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Abstract

Purpose: The aim of this study was to investigate the
effects of adipose tissue derived mesenchymal stem cells
(ADMSC) and conditioned medium (CM), which can be
recommended for the treatment of chemotherapy-induced
premature ovarian insufficiency (POI), on oxidative stress
and apoptosis.

Materials and Methods: In the study, adult female Wistar
albino rats were divided into 4 groups; Control, POI,
POI+ADMSC, POI+CM. H&E staining was performed
for histopathological evaluations in the ovary and all
ovarian follicles were counted. iINOS and Caspase3
expressions were shown immunohistochemically as
markers of oxidative stress and apoptosis.

Results: Follicular cell degenerations and vacuolization
were observed in the ovaries of the POI group, while
significant decreases were observed in these degenerations
in the ADMSC and CM groups. Increased iNOS and
Caspase3 expressions in the POI group were statistically
significant decreased in both the ADMSC and CM groups.
Conclusion: Mesenchymal stem cells and cell-free
conditioned medium, which are increasingly used in the
field of regenerative medicine, can be an alternative
treatment strategy for POI by reducing apoptosis and
oxidative stress, which are the main mechanisms of the
disease.

Keywords:. premature ovarian insufficiency, adipose
derived mesenchymal stem cell, conditioned medium,
apoptosis, oxidative stress

GIRIS
Mezenkimal kok hicreler
yetiskin  kék  hicrelerdir.

(MKH), multipotent
Mezoderm  kaynaklt

Oz

Amag: Kemoterapi kaynaklt prematir over yetmezligi
(POY) tedavisi icin 6netilebilecek yag doku mezenkimal
kok hiicreleri (YDMKH) ve bu hiicrelerden elde edilmis
kosullu besiyerinin (KB) oksidatif stres ve apoptoz tizerine
etkilerinin arastirilmast amaglandi.

Gereg ve Yontem: Calismada Wistar albino cinsi erigkin
disi siganlar 4 gruba aynldi.  Kontrol, POY,
POY+YDMKH, POY+KB. Ovaryumda histopatolojik
degerlendirmeler icin H&E boyamalari yapildi ve tim
ovaryum folilkilleri sayiddi. Oksidatif stres ve apoptoz
belirteci olarak iINOS ve Caspase3 eckspresyonlart
immunohistokimyasal olarak gosterildi.

Bulgular: Analizler sonucu POY grubu ovaryumlarinda
folikiiller hucre dejenerasyonlari, vakuolizasyon, gibi
dejenerasyonlar gbzlenirken, YDMKH ve KB gruplarinda
bu dejenerasyonlarda anlamli azalmalar gérildia. POY
grubunda artmis olan iINOS ve Caspase3 ckspresyonlart
YDMKH ve KB gruplarinin her ikisinde de istatistiksel
olarak anlamli gekilde azald:.

Sonug: Rejeneratif tip alaninda her gecen giin kullanimi
artan mezenkimal kok hicrelerin ve hucresiz kosullu
besiyerinin prematiir over yetmezliginde hastaligin temel
mekanizmalarindan olan apoptoz ve oksidatif stresin
azaltilmast yoluyla, POY igin alternatif bir tedavi stratejisi
olabilecegi gosterildi.

Anahtar  kelimeler:  prematiir over  yetmezligi,
mezenkimal k6k hiicre, kosullu besiyeri, apoptoz, oksidatif
stres

olmalarina ragmen bu hiicreler uygun kogullarda
néronlar  dahil  farkli  birgok  htcre tipine
farklilasabilme  kapasitesine sahiptir!. Hicresel
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tedavilerde en fazla tercih edilen kék hicre tipi olan
MKH’ler yaklagtk on bes yildir tedavi amaglt olarak
klinikte kullanilmaktadir. MKH’ler kemik iligi, yag
dokusu, amniyotik stvi, gébek kordonu, plasenta gibi
bircok kaynaktan elde edilebilmektedir?. Disik
immunojenik 6zelliklere sahip olan bu hicreler
bircok 6nemli biuyime faktord, sitokin, trofik faktér
ve rejeneratif faktorleri salgilayabilme kapasitesine
sahiptir’. Yag doku mezenkimal koék hiicreleri de
(YDMKH) tipki diger MKH’ler gibi adiposit,
kondrosit, osteosit, endotel vb. bircok htcre tipine
farklilasabilmektedir*. Diger MKH tiitlerine benzer
sckilde CD44, CD73, CD9Y%0, CD105 gibi yiizey
antijenleri icin pozitifken, CD34 ve CD45 gibi
hematopoetik kék hiicre belirtecleri icin negatiftirlers.
YDMKH’ler  otolog  hiicre onarimi  ve
rejenerasyonunda erisim kolayligi ve tekrarlanabilen
uygulanabilirlikleri ile biytk avantajlar sunmaktadir®.
Insan caligmalarinda subkutan yag dokunun bolca
bulunabilmesi ve kolaylikla erisilebilir olmasindan
dolayt YDMKH’ler tercih sebebi olmaktadit’. Diger
MKH titleri ile kiyaslandiginda daha az invaziv
yontemlerle, daha fazla miktarda hiicrenin daha

distik maliyette elde edilebiliyor olmast da
YDMKH’leri  tercih ~ sebebi  yapmaktadir®.
YDMKH’ler antiapoptotik, antiinflamatuar,

immunmoddlasyon gibi bircok 6zelliklerinden dolay:
rejeneratif tip tedavilerinde kullanilir*. YDKMKH
etkinligi diabet, multipl skleroz, miyokard enfarktisi,
iskelet doku hasarlari, greft-versus host hastaligy,
Chron hastaligi gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde
klinik olarak da 6nem kazanmistir?.

Tum MKH tiirlerinin saglamis oldugu bir¢ok avantaja
ragmen insan uygulamalarinda bazi kisitlamalari
olabilmektedir. MKH transplantasyonlarinda
meydana gelen immun rejeksiyon veya trombojenik
problemler bu hiicrelere alternatif olarak hiicresiz
ortamlarinda tedavisel yaklasimlarda Onerilmesini
saglamistir!®. Kok hucrelerin - kiltire  edildikleri
ortama  salgiladiklar1  sekretom,  mikrovezikil,
cksozom, trofik faktorler gibi salgilarin timiind
iceren besiyeri ortami kogullu besiyeri (KB) olarak
adlandirtlir!!. KB, kok hiicreler tarafindan salgilanan
cesitli bitytime faktorlerini ve doku yenileyici ajanlar
icerir. KB icinde VEGF, PDGF, EGF gibi buyiime
fatotleri'?, TGFB1, IL-6, IL-10, IL-8, IL-9 gibi pro ve
antiinflamatuar  sitokinler'>%, FGF2, HGF gibi
anjiyogenik faktotler bulunmaktadir ve bu salgilanan

faktorler cesitli proteomik calismalarla
gosterilmigtir!>13,
Kadin  infertilitesi  cesiti  Ureme sistemi
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bozukluklarindan dolayt her gegen giin artmaktadir.
Prematiir over yetmezligi (POY) kadinlarda gorilen,
sonucu geri déntisimsiiz olarak infertiliteye varabilen
énemli bir hastaliktir. Ozellikle 40 yas altindaki
kadinlarda ovaryumlarin fonksiyonlarint kaybetmesi
sonucu amenore ve hipergonadotropik
hipogonadizm ile tanimlanit'®. Menopoz Oncesi
ovaryum folikillerinin tamamen tiikenmesi ya da
fonksiyon bozukluguna ugramasiyla karakterizedir!”.
Hastaligin gorilme insidans: yas ilerledikge artar, 20
yas altt kadinlarda 1/10000 iken, 40t yaglarda
1/100°dtr!S. Hastalarin %701 bilinmeyen sebepletle
bu hastaliga yakalanmistir. Ozellikle kemoterapi ve
radyasyon tedavisi alan kadinlarda hastaliga sikca
rastlanir!”-18,  Kemoterapinin ovaryum fonksiyonu
tzerindeki  gonadotoksik  etkisi  yas,  doz,
kemoterapotik ajan tipi ve maruz kalma miktarina
gore degiskenlik gosterir!®. Ancak siklofosfamid
(CYP), busulfan, melfalan gibi alkilleyici tiir
kemoterapétiklere maruz kalan kadinlarda POY
gorilme riski 9 kat fazladir?0. Alkilleyici grupta
bulunan CYP yaygin kullanidan bir kemoterapétik
ajan ve aynt zamanda immiin supresor bir ilactir. CYP
nukleik asitleri alkilleyerek hticrede DNA kiriklarina
ya da c¢apraz baglanmalarina sebep olur. Béylece
hiicre bélinmesini inhibe eder?!. Ayni zamanda
CYPnin metabolizasyonu sonucu ortaya c¢tkan
akrolein gibi bilesiklerin hiicrelerde reaktif oksijen
tirlerinin  birikimine sebep olur?2. CYP’ ye akut
maruziyet bile ovaryum folikillerinde apoptozu
indukleyerek yumurtalik rezervinin biyik 6l¢iide
kaybina neden olur?’. POY’un karmasik bir olusum
mekanizmast oldugundan dolayr heniiz etkili bir
tedavi yontemi yoktur. Her ne kadar hormon
replasman tedavisi ya da androjen kullanimi hastalara
Onerilse de bu hormonal tedavilerin kanser olusum
riskini tetiklemesinden dolayt giivenilirligi azdir?*.

Son zamanlarda yapilan c¢alismalar mezenkimal kok
hiicre uygulamalarinin POYun tedavisi i¢in alternatif

olabilecegi  yoniindedir. MKH’lerin  6zellikle
hastaligin  temel klinik bulgusu olan hormon
seviyelerinin ~ duzeltilmesinde ~ ve  graniiloza

htcrelerinde meydana gelen apoptozun 6nlenmesini
saglayarak iyilestirici etki gOsterdigi bildirilmistir®.
Kok hiicrelere alternatif olarak bu hiicrelerin
salgiladigt bircok faktori icinde bulunduran kosullu
besiyerinin de POY tedavi stratejileri arasinda
olabilecegi disuntlmektedir. Elde edilen bu bilgiler
dogrultusunda  yapilan  c¢alismada  sicanlarda
kemoterapi kaynakli deneysel POY modelinde
hastaligin tedavisine alternatif olabilecek YDMKH ve
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kosullu besiyerinin ovaryumda oksidatif stres ve
apoptoz tizerine etkilerinin gosterilmesi amaglandu.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma icim Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiltesi Hayvan Deneyleti Yerel Etik Kurulundan
13.03.2018 tarih, 77.637.435 numarali onayi ile etik
onay alinmustir.

Deney hayvanlarinin bakimi ve temini

Caligma da Manisa Celal Bayar Universitesi Deney
Hayvanlart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden
temin edilen agirliklar: 180% 50 gr arasinda degisen 26
adet eriskin Wistar disi sican kullanild1. Siganlar 3 giin
boyunca (adaptasyon icin) herhangi bir saglik
problemi belirtisine karst bekletildi. Calisma boyunca
hayvanlar stabil kosullar altinda (22°C sicaklik, %30-
70 nem, aydinlik/karanlik dongtsii 12/12 saat)
tutuldu, yiyecek ve suya sinirsiz erisimi saglandi.

Deneysel POY modeli

Siganlar kontrol (n=5), POY (n=7), POY+YDMKH
(n=7), POY+KB (N=7) olmak tzere 4 gruba ayrild1.
Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi.
POY grubu siganlara deneyin ilk gind ve 8. glint
120mg/kg ip yolla CYP enjeksiyonu yapild
POY+YDMKH grubuna ise ilk ve 8. giin i.p olarak
CYP enjeksiyonu yapildiktan sonra deneyin 15.
guniinden itibaren art arda 3 gin 1x10°¢ YDMKH i.p
olarak verildi. POY+KB grubunda ilk ve 8. gtn i.p
olarak CYP enjeksiyonu yapildiktan sonra deneyin 15.
giniinden itibaren art arda 3 gtin 0,1ml KB i.p olarak
verildi. Deneyin 24. ginii tim siganlar sakrifiye edildi.
Siganlarin sol ovaryumlari H&E
immunohistokimya boyamalart i¢in %10’luk formalin
icerisine almnip fikse edildi.

ve

Yag doku mezenkimal kok hiicre eldesi

YDMKH’leri anestezi altinda diyabetik olmayan 6-8
haftalik bir sicanin subkutan inguinal yagindan elde
edildi. Oncelikle ¢ikartilan yag dokusu herhangi bir
kontaminasyona karsi bircok kez PBS tamponunda
yikand1. Yag dokusu kiigiik pargalar seklinde kesilerek
%0,1 tip 1 kollajenaz igerisinde inkibe edildildikten
sonra 800 Xg’de 10 dk santrifiyj edildi. Enzim
aktivasyonunu inhibe etmek icin %10 FBS iceren
DMEM/F12 besiyeti ilave edildi ve tekrar santrifiij
yapildi. Daha sonra hiicre stispansiyonu 100 pm’lik
filtreden gecirilerek tekrar santrifiij islemi yapildi
Elde edilen stpernetant atildi, pellet tizerine %10
FBS, %1 penisilin/streptomisin-amfoterisin B iceren
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DMEM/F12 besiyeti eklenerek huicreler 25cm?2’lik
flaskalara ekildi.?® Hiicrelerin kiiltir tabagina yapisip
cogalmast icin beklendi. 3. ve 4. pasajdaki hiicreler
deney icin kullanildi. Hiicreleri karakterize etmek icin
spesifik  ylzey antijeni  kriterlerinine  gore
immunohistokimyasal boyamalar yapildi ve skorlandt.

Yag doku mezenkimal kok hiicre kosullu
besiyerinin eldesi

7. pasajdaki YDMKH’leri %85-90 konfluensiye
ulastiktan sonra htcreler 24 saat serumsuz taze
besiyerinde inkiibe edildi. 24 saat beklendikten sonra
alinan hucresiz KB ortami 6li hiicre debrislerinin
uzaklastiriimasi icin 800g” de 10 dk santrifiij yapilds 7.

Ovaryumlarin histopatolojik degerlendirilmesi

Deney sonucunda sakrifiye edilen sicanlarin
ovaryumlart  %10’luk  formalin igerisinde fikse
edildikten sonra dokular fiksatifin uzaklastirilmast
icin bir gece akar su altinda bekletildi. Dehidratasyon
icin artan alkol serilerinden gecirilen dokular
seffaflastirma icin toliende bekletildi. Daha sonra
parafin  bloklara gémilen ovaryumlardan 5um
kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitlere histopatolojik
incelemeler icin rutin H&E boyamast yapild:.

Ovaryumlarin
degerlendirilmesi

immunohistokimyasal

Immunohistokimyasal incelemeler igin ise alinan
kesitler deparafinize edildikten sonra %3’lik hidrojen
peroksit ile endojen peroksit inaktivasyonu yapildr.
Antijen retrieval icin 37°C’de 10 dk tripsin ile
inkiibasyon yapildiktan sonra kesitler PBS ile ytkandi.
Daha sonra nonspesifik baglanma bdlgelerinin
bloklanmast i¢in kesitler tGizerine blokloma solisyonu
damlatildi. Bu basamaktan sonra PBS ile yikama
yapilmadan primer antikorlar anti Casp3 (Santu Cruz,
sc-50053), anti-NOS2 (sc-7271, Santa Cruz) ile
+4°C’de 1 gece inkiibasyon yapildi. Ertesi glin kesitler
PBS ile yikandiktan sonra immun reaksiyonun
gozlenmesi icin DAB ile inkiibe edildi. Mayet’s
hematoksilen ile de ¢ekirdek boyamasi yapildi ve
kesitler entellan ile kapatildi.

Istatistiksel analiz

Imminohistokimyasal boyamalarin skorlanmast icin
h-skor analizi yapildi. Her hayvana ait 10 ovaryum
kesitinde, 30 alanda X40’Lik objektif de boyanma
yogunlugu dikkate alinarak dokular degerlendirildi; O:
hi¢ boyanma yok, 1: zayif boyanma, 2: orta boyanma,
3:  kuvvetli/siddetli boyanma kabul edilerek
degerlendirildi. Elde edilen verilerin GraphPad Prism
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8.3.1 programu ile istatistiksel analizi yapildi Tek
yonli varyans analizi testi kullanilarak gruplar arasi
farklar kiyaslandi. Coklu grup karstlastirmalari icin
Post hoc testlerinden Tukey’s testi kullanildi.
Karsilastirmalarda p=0,05 degeri istatistiksel olarak
anlamlt kabul edildi.

BULGULAR

Izole edilen YDMKH’lerinin karakterizasyonu igin
yapilan immunohistokimyasal boyamalar sonucunda
hiicreler CD90, CD44, CD73 ve Strol icin pozitif
olma ve hematopoetik belirtecler olan CD45 ve 34
negatif olma 6zelligini gosterdi (Sekil 1).

D90 CD73
o
.;—
= M o
CD44 Strol
CDA4s CD34
5
Gruplar | Ortalama | Standart | Standart | Medyan
sapma hata
CDY0 254.67 7.024 4.055 254.00
CD73 245.00 9.000 5.196 245.00
CD44 235.00 9.539 5.508 234.00
STRO1 | 233.67 21.502 12.414 234.00
CD45 32.667 9.018 5.207 32.000
CD35 35.667 8.622 4.978 34.000

Sekil 1. YDMKH karakterizasyonu.

Yizey antijenleri CD90, CD73, CD44, Strol icin pozitif,
CD45, CD34 icin negatif htcreler?
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Ovaryum kesitlerinde yapilan H&E boyamalarinda
tim gruplardaki folikiil sayilari sayildi ve ortalama-
standart sapmalart ile gosterildi (Sekil 2). Kontrol
grubuna kiyasla POY grubunda tim folikil tiplerinde
istatistiksel olarak anlamlt azalmalar vardr (p<<0.001).
Atretik folikil sayist ise POY grubunda kontrole gére
anlamli  sekilde artis gosterdi  (p<0.001). Tium
gruplardaki korpus luteum sayilarinda ise anlamli bir
fark saptanmadi (p=0.129). YDMKH
transplantasyonu  sonrasinda  ise folikul
sayllarinda POY grubuna gére anlamli artislar
gozlendi (p<0.002). Atretik folikiil sayilarinda ise
anlamli bir azalma mevcuttu. POY’lu sicanlara
yapilan KB uygulamasinda da POY grubuna gore tim
folikul tiplerinde istatistiksel olarak anlamli artislar
tespit edildi (p<0.003). KB grubundaki atretik folikil
sayilarinda ise anlamli bir azalma vardt (p<0.002).
Tum folikil tiplerinde YDMKH ve KB grubu
kiyaslandiginda ise iki grup arasinda folikil sayilar
acisindan anlamli bir fark saptanmadi Ovaryum
kesitlerinin histopatolojik  degerlendirmesinde ise
kontrol grubu kesitlerinde organin medullast ve
korteksi diizenli bir organizasyona sahipti.

tum

Dista germinal epitel tek kathi kibik hicrelerden
olusmustu ve altinda tunika albugenia izlenmekteydi.
Kortekste ise farklt gelisim asamalarinda folikil tipleri
gortldd  (Sekil  3a-c). Medulla da ise kan
damarlarindan zengin bag dokusu ve lifler izlendi.
POY grubunda dista germinal epitel hiicrelerinde yer
yer dejenerasyonlar mevcuttu. Korteksteki folikil
tiplerinin bircogunda dejenerasyonlar vardi. Cogu
folikdl atretik ya da kistik folikil olarak izlendi (Sekil
3d). Korpus luteumlar igerisinde ve stromada
bulunan hiicrelerde vakuolizasyon tespit edildi (Sekil
3e). Ozellikle gelismis folikiillerdeki graniiloza
htcrelerinde folikiil limenine dokilmis bircok
apoptotik  hiicre izlendi (Sekil 3f). YDMKH
grubunda ise kortekste saglikli folikil sayilarinda
artislar goriildi. Yer yer bazt hiicrelerde vakuoller ve
apoptotik durumlar gbzlense de POY grubuna gore
gorinir sekilde iyilesmeler vardi (Sekil 3g-1). KB
uygulamast yapilmis grupta da kok hiicre grubuna
benzer sekilde ovaryum dokusunda iyilesmeler vard:
(Sekil 3j). Vakuolli hiicreler kok hiicre grubuna gore
daha fazlayd: ancak POY grubu ile kiyaslandiginda
vakuolizasyonlarin azalmis oldugu gozlendi (Sekil
3k). Foliktller hicrelerdeki dokilmelerin  ve
apoptotik htcrelerin azaldigi da géralda (Sekil 31).
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Immunohistokimyasal bulgular

Tim gruplarin ovaryum kesitlerine yapilan iNOS
immunohistokimyasal boyamalart sonucunda kontrol
grubunda stromada bazi alanlarda hafif (+) iNOS
ekspresyonu vardt (Sekil 4a, ¢). POY grubunda ise
tim folikil tiplerindeki graniiloza hiicrelerinde ve
hatta yer yer oositlerde kuvvetli (+++) iNOS
ekspresyonu gozlendi (Sekil 4b, f). Hiicrelerde artmis
olan iNOS ekspresyonu istatistiksel olarak da anlaml
bulundu ($ekil 5, p<0.001) YDMKH uygulamasinda
ise iINOS ekpresyonu CYP grubuna gore anlaml
sckilde azalmisti (Sekil 5, p<0.001). YDMKH
gtubunda ovaryum folikillerinde hafif/orta (+/++)
siddette iINOS ekspresyonu vardr (Sekil 4c, g). KB
grubuna bakildiginda da iNOS immunoreaktivitesi
CYP grubuna gore anlamli sekilde azalma gosterdi
(Sekil 5, p<0.001). KB grubunda bazi alanlarda orta
(++) bazt alanlarda hafif (+) siddette iNOS
ekspresyonu vardi (Sekil 4d, h).

Folikiil Sayilan

: 'i' ii[ ml T ml ii

Sekonder
Folikiil

Primordival  Primer Folikl

Folikiil

Graal Felikiill Kerpus Luteum Atretik Felikil

WEKONTROL mCYP mCYP+MKH CYP+KB

Sekil 2. Tum gruplardaki folikiil sayilari.

Veriler orttss seklinde verilmistir. ***: p<0.001, **: p<0.002,
*: p<0.033. a: Kontrol grubuna gére anlamli, b: POY grubuna
gore anlamls

Tim  gruplardaki ~ Casp3 ckspresyonlarina
bakildiginda  ise  kontrol  grubunda  Casp3
immunoreaktivitesi hafif (+) siddette gbzlendi (Sekil
41, m). POY grubunda tim folikdl tiplerinde
istatistiksel olarak anlamli bir Casp3 ekspresyonu
artist goraldd  (Sekil 5, p<0.001). POY grubu
ovaryumlarindaki Casp3 ekspresyonu tim folikiil
tiplerinde kuvvetli (+++) gozlendi (Sekil 4j, n).
YDMKH grubunda Casp3 ckspresyonu CYP
grubuna gére anlaml sekilde azald1 (Sekil 5, p<0.001).
YDMKH grubu folikillerinde Casp3
immunoreaktivitesi orta/hafif (++/+) siddette

Mezenkimal hiicrelerin prematiir over yetmezligi modeline etkileri

gortldd  (Sekil 4k, o). KB grubunda ise
ovaryumlardaki Casp3 immunoreaktivitesi hafif/orta
(+/++) siddette izlendi (Sekil 41, p).

Kontrol

POY

POY+YDMKH

POY+KB

Sekil 3. Ovaryum dokusu H&E boyamasi.
Siyah ok: vakuolizasyon. Kirmuzt ok: folikiller hiicre

dejenerasyonlari. Skala bar: a, d, g, j 200um; e, £ 50 um; b, ¢, h,
1, k, 110 pm.

Sekil 4. iNOS ve Casp3 immunohistokimyasal
boyamasi.

Siyah ok: iNOS (+) hiicreler. Kirmizi ok: Casp3 (+) hiicreler.
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Inos ve Caspd Immunoreaktivitesi

*e*a #wEg
1

**p

* ¥

-skor = 5D

Inops Casp3

Kontrol FOY ®mPOY+YDMKH wPOY+KB

Sekil 5. iNOS ve Casp3 immunohistokimyasal
boyamasi H-skor analizi.
Veriler orttss seklinde gosterilmistir. ***: p<0.001, **:

p<0.002, *: p<0.033. a: Kontrol grubuna gore anlamli, b: POY
grubuna gére anlaml.

TARTISMA

Rejeneratif  tipta  mezenkimal ~— kék  hicre
uygulamalarinin kullanildigs alanlar her gecen giin
artmaktadir. Son zamanlarda artan infertilite
vakalarindan dolayr tireme sistemi hastaliklarinda da
tedavisel bir yaklasim olarak kok hicreler
onerilmektedir. Bu amagla da bu alanda yapilan
deneysel ve klinik calismalar stirekli artmaktadir. POY
kadin infertilitesine sebep olan ve ayni zamanda
hastalarin ve ciftlerin yasam kalitesini etkileyen
6nemli bir hastaliktir ve MKH’ler POY icinde
alternatif tedavi yontemleri arasinda
degerlendirilmektedir. MKH calismalari ile ilgili artan
bu popiilaritenin en énemli sebebi de bu hiicrelerin,
kendini yenileme, hasath doku ve organlari onarma
kapasitelerinin olduk¢a ylksek olmasidir®. Aym
zamanda digik immunojenik cevaplar olusturmalart
da bu hitcreleri tercih sebebi yapmaktadir. Son
zamanlarda yapilan bazi calismalarda ise kék htcre
uygulamasinin yararl etkilerinin hicrelerin farklt bir
htcreye farklilasma kapasitelerinden ziyade trofik
faktorleri salgilama yeteneklerinden dolayr doku
iyilesmesine katki sagladigint ortaya koymustur®.
MKH’ler onarim strecinde salgiladiklat: bu faktorler
ile parakrin etkiler gostererek iyilesme siirecine fayda
saglamaktadir. Bu salgilanan fakt6rlerde hiicre
kultirinde  kosullandirdmis  besiyeri  icerisinde
bulunmaktadir. Kosullandirilmis besiyeri Szellikle
allojenik transplantasyonlarda kargilasilan doku reddi
ya da graft versus host hastaligi gibi durumlara kargi
alternatif olarak avantajlar sunmaktadir3-32. Bu
calismamizda 6zellikle distik immunojenite, ytiksek
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¢ogalma ve farklilagma kapasitelerine sahip aym
zamanda erisim kolaylig1 ve invaziv olmayan elde
edilme metotlarindan dolay* yag doku mezenkimal
kok htcrelerinin ve bu hiicrelerin KB’nin deneysel
POY modeli tizerindeki iyilestirici etkileri gosterildi.

Yapilan bu calisma sonucunda POY modelinde
azalmus folikdl sayilart YDMKH ve KB uygulamast
sonucu her iki grupta da artis géstermistir. Sun ve ark.
yaptiklart calismada POY olusturduklar farelerde
YDMKH uygulamasi sonucunda primordiyal ve
primer folikil sayilarinda artis gézlemlemisler ve bu
artist da  YDMKH’lerin  graniiloza hiicrelerinin
apoptozunu azaltigint  ve bu sayede saglikli
folikillerin sayisinin arttigin bildirmislerdit®. Zhang
ve ark. da otoimmun olarak POY olusturduklar
farelere amniyotik epitel kaynakli MKH ve bu

hicrelerin - KB> ni  vermislerdir.  Calismanin
sonucunda da primordiyal ve primer folikiil
sayilarinda  artts  bulmuglardir.  Ancak MKH
grubundaki  artisin  daha  fazla  oldugunu

belirtmislerdir3®. Bu ¢alismamiz sonucunda da KB
uygulamasindan sonra folikill sayilarindaki artis bir
miktar daha az bulunmustur, ancak YDMKH grubu
ile arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmamustir. Mohammed ve atkadaslart da bir
calismalarinda gbbek kordonu MKH’lerini POY
olusturduklari farelere transplante ettiklerinde 7 giin
sonra farelerin  ovaryumlarindaki atretik  folikdl
sayisinin azaldigint ve bu azalmanin MKH’lerin AMH
ve FSHR  seviyesindeki — artist  tetikleyerek
gerceklestirdigini  bildirmislerdir®.  Elde  edilen
bulgularimizdan birisi de POY grubu ovaryum
dokusunda meydana gelen vakuolizasyon, foliktller
hiicre dejenerasyonlart gibi doku hasarini gdsteren
dejenerasyonlarn - YDMKH ve KB grubunda

azaldigidir.
Zhang ve arkadaslart yaptiklart  calismalarinda
kemoterapi kaynaklit POY modeli farelerinde

amniyotik epitel MKH’si ve KB uygulamalarinda her
iki grupta da histopatolojik bulgularin duzeldigini
gostermislerdir.  Aragtirmacilar  bu  sonucun
MKH’lerin ortama salgiladiklari hiicre ¢ogalmast,
buyimesi ve farklilasmasini kontrol eden TGF-8
stiper ailesi proteinlerinin  parakrin  etkileriyle
ovaryumun normal fonksiyonelligini geri
kazanabilmesin de etkili oldugunu bildirmekteditler®.
Calismamiz hem YDMKH ve KB’nin folikil
sayilarindaki bu artist ve genel olarak ovaryum
dokusundaki iyilesmeyi salgilanan biiyiime faktorleri,
anti-inflamatuar sitokinler ve proliferatif sitokinler
aracihityla yaptigint distindirtmektedir.
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Yapilan calismamizda oksidatif stres belirteci olarak
ovaryum dokusundaki iNOS ekspresyonuna bakildi
ve POY grubunda artmus  olan  iNOS
immunoreaktivitesi YDMKH ve KB uygulamas:
sonucu anlaml sekilde azaldi. Literatiir taramalarinda
YDMKH ve KB’nin POY’da oksidatif stres tizerine
etkilerini bildiren ¢aligmalara rastlanidmamistir. Bu
yizden calismamizda ik defa YDMKH ve KB’nin
POY’da oksidatif stresi azalttig1 ve hiicre grubu ile
KB ortamui kiyaslandiginda da her iki grup arasinda
anlaml bir fark olmadigi gbrilmistir. Bu durumda
KB ortaminin da nerdeyse hiicrelerin kendisi kadar
etkili oldugu distnilmektedir. Ding ve arkadaslart
yaptiklari calismalarinda POY’lu farelere uyguladiklari
insan plasental mezenkimal kék hiicreleri (IPMKH)
ve bu hicrelerden elde edilmis KB’ni farelere
verdiklerinde oksidatif stresin azaldigini ve bu
durumunda IPMKH ve KB’nin oksidatif stres
inhibitérd NRF-2’nin ve HO-1’in ekspresyonunu
arttirarak ve PTEN ekspresyonunu inhibe ederek
sagladigini  ortaya koymuslardir3®. Yapilan farklt
calismalarda da bu hiicrelerin salgiladiklart TGFB, 11
6 ve IL-10 gibi anti-inflamatuar sitokinler
gosterilmistir®”.  Sonu¢ olarak c¢alismamizda hem

hiicre hemde KB gurubunda azalmig iNOS
ckspresyonun  hucrelerin - salgladiklar  bu  anti-
inflamatuar  sitokinler ~ kaynakli  olabilecegi
distuntlmektedit.

Calismamizda apoptozun efektér enzimi Casp3
miktart  da  degerlendirilmistit. POY’da  temel
mekanizmalardan biri Ozellikle grantloza
htcrelerinde ve oositte gorilen artmis apoptozdur.
Apoptozun engellenebilmesi ya da azaltlabilmesi
hastaligin  geri donistimsiz olarak infertiliteyi
tetiklemesinin 6niine gecilmesini saglayabilecektit.
Elde ettigimiz veriler sonucunda POY grubunda
artmis olan Casp3 ckspresyonu  YDMKH ve
kosullandirilmis besiyeri grubunda anlamli olarak
azalmstir. Literatirde sadece YDMKH ve KB’in
POY’da apoptoz ftzerine etkisini gosteren az
miktarda caligmaya rastlanmustir. Sun ve arkadaslari
POY’lu farelere YDMKH verdiklerinde, Tunnel
metodu ile apoptozdaki azalmayr gézlemlemislerdir?.
Baska bir arastirmact grubu ise POY’lu farelere
YDMKH’leri skaffoldlar ile verdiklerinde Casp3
ekspresyonlarinda anlamli dustis gézlemlemiglerdir?®.
Farklt  bir c¢alismada ise YDMKH’lerinden
eksozomlart izole eden arastirmacilar POY’lu farelere
bu cksozomlar1 verdiklerinde onlarda Casp3
ekspresyonundaki azalmay1 bildirmislerdir®.
Yaptigimiz calismamizda literatiire benzer sekilde
hem hiicre grubunda hem de htcresiz KB grubunda
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azalmis olan Casp3 ekspresyonun en Onemli
sebebinin bu hiicrelerin salgiladiklar antiapoptotik

faktorler oldugunu géstermektedir.

Sonug¢ olarak calismamizda YDMKH ve KB’nin
POY iizerindeki antiapoptotik ve antioksidan
Ozellikleri gosterilmis oldu. Hicresiz KB’nin de
neredeyse hiicrelerin kendisi kadar etkili olmasinin
sebebi aslinda kok hiicrelerin doku rejenerasyonunu
sadece ihtiya¢ duyulan hiicre tipine farklilagarak degil,
salgladiklart ~ faktorlerin - etkisiyle  saglamasidir.
Gelistitilecek molektler calismalar ile de bu
sonuclarin desteklenmesi POY tedavisi icin hem kok
htcrelerin hem de kosullu besiyerinin hastalar bir
umut olmast distinilmektedit.
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