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OZET

Asherman sendromu sezaryen ve endometrial cerrahi iglemler ile goriilme sikligi artan bir sorun
haline gelmistir. Yeni tedavi olanaklarinin arastirilmasi amaciyla biz de Asherman modeli
olusturulan ratlarda uterus kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin ve eksozomlarmin etkilerini
aragtirmay1 amacladik. Endometriumun bazal tabakasina hasar verecek herhangi bir olay intrauterin
adezyon olarak sekillenir ve Asherman Sendromu’na sebep olabilir. Intrauterin adezyonu olan
hastalarda anjiyogenez ve revaskiilarizasyon yetenekleri azalmakta; adezyon iliskili sitokinlerin
ekspresyonlart ise artig gostermektedir. Sonug olarak da adezyonlar atrofik endometriuma sebep
olmaktadir. Mezenkimal kok hucreler, non-imminojenik, anjiyogenik, antifibrotik, antiapoptotik
ve antiinflamatuar ozellikler gibi bazi Ozelliklerle karakterize edilirler ve aym1 zamanda hiicre
terapilerinde ¢esitli faktorlerin ve kemokinlerin salgilanmasi yoluyla doku onarimini desteklerler.
Eksozomlar hasarli doku tamirinde biiyiik bir potansiyele sahip, aktif parakrin bilesenlerdir.
Eksozomlar rejenerasyon ve anjiyogenezden sorumlu bircok parakrin faktorleri icermektedir.
Caligmada 10 adet yeni dogan Wistar rat mezenkimal kok hiicre eldesi igin kullanildi. Ayrica
toplam 24 adet yetiskin Wistar rat kullanildi. Ratlar, kontrol grubu (Grup I; n=6); asherman grubu
(Grup II; n=6); asherman + uterus kaynakli mezenkimal kok hiicre uygulanan grup (Grup III; n=6);
asherman + uterus kaynakli mezenkimal k6k hiicre eksozomlar1 uygulanan grup (Grup IV; n=6)
olmak f{izere 4 gruba ayrildi. Deney sonunda uterus dokulart histokimyasal ve
immunohistokimyasal olarak degerlendirildi. Mezenkimal kok hiicre ve eksozom tedavileri
sonucunda uterus dokusunda proliferasyon belirteci olan PCNA ve anjiyogenez belirteci olan
VEGFR-1 ekspresyonunun arttigi; masson ttrikrom boyamasi ile fibrozisin azaldigi gosterildi.
Ayrica MMP-2 ekspresyonunun mezenkimal kok hiicre ve eksozom uygulamasi ile arttigi; ek
olarak TIMP-2 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir. Sonug¢ olarak, Asherman sendromunda
ortaya ¢ikan fibrozis ve azalmis anjiyogenezis bulgulariin uterus kokenli mezenkimal kok hiicre
ve eksozom tedavisi ile ortadan kalktig1 gosterilmistir. Tiim bulgular degerlendirildiginde, eksozom
tedavisi asherman sendromunun hasarint doku diizeyinde mezenkimal kok hiicre grubuna kiyasla
daha kisa siirede onarmugtir.

Bilim Kodu ;1033
Anahtar Kelimeler : Asherman sendromu, mezenkimal kok hicre, fibrozis, eksozom
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ABSTRACT

Asherman's syndrome has become a growing problem with the incidence of cesarean and
endometrial surgical procedures. In order to investigate new therapies, we also aimed to investigate
the effects of uterine mesenchymal stem cells and their exosomes in the rat models of the
Asherman. A surgical procedure that can damage to the basal layer of the endometrium is formed
as intrauterine adhesion and can cause Asherman Syndrome. In patients with intrauterine adhesion,
angiogenesis and revascularization abilities decrease; the expression of adhesion-associated
cytokines increases. As a result, adhesions cause atrophic endometriosis. Mesenchymal stem cells
are characterized by some characteristics such as non-immunogenic, angiogenic, antifibrotic,
antiapoptotic and antiinflammatory properties, also they support tissue repair by secretion of
various factors and chemokines in cellular therapy. Exosomes are active paracrine components
with a great potential for repairing damaged tissue. Exosomes include many paracrine factors
responsible for regeneration and angiogenesis. In the study, 10 newborn Wistar rats were used to
obtain mesenchymal stem cells. A total of 24 adult Wistar rats were also used. The rats were
divided into 4 groups: control group (Group I, n = 6); asherman group (Group Il, n = 6); asherman
+ uterine derived mesenchymal stem cell group (Group Ill; n = 6); Asherman + uterine derived
mesenchymal stem cell exosomes group (Group IV, n = 6). At the end of the experiment, uterine
tissues were evaluated by histochemical and immunohistochemical. As a result of mesenchymal
stem cells and exosomes treatments, expression of markers such as PCNA and VEGFR-1, which
are the markers responsible for proliferation and vascularization respectively in uterine tissue was
increased. It was also shown to reduce fibrosis with masson’s trichrome staining. MMP-2
expression was enhanced by mesenchymal stem cell and exosomal therapy; in addition, TIMP-2
expression was decreased. In conclusion, it has been shown that the findings of fibrosis and
decreased angiogenesis in Asherman's syndrome are resolved by uterine-derived mesenchymal
stem cell and exosomal therapy. When all the findings are evaluated, the exosomal treatment
restored the damage of asherman syndrome at tissue at a shorter time than the mesenchymal stem
cell group.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, acgiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

Mg Mikrogram

pL Mikrolitre

pm Mikrometre

cm Santimetre

dk Dakika

g Gram

kg Kilogram

ml Mililitre

mm Milimetre

mg Miligram

nm Nanometre

°C Santigrat

rpm Revolutions per minute
Kisaltmalar Aciklamalar

A. Arter
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BCA Bicinchoninic acid
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CTGF Bag doku biiyiime faktorii
D&C Dilatasyon&Kliretaj
DAB Diaminobenzedin

DMEM Dulbecco's modified eagle medium
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Hidrojen peroksit
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Interlokin
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Intrauterin

Inrauterin adezyon

Keratinosit blytme faktori
Ligament

Makrofaj koloni stimule edici faktor
Makrofaj enflamatuar protein
Mikro RNA

Matriks metalloproteinaz
Manyetik rezonans
Multivezikiler cisim

Fosfat tamponlu salin
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Rahim ici arac

Ribonikleik asit

Ribonukleaz

Kok hicre faktor
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Kisaltmalar

SDF-1
SHG

SIS

SRY

TBF
TEM
TGFp
TIMP-2
uMKH
UMKH-EKks
VEGF
VEGFR-1

XVi

Aciklamalar

Stromal kaynakli faktor-1
Sonohisterografi

Ince bagirsak submokozasi

Cinsiyet belirleyici bolge

Testis belirleyici faktor

Transmission elektron mikroskopisi
Transforme edici biiyiime faktor B

Doku matriks metalloproteinaz inhibitori
Uterus kaynakli mezenkimal kok hiicre
Uterus kaynakli mezenkimal kok hiicre eksozomlari
Vaskuler endotelyal blytme faktor

Vaskiler endotelyal buytme faktori reseptori-1



1. GIRIS

Intrauterin adezyon (IUA), ilk olarak 1894’te Heinrich Fritsch tarafindan postpartum
(dogum sonrasi) kiiretaj sonrasi sekonder amenoreli hastalarda tanimlamistir. Takip eden
50 y1l boyunca ¢ok sayida vaka raporlanmis; 1948°de ise Joseph Asherman IUA iliskili
belirtileri ve sikligini ilk defa rapor etmistir. Daha sonra ‘Asherman sendromu’ terimi [TUA
vakalarin1 tamimlamak i¢in kullanilmaya baslanmustir [1, 2]. Intrauterin adezyon uterus
kavitesi i¢inde skar dokunun gelismesiyle olusan yapisiklik, sinesidir. Bu hastalifa sahip
kadinlar, siklikla infertilite, amenore, hipomenore ya da dismenoreyi iceren menstriel
diizensizlikler ve tekrarlayan gebelik kayiplari ile miicadele etmektedir. En ciddi diizeyde
Asherman Sendromu olan kadinlarda, uterin kavitenin en az licte ikisini kaplayan yogun
adezyonlarla birlikte, amenore ya da hipomenore izlenmektedir [2-4]. TUA, ¢ogunlukla
dilatasyon&kiiretaj (D&C) veya endometrial kavite ile iligkili miyomektomi, septal
rezeksiyon ve sezeryan gibi cerrahi igslemlerden sonra sekillenir. Ayrica kiiretaj sayisindaki

artis ile birlikte TUA sikliginin ve siddetinin de arttig1 calismalarda gdsterilmistir [5-7].

Asherman Sendromu olan kadinlarda, hastaligin genisliginin teshisi ve tedavisi igin
prognozun belirlenmesi amaciyla, birden fazla goriintileme yontemi ve adezyonlarin
tekrarlamasini en aza indirmek icin birden fazla yaklagim gerekebilir. Asherman sendromu
teshisinde histeroskopi, transvajinal ultrasonografi, histerosalpingografi (HSG) ya da salin
inflizyon sonohisterografi (SHG) gibi yontemler kullanilmaktadir [3, 5]. Asherman
sendromunun tedavisinde ise histerotomi, histeroskopik cerrahi, dilatasyon ve kiretaj
islemleri kullanilmaktadir [8]. Operasyon sonrasi tekrar adezyon olusumu tedavi
yontemlerinin basarisin1 smirlayan en 6nemli etmendir. Siddetli intrauterin adezyon
olgulart i¢in intrauterin adezyolizis sonrast bu oran %?20-62’lere ¢ikmaktadir [9, 10].
Cerrahi adezyolizisten sonra tekrar adezyon formasyonu engelleyen bir¢ok yayin olmasina
ragmen yapilmis ¢aligmalar yetersizdir [11, 12]. Bu tedavilere ek olarak da tekrar adezyon
olusumunun 6nlenmesi i¢in ¢ok sayida yardimci yontemler gelistirilmektedir. Rahim i¢i
arag, balon stent, anti-adheziv bariyer ve hormonal tedaviler gibi islemler bu yontemlerin
basinda gelmektedir. Ancak bu yontemlerden sonra, uterin perforasyon, hemoraji ve
enfeksiyon; operasyon sonrasinda ise erken gebelik kayiplar1 gibi komplikasyonlar
olusabilmektedir [6, 8, 9, 13-15].



Mezenkimal kok hiicreler giiniimiizde kemik iligi, kas, kemik, kikirdak, yag doku, dis
pulpasi, periodontal doku, karaciger, akciger, timus, ovaryum, testis, amniyon Sivisi,
plasenta ve umblikal kord kani gibi bircok dokudan elde edilebilmektedir. Mezenkimal
kaynakli kok hiicreler intravendz yolla organizmaya verildiklerinde ilk olarak
yoneltildikleri bolge kemik iligidir. Ancak organizmada doku hasari oldugunda kok
hiicrelerin hasarli dokuya gogii gerceklesir [16, 17]. Mezenkimal kok hicrelerin birgok
farkli doku hiicresine doniisebilmesi, hasarli dokuya migrasyonlari, goc ettikleri hasarli
bolgedeki hiicrelerle flizyona girmeleri gibi birgok 06zellik bu hiicreleri ayricalikli
kilmaktadir. Ayrica ¢ok cesitli faktor ve kemokinler salgilayarak doku tamirine destek
olmalari, non-immunojenik &zellikte olmalar1 ve anjiyojenik, antiapoptotik,
antiinflamatuvar etki gostermeleri hiicresel tedaviler icinde mezenkimal kok hicrelerin 6ne

¢ikmasini saglamaktadir [18, 19].

Eksozomlar hasarli doku tamirinde biiyiik bir potansiyele sahip, hiicre iletisimine hiicre
onemli bir rol oynayan g¢ok etkili aktif parakrin bilesenlerdir [20]. Eksozomlar, gesitli
mikrovezikiiller ile uyarilinca igerdikleri belirli proteinleri, lipidleri, faktorleri ve
ribonikleik asit (RNA) gibi genetik materyalleri salgilayarak etki gosterirler. Eksozomlarin
iceriginde bulunan materyallerin ¢ok cesitli olmasi, rejeneratif tip alaninda eksozomlarin

son derece umut verici olmasini saglamaktadir [21-23].

Asherman sendromu her gecen giin artan sezaryen ve endometrial cerrahi islemler ile
goriilme sikligr artan bir sorun haline gelmistir. Ratlarda deneysel Asherman modellerinde
farkli kok hiicrelerin etkilerini arastiran arastirmalar mevcut olmakla birlikte; literatiir
taramamizda Asherman modelinde uterus kaynakli kdk hiicre ve eksozomlarinin
uygulamasini inceleyen c¢alismalara rastlamadik. Bu nedenle yeni tedavi olanaklarinin
arastiritlmasi amaciyla biz de Asherman modeli olusturulan ratlarda uterus kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin ve eksozomlarmin etkilerini arastirmayi planladik. Bu
caligmanin sonuclanmasi gebe kalmak isteyen ancak rahim i¢i yapisikligi olan kadinlara

umut 15181 olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Disi Genital Sistem

Disi lireme sistemi pelviste yer alan i¢ lireme organlar1 olan ovaryumlar, tuba uterinalar,
uterus, cervix uteri, vagina ve vulvada yer alan dis genital organlardan meydana gelir.
Kadinlarda ovaryumlar primer iireme organidir ve seks hormonlarinin sentezinden sorumlu
olan yapidir. Vagina, uterus ve tuba uterinalar ise fetus ve ovaryumlar i¢in bir kanal gérevi
gortirler. Uterusun ise en énemli gorevi, dollenmeden sonra embriyo ve fetusun gelisimini

saglamaktir.

[k menstruasyon kanamasindan baslayarak iireme sistemi yap1 ve islevsel yonlerden siklik
degisiklik gosterir. Bu degisimler noral aktivite ve hormon seviyeleri ile kontrol edilir [24,

25].

2.2. Uterus Gelisimi, Anatomisi ve Histolojisi

2.2.1. Uterus gelisimi

Genetik olarak cinsiyet fertilizasyon sirasinda belirlenir. Ancak 7. haftaya kadar gonadlarin
goriiniimii  farkl cinsiyetteki bireylerde farklilik gostermez ve bu gelisim donemine
‘farklanmamig evre’ denir. Seksiliel dimorfizm, spermiyumun tasidigi kromozoma bagl
olarak degisir. Y kromozomunun kisa kolu lzerinde bulunan cinsiyet belirleyici bolge-Y
(SRY) cinsiyet farklanmasinda onemlidir. SRY geninin protein iriinii ‘testis belirleyici
faktor (TBF)’diir. Bu genin varhifinda fetus erkek cinsiyetli olarak gelisirken; bu genin
yoklugunda ise fetus cinsiyeti kiz olarak gelisir. Seksiiel farklanmada etkin diger bir gen
ise Wnt-4 genidir. Disi cinsiyet gelisimi i¢gin SRY geni yokluguna ek olarak Wnt-4 gen
varlig1 6nemlidir [26, 27].

Whnt-4, X kromozomunun kisa kolu iizerinde bulunan DAX1’i uyararak; SF1 aktivitesini

diizenler. Bu yolla Sertoli ve Leydig hiicrelerinin olugsmasi engellenmis olur.

Gelisimde 7.haftaya kadar genital sistem farklanmamis evrededir. Her iki cinsteki
embriyolar bu evrede erkek lireme sisteminin gelismesinde rol oynayan mezonefrik kanal

(Wolffian kanal1) ve disi lireme sisteminin gelismesinde rol oynayan paramezonefrik kanal



(Miiller kanali) olmak {izere iki ¢ift genital kanala sahiptirler [26, 28].

Testis yoniinde farklanan gonadlarda bulunan Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenen
testosteron disi embriyolarda bulunmaz. Testosteron yoklugunda ise mezonefrik kanallar
geriler. Ayrica, disi embriyolarda Sertoli hiicreleri bulunmadigi icin sertoli hiicreleri
tarafindan iiretilen ‘Miiller Baskilayict Madde’ salgilanamaz ve paramezonefrik kanallar
geliserek ileri farklanmaya girer. Disi fetuslarda mezonefrik kanal dejenere olarak kaybolur
ancak birka¢ fonksiyonel olmayan kalinti kalir. Paramezonefrik kanallar gonadlarin ve
metanefrozlarin lateral yiizeyinde mezotelin uzunlamasina olusan invaginasyonlarin
kenarlarinin kaynasmasi ile meydana gelirler. Bu kanallarin kranial uglart huni sekillidir ve
periton bosluguna acgilirlar. Bu kanallar gelecekteki embriyonun pelvik bolgesine kadar
uzarlar ve burada mezonefrik kanallar1 ventralde c¢aprazlayarak orta hatta birbirleri ile
kaynasirlar. Bu sekilde tuba uterinalar paramezonefrik kanallarin birlesmemis kranial
kisimlarindan gelisirken; paramezonefrik kanallarin kaudal birlesmis kisimlarindan ise
uterovaginal primordium olusur. Uterovaginal primordiumdan uterus kisimlar1 ve
vaginanin iist kisimlar1t meydana gelir; endometrial stroma ve miyometrium ise komsu

splanik mezensimden gelisir [28].

Disilerde bazen gelisim sirasinda mezonefrik kanal kalintilar1 goriilebilir. Bunlar ovaryum
ve tuba uterina arasindaki mesovaryumda bulunan epoophoron artiklari olabildigi gibi;
uterusa yakin yerlesimli rudimenter tiibiiller de paroophoron olarak kalirlar. Mezonefrik
kanalin, duktus deferens ve ejekiilator kanala karsilik gelen bazi boliimleri uterus’un yan
duvarlar1 boyunca ligament katmanlar1 arasinda ‘Gartner kanali’ olarak goriilebilir. Bu
kanal kalintilarindan da ‘Gartner kistleri’ olusabilir. Ayrica mezonefrik kanalin kranial ucu
appendiks vezikiiloza denen kalic1 yap1 olusturabilecegi gibi; paramezonefrik kanallar da

kranial ucunda olusan Morgagni hidatigi gibi kalint1 yapilar birakabilir.

Paramezonefrik kanallarinin herhangi bir bolgesinin kaynagamamalar1 durumunda uterus
duplikasyonlar1 olusur. Bu anomali siddetine gore farklilik gostermektedir. Ornegin, sik
goriilen uterus bikorniste uterus ortak bir vaginaya iki boynuz seklinde agilirken; uterus
arkuatus durumunda, uterus korpusunun ortasindan liimene dogru bir ¢ikint1 bulunur ve en
hafif anomali tipidir. Ayrica uterus didelfis en siddetlisidir. Bu durumda ise iki uterus

goriilmektedir [26, 28].



2.2.2. Uterus anatomisi

Uterus, yaklagik 7-8 cm uzunlugunda, 5 cm eninde ve 2,5 cm kalinlikta oldukca kasli bir
organdir. Kasli yap1 sayesinde gebelik sirasinda uterus boyutu 3-6 kat artabilmekte ve sekil
degistirebilmektedir. Uterus, pelvis boslugunda, mesanenin arkasinda ve rektumun oniinde
yerlesmistir. Uterus pelvis duvarma ligamentlerle baglanmistir. Ligamentum (lig.)
transversum cervicis, lig. pubocervicale, lig. sacrocervicalis adi verilen baglar uterusu
tagiyan giiclii yapilardir. Lig. latum uteri ve lig. teres uteri gevsek baglardir ve bu yiizden
uterusu tasimada gorev almazlar ancak uterusun durusunu saglayan énemli ligamentlerdir

[24, 29].

Anatomik olarak uterus {i¢ kisitmdan olusur:

e Fundus uteri: Tuba uterinalarin baglandiklar1 kismin {ist kisminda kalan kasli yapidir.

e Corpus uteri: On tarafi diiz, arka tarafi konveks olan tuba uterinalarin uterusa
baglandiklar1 bolgenin alt kisminda yer alan en genis boliimdiir. Corpus ve cervix uteri
birbirinden istmus uteri ile ayrilir. Bu boliim yaklasik 1 cm uzunlugundadir ve corpus
uteri’nin en dar yeridir. Corpus uterinin bosluguna cavitas uteri denir ve kasli duvarin kalin
olmas1 nedeniyle dar, ters iiggen bi¢giminde bir bosluktur. Cavitas uteri iki delikle tuba
uterinalara, bir aciklikla da vaginaya acilir. Servikal kanal {ist kisimda uterin kavite ile
internal os vasitasiyla, asag1 kisimda vagina ile eksternal os vasitasiyla iligki kurar.

e Cervix uteri: uterusun vaginaya agildigi yerdir. Yaklasik 2-3 cm uzunlugundadir. Cervix
uteri vagina igerisine agilir. Bu ac¢ikligin 6niinde ve arkasinda fornix anterior ve fornix

posterior olmak tizere iki ¢ikmaz bulunur [24, 25].

Uterusun Kan Damarlari, Lenfatikleri ve Sinirleri

Uterusun arteriyel beslenmesi arteria (a.) uterina ve a. ovarica tarafindan saglanir. Lig.
latum uteri’nin tabaninda i¢ yana dogru seyreden a. uterina, Ureteri istten dik aci ile
caprazlayip, cervix uteri’ye ulasir. Lig. latum uteri igerisinde, uterusun yan kenarinda

yiikselip a. ovarica’ nin uglari ile anastomoz yapar ve buradan ¢ikan dallar uterusu besler.

Uterusun venleri, uterus arterlerini izleyerek lig. uteri’ye girerler. Daha sonra, Cervix

uteri’nin her iki yaninda vena iliaca interna’ya drene olan ven agini olustururlar. Son



olarak da, uterusun bu vendz aglari, vagina ve ovaryumun vendz aglartyla anastomoz

yaparlar [29].

Uterusun lenf drenaji ise 3 yolla gergeklesir: Fundus bolgesinden gelen ¢cogu lenf damarlar
nodi lymphatici lumbalase, bazilar1 ise nodi lymphatici iliaci externiye ya da nodi
lymphatici inguinales superficalese agilir. Corpus uteri’nin lenf damarlar lig. latum uteri
icerisinden nodi lymphatici iliaci externiye agilir. Cervix uteri’den gelen lenf damarlari ise

nodi lymphatici iliaci interni ve nodi sacralese agilirlar [24, 29].

Uterusun sinirleri plexus hypogastricus inferior (plexus pelvicus)’dan ve esas olarak plexus
uterovaginalis’ in 6n ve orta bdliimlerinden kaynagini alir. Plexus uterovaginalis, plexus
hypogastricus inferior’ dan ¢ikarak pelvis i¢cindeki organlara uzanan pleksuslardan biridir.

Bu pleksus, sempatik, parasempatik ve visseral afferent lifler icerir [24, 25, 29].
2.2.3. Uterus histolojisi

I¢i bosluklu biitiin organlarda oldugu gibi uterus duvari da histolojik olarak ii¢ katmandan

olusur (Resim 2.1):

e Perimetrium (Tunika seroza)
e Miyometrium (Tunika muskularis)

e Endometrium (Tunika mukoza) [30]



Resim 2.1. Uterusun histolojik katmanlar1 [31]

Perimetrium

Perimetrium katmani, peritonun visseral yapragidir ve utersun posterior yiiziinii ve anterior
yiiziiniin Uist bolgesini Orten, mezotel ve mezotelin altinda elastik liflerden zengin, gevsek
bag dokusu 6zelligindedir. Uterusun anterior tarafinin alt yarisi ise peritonsuz bolgedir ve

adventisya olarak isimlendirilir [25, 30].

Miyometrium

Bag dokusu bdlmeleri ile birbirinden ayrilmis diiz kas lifi demetlerinden olusmus, uterusun
en kalin katmanidir. Miyometriyum kalinlig1 fundus ve corpusun orta bdliimlerinde daha
fazla iken; tuba uterinanin agilis yerinde daha ince bir yapidadir. Miyometriumda diiz kas
lifi demetleri 3 kat olustururlar. i¢c ve dis kat1 genellikle longitudinal yerlesmis kas lifi
demetlerinden meydana gelmisken; orta kat sirkiiler ve longitudinal kas lifi demetlerinden
olusmustur [32]. Ayrica miyometriumun dis katindaki gevsek bag dokusunda elastik lif
yogunlugu fazladir. D1 miyometrium kati, perimetrimun hemen altinda bulunur ve uterusu

sabitleyen baglardan lig. teres uteri ve lig. latum uteri ile baglantilidir. Miyometriumun



orta katindaki sirkiiler yerlesim gosteren kas lifi demetleri arasindaki bag dokuda biiyiik
kan damarlar1 ve lenfatikler bulunmaktadir. Bu tabakaya 6zel olarak stratum vaskulare ad1

verilir [25].

Gebelik doneminde diiz kas hiicrelerinin sayisinin ve boyutlarimin artmasi ile yani
hiperplazi ve hipertrofi gézlenmesi ile miyometrium kalinlig1 artar. Bu siiregte lif demetleri
arasindaki bag dokuda da artig gozlenir. Gebelik doneminde, diiz kas hiicrelerinin ¢ogu
protein salgilayan ve kollagen sentezleyen hiicrelerin ince yap1 6zelliklerini sergilerler. Bu
sekilde miyometriumun kollagen igerigi artar ve gebelik siirecinde uterusu saglamlagtirir.
Dogumdan sonra ise, baz1 diiz kas hiicreleri dejenere olur ya da boyut olarak kiigiiliirler.
Kollagen, enzimatik olarak yikilir ve boylece uterus boyutu gebelik 6ncesi donemdeki

boyutlarina yakin hale gelir [25, 32].

Endometrium

Endometrium, epitel ve lamina propriadan olusan, fetusun yerlesip gelistigi uterus
mukozasidir. Endometriumda, ovaryumun salgi aktivitesi ile paralellik gosteren dongiisel
degisiklikler izlenir. Bu siklik degisiklikler pubertenin baslamasindan menopoza kadar

devam eder [30].

Endometrial mukoza, ylzey epiteli ve lamina propriadan olusur. Uterus epiteli silyali ve
salg1 yapan mikrovilluslu hiicrelerden meydana gelen tek katli prizmatik epiteldir. Uterus
epiteli lamina propria igerisine invajinasyonlar yaparak c¢ok sayida basit tiibiiler yapida
olan uterus bezlerini olustururlar. Uterus bezleri lamina proprianin derinlerine kadar
uzanirlar. Basit tiibiiler bez 6zelligi gostermelerine ragmen uterus bezleri, miyometriuma
yakin derin stroma igerisinde dall1 tiibiiler yap1 sergileyebilirler. Bezler, tek katli prizmatik
salgi hiicrelerinden olugmustur. Ancak aralarinda c¢ok az sayida silyali hiicreler de

goralebilir [25, 30].

Lamina propria olduk¢a kalindir ve endometrial stroma olarak isimlendirilir. Endometrial
stroma Ozellesmis bir bag dokusudur. Stromal hiicreler genis, yildiz sekillidirler ve oval
cekirdege sahiptirler. Bag dokusu lenfosit, makrofaj ve graniiler 16kosit igeren; retikiiler lif
yoniinden zengin 6zelliktedir. Retikiiler lifler epitelin altinda yogunlasarak bazal lamina

olustururlar.



Endometrium, yapisal ve fonksiyonel acidan, fonksiyonel ve bazal tabaka olmak {izere

olarak 2 boliime ayrilir:

e Fonksiyonel tabaka (stratum fonksiyonalis): Endometriumun liimene yakin 2/3’liikk
kismina karsilik gelir. Yiizey epiteli ve bezlerin boyun ile gévde kisimlarmin yeraldig
lamina propriayi igerir. Menstruasyon sirasinda bu tabaka dokiiliir. Gebelikte fonksiyonel
tabaka 2 kattir. Ust 2/3’liik kism1 kompaktum endometrialis’tir. Bu kisim bezlerin daralip
kapanmis kisimlarini igeren siki yapidir. Alt 1/3’liik kismi ise genislemis, salgt dolu bez

yapilarini igeren, gevsek yapida olan spongiozum endometrialis tabakasidir.

e Bazal tabaka (stratum bazale): Endometriumun 1/3’liikk derin kismini olusturur. Uterus
bezlerinin son kisimlarinin yer aldig1 stromay1 kapsar. Menstruasyon sirasinda bazal tabaka

korunur ve fonksiyonel tabakanin yenilenmesi igin kaynak olusturur [25, 30, 32].

Endometriumda 6zellesmis kan-damar agi vardir (Sekil 2.1). Uterin arter, miyometrium
seviyesinde 6-10 dal arkuat artere boliiniir. Arkuat arterlerin dallart endometriuma dogru
ilerlerken 1sinsal (radial) arterleri olusturur. Radial arterlerin bir kolu bazal tabakaya
girerek buray1 besleyecek olan diiz arterleri olustururlar. Radial arterlerin diger kolu ise
kivrilarak uzar ve spiral arter adin1 alir. Spiral arterler yiizeye dogru gittikge incelirler ve
kapillere doniisiirler. Bu formda sekillenen spiral arterlerin distali ve kapiller fonksiyonel
tabakay1 berlerken; bazal tabaka sadece diiz arterler tarafindan kanlanir. Kisaca, menstrual
evrede diiz arterlerin tamami1 ve spiral arterlerin baslangi¢ kismi korunurken; Ostrojen ve
progesteron hormonlarinin etkisi altinda spiral arterin son kismi ve kapiller menstruel
siklus boyunca dejenere olur ve tekrar yenilenir. Fonksiyonel tabaka ile birlikte
endometrial damar ag1 da menstrual siklusta sekillenir, ¢cogalir ve daha sonra dejenere olur

[25].
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Sekil 2.1. Uterus endometriumunun tabakalari ve arterial kan destegi [25]

Menstrual dongu

Menstrual siklus pitiiiter (hipofiz) bezinin pars distalisinden salinan ve ovaryum tarafindan
salgilanan steroid salgilar1 (6strojen ve progesteron) diizenleyen gonadotropinler tarafindan
diizenlenir. Menstrual siklus 12-15 yaslarinda baslar; 45-50 yaslarina kadar devam eden bir
stiregtir. Bu siiregte endometriumda morfolojik ve fonksiyonel degisiklikler meydana gelir.
Menstrual siklus kanamanin basladig1 giin baslar ve 28 giinde bir tekrar eden 3 evreden
olusur [30, 33].
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e Proliferasyon Evresi (Folikiiler evre = Ostrojenik evre): Folikiiler maturasyon ile ayni
anda gerceklesen, kanamadan sonra 5.-14.giin arasindaki evredir. Overlerdeki gelisen
folikiiller tarafindan salinan Gstrojen hormonu tarafindan diizenlenir. Kanamadan sonra
endometrium yaklasik olarak 1 mm kalinli§inda, uterus bezlerinin bazal kisimlarini i¢ceren
(stratum bazale) bag dokusu yapisindadir. Menstruasyon evresinden sonra 0strojen etkisi
ile proliferasyon baglar; stroma hiicreleri ve endotel hiicreleri hizlica prolifere olurlar.
Ayrica bezlerin bazal kisimlarinda yer alan ¢ogalma ve farklanma 6zelligindeki hiicreler,
dokiilen endometrium yiizeyine dogru go¢ ederler ve epiteli yeniden sekillendirirler.
Stromal hiicreler de prolifere olarak kollagen ve ekstraseliiler matriks sentezini saglarlar.
Spiral arterler hafif kivrimlasir ve uzarlar; ancak heniiz endometriumun {ist 1/3’liik kismina
ulasamazlar. Uterus bezleri ise hafif dalgali ve dar liimenli yapidadirlar. Bez epiteli
hiicreleri sonraki evre olan sekretuar evreye hazirlik olarak graniillii endoplazmik
retikulum ve golgi boyutlarin1 giderek arttirirlar. Proliferasyon evresi sonunda

endometriumun kalinlig1 yaklasik 3 mm’ye ulasir [25, 32].

e Seckresyon Evresi (Luteal evre): Ovulasyondan hemen sonra baglayan, 14.-28. gln
arasindaki evredir. Sekresyon evresi, korpus luteum olusumu ile ayni1 zamana denk gelir ve
korpus luteum tarafindan salinan progesteron hormonu ile diizenlenir. Endometrium
kalinligi bu evrede 5-6 mm’ye kadar ulasir. Bu evredeki kalinlagma endometriumun
fonksiyonalis tabakasinin 6demli hal almasi, vaskiilaritenin artmasi ve epitelyal hiicrelerin
hipertrofisi ile olur. Bu evrede bezler uzar, kivrimlasir ve liimenleri glikoprotein salgi ile
dolarak genisler. Spiral arterler sarmal yaparlar ve endometriumun ylizeyine ulasana kadar
uzarlar [30, 33]. Dollenme gergeklesirse, blastokistin implantasyonu ile stromal hiicreler
ostrojenin ve progesteronun etkisi ile desidual hiicrelere doniisiir. Desidual hiicreler,
glikojen icerigi fazla olan ve embriyonun gelisimi i¢in gerekli ortami saglayan hiicresel

yapiy1 olustururlar [25, 32].

e Menstrual evre (Kanama evresi): Menstrual evre yaklagik 5 giin silirer. Dollenme
olmadiginda korpus luteum yaklagik 10 giin aktif olarak hormon iirettikten sonra gorevi
azalir. Bu azalma ile progesteron ve Ostrojen salgisi aniden diiser ve endometriumda
nekroz baglar. Spiral arterlerde diizenli kasilmalar baslar ve fonksiyonel tabaka iskemik bir
hale gelir. Yerel olarak salgilanan prostoglandinler, sitokinler ve nitrik oksit ile kan damar1
duvarlart ve bazal membranlar1 yirtilir. Ayrica endometrium lamina propriasindaki

kollagenler parcalanir. Endometrium stromasinda 6dem azalir ve endometrium biiziisiir.
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Spiral arterlerin yirtilmasi ile bezlerin liimenleri kan ile dolar ve salgilama durur. Kan
akimi sebebiyle yiizey epiteli bozularak dokiilir. Endometriumun fonksiyonel
tabakasindan doku pargalar1 koptukca venlerin, arterlerin ve bezlerin kopuk olan agik
uclar ortaya c¢ikar. Bu dokiilme bazal katmana kadar devam eder ve fonksiyonel tabaka
tamamen kaybolur. Menstrual kanama periyodunda yaklasik 35-50 ml kan kaybedilir ve bu
evrede kanin pthtilagsmasi inhibe edilir [25, 30, 32, 33].

2.3. Asherman Sendromu

Uterus ici adezyonlar uterus kavitesi igerisinde zars1 ve yogun fibréz adheziv bantlar ile
karsilikli endometrium dokusunun yapigmasi olarak tamimlanir. TUA, ilk olarak 1894’te
Heinrich Fritsch tarafindan postpartum (dogum sonrasi) kiiretaj sonrasi sekonder amenoreli
hastalarda tanimlamistir. Takip eden 50 yil boyunca ¢ok sayida vaka raporlanmis; 1948’de
ise Joseph Asherman [UA iliskili belirtileri ve sikligini ilk defa rapor etmistir. Daha sonra

‘Asherman Sendromu’ terimi IUA vakalarmi tanimlamak icin kullanilmaya baslanmistir

[1, 2].

Intrauterin adezyon uterus kavitesi icinde skar dokunun gelismesiyle olusan yapisiklik,
sinesidir (Sekil 2.2). Asherman sendromu, uterin kavitede adezyon formasyonu ile
karakterize bir durumdur. Bu hastaliga sahip kadinlar, siklikla infertilite, amenore,
hipomenore ya da dismenoreyi iceren menstriel dizensizlikler ve tekrarlayan gebelik
kayiplar1 ile miicadele etmektedir. Adezyon formasyonunun dereceleri vardir. Minimal
diizeylerde uterus kavitesinin karsilikl1 yiizeyleri arasinda ince bantlar seklinde izlenirken;
ciddi diizeylerde ise uterus kavitesinin tamamen oblitere oldugu, On-arka duvarinin
tamamen birbirine yapismis oldugu goriilebilir. En ciddi diizeyde Asherman Sendromu
olan kadinlarda, uterin kavitenin en az tgte ikisini kaplayan yogun adezyonlarla birlikte,

amenore ya da hipomenore izlenmektedir [2-4].
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Intrauterine adhesions
(Asherman syndrome)

Cervical stenosis

Sekil 2.2. Intrauterin adezyon formasyonu ile karakterize Asherman sendromu modeli [34]

Giliniimiiz klinik uygulamalarda intrauterin adezyonlar ile Asherman sendromu es olarak
kullanilmaktadir. Ancak, Asherman sendromu i¢in menstruel diizensizlik, pelvik agr1 ve
anormal plasentasyon dykiisii gibi ek sikayetler hasta dykiisiinde yer almalidir. Intrauterin
adezyon icin gercek bir prevalans belirlemek zordur ¢linki, bu durum genel popllasyonda
nadir ve asemptomatik goriilen bir olaydir [9, 10]. Dogum sonrasi uterus kiiretaj oykiisii
olan kadinlarin %1.5-21.5 arasinda degisen yayginlik tahmin edilmektedir. Spontan diisiik
ile takip edilen 900’lin iizerinde kadinda yapilan bir meta-analiz ¢calismasinda, islemden
sonraki 12 ay igerisinde %19.1’inde intrauterin adezyon gelistigi ¢alismada belirtilmistir

[10, 35].
2.3.1. Asherman sendromu etiyoloji ve risk faktorleri

Endometriumun bazal tabakasina hasar verecek herhangi bir olay intrauterin adezyon
olarak  sekillenip Asherman Sendromu’na sebep olabilir. [UA, cogunlukla
dilatasyon&kiiretaj veya endometrial kavite ile iligkili miyomektomi, septal rezeksiyon ve
sezeryan gibi cerrahi islemlerden sonra sekillenir. Bazen yapisikliklar ayrica genital
tiberkiiloz ve schistosomiasis gibi enfeksiyonlar sonucunda da meydana gelebilir. TUA
prevalansit endometriumda meydana gelen hasar tiirline gore degisiklik gostermektedir.
Gebelik iligkili D&C, Asherman Sendromu vakalarinin %90’1n1 olusturmaktadir [5]. Cok
sayida TUA olgusunun arastirildigi bir calismada %67 olgunun abortus ya da erken gebelik
kaybr sonucu uygulanan kiiretaj sonrasinda sekillendigi tespit edilmistir [6]. Sezeryanla

dogum sonras1 IUA oran1 %2 civarinda iken [6]; tekrarlayan gebelik kayiplarinda bu oran
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%39’lara ¢ikmaktadir [36]. Ayrica postpartum kanamalar da %9 insidansinda IUA
olusumuna sebep olmaktadir [37]. Postpartum kiiretaj olgularinda ise goriilme sikligi %40-
60 civarlarindadir [6]. Postpartum 2.-4. haftalar aras1 yapilan kiiretajlar daha sik ve ciddi
IUA sebebi olmakta iken; ilk 48 saat igerisinde yapilan kiiretajlarda ise yiiksek Ostrojen
seviyesinden dolayr daha az adezyon olusumuna sebep olmaktadir [5, 6, 38]. Ayrica
kiiretaj sayisindaki artis ile birlikte [TUA sikliginin ve siddetinin de arttig1 ¢alismalarda
gosterilmistir [7]. Yapilan bir ¢alismada ise in vitro fertilizasyon sonrasi erken gebelik
kayb1 olan kadinlarda, ITUA prevalansinin % 38 kadar yiiksek oldugu bildirilmistir [39].

Asherman Sendromu risk faktorleri ve insidanslar1 ¢izelge 2.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. Asherman Sendromu risk faktorleri ve insidanslari

Risk Faktorleri Insidans Referans

Diistik kiiretaj1 %66.7 (1237/1856) Wallach ve ark. [6] 1982
Postpartum kiretaj %21.5 (400/1856) Wallach ve ark. [6] 1982
Enfeksiyon (Genital Tuberkiloz) | %4 (74/1856) Wallach ve ark. [6] 1982
Sezaryen %2 (38/1856) Wallach ve ark. [6] 1982
Diagnostik kuretaj %1.6 (30/1856) Wallach ve ark. [6] 1982
Abdominal miyomektomi %1.3 (24/1856) Wallach ve ark. [6] 1982
Histeroskopik Cerrahi

Miyomektomi (Tek miyom) | %31.3 (10/32) Taskin ve ark. [40] 2000

Miyomektomi(goklu miyom) | %45.5 (9/20) Taskin ve ark. [40] 2000

2.3.2. Asherman sendromu tani yontemleri ve siniflama

Hastalar amenore, hipomenore, pelvik agri, infertilite ve tekrarlayan gebelik kayiplar1 gibi
sikayetlerle klinige basvurmaktadirlar. Amenore, Asherman Sendromunda en sik goriilen
durumdur. Amenore ya uterin kavitenin veya servikal kanalin tamamen obliterasyonuna

baghdir ya da obliterasyon olmadan uterin duvarlarinda fibrozisin artmasiyla da olabilir.
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Asherman Sendromu olan kadinlarda, hastaligin genisliginin saptanmasi ve onarim ig¢in
prognozun belirlenmesi amaciyla, birden fazla goriintiileme yontemi ve adezyonlarin
tekrarlamasini en aza indirmek i¢in birden fazla yaklasim gerekebilir. Asherman sendromu
teshisinde histeroskopi, transvajinal ultrasonografi, histerosalpingografi ya da salin

inflizyon sonohisterografi yontemleri kullanilmaktadir [3, 5].

Tanisal dogrulugu heniiz kesin olmamakla birlikte intrauterin yapisikliklar1 tespit etmek
icin Manyetik rezonans (MR) goriintiileme yontemi de kullanilmaktadir. Ancak bu
kullanom literatiirde birka¢ olgu sunumu ile smirlidir. Ayrica MR yonteminin

uygulanabilirligi maddi agidan da sikintilidir [41, 42].

Asherman sendromu tanisinda histeroskopi yontemi altin standart olarak kullanilmaktadir.
Ofis histeroskopi intrauterin adezyonlarin teshisi ve yaygmligimin degerlendirilmesinde
uygun bir yontem olarak gorilmektedir [10]. HSG ve SHG’nin nispeten diisiik hassasiyeti
g6z Oniline alindiginda, uterin kavitenin dogrudan histeroskopi ile incelenmesi iistiin bir

yontemdir [43].

Giliniimiizde intrauterin adezyonlarin goriilme siklig1r ve ciddiyeti nedeniyle adezyonlarin
siniflandirilmast 6nem kazanmis olmasina ragmen tiim diinya tarafindan standart olarak
kullanilan bir smiflandirma yoktur. Bu giline kadar intrauterin yapisikliklar igin
validasyonu yapilmamis ¢esitli siniflandirma sistemleri 6ne siiriilmiistiir. Bu siniflandirma
sistemleri histeroskopik yontemlere dayanmaktadir [10]. Bu siniflandirmalardan en sik
kullanilam1  Amerikan Fertilite Dernegi (ASRM)’nin yaptigi smiflandirmadir. Bu
smiflamada hastalarin menstriiel 6ykiileri (amenore, hipomenore ve normal menstriel
dongii), adezyonlarn uterin kavitede kapladigi alan ve adezyonun kalinligi
degerlendirilerek skorlama yapilmaktadir [44]. Ayrica Avrupa Histeroskopi Dernegi’nin
siniflamasina gore de hastalarin menstriiel dykiileri, adezyon kalinligi, adezyonun ayrilip
ayrilamayacagi, tubal ostiumlarin belirginligi ve adezyonlarin uterin kavitede neden oldugu
obliterasyon miktarini degerlendirerek skorlama yapilmaktadir [10]. Valle ve Sciarra ise
intrauterin adezyonu siddetiyle yayginligina bagl olarak hafif, orta ve siddetli olmak {izere
3 gruba ayirmistir: Hafif yapisikliklar, kismi uterin kavite tikanmikligima neden olacak
sekilde bazal endometrial dokuyu igeren zarsi yapisikliklar olarak tanimlanmaktadir. Orta
yapisikliklar, kismen ya da tamamen uterin kaviteyi tikayan fibromiiskiiler yapisikliklar

olarak tanimlanirken; siddetli yapisikliklarda ise uterin kavite kismen ya da tamamen
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ttkanmis durumdadir ve bu tip yapisiklikta endometrial doku izlenmezken sadece bag

dokusu gorulmektedir [45].

2.3.3. Asherman sendromunda endometrial degisiklikler

Endometrium, menstruel sikluslara maruz kalan olduk¢a karmasik bir dokudur. Fiziksel
hasar ve onarim mekanizmasindan farkli olarak menstruasyon sonrasi onarimda tipik bir
adezyon formasyonu izlenmez. Normal endometrial onarim skar doku olusumu olmadan
gergeklesir ancak bazi kadinlarda, [lUA olusumu ile normal onarim mekanizmalar1 anormal
gerceklesmektedir. Tamir mekanizmalarindaki farklilik tam olarak anlasilmis degildir.
Ancak hipoksi, diisiik neovaskiilarizasyon ve adezyon iliskili sitokinlerin
ekspresyonlarindaki degisimi igeriyor olabilecegi diisiiniilmektedir [46]. IUA hastalarda
anjiyogenez ve revaskiilarizasyon yetenekleri azalmakta; adezyon iligkili sitokinlerin

ckspresyonlari ise artis gostermektedir [47].

Endometriumun bazal tabakasi, olduk¢a yiiksek olan rejeneratif kapasiteden sorumlu
endometrial stem/progenitor hiicreleri barindirmaktadir. Bu tabakada olusan hasar sonrasi
postpartum donemde diisiik sirkiile dstrojenden dolayr endometrium islevini yitirmektedir
[48]. Normalde menstruasyonun ve dogumun ardindan endometrial yiizey Ostrojen
yoklugunda skar dokusu olusturmadan onarilmaktadir [49, 50]. Bagirsak gibi diger
mukozal yilizeylerde hasar derin miiskiilaris katmanina ulasmadigi siirece hasarl
mukozanin rejenerasyonu da skar olusturmadan gerceklesmektedir. Asherman
sendromunda endometriumun fonksiyonel tabakasindaki islevsel yetmezligin nedeni olarak
endometrium bazalis tabakasinin ve burada yerlesik kok hiicre popiilasyonunun kaybi ile
alttaki miyometrium tabakasini kapsayan derin travmalar oldugu diisiiniilmektedir [46].
Miiskiiler adezyonlar kotii prognoz tasirlar. Cilinkii endometriumun bazal tabakasi
adezyolizis sonrasi yeni fonksiyonel endometrium olusumu i¢in bir baslangi¢c noktasi

olmaktadir [51].

Histolojik olarak adezyon formasyonu gosteren endometriumda bazi degisiklikler
izlenmektedir. Endometrial stroma yerini fibr6z dokuya birakmistir; epitelyal bezler kiibo-
kolumnar epitel seklinde inaktif Ozellik sergilerler ve fonksiyonel ile bazal tabaka
arasindaki ayirim kaybolmustur. Fonksiyonel tabaka tek katman ve hormonal uyariya

cevap vermeyen bir yapiya doniisiir. Damarlanma azalmis veya kaybolmus durumdadir [6,
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9, 38, 46]. Baz1 arastirmacilar, fibrozise bagli olarak miyometrial kontraktilitede azalma ve
vaskiilaritede zayiflama oldugunu bu nedenle de seks steroidlerinin endometrium dokusu
iizerine etki edemediklerini savunmaktadirlar. Sonug¢ olarak da adezyonlar atrofik

endometriuma sebep olmaktadir [38, 52].

Hasarli endometrium, iyilesme silirecinde uterus duvarinin karsilikli yapismasina neden
olur ve bu durum degisen seviyelerde uterus kavitesi obliterasyonu (tikanma) ile
sonuglanmaktadir. Tekrarlayan gebelik kayiplarina siklikla fibrotik adezyonlarin ve zayif
vaskiilarizasyonun izlendigi tubal ostiumlarda ve uterin kavitede kismi tikanmalar sebep

olmaktadir [9].

Endometrium dokiilme sonucu onarimini miktar olarak ¢ok oldugu tahmin edilen kok
hiicre kaynagindan saglamaktadir. Cok sayida c¢alismalarda kendini yenileme, yiiksek
proliferatif potansiyel ve pluripotent farklilasma yetenegine sahip olas1 endometrial kok /
progenitdr hiicreler tespit edilmistir. Asherman sendromunda, kok hiicre azliginin embriyo
implantasyonu icin yetersiz endometrium dokusu bulunmasina neden oldugu

diistiniilmektedir [53, 54].

Yapisikliklar endometrium, miyometriyum veya bag dokusu kaynakli olabilmekle birlikte
[6]; uterustaki patolojik degisiklikler uterus kavitesindeki minimal adezyonlardan tamamen
obliterasyonuna kadar degisken diizeylerde olabilmektedir. Uterus kavitesi postmenapozal
hastalarda oldugu gibi kisalmis ve kii¢iilmiistiir. Adezyonlarin yogunlugu ve boyutu
farkliliklik gostermektedir. Adezyonlarin bircogu gross patoloji incelemesinde goézden
kacabilecek kadar ince ve hassas iken; bir kismi da diseksiyonu zorlastiracak kadar

yogundur [52].

Patolojik lokalizasyonuna gore siniflandirma [52]:

1. Total atrezi: Uterin kavite ve servikal kanalin obliterasyonu ile karakterizedir. Cok nadir
izlenir.

2. Bedensel yapisikliklar: Olgularin ¢ogunlugu zar gibi yapisikliklardan; uterus kavitesini
bozan ciddi yapisikliklara kadar degiskenlik gosterir.

3. Servikoistmik yapisikliklar: servikal kanalda darlik ya da kapanma ile karakterizedir.

Nadir izlenir.
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Tam kalinlikta kas biyopsi drneklerini inceleyen Yaffe ve arkadaslari, kontrol gruplarinda
uterus duvarinin %13-20 oraninda fibroz doku igerdigi; uterin fibroz hastalarda ise fibroz

doku belirgin bir artis gostermis ve bu oranin %50-80 civarinda oldugunu bildirmislerdir
[55].

2.3.4. Asherman sendromu tedavisi ve yardimei yontemler

Asherman Sendromu tedavi stratejileri su sekilde 6zetlenebilir [8]:

Tedavi

Histerotomi

Dilatasyon ve Kiiretaj

o O o

Histeroskopik cerrahi

Tekrar adezyon olusumunun 6nlenmesi i¢in yardimci yontemler
Rahim ici arag (RIA)

Balon stent

Foley katheter

Anti-adezive bariyer

0O O O O O

Hormonal tedavi

Tedavi

Histerotomi, agik cerrahi islem uygulanarak uterus duvarinin agilmasi prensibine dayali
yontemdir. Gegmiste Asherman Sendromu tedavisinde bu yontemin birkag vakada
kullanildig1 ve iireme fonksiyonlari i¢in endometriumda yeterli iyilesme oldugu s6z
edilmistir. Ancak histeroskopik yaklasim biiyiik risklerinden dolay1 giiniimiizde tercih
edilmemektedir. Bu yaklasim c¢ok karmasik bir olguda uygulanabilirken; yerine

histeroskopi tekniklerinin kullanilmasi giiniimiizde kabul gérmektedir [6, 9].

Histeroskopi uygulamasi yayginlasmadan Once kor dilatasyon ve kiretaj tedavi yontemi
olarak uygulaniyordu. Bugiine kadar terapotik yaklagimlardan en fazla kullanilan
dilatasyon ve kiiretaj islemi olmustur. Ancak korlemesine yapilan bu islemin dogruluk
oran1 ¢ok diisiiktiir. Ayrica, zayif tan1 aract olmanin yani sira rahim perforasyon riskini

yiikselten bir tedavi segenegiydi [8].
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Histeroskopi, intrauterin adezyon tamisini dogrulamasinin yanisira tedavi olanagi da
saglamaktadir. Histeroskopik adezyoliziste amag, uterus hacmini ve seklini diizenleyerek
hastaya fertil potansiyel kazandirmaktir. Histeroskopik cerrahi giiniimiizde altin standart
kabul edilmekle birlikte islem olduk¢a zordur. Histeroskopi sirasinda birgok komplikasyon
izlenebilmektedir. Karsilasilabilecek baslica problem, %3-24 oraninda izlenen adezyon
formasyonun tekrarlanmasidir. Hatta siddetli adezyon vakalarinda bu oran %63’lere kadar
cikmaktadir. Ayrica, histeroskopik adezyolizis sirasinda goriilen komplikasyonlar arasinda
uterin perforasyon, hemoraji ve enfeksiyon; operasyon sonrasinda ise erken gebelik
kayiplar1 sayilabilir [8, 13, 14]. Uzun donemde ise, intrauterin gelisme geriligi,
plasentasyon anomalileri (plasenta previa, plasenta akreata), uterin riiptiir ve erken dogum

gibi komplikasyonlar olusabilmektedir [15].

Yardimc: Yontemler

Operasyon sonrasi tekrar adezyon olusumu tedavi yontemlerinin basarisini sinirlayan en
onemli etmendir. Siddetli intrauterin adezyon olgular1 i¢in intrauterin adezyolizis sonrasi

bu oran %20-62’lere ¢ikmaktadir [9, 10].

Cerrahi adezyolizisten sonra tekrar adezyon formasyonu engelleyen bir¢ok yayin olmasina
ragmen yapilmig c¢aligmalar yetersizdir. Tekrar adezyon olusumunu onlemek igi
giiniimiizde standart olarak RIA kullanimi énerilmektedir. RIA uygulamas: karsilikli uterin
yiizeylerin birbiri ile temasini engelleyen fiziksel bir engel olusturmaktadir. Bu engel
olusumu ile de endometrial rejenerasyonun saglanabilecegi bazi1 arastirmacilar tarafindan
savunulmaktadir. ancak bazi ¢alismalarda ise, RIA'nin oldukga kiiciik yiizey alanina sahip
olabilecegini ve adezyonu Onlemek i¢in miimkiin olamayacagin1 ve asir1 inflamatuvar

reaksiyona sebep olacagini savunmaktadirlar [11, 12].

Balon stent de yapisikliklarin tekrarin1 6nlemek i¢in uygulanan mekanik bir yontem olarak
tarif edilmistir. Cerrahi tedaviden hemen sonra uygulanmasi gereken; silikon yapida,
normal rahim boglugunun sekline uyan tiggen seklinde, rahim i¢inde sisirilerek kullanilan

bir yéntemdir. Yeniden IUA olusumunu raporlayan bir veri bulunmamaktadir [8].

Foley kateter, I[UA tekrarin1 onlemek amaciyla rahim duvarlarini ayirmak igin kullanilan

ilk mekanik cihazlardan biridir. Foley katheter uygulanmasi ile adezyon olusumunun
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azaldigin1 ve uterus genisliginin arttifin1 gosteren caligmalar olsa da; foley katheter
uygulamasinin servikal kanal yoluyla enfeksiyona ve uterin perforasyona neden olarak
biiyiik sikint1 yarattigi bilinmektedir [8]. Ayrica, foley katheter balonunun etrafi amniyon
zartyla sarilarak adezyonu degerlendirdikleri 2006 yilinda yapilan bir ¢alismada,

histeroskopi sonrasinda siddetli adezyonlarin derecesinin azaldigi gézlemlenmistir [56].

Cerrahi islemden sonra adezyon olusumunun 6nlenmesi i¢in hyaluronik asit jel gibi anti-
adeziv bariyerler kullanilmaktadir. Hyalurinik asit, fibrin formasyonunu azaltarak adezyon
siddetini azaltmaktadir. Ancak, hyaluronik asit jel uygulamasinin uzun donemde fertilite ve
menstrual semptomlari degerlendiren ¢alisma bulunmamaktadir [57, 58]. Cerrahi
histerskopi sonrasinda gelisebilecek adezyon olusumunu 6nlemek amaciyla gesitli ilaglar
denenmektedir. Kaya ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptig1 bir ¢alismada prostoglandin
E1 analogu sentetik bir ilag olan misoprostol kullanarak adezyon formasyonuna olan etkisi
incelenmis. Misoprostol kullanilan gruplarda anlamli olarak inflamasyonun ve adezyonun
azaldigim1 gostermislerdir [58]. Adezyon Onleyici bariyerlerle ilgili ¢ok sayida calisma
yapilmis olsa da insan amniyon grefti, spray Jel, Oxiplex / AP jel, Hyalobarrier gibi ¢esitli
biyolojik bariyerlerin intrauterin kullanimi1 ABD'de yasaklanmistir [46].

Asherman sendromunda cerrahi islem sonrasi endometrial proliferasyonu arttirmak igin
siklikla Ostrojen ve progestin hormon tedavisi kullanilmaktadir. Postoperatif olarak
Ostrojen tedavisi alan hastalarda adezyon tekrarlanma sikliginin azaldigini gosteren
caligmalar bulunmaktadir. Farhi ve arkadaslar1 ilk trimestirda dilatasyon kiiretaj uygulanan
hastalara cerrahi sonrasi Ostrojen ve progestin tedavisini degerlendirmislerdir. Caligsmada,
hormon tedavisi goren hastalarin endometrium voliimii %95 oraninda arttigin
belirtmislerdir [59]. Ostrojen tedavisi tek basina zayif etkinlige sahiptir ve genellikle genis
uygulamay1 sinirlayan bazi yan etkileri bulundurur. Ostrojen tedavisi, dozun hasta i¢in
uygun olup olmamasina bakilmadan uygulanmaktadir. Yiiksek dozda Ostrojen transforme
edici buyume faktori (TGF)-p dahil olmak iizere diger sitokinler ile etkileserek
endometrial fibrozise neden olabilir. Diisiik doz dstrojen kosullarinda ise endometrial atrofi
izlenebilir. Bu da fibroblast proliferasyonuna ve nihayetinde endometrial fibrozise sebep
olabilir [60, 61].
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2.4. Kok Hicre

Organizmanin en Onciil hiicreleri olan kok hiicreler boliinebilme, kendini yenileyebilme ve

cogalabilme kapasitesine sahip hiicrelerdir [62, 63].

Kok hiicreler uygun sinyallerle karsilasmadiklarindan farklanmamis hiicrelerdir. Bu
yuzden belirli bir dokuya ait 6zelliklere sahip degillerdir. Bu hiicreler aldiklari sinyallere
gore farkli fonksiyondaki hiicrelere doniisebilirler. Bu sayede hasarli dokuya transplante

edildiginde dokuyu islevsel hale getirebilirler.

Kok hiicreyi tanimlayabilen en temel Olgiitler sunlardir; kendini yenileyebilme (self-
renewal), tek bir hucreden birden fazla hiicre serisine farklanabilme (multi-lineage

differentation), bir dokunun yeniden fonksiyonel yapilandiriimasi.

Kok hucreler simetrik ya da asimetrik olmak Uzere bolinerek kendilerini yenileyebilirler.
Simetrik boliinme ile olusan es iki hiicre de kok hiicre 6zelliklerini tasirken; asimetrik
boliinme ile olusan hiicrenin bir tanesi kok hiicre ozelliklerini korur; digeri ise aldigi
farklanma sinyaline gdre sonraki asama ig¢in farklanir. Kok hiicreler genlerden ve dis
etkenlerden aldiklar1 bu sinyaller ile endodermal, mezodermal ve ektodermal hiicre

tiplerