azalma gosteren (###p<0,001) AMH degerleri, tim tedavi gruplarinda
(p<0,001) istatistiksel olarak ileri derecede anlaml1 artmistir (Sekil 4.9).

ng/ml FSH .. gL AMH _
14 30 1 *kk
12 25
10 20
8
15
6
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4 ###
2 5
0 0
Kontrol EXO-QUE Kontrol EXO-QUE

Sekil 4. 9. FSH ve AMH hormonlari igin serumdan (ng/ml) Eliza analizi. (*p degeri <0,05,
**p degeri <0,01, ***p degeri <0,001.) *POY grubuna gore EXO,QUE ve EXO-QUE
gruplarinin, APBS grubuna gore, # Kontrol grubuna gore POY ve PBS grubunun
istatistiksel degerlendirmesi.)
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4.7. Kantitatif Real-Time PCR (QRT-PCR) Metodu ile Gen ifadesi Tayini

Fshr gen ifadesinde, POY grubuna kiyasla, QUE ve EXO-QUE gruplarinda ileri
duzeyde anlamli bir artig saptanmustir (p<0,001). Bununla birlikte, yalnizca eksozom verilen
grupta Fshr gen ekspresyonunda bir artis gbzlenmis, ancak bu artig istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p=0,136). PBS grubu ile karsilastirildiginda yine, EXO (p<0,05),
QUE (p<0,001) ve EXO-QUE (p<0,001) gruplarinda Fshr gen ifadesinin artis gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4.10).

Amhr2 gen ifadesinin, POY grubuna kiyasla EXO (p <0,05), QUE (p < 0,01) ve EXO-
QUE (p <0,01) gruplarinda anlamli bir artis gosterdigi tespit edilmistir. Benzer sekilde PBS
grubuna gore EXO (p<0,01), QUE (p<0,001) ve EXO-QUE (p<0,001) gruplarinda
istatistiksel anlamli bir artis saptanmstir (Sekil 4.10).

Gdf9 gen ifadesinin, QUE grubunda POY ve PBS gruplarina kiyasla ileri derecede
anlamli bir artig gosterdigi tespit edilmistir (p<0,001). Ayrica, QUE grubundaki artisin
kontrol grubundan da daha yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0,01). Ek olarak; POY grubuna
kiyasla EXO-QUE grubunda gozlenen artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
belirlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.10).

QUE (p < 0,001) ve EXO-QUE (p < 0,01) gruplarinda, POY grubuna kiyasla Bmp15
gen ifadesinde anlamli bir artis tespit edilmistir. Benzer sekilde, kontrol ve PBS gruplarina
kiyasla QUE (p < 0,01) ve EXO-QUE (p < 0,05) gruplarinda da anlaml1 bir artis gézlenmistir
(Sekil 4.10).

Steroid hormon sentezi ile iliskili Star gen ifadesi, POY ve PBS gruplaryla
karsilastirildiginda tiim tedavi gruplarinda artis géstermistir. Bu artis, EXO ve EXO-QUE
gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (sirastyla p <0,01 ve p <0,001). Ayrica,
kontrol grubuna kiyasla EXO-QUE grubunda da anlamli bir artis tespit edilmistir (p <0,01),
(Sekil 4.10).

KitL gen ifadesi, POY grubuna kiyasla tiim tedavi gruplarinda artig gostermistir. Bu
artig, yalnizca QUE (p < 0,05) ve EXO-QUE (p < 0,001) gruplarinda istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Ayrica, PBS grubuna kiyasla EXO-QUE grubundaki artis istatistiksel
olarak ileri derecede anlamli tespit edilmistir (p < 0,001), (Sekil 4.10).

Nrf2 gen ifadesi, kontrol, POY ve PBS gruplariyla karsilastirildiginda EXO-QUE
grubunda anlamli bir artis gostermistir (p < 0,001). Ki67 gen ifadesinin POY grubunda
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kontrol grubuna kiyasla azaldig: tespit edilmistir (p < 0,05). Bununla birlikte, QUE (p <
0,01) ve EXO-QUE (p < 0,001) gruplarinda POY grubuna kiyasla gozlenen artisin ileri
derecede anlamli oldugu belirlenmistir. lging bir sekilde, EXO-QUE grubundaki artisin
EXO grubuna kiyasla da ileri derecede anlamli oldugu gézlenmistir (p < 0,001), (Sekil 4.11).

