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DENEYSEL OVERYAN YETMEZLiKLERDE MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN
OVARYUM DOKUSUNA ETKisi
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OZET

Prematiir Overyan Yetmezlik (POY), folikdl stimiilan hormonun
(FSH) yuksek diizeylerinin (40 U/l ve Uzeri) esliginde, 40 yasin-
dan kiicuk bir hastada menstriel sikluslarin diizeninin 4-6 ay-
dan uzun bir sitire boyunca kesilmesi olarak tanimlanmaktadir.
Etyolojisinde genetik nedenler, toksik ajanlar, cerrahi girisimler,
otoimmiin nedenler, enfeksiyonlar ve kalitsal problemler bulu-
nabilir. Reprodiiktif dénemde kadin hastalarin kanser tedavisi
icin kullandiklan kemoterapik ajanlar, sitotoksik etkilidir. Kemo-
terapik ajanlar hem oosit hem de oositi cevreleyen graniiloza
hicrelerinde hasara neden olarak folikiil kaybi ve buna bagli ola-
rak da prematir over yetmezligine sebep olmaktadir. Primordial
folikll aktivasyonunda olusabilecek bir diizensizlik over rezerv
kaybina ve prematiir menopoza yol acabilmektedir. Primordial
folikiilden primer folikiile geciste, kontrolli aktive edici ve bas-
kilayici rol oynayarak folikiil havuzunun korunmasinda rol alan
sinyal yolaklar birbirinden bagimsiz ancak dengeli bir sekilde
cahisir. Dengenin bozuldugu durumlarda, follikillerin kitlesel ak-
tivasyonu ve folikiil havuzunun erkenden tiikenmesi meydana
gelmektedir. Overyan rezervin degerlendirilmesinde serum FSH,
anti-Mdllerian hormon (AMH), inhibin B &l¢limleri ve ultraso-
nografi ile over hacmi 6l¢limd, antral folikiil sayimi (AFS) 6l¢im
yapilir. POY, anovulasyonun yaygin nedenlerinden biridir. Kadin-
larda kemoterapiye bagli POY'nin azaltmasi, over dokusunun
yenilenmesi ve hem endokrin hem de ekzokrin fonksiyonlarini
geri kazanilmasi icin bircok tedavi ydntemi arastiriimaktadir.
Son zamanlarda bircok calismaya konu olan mezenkimal kék
hucreler (MKH) stromal kokenli multipotent 6zellikte eriskin kdk
hucreleridir. Gébek kordonu, adipoz doku, plasenta, kemik iligi,
ovaryum dokusu, amniyotik sivi, endometriyal doku, karaciger
gibi bircok dokudan izole edilebilirler. MKH'lerin antiapoptotik,
anjiojenik, antifibrotik 6zellikleri bulunmaktadir. Uyguladiklan
dokularda immiin yanita neden olma ihtimalleri de dustikttir. Bu
ozellikleri sayesinde doku hasari onariminda ve yenilenmesinde
onemli roller Ustlenirler. Yapilan deneysel calismalarda cesitli
kaynaklardan elde edilen MKH’lerin, overyan yetmezlikte foli-
kiler gelisime katkisi ve overyan fonksiyonlara olumlu etkileri
arastiriimistir. Elde edilen sonuclar, su an icin ¢6ziimsiiz olan bazi
POY olgularinin tedavisinde MKH'ler ile ilgili gelecekteki klinik
calismalara 1sik tutabilir. Bu derlemedeki amacimiz farkli kaynak-
lardan izole edilen MKH’lerin POY hastalarinin over dokusu tize-
rindeki 6zelliklerini arastirmaktir.
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ABSTRACT

Premature ovarian failure (POF) is defined as the cessation of
regular menstrual cycles for more than 4-6 months in woman
under 40 years of age, accompanied by high follicle stimulating
hormone (FSH) levels (40 1U/I and above). There can be found
various etiologies of POF such as; genetic causes, toxic agents,
surgical interventions, autoimmune causes, infections and here-
ditary problems. Chemotherapy agents used by female patients
in the reproductive period for cancer treatment are cytotoxic.
Chemotherapy agents cause damage to both the oocyte and
the granulosa cells surrounding the oocyte, resulting in follicle
loss and consequently premature ovarian failure. An irregula-
rity in primordial follicle activation may lead to loss of ovarian
reserve and premature menopause. In the transition from the
primordial follicle to the primary follicle, the signaling pathways
that play a controlled activating and suppressor role in protec-
ting the follicle pool work independently but in a balanced way.
In cases where the balance is disturbed, mass activation of the
follicles and prematiire depletion of the follicle pool occurs. In
the evaluation of ovarian reserve, serum FSH, anti-Mullerian
hormone (AMH), inhibin B measurements and ovarian volume
measurement by ultrasonography, antral follicle count (AFS) are
performed. POF is one of the common causes of anovulation.
Many treatment methods are being investigated to reduce the
chemotherapy-induced POF in women, to regenerate ovarian
tissue and to restore both endocrine and exocrine functions.
Mesenchymal stem cells (MSCs), which have been the subject
of many studies recently, are adult stem cells of stromal origin
with multi-potential properties. MSCs can be isolated from
many tissues such as umbilical cord, adipose tissue, placenta,
bone marrow, ovarian tissue, amniotic fluid, endometrial tissue,
liver. MSCs have properties like that of antiapoptotic, angioge-
nic, antifibrotic. They are also uncommon to create an immune
response in the tissues they are administered. Through these
properties, they act an important role in tissue damage repair
and renewal. In experimental studies, it has been shown that
MSCs obtained from various sources improve ovarian failure fol-
licular development and ovarian functions. The results obtained
may shed light on future clinical studies of MSCs in the treat-
ment of some POF cases that are currently unsolved. Our aim in
this review is to investigate the properties of MSCs isolated from
different sources on ovarian tissue in POF patients.
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GiRiS
Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal koék hicreler (MKH), multipotent
eriskin kok hucrelerdir. Simdiye kadar MKH’ler;
kemikiligi, adipoz doku, kikirdak, amniyon sivisi,
plasenta, gobek kordonu, endometrium, testis
veovaryum gibibir¢okdokudanizole edilmisler-
dir (1). MKH’ler faz kontrast mikroskobu ile ince-
lendigindeig seklinde ve fibroblast benzeri hiic-
reler olarak gozikurler (2). MKH’ler, Uluslararasi
Hucre Tedavi Dernegi (ISCT)'nin tanimladigi ti¢
onemli 6zellige gore belirlenir: 1) Standart kul-
tlr ortaminda plastik ylizeye yapisabilmeleri 2)
CD105,CD73 ve CD90 gibi belirtecler tagimalari,
ancak CD45, CD34, CD14 ve HLA-DR belirtecle-
rini tasimamalari 3) in vitro ortamda kemik, yag
ve kikirdak hiicrelerine farklilasabilmeleri (3).

MKH’ler, verildikleri alici dokularda MHC sinif Il
antijenleri olmadigi icin immiin yanita neden
olmazlar. Farkli dokulardan izole edilen hiicre-
ler benzer fenotipik 6zellikler gosterseler de
bazi farkhliklara sahiptirler. Yag dokusundan
elde edilen MKH'ler ylizeylerinde CD49d tasi-
maktayken, CD106 tasimazlar. Kemik iliginden
izole edilen MKH’lerde ise CD49d negatif, C106
pozitiftir. MKH’lerin rejeneratif ve reperatif 6zel-
likleri vardir. MKH'lerin inflamasyonu ve fibro-
zisi azalttiklar, dokularda anjiogeneze sebep
olduklari ve doku hasari tamir isleminde 6nem-
li bir role sahip olduklar gosterilmistir (1, 3).

Ovaryumun Histolojisi

Ovaryum ytizeyi germinal epitel olarak adlandi-
rilan tek katli yassi epitel veya kiibik hiicre taba-
kasiyla doselidir. Overin ylizey epiteli, folikiller-
dentunikaalbugineaadiverilenfibréz bir kapsiil
ile ayrihr. Ovaryum korteks ve medulla'dan olu-
sur. Ovaryum folikilleri korteksin stromasinda
yerlesmistir. Korteks ile medulla arasinda kes-
kin bir sinir yoktur (4). Bir ovaryum folikuli bir
ya da daha fazla folikul hiicresi veya graniiloza
hicre tabakasiyla cevrili bir oosit icerir. Sayica
en fazla gorilen folikiller, yassi hiicrelerle ¢ev-
rili primordial folikullerdir. Oosit ¢cevresinde tek
veya cok katl kiibik hiicre tabakasi bulunduran
foliktller primer folikillerdir. Antrum denilen
bosluklara sahip folikiillere sekonder folikdl
denilir. En blyik capa sahip olan olgunlasmis
folikullerse graaf folikil olarak adlandirilirlar (5).

Prematiir Overyan Yetmezlik

Prematiir Overyan Yetmezlik'te (POY) 40 yasin-
dan geng hastalarda en az 4-6 ay sureyle adet-
lerin kesilmesi ve bir ay aralarla olculen folikdil
stimiilan hormon (FSH) degerlerinin 40 IU/Lnin
Uzerinde olmasi tani kriteri olarak kabul edilmis-
tir (6). Etiyoloji tam olarak bilinmemekle bera-
ber, genetik, immiuinolojik ve cevresel faktorle-
rin (kemoterapi, radyoterapi) rol oynayabilecegi
dusintlmektedir (7). Primordial foliktlden pri-
mer foliklle geciste rol alan sinyal yolaklari, ak-
tive edici veya baskilayici olarak rol oynayarak
folikiil havuzunun korunmasinda dengeli bir
sekilde calismahdir (8). Dengenin bozuldugu
durumlarda, klinikte POY olarak bilinen, foliktl-
lerin zamanindan erken aktivasyonu ile folikdl
havuzunun biyik kisminin erkenden tilkenme-
sine sebep olmaktadir (9, 10).

Protein tirozin fosfataz ve tensin homologu
(PTEN), serine/threonine protein kinaz (AKT) ve
forkhead box O (FOXO)'den olusan PTEN/AKT/
FOXO3a sinyal yolaginin, primordial folikil kay-
binin 6nlenmesi ve over rezervinin korunmasi
ile iliskili oldugu gdsterilmistir. Yolakta 6nemli
diger faktorler TSC1 (tuber skleroz kompleks 1)
ve mTOR (memeli rapamisin hedefi) kompleks 1
(mTORC1)dir. TSC1, mTORC1'i baskilamakta ve
folikillerin sessiz fazda kalmasina neden olmak-
tadir. Foliklilogenezde roli olan bir baska faktor
ise norotrofinlerdir. NGF/TrkA sinyal yolunun
(noral bliylme faktori - noral blylime faktoru
reseptorl) primordiyal folikiil aktivasyonunda
rol aldigi gosterilmistir (11). Her yil reprodiiktif
donemde binlerce kadin kanser tedavisi icin
kemoterapi ve radyoterapinin etkilerine maruz
kalmaktadir. Bu tedavilerin en 6nemli yan etki-
lerinden biri de over dokusu tizerine olan gona-
dotoksik etkilerinden dolayi bu hastalarda POY
gelismesidir. Kemoterapi ve radyoterapi over
dokusunda over rezervini temsil eden primordi-
yal folikillerin erken ve kitlesel kaybina neden
olarak amenore ve erken menapoza neden olur.
Bu ajanlardan sikhkla kullanilan siklofosfamid
ve sisplatin hem oosit hem de onu ¢evreleyen
granuloza hicrelerinde hasara neden olarak fo-
likiil kaybi ve buna bagh olarak prematir over
yetmezligine sebep olur (12). Ovaryum primor-
diyal folikullerin cogunlugu, disi Greme donemi
boyunca gametlerin duzenli olarak Uretimini



saglamak icin farkhlasma olmadan korunma-
hdir. Bazi calismalarda, kemoterapinin sessiz
olarak duran primordiyal folikullerin apoptozu-
nu tetikledigini ve overyan yetmezlige neden
oldugunu bildirilmistir. Bunun tersine siklofos-
famidin primordiyal follikillerin apoptozunu
indiklemedigini bildiren calismalar da mev-
cuttur. Siklofosfamid tedavisinin, aktif olarak
blyuyen folliklllerin apoptozunu indikledigini
ve primordiyal follikiillerden primer folikillere
gecisini tetikledigini iddia etmislerdir (13, 14).

