Primer over yetersizligi (POI) , diger bir tanimlamayla primer ovaryan yetmezlik (POF) , 40
yasindan 6nce ortaya ¢ikan, 4 -6 ay siiren , sekonder amenore olarak tanimlanmaktadir. LH ve FSH
degerleri yiikselmistir ( FSH ,40 mIU/ml ) , 6strojen degerleri de menopozal donemdeki seviyelere
inmektedir . POI insidans1 giin gectik¢e artmaktadir , kadinlarin % 1-3” iinde goriilmektedir 2008 .
giiniimiizde POI kadin infertilitesinin ana sebepleri icerisindedir ve kadin sagligimi tehdit etmektedir.
Bununla birlikte POI tedavisi igin etkinligi ispatlanmis tedavi yontemleri de ¢ok sinirlidir . Ostrojen
,progesteron hormon replasman tedavisi klinikte su an i¢in postmenopozal semptomlart yatigtirmak
amactyla kullanilmaktadir . Oosit donasyonu da fertilite istemi olan POI hastalarinda onerilebilir . Her
iki yaklagimin da uygulamada kendi kisitliliklart bulunmaktadir. Hormon replasman tedavisi over
fonksiyonlarini sadece arttirabilir tamamen kiir saglamaz . Oosit donasyon tedavisi ise transfer edilen
oositlerin yetmezligi ile sonug¢lanabilir. Bu ylizden hastalifin fizyopatolojisinin daha iyi anlasilmasi
,POI © yi tedavi etmek icin yeni yontemler gelistirilmesini saglayacaktir .

Kromozomal anomaliler POI ye en sik sebep olan faktor olarak kabul edilmektedir . Klinik pratikte X
kromozom anomalileri 6zellikle de Xq terminal delesyonlart en sik karsilagilan mutasyonlardir . X
kromozom delesyonunun primer ya da sekonder amenoreye yol agtigi gosterilmistir. Bu gozlemler
sonucunda normal ovaryan gelisim i¢in gerekli olan genlerin X kromozomuna lokalize oldugu
diistiniilmektedir. Bunun yan1 sira POI hastalardan yapilan sitogenetik ve molekiiler analizlerde POI
ici kritik iki bolgede dengeli X kromozom translokasyonlar1 saptanmistir ; POF1 Xq26-Xqter . Tek
genin inaktivasyonu ya da o bolgedeki genlerin zarar gormesi X kromozom gen delesyonlarinin ya da
translokasyonlarinin nasil ovaryan fonksiyonlar1 etkiledigini agiklayabilir . Buna ek olarak Xql3-
Xqg21 bolgesindeki heterokromatin rearanjmanlar1 oosit ve folikiil maturasyonu sirasinda eksprese
olan genleri downregiile eder ,bunun da X’ e bagimli POI’nin epigenetik degisimlere bagli olarak da
gelisebilicegini gosterir .

POI hastalarinda ovaryan gelisim ve ovaryan fonksiyon devamlilig: ile alakali genleri ve bolgeleri
tanimlamak i¢in X kromozom delesyonlar ,translokasyonlar1 ,veya mutasyonlar1 kullanilmistir. POI
ile iligkili X-bagimli genler ; DACH-2 , XPNPEP2 ve PGRMCI1 , CHM , COL4A6 , POFIB ,
DIAPH2 , FMR1 . Buna ragmen PGRMCI ve FMRI1 disindaki genler henliz molekiiler
pertiiberasyonlar agisindan aragtirilmamigtir . PGRMCI1 igin mutasyon taramasi ve RNA ekspresyon
caligmalarinda PGRMCI1 deki mutasyonlarin mikrozomal sitokrom P450 aktivasyonu ve artmus
ovaryan hiicre apopitozuna sebep olarak POI’ye sebep olabilecegi bulunmustur . FMR1 oositlerde
eksperese edilir ve RNA bagimli protein translasyonunu saglar . Bir diger ¢alismada FMR1’ in germ
hiicre proliferasyonunda da fonksiyonu oldugu gosterilmistir.

POI’ deki X bagimli kromozom anomalilerinde yapilan yaygin ¢aligmalara ragmen , yeterli ve uygun
calisma modeli olmadigindan  POI fenotipine bagli X kromozom anormallikleri ve molekiiler
mekanizmlar halen netlestirilememistir. Yapilan ¢aligmalar seliiler yeniden programlama ve olgun
hiicrelerin indiklenip pluripotent hiicreler  olusturarak hastaya 6zel kok hiicre tedavilerinin
gelistirilmesini amaglamanktadir. Bugiline kadar indiiklenmis pluripotent kok hiicreler —gesitli
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmistir . Bunlardan bazilari Amyotrofik lateral skleroz , Rett
sendromu , spinal muskiiler atrofi , Angelman sendromu ve Timoty sendromudur . Hastalikla iligkili
hiicre tiplerine doniistiiklerinde ,¢ogu indiiklenmis pluripotent hiicre hastaliga spesifik fenotipler



gostermiglerdir. Bu galigmada kok hiicre diferansiyasyon potansiyelini anlamak igin iki terminal Xq
delesyonu olan POI hastasindan indiiklenmis pluripotent hiicre sirasi iiretilmistir.

MATERYAL METOD
Hastalar

Bu calismaya prematiire ovaryan yetmezligi olan iki hasta dahil edilmis. Hastalarin verdikleri cilt
hiicre 6rnekleri, indiiklenmis kok hiicre olusturmak amaciyla kullanilmstir.

Hasta 1

28 yasindaki ilk hasta, sekonder amenore tanisiyla refere edilmis bir hastadir. ilk periodunu 14 yasinda
gecirmis ve 23 yasina kadar diizenli adet gormiis olan bu hastanin 23 yasinda agiklanamayan amenore
baglangict olmus. Laboratuvar degerlendirmesinde artmis FSH diizeyi (64.59 mlIU/ml) ve normal
sinirlarda LH ve 6striol diizeyi goriilmiis.

Hasta 2

34 yasindaki ikinci hasta, sekonder amenore tamisiyla refere edilmis bir hastadir. Ilk menars yas1 14
olan bu hasta 15 yasia kadar diizensiz adet gérmiis ve amenore ilk olarakl7 yasinda bas gostermis.
Laboratuvar degerlendirmesi artmig serum FSH ve azalmig serum Ostriol seviyeleri gdstermis. Dis
genital yapilart normal olan bu hastanin pelvik ultrasonografisinde iki tarafli kiigiik overler ve kiiciik
uterus izlenmis. Krozom analizi ise 46, X, del(X)(q26)9qh+ karyotipini dogrulamus.

Hiicre hazirlanmasi

Hastalarin cilt fibroblastlar1 lokal anestezik ile insizyonel biyopsi seklinde alinmis. Alman hiicreler
uygun mediumlarda yerlestirilmis ve kiiltiirde tireme saglanmig. Daha sonra iireyen hiicreler lentiviral
vektorler ile enfekte edilmis. Enfekte hiicrelerden indiiklenmis kok hiicrelerin elde edilmesi igin,
hiicreler hibrid kiiltiir ortaminda bekletilmis ve radyasyona maruz birakilmig fare embriyonik
fibroblastlara aktarilmis. Kiiltiir mediumlar her giin uygun maddeler ile replase edilmis ve yenilenmis.
Hiicrelerin enfekte edilmesinden 15-20 giin sonra hiicre kilanlari segilmis ve uygun mediuma
koyulmus. VASA-GFP ekspresyonu yapan ve yapmayan hiicreler ayrilmis ve in vitro germ hiicre
olusturmalari icin 12 giin indiiklenmis. Indiiklenen hiicreler florasans aktive hiicre ayirici (FACS) ile
ayrilmis ve VASA proteini ekspresyonu, erken germ hiicre markerlann ve Xq26.3-q28 arasinda
bulunan genlerin varlig1 i¢in incelenmis.

Istatistiksel analiz
Bagimsiz degiskenler i¢in t testi ortalama degerlerinde karsilastirilmast igin kullanilmistir.

Degiskenligin homojenligini bagimsiz degiskenler i¢in t-testinden 6nce analiz edilmis. Istatistiksel
anlamlilik i¢in P degeri, 0.05 olarak kabul edilmis ve P degerleri ¢ift kuyruklu olarak kabul edilmis.



SONUCLAR

*1PSC tanimlama ve tiiretme

POl(prematiir ovaryan yetmezlik) olan iki hastanin doku ornelerinden fibroblast hiicre sirasi
olusturulup, normal insan fibroblastlar1 hEF, POI olanlar POI ve POI2 olarak tanimlandi. IPSC
olusturmak i¢in lentiviriislerle insan OCT4, NANOG, SOX2, LIN28 genleri i¢eren fibroblast hiicreleri
ile temas ettirildi. 20 giin sonra hESCs(insan embriyonik kok hiicre) goiiriiniimde 3 hiicre kiiltiirii elde
edildi. Ug kiiltiir de benzer karakterdeydi. Hepsinde AKP(alkalin fosfataz) aktivitesi pozitif olup,
niikleer transkripsiyon faktor olarak OCT4, pluripotent spesifik ylizey antijen olarak SSEA4 ve TRA-
I-60 eksprese etmekteydi. Uc hiicre kiiltiiriinde de yiiksek telomeraz aktivitesi saptandi ki bu
hiicrelerin 6liimstizliik yetenegine sahip olmasi demektir. Ancak bu hiicrelerin kendini yenileme ve
POI hastalar ve saglikli donor hiicrelerinden yeniden programlama markerlarina bakilmamistir. Ancak
bu hiicrelerin gelisim potansiyeli degerlendirildi. iPSC hiicre kolonlarinin ii¢ii de tiim primer germ
tabakalarma doniisme potansiyeline sahipti. IPSC klonlarmin kenini reprogramlama o6zelligine
bakildiginda kendi karyotipini korudugu bu agidan kromozomal stabiliteye sahip olduklart gézlendi.

*IPSClerin VASA-GFP doniigiimii ve germ hiicre farklilagsma indiiksiyonu
Onceki calismalarda VASA o6zellikle germ hiicrelerde eksprese edildiginden bahsedilmistir. Buna
dayanarak GFP ile konjuge VASA lar1 farklilagmamis iPSClerle birlestirdik ve 15 giin sonra sublinelar
hazirladik. Sonug¢ olarak bu sublinelarin orijinal fibroblast karyotiplerini korudugunu gordiik.
Sublinelarin germ hiicrelere farklilasma olasiligini kesfettikten sonra VASA-GFP habercisini karisik
hiicre kiiltiirlerinden germ hiicreleri saflagtirmada kullandik. Sonuglar erken evre germ hiicrelerin
farklilasabildigini ve izole edilebildigini gosterdi.

*X(q26.3-g28 deki gen ekspresyonu
Kromozom analizleri POI hastalarinda Xq26.3-q28 genlerinde delesyon oldugunu gostermistir.
Sonuglarda X kromozom delesyonunun dedelesyona ugramigs bolgede lokalize olan kok hiicre
diferansiasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonunda degisime sebep olabilmektedir.

TARTISMA

X kromozomu mikrodelesyonu olan POF hastalarinda iki adet iPSC dizisi olusturduk. Bu
iPSC ler bir ¢ok acgidan hESC ler ile benzerdi.(6rn:morfoloji,in vitro diferansiasyon, teratoma
formasyonu ,pluripotent genlerin ekspresyonu) Ayrica POF-iPSC lerin BMP4 ve Wnt3a eklenmesi ile
germ hiicrelere doniisebilecegini dogruladik. Bu c¢aligsma bilgilerimiz dahilinde, POF lulardaki iSPC
lerin germ hiicrelere doniisebilme potansiyelinin gosterildigi ilk ¢alismadir. Bu ¢aligmadan elde edilen
bulgular POF un molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi1 hakkinda onemli bilgiler vermesi ile
beraber gelecekte uygulanabilecek tedaviler i¢in 6n ayak olmustur.

Lentiviral 4-faktor sisteminin somatik hiicreleri yeniden programlayabildigi gosterilmistir. Bu
sistemi kullanarak POF lulardan iPSC leri ve saglikli fibroblastlar1 %0.01 den az etkinlikle olusturduk.
Ayrica analiz edilen her iPS klonunun 5 ila 13 kopyada her faktdrden igerdigi ve bu 4 faktorii
olusturan kopyalarin da oranlarinin her iPS klonu icin degistigini bu ¢aligmada gosterdik. Fakat
pluripotensi ve kendini yenileme yetenegi olarak bu iPSC dizileri arasinda fark bulamamamiz
caligmada dikkat ¢ekmistir. Analiz ettigimiz 3 iPSC dizisi uzun siireli kiiltiir ve tamamen yeniden
kodlanmasi igin se¢ildi ve bu esnada entegre faktorlerin sessizlesebildigi ve bdylece iPS karakterini



etkileyebildigi diistiniildii. Bu sonuglar stabil hale gelen yeniden programlanabilen hiicrelerdeki tiim 4
transgenik genin sessizlestigini gésteren RT-PCR sonuglari ile uyumluydu . Bu iPS hiicreleri etkili bir
sekilde yeniden programlanabilir ve 4 transgenin ekspresyonuna bagli olmadan kendini yenileyebilir.
VASA(in vivo olarak germ cell marker) nin spesifitesi stabil VASA-GFP r6portoriiniin hESC veya
iPSC transfeksiyonunu saglar. Bazi calismalar ise VASA-GFP roportorii belirteclerinin  germ
hiicrelerine efektif olarak in vitro ortamda diferansiye oldugunu gdstermistir. Bizim ¢alismamizda
POI1-iPS-V.1,POI2-,PS-V.1 ve hEF-iPS-V.1nin hepsi diferansiasyon sonrasi 12.giinde yesil
flurosanli hiicreler olusturmus ve GFP —pozitif hiicrelerin yiizdesi POI-iPS-V.1 ve POI2-iPS-V.1
arasinda ayni olarak goriiliirken hEF-iPS-V.1 e gore daha az oranda goriilmiistiir. Bu sonug parsiyel
X(q delesyonunun, germ hiicre diferansiasyon potansiyelini azaltmasina bagl olarak olabilir. Fakat
baz1 aragtirmacilar genetik farkliliklar ve yeniden programlama islemlerine bagl olarak ortaya ¢ikan
hiicresel farkliliklarin bireysel iPSC dizilerinin degisken biyolojik durumlarin olusmasina neden
oldugunu belirtmisglerdir.(Bock ve ark.2011;Boulting ve ark. 2011;Kim ve Svendsen ,2011) Sonug
olarak daha fazla iPSC dizisinin ,daha gergek¢i yeniden programlanabilen iPSC bagimli hasta modeli
olusturabilmek agisindan degerlendirilmesi gerekir .Bizim sonuglarimiz 2 iPSC dizisinin 2 farkli POF
hastasindan alinmasi ile elde edilmistir. Bdylece germ hiicrelere doniisme potansiyeli daha az olan iki
dizi .kromozomal anomalilerin muhtemel etyoloji icinde olabilecegini diisiindiirmektedir.

POF kadinlarda daha o6nce yapilan X kromozomunun sitogenetik ve molekiiler
karakterizasyonu POI da iki kritik bdlge oldugunu gdstermistir:POIl Xq26-q28 ve POI2 Xql3.3-
q22(Sala ve ark.1997;Portnoi ve ark.2006 ;De Vos ve ark.2010;ilao ve ark.2012) Bircok calismada
POF i¢in bir grup muhtemel gen tanimlanmistir:bunlar FMR1(309550)(Coulam ve ark1986),FMR2
(300806)(Persani et al. 2010),POF1B (300603)(Dixit ve ark.2010) ve DACH2(300608)(Berletch ve
ark.2011)Fakat bu genlerin ovaryan fizyolojideki fonksiyonlari hala tam agiklanamamakta ve bu
genler POF ve X kromozomu delesyonu arasindaki korelasyonu agiklamakta yetersiz kalmaktadir.
Ferreira ve ark(Ferreira ve ark.2010) POF fenotipine neden olan molekiiler mekanizmanin over
bagimli genlerdeki haployetersizligin silinmis bolgelerde ve basarisiz X inaktivasyonu sonucu
oldugunu 6ne siirmiiglerdir. Biz burada X kromozomundaki silinmis bdlgelerde bulunan bazi genlerde
ekspresyon seviyesinde POI-iPSC bagimli PGC lerde belirgin azalma oldugunu gosterdik ki daha
onceki calismalarda diferansiye germ hiicrelerinde yiiksek ekspresyon gosterilmistir.(Tilgner ve ark
.2010) Boylece biz bu genleri POF i¢in aday genler olarak One siirebiliyoruz. RBMX aktif bir X
kromozomu olmakla beraber Y kromozomundaki RBMY nin homologudur ve POF de kritik bir yere
sahiptir.(Xq26.3)(Delbridge ve ark.1999)RBMY spermatogenezde erkek spesifik fonksiyonlari
saglar.(Abid ve ark.2013)RBMY delesyonu azospermi veya ciddi oligospermi ile karakterizedir.
RBMX ekspresyonu bialleliktir ve X kromozomu inaktivasyonundan kagar.(Delbridge ve ark 1999)Bu
bize Xq26.3-q28 delesyonunun azalmis RBMX ekspresyonuna yol agabilecegini gosterir. RBMX in
hiicre boliinmesinde rolii vardir ve belki de apoptozis ile de baglantili olabilecegi
diisiiniilmektedir.(Adamson ve ark 2012;Matsunaga ve ark.2012)Bu ¢alismada , POI-iPSC ler azalmis
germ hiicre diferansiasyon potansiyeli ve normal iPSC lerle karsilagtinldiginda azalmisg
FAM122C,RBMX ve IKBKG ekspresyonu gdstermislerdir. Bu fenotipin en az parsiyel olarak 3 gen
gerektirip gerektirmediginin belirlenmesi i¢in ileri ¢aligmalar gerekmektedir.

Sonu¢ olarak ,bizim sonuglarimiz insan germ hiicrelerinin POI-iPSC lerden diferansiye
edilebilecegini ve izole edilebilecegini gostermistir. Ayrica POI-iPSC lerden diferansiye olan GFP-
pozitif hiicrelerin azalmis FAM122C,RBMX ve IKBKG ekspresyonu yaptiklarini ,ve bu hiicrelerin X
kromozomunun silinmis bdlgesinde bulundugunu ve normal iPSC lerle karsilastirildiginda diferansiye
germ hiicrelerinde daha yiiksek oranda ekspresyon yaptiklarmi goézlemledik. POI-iPSC lerin



uygunlugu ve kullanilabilirligi bu hasta modelinde bizim POF tanisi koymamizda ,anlamamizda ve
tedavisinde olan bilgilerimizi arttirmistir.