Sodl gen ifadesi, hem POY hem de PBS gruplarina kiyasla tim tedavi gruplarinda
artis gostermistir. Bu artig, 6zellikle QUE (p < 0,01) ve EXO-QUE (p < 0,001) gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 4.11).

Casp3 gen ifadesi, POY grubuna kiyasla tiim tedavi gruplarinda azalma gostermistir.
Ancak, bu azalma yalnizca EXO-QUE grubunda istatistiksel anlamliliga ulasmistir (p <
0,05), (Sekil 4.11).
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Sekil 4. 10. Oosit olgunlasmasi ve ¢ogalma iligkili gen ifadelerinin gRT-PCR analizi (x
ekseni deney gruplarini, y ekseni referans gene (aktin beta) gore kat degisimlerini
gostermektedir)
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Sekil 4. 11. ROS iligkili olan gen ifadelerinin ifadelerinin qRT-PCR analizi (x ekseni deney
gruplarini, y ekseni referans gene (aktin beta) gore kat degisimlerini gostermektedir)

5. TARTISMA

Prematiir over yetmezligi tedavisinde halen etkili bir ila¢ veya tedavi bulunmamaktadir.
Glniimiizde siklikla tercih edilen hormon replasman tedavisi, yalnizca hormonal
dengesizliklerin yol actifi semptomlar1 hafifletmekte, ancak over fonksiyonlarini ve
fertiliteyi geri kazandirmada yetersiz kalmaktadir. Ayrica, hormon replasman tedavisinin
(HRT) tromboz ve kanser riskini artirmasi, uzun siireli kullanimini sinirlayan énemli bir
faktor olarak one ¢ikmaktadir (Ding ve ark., 2020; Yang ve ark., 2019). Bu nedenle, POY
tedavisi icin daha gilivenli ve etkili alternatif yaklagimlarin gelistirilmesi, klinik

uygulamalarda ve arastirma alaninda kritik bir ihtiya¢ olarak goriilmektedir.

Mezenkimal kok hiicreler, kendini yenileme, ¢ogalma ve parakrin faktor iiretme
kapasiteleri ile hasarli dokularin iyilesmesinde onemli bir potansiyel sunmaktadir. Kemik
iligi, amniyotik sivi ve adipoz doku gibi ¢esitli kaynaklardan elde edilen MKH’lerin,

infertilite ve over hasarinin tedavisindeki terapdtik etkileri bircok ¢alismada gosterilmistir
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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 uygulamalar1 kanser riski
ve otoimmiin hastaliklar1 tetikleme olasilig1 gibi onemli dezavantajlara sahiptir. Ayrica,
MKH’lerin hedef dokuda hayatta kalma ve farklilasma kapasitelerinin sinirli olmasi,
terapotik etkinin biiytik 6l¢iide parakrin sinyallesmeye bagli oldugunu diisiindiirmektedir.
Bu goriis, ekstraseliiler vezikiiller araciligiyla gerceklesen parakrin sinyallerin, hicresel
proliferasyon, go¢ ve gen ekspresyonunu modiile etti§ini gosteren cesitli ¢aligmalarla
desteklenmektedir. Ozellikle eksozomlar, diisiik immiinojenite ve tiimdrijenite 6zellikleri ile
POY tedavisinde hiicre bazli terapilere etkili bir alternatif sunmaktadir (Hocking ve Gibran,
2010; Horie ve ark., 2012; Yang ve ark., 2019).