Gelistirilen fertilite koruyucu teknikler icinde,
en genis kullanim alanina sahip olani embriyo
kriyoprezervasyonudur. Embriyo ve sperm kri-
yoprezervasyonuyla kiyaslandiginda oosit kri-
yoprezervasyonu, oositlerin kriyo hasarina daha
duyarli olmasi sebebiyle, teknik olarak daha
zordur. Bir diger arastirma asamasinda olan
teknik ise over dokusu kriyoprezervasyonudur.
Bu teknigin avantaji, kemoterapinin acil oldu-
gu durumlarda overyan stimulasyona gerek
olmadan kisa siirede uygulanabilmesidir (15).

PQOY tanisi icin estradiol (E2), FSH ve llteinizan
hormon (LH) serum seviyeleri degerlendirilir.
FSH serum konsantrasyonunun 25 mIU / ml'den
yuksek, E2 seviyesinin 20 pg / ml'den disuk ol-
masi POY lehinedir (15, 16). Ayrica overlerdeki
folikillerinin morfolojisi, primordiyal folikil sa-
yilari ve serum Anti-Mullerian hormon (AMH)
duzeyleri degerlendirilir. Serum AMH dizeyi,
primordiyal folikil havuzu miktarinin bir gos-
tergesidir ve uygulanan kemoterapotik ajan-
larin foliklil sayisinda ve serum AMH diizeyin-
de azalmaya neden oldugunu gosterilmistir
(16). Bircok dokudan (gobek kordonu, adipoz
doku, plasenta, kemik iligi, ovaryum dokusu,
amniyotik sivi, endometriyal doku, karaciger)
MKH'’ler izole edilip ¢ogaltilmis ve ovaryumla-
ra transplante edilmistir (15). MKH’ler hasarli
dokuyu dogrudan etkileyebildigi gibi parakrin
ve otokrin yolla da etkilerler. Blylime faktorleri,
immunmododlatorler, proteinler ve kemokinler
salgilayarak dokuda mRNA ve protein Gretimi-
ni artirirlar ve rejenerasyona katki saglarlar (16,
17). Verilen MKH'lerin kemoterapi ile dejenere
olmus folikller yapilari restore ettigi ve primor-
diyal folikll sayisinda 6nemli bir artis saglandi-
g1 gosterilmistir (15). Gobek kordonundan elde
edilen MKH’lerin verilmesiyle de ovaryumlarin
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hem endokrin hem ekzokrin fonksiyonlari du-
zelmistir. Ayrica oositin ¢evresindeki graniiloza
hicrelerinin prolifere oldugu, tekrar ovulasyo-
nun basladigi, hatta canh dogumlarin oldugu
gosterilmistir (18, 19). MKH’ler antiapoptotik
ve apoptotik gen ekspresyonlarini dizenleye-
rek dokulardaki apoptozu azaltirlar (15, 20, 21).
Ayrica bu hicrelerin mikro ¢evreyi duzenleyici
etkileri de mevcuttur (18). insan plasentasin-
dan elde edilen MKH’ler, duzenleyici T (Treg)
hicreler Gizerinden imminmodilator etki gos-
terebilirler (22). insan gébek kordonu kokenli
MKH tedavileriyle E2 ve AMH hormonlari artar-
ken, FSH azalir; ovaryumdaki yapilar diizelir ve
folikul sayilari artar. MKH'ler, hepatosit biiyiime
faktorl (HGF), vaskuler endotelyal blylime fak-
toru (VEGF), plasental buylime faktori (PGF),
inslin benzeri buyime faktoru (IGF-1) ve
transforme edici blyime faktorl beta (TGF-B)
gibi bircok parakrin faktorler salgilarlar (19,
20, 23). Fetal karaciger kdkenli MKH’lerin anti-
oksidan ozellikleri sayesinde oksijen radikal-
lerinin olusturdugu hasara karsi oksidatif stre-
sin 6nemli Ol¢lide azaldigi gorilmustir (21).

PI3K/AKT sinyal yolaginin aktivasyonu asir pri-
mordiyal folikil aktivasyonuna neden olarak
over rezervinin azalmasina neden olur (24, 25).
Bir tir makro-molekdler protein olan mTORC1;
hicre blylmesi, cogalmasi, farklilasmasi, me-
tabolizma ve anjiyogenez gibi cesitli stireclerin
dizenlenmesinde 6nemli bir rol Ustlenir (26,
27). Oositteki mTORC1 daha ¢ok hiicre biiyiime-
siile ilgilidir. mTORC2 (memeli rapamisin hedefi
kompleks 2) kompleksinin ise hiicre iskeletinin
diizenlenmesinde rolii vardir ve indirekt olarak
mTORC1 kompleksini aktive ettigi bilinmektedir
(25, 28).

Cesitli dokulardan elde edilen kok hiicrelerin et-
kinliklerinin de farklioldugu gortlmustir. Kemik
iliginden elde edilen MKH tedavisiyle ovaryum-
larin atretik folikiillerinde 6nemli bir azalma,
antral ve sekonder folikiilde 6nemli miktarda
artis oldugu gosterilmistir (29). POY modelinde
over stromal kok hicrelerinin, kemik iliginden
elde edilen MKH'lere gore folikil restorasyonu
Uzerine koruyucu etkisinin daha fazla oldugu
bildirilmistir (16). Bir baska ¢calismada ise insan
amniyotik MKH’lerinin, HGF VE EGR araciligiyla,
yaslanma stirecindeki sicanlarin ovaryen fonksi-
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yonlarini 6nemli 6l¢tide diizelttigi gosterilmistir
(30). Kemik iligi, adipoz doku, karaciger gibi do-
kulardan Uretilen MKH'lerin bazi dezavantajlari
da vardir. Ozellikle kemik iligi kokenli MKH’ler-
de enfeksiyon riski, sekonder hasar olusumu ve
hicresel tedaviler sonrasi timor gelisme ihti-
mali vardir. insan gébek kordonu MKH’lerinde
ise daha dustik onkojenite ve daha duislik kon-
taminasyon riski vardir. immanolojik ret ihtimali
cok azdir (20). insan amniyotik sivisindan elde
edilen MKH’ler bir¢ok buytume faktorlerini sal-
gilayabilmektedirler. Bu kaynaktan elde edilen
MKH'’lerin farelerde canlihigini stirdirdigiini ve
cogaldigi gosterilmistir. in vivo olarak ovaryum-
larda yasayabilmeleri POY icin olasi terapotik
potansiyeli de beraberinde getirmektedir (31).

POY olgularinda MKH’lerle yapilan ¢alismalar-
dan ayr olarak adipoz doku kaynakli MKH’ler-
den elde edilen eksozomlar da kullanilmistir.
Eksozomlar hiicreler tarafindan ortama salinan
30-200 nm capinda nano keseciklerdir. Bu kese-
cikler, endozomal sistem icerisinde veya plaz-
ma zarinda Uretilir. icerisinde proteinler, lipidler,
mRNA'lar, miRNA'lar ve kodlanmayan RNA gibi
cesitli spesifik molekdlleri icerir. Eksozomlarin
salgilanmasi, hiicrelerin birbirleriyle iletisim kur-
ma yollarindan biridir. Eksozomlar bazi yonler-
den dolayi MKH’lere gore daha avantajli olarak
gorinmektedir. Fakat izolasyonlarinda standar-
dizasyon olmamasi ve elde edildikleri hiicrele-
rin butlin sekresyonlarini icermemeleri de bir
dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir (32).

Butun bu calismalarda goruldigu gibi cesitli
kaynaklardan elde edilen MKH’ler, POY olus-
turulan deney hayvanlarina verilmis ve bu
hayvanlarin ovaryumlarinda folikiilogenezin
tekrar basladigi gorilmustir. Basarih deney-
sel calismalar malignite nedeniyle kemoterapi
almis ve ileride gebelik planlayan hastalar icin
umut verici olarak gorulebilir. Bu uygulama-
larin ileride tedavi protokollerinde yer almasi
icin gonulli hastalarin katildigr klinik calisma-
lardan elde edilecek sonuclar beklenmelidir.
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