Eksozomlar, DNA, RNA ve protein tasima kapasiteleri ile hiicreler arasi iletisimde
onemli bir role sahiptir ve etkili ilag tastyicilart olarak dikkat ¢ekmektedir. Insan gobek
kordonu kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden tiiretilen eksozomlarin (hUMSC-EXos),
graniiloza hiicrelerinde apoptozu baskiladigi ve bagisiklik yanitlarini diizenledigi literatiirde
rapor edilmistir. Ayrica, bu eksozomlarin gen ekspresyonunu diizenleyen mikroRNA'lar1
tasimasi, POY tedavisinde hiicre bazli terapilere umut vadeden bir alternatif sunmaktadir

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

Quercetin, giiclii antioksidan ve antiinflamatuvar oOzelliklere sahip bir bilesiktir.
Antioksidan genlerin (Prx1-6 ve Nrf2) ekspresyonunu artirirken, inflamatuvar belirtegler
olan IL-1B, COX-2 ve iNOS seviyelerini diistirdiigii gosterilmistir (Fazeli ve ark., 2018).
Zheng ve arkadaslari, siklofosfamid ile olusturulan ovaryen yetmezIlik modelinde quercetin
uygulamasinin folikiil gelisimini destekledigini ve graniiloza hiicre diizenini iyilestirdigini
rapor etmistir. Bu calismada, quercetin oral yolla uygulanmis ve o6zellikle ylksek doz
uygulanan grupta atretik folikiillerin azaldig, her seviyedeki folikiil gelisiminin gézlendigi
bildirilmistir (Zheng ve ark., 2022). Eren ve arkadaslari ise, intraperitoneal yolla uygulanan
quercetinin erken donem folikiil sayisinda anlamli bir artis sagladigini rapor etmistir (Eren
ve ark., 2024). Quercetin ve rosuvastatinin intraperitoneal uygulandig: diger bir ¢alismada,
siklofosfamidin neden oldugu hasarin her iki bilesikle de iyilesme gosterdigi bildirilmistir
(Elkady, Shalaby, Fathi ve EI-Mandouh, 2019). Bununla birlikte, quercetinin hangi
mekanizmalarla etkili olduguna dair daha fazla bilgiye ihtiya¢ vardir. Literatiirde,
quercetinin over dokusuna dogrudan uygulanmasinin degerlendirildigi bir calismaya
rastlanmamaktadir. Bu durum, calismamizin literatiire Onemli bir katki sagladigim

gostermektedir.
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Quercetinin diisiik ¢oziiniirliik ve stabilite gibi farmakolojik dezavantajlar1 terapotik
etkinligini smirlamaktadir. Bu sorunlar1 asmak i¢in kimyasal modifikasyonlar ve
nanokapsiiller gibi hedefe yonelik dagitim sistemleri gelistirilmistir (Kuo, Chen ve Rajesh,
2019). Eksozomlar, DNA, RNA ve protein tasima Kkapasiteleri sayesinde etkili ilag
tagiyicilart olarak one ¢ikmaktadir. Tiimor olusturma riski tasimamalari, immiinojenik
Ozellik gostermemeleri ve in vivo ortamda iyi tolere edilmeleri nedeniyle, eksozomlar
givenli ve uygulanabilir bir terapdtik alternatif sunmaktadir (Qi ve ark., 2020). Ozellikle
mezenkimal kok hiicre turevi eksozomlar, stirddirtlebilir, uygun maliyetli ve etkili bir kaynak
olarak one ¢ikmaktadir. Bu 6zellikler, eksozomlari, quercetin gibi bilesiklerin hedef dokuya
etkin bir sekilde tasinmasini saglayarak gelecekteki terapotik uygulamalar icin gucli bir arag

haline getirmektedir.

Literatiirde bildigimiz kadariyla quercetin yiiklii eksozomlarin POY {izerine etkisini
arastiran ¢alisma bulunmamaktadir. Qi ve arkadaslari, oktaik asit ile indiiklenmis alzheimer
modelinde intravendz olarak uygulanan quercetin yiiklii eksozomlarin 1-2 saat gibi kisa bir
stirede serebellumda biriktigini ve eksozomlarin quercetin birikimini artirarak néroprotektif
etki gosterdigini bildirmislerdir (Qi ve ark., 2020). Bu ¢alismada da, arastirmamizda oldugu
gibi, gradient santriftij yontemi ile elde edilen insan plazma kaynakli eksozomlara sonikator

yardimut ile quercetin yiiklenmistir.

Calismamizda da bu dogrultuda, WJ-MKH kaynakli eksozomlarin ve quercetin
yiiklenmis eksozomlarin POY modelindeki iyilestirici etkileri degerlendirilmistir. Histolojik
analizlerimizde, EXO-QUE grubunda atretik folikiil sayisinin azaldigi, tersiyer folikiil ve
Korpus luteum sayismin anlamli sekilde arttigi saptanmigtir. Immiinfloresan analizlerde,
apoptoz belirteci Caspase-3 ekspresyonunun azaldigi, proliferasyon belirteci Pcna
ekspresyonunun ise arttigi gozlenmistir. Serum hormon analizlerinde, EXO-QUE grubunda
FSH seviyesinde anlamli azalma kaydedilmis, AMH seviyesinde ise EXO grubunda anlamli
artis bulunmustur. Bu bulgular, quercetin yiiklii eksozomlarin folikiilogenezi destekledigi,
hiicresel proliferasyonu artirdigi ve apoptozu baskiladigi yoniindeki literatiir verileri ile

uyumludur.

Molekdler analizlerimiz, Fshr ve Amhr2 gen ekspresyonlarinin EXO, QUE ve EXO-
QUE gruplarinda anlamli sekilde arttigini ortaya koymustur. Ayrica, oosit gelisimi ile iligkili
blylme faktorlerinden Gdf9 ve Bmpl5 gen ekspresyonunun QUE ve EXO-QUE

gruplarinda anlaml artig gosterdigi tespit edilmistir. Bu bulgular, folikiiler gelisim ve oosit
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maturasyonu iizerindeki olumlu etkilerin bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Star
gen ekspresyonunun tiim tedavi gruplarinda anlamli sekilde artis gostermesi, steroid hormon

sentezinde kritik rol oynayan bu proteinin terapotik etkinligini desteklemektedir.

Ozellikle, ROS ile iliskili Nrf2 ve Sodl gen ekspresyonlarmin yani sira proliferasyon
belirteci Ki67 gen ekspresyonundaki en dikkat c¢ekici artis EXO-QUE grubunda
gozlenmistir. Bu sonuglar, EXO-QUE'nun oksidatif stresin baskilanmasi ve folikiiler
mikrogevrenin iyilestirilmesi iizerindeki etkisini vurgulamaktadir. Apoptoz ile iligkili
Caspase-3 gen ekspresyonundaki azalma ise EXO-QUE'nin hiicresel 6lim sureglerini
diizenleme yetenegini gdstermektedir. Literatiirde ekstraseliiler vezikiillerin ovaryen hasarin
tyilestirilmesindeki etkilerini degerlendiren ¢ok sayida calisma bulunmakla birlikte,
dogrudan intraovaryen uygulama yapilan ¢alismalar sinirlidir. Bu yontem teknik zorluklar
igerse de, terapotik ajanlarin dogrudan hedef dokuya ulastirilmasinin sistemik uygulamalara
gore daha fazla avantaj saglayabilecegi diisiniilmektedir. Zhang ve arkadaslari, intraovaryen
olarak uygulanan menstrual kan kaynakli stromal hiicrelerden tiiretilen eksozomlarin
(MenSCs-Exos), folikiil gelisimini destekledigini, graniiloza hiicre proliferasyonunu
artirdigin1 ve apoptoz oranlarimi azalttigin1 gostermistir. Histolojik analizlerde primordial,
primer ve sekonder folikiillerde artis, atretik folikiil oranlarinda ise azalma rapor edilmistir.
Serum analizlerinde AMH ve E2 seviyelerinde artis, FSH seviyelerinde ise azalma tespit
edilmistir. Ayrica, graniiloza hiicre proliferasyonu ile iliskili Ki67'nin artig1 ve apoptozla
iligkili genlerin (BAX ve CASP8) ekspresyonunda azalma gozlenmistir (Zhang, Huang ve
ark., 2021) .

Benzer sekilde, Sun ve arkadaslari, hUCMSC-EV’lerin graniiloza hiicrelerinde BCL2
ekspresyonunu artirirken BAX ve CASP3 ekspresyonunu azalttigini rapor etmis ve bu
bulgular apoptozun baskilandigin1  ve hiicresel proliferasyonun desteklendigini
gostermektedir (Sun ve ark., 2017; Z. Wang ve ark., 2017). Ding ve arkadaslarinin
caligmasinda ise hUMSC-Exos’un intraovaryen uygulama ile oksidatif stres diizenleyicisi
SIRT7’y1 baskiladi8i, anti-apoptotik belirtecleri artirdigi ve apoptotik belirtegleri azalttigi
belirtilmistir (Ding ve ark., 2020). Xiao ve arkadaslari, amniyotik sivi kaynakli eksozomlarin
miR-10a ve miR-146a tasiyarak apoptotik genlerin ekspresyonunu baskiladigini ve ROS

birikimini azaltarak hiicresel hasar1 hafiflettigini gostermistir (Xiao ve ark., 2014).

Huang ve arkadaslar1 (2018), insan yag doku kaynakli MKH eksozomlarinin SMAD

sinyal yolaklarin1 diizenleyerek folikiilogenez ve over fonksiyonlarmi destekledigini
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bildirmistir.Bu ¢alismada, primordial, primer, sekonder ve antral folikiillerin sayilarinda
artis, atretik folikiillerde ise azalma tespit edilmistir. Serum analizlerinde AMH ve E2
seviyelerindeki artisin yani sira FSH seviyelerinde azalma goézlenmistir (Huang ve ark.,
2018). Ling ve arkadaslarinin galismasinda da amnion kaynakli MKH ve kondisyonlanmis
besiyeri uygulamalarinin, folikiil gelisiminde ve hormon seviyelerinde iyilesmeler
saglarken, apoptotik proteinlerin baskilanmasini saglamistir (Ling ve ark., 2019). Bu
caligmalarda intraovaryen uygulama yonteminin etkinligi dikkat ¢ekmis ve bu yaklasimin

terapotik etkinligi artirdig1 vurgulanmistir.

Calismamiz, EXO-QUE grubunun folikiiler gelisimi destekleme, apoptozu azaltma ve
proliferasyonu artirma agisindan iistiin oldugunu ortaya koymustur. Ornegin, EXO-QUE
grubunda Casp3 ekspresyonunda azalma ve Ki67 ile Pcna ekspresyonlarinda artis
kaydedilmistir. Ayrica, Nrf2 ve Sod1 gibi oksidatif stres belirteglerinin EXO-QUE grubunda
anlamli sekilde arttig1 gdsterilmis olup, bu durum, ROS diizenlemesindeki potansiyel rolleri
desteklemektedir. Star, Gdf9 ve Bmpl5 gibi genlerin ekspresyonundaki artig, folikiiler
gelisim ve oosit maturasyonu iizerindeki olumlu etkileri pekistirmektedir. Sanfins ve
arkadaglarinin ¢alismasi, GDF-9 ve BMP-15'in folikiilogenezdeki kritik rollerini ortaya
koyarken, bizim ¢alismamizda bu biiylime faktorlerinin tedavi gruplarindaki farkl etkileri
incelenmistir (Sanfins, Rodrigues ve Albertini, 2018). Ote yandan, Hu ve Noda’nin
calismalar1 oksidatif stres diizenleyicilerinin folikiiler koruma ve iyilestirme iizerindeki
rollerine odaklanmis ve bu bulgular, calismamizda gozlemlenen Nrf2 ve Sodl artiglariyla

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

Sonug olarak, c¢alismamiz, intraovaryen eksozom uygulamalarinin POY tedavisinde
umut vaat eden bir yaklagim oldugunu gostermekte ve literatiire onemli bir katki
saglamaktadir. Gelecekteki caligmalar, bu terapétik yaklagimlarin etkinligini sistemik

uygulamalarla karsilastirarak, klinik uygulamalara yonelik daha fazla veri saglayabilir.

6. SONUCLAR ve ONERILER

Sonug olarak, ¢alismamiz, prematiir ovaryen yetmezligin tedavisinde eksozomlarin ve
quercetin yiiklii eksozomlarin terap6tik etkilerini ortaya koymus ve 6zellikle quercetin yukli

eksozomlarin folikiiler gelisimi destekleme, apoptozu azaltma, proliferasyonu artirma ve
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oksidatif stresin yonetimindeki istiinliigiinii vurgulamistir. Histolojik, molekiiler ve gen
ekspresyon analizlerimiz, EXO-QUE grubunda folikiiler mikrogevrenin iyilestigini ve
hiicresel diizeyde olumlu degisikliklerin meydana geldigini gostermektedir. Bu bulgular,
EXO-QUE'nun, POY tedavisinde klasik hormon replasman tedavilerinin 6tesinde bir etki

gosterdigini ve hiicre bazli olmayan terapiler i¢in yeni bir yol actigini ortaya koymaktadir.

Calismamiz, literatirdeki mevcut arastirmalarla uyumlu olarak, intraovaryen
uygulamanin, tedavi ajanlarinin dogrudan hedef dokuya ulagsmasini saglayarak terapotik
etkinligi artirabilecegini gostermektedir. Bu yaklagim, sistemik uygulamalara kiyasla daha
az yan etki ve daha hizli bir iyilesme potansiyeli sunmaktadir. Bununla birlikte, intraovaryen
uygulamalarin teknik zorluklari ve bu yontemlerin genis ¢apta klinik kullanim i¢in optimize
edilmesi gerektigi de goz Oniinde bulundurulmalidir. EXO-QUE'nin ROS dizenlemesi
tizerindeki etkilerini destekleyen Nrf2 ve Sodl gen ekspresyonlarindaki artiglar, oksidatif
stresin baskilanmasinin folikiiler mikrocevredeki iyilesmelerde dnemli bir rol oynadigim
gostermektedir. Bununla birlikte, ROS ile iliskili belirteglerin detayli mekanizmalarinin
arastirilmasi, oksidatif stresin tedavi tiizerindeki etkilerinin daha 1y1 anlasiimasim
saglayabilir. ROS'un folikiiler sagligi nasil etkiledigi ve bu siireclerin EXO-QUE tarafindan

nasil modiile edildigi konusunda daha fazla sayida ¢alismaya ihtiyag vardir.

Bunun yani sira, tedavi uygulanan hayvanlarin ¢iftlesmeye birakilmasi ve bu gruplardan
elde edilen yavrularin fertilite durumlar, folikiiler gelisimleri ve genetik profillerinin detayli
olarak incelenmesi, tedavinin uzun vadeli etkinligini ve giivenilirligini degerlendirmek i¢in
onemli bir adim olacaktir. Bu tiir ¢caligmalar, sadece tedavi edilen bireylerin degil, sonraki
nesiller lizerindeki potansiyel etkileri anlamak icin de kritik 6nem tasimaktadir. Ek olarak,
EXO-QUE'un tasidigr yiiklerin (quercetin, mikroRNA'lar, proteinler) hicresel diizeyde

nasil etki ettigini anlamak i¢in ileri diizey proteomiks ve transkriptomik analizler yapilabilir.
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Bu tiir molekiiler ¢aligmalar, EXO-QUE'nun terapétik etkilerinin mekanizmasini daha iyi

anlamaya olanak saglayacaktir.

Calismamiz, EXO-QUE'nun POY tedavisinde umut vaat eden bir ajan olarak
degerlendirilmesi gerektigini ve bu yontemin hasarli dokular {izerinde dogrudan ve etkili bir
tyilestirici yaklagim sunabilecegini gostermektedir. Gelecekte, intraovaryen uygulamalarin
sistemik uygulamalarla karsilastirildigr klinik oncesi ve klinik ¢aligmalara ihtiyag vardir.
Ayrica, eksozomlarin hedefe yonelik dagitim sistemleri olarak gelistirilmesi, tedavi
etkinliginin artirilmasina yonelik yenilikg¢i stratejilere olanak saglayabilir. EXO-QUE'nin
sundugu bu giiclii potansiyel, POY tedavisi i¢in hem giivenilir hem de etkili bir alternatif
olarak yeni ufuklar agmaktadir. Bu ¢alisma, POY tedavisinde gelecekteki aragtirmalara 151k

tutacak degerli bir katki saglamaktadir.
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Platon Plus Yayincilik, Platon Tip Dizisi, Editor:ATTAR
NECIP ERKUT, Basim sayisi:1, Sayfa Sayis1 31,
ISBN:978-625-6338-52-4, Tiirkge(Ders Kitab1) (Yayin
No: 9265266)

. Kadin Hastaliklart ve Dogum Ders Kitabi, Bolim

adi:(Operatif ~ Vajinal Dogum) (2024)., ATTAR
RUKSET,UTKAN KORUN ZEYNEP ECE, Platon
Plus Yayincilik, Platon Tip Dizisi, Editor:ATTAR
NECIP ERKUT, Basim sayisi:1, Sayfa Sayist 201,
ISBN:978-625-6338-52-4, Tiirkge(Ders Kitab1) (Yaymn
No: 9265295)

. Kadin Hastaliklart ve Dogum Ders Kitabi, Bolim

adi:(Erken Gebelik Komplikasyonlari) (2024)., UTKAN
KORUN ZEYNEP ECE,ATTAR RUKSET, Platon Plus
Yaymncilik, Platon Tip Dizisi, Editor:ATTAR NECIP
ERKUT, Basim sayisi:1, Sayfa Sayis1 112, ISBN:978-
625-6338-52-4, Tirkge(Ders Kitab1) (Yaym No:
9265286)

. COVID-19: Molecular and Clinical Approach, Bolim

adi:(Women's Health and Covid-19) (2020)., UTKAN
KORUN ZEYNEP ECE, ATTAR NECIP ERKUT,
Istanbul University Press, Editér:Bedia Cakmakoglu,
Sema Sirma Ekmek¢i, Umut Can Kiigiiksezer, Vuslat
Yilmaz, Glinnur Deniz, Basim sayisi: 1, Sayfa Sayis1 284,
ISBN:978-605-07-0760-1, Ingilizce(Bilimsel Kitap)
(Yaym No: 8916554)

. Ureme Endokrinolojisi, infertilite ve Yardimci Ureme

Teknikleri, Boliim adi:(intrauterin inseminasyon Hasta
Secimi, Prognostik Faktorler ve Klinik Uygulanmast)
(2019)., UTKAN KORUN ZEYNEP ECE, OKTEN
SABRI BERKEM, FICICIOGLU NESET CEM, Nobel
Tip Kitabevi, Editor:Cem Figicioglu, Basim sayisi:3,
Sayfa Sayisi 368, ISBN:978-605-335-468-0,
Tiirkge(Bilimsel Kitap) (Yayin No: 8916558)

Burslar
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1. Hands-on Workshop on Ovarian Tissue Cryopreservation
and Transplantation, Over dokusu dondurma ve
transplantasyonu, Université Catholique de Louvain,
Cliniques Universitaires Saint-Luc, Brussels, Belgium,
Kurs, 27.01.2023 -28.01.2023 (Uluslararasi)

2. Ureme Tibbi ve Cerrahisi Dernegi Jinekolojik
Mikrocerrahi Kursu, Jinekolojik Mikrocerrahi Kursu,
Yeditepe Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali, Kurs, 07.04.2019 - 08.04.2019
(Ulusal)

3. Uremeye Yardimci Tedavi Klinik Uygulamalar Egitim
Sertifikas;, Uremeye Yardimct Tedavi  Klinik
Uygulamalar Egitim Sertifikasi, Yeditepe Universitesi
Hastanesi UYTE Egitim Merkezi, Sertifika, 05.08.2019 -
05.02.2020 (Ulusal)

Sertifikalar ve
Kurslar

*:Makalenin yayinlandigi derginin hangi indekste yer aldigi ve derginin Q siniflamasina
gore hangi dilimde yer aldig1 (Q1, Q2 veya Q3) detayli belirtilerek ve 6grenci adi yazar

adlar1 arasinda “kalin” yazilarak)
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EKLER

Ek 1. Kocaeli Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Onay Belgesi
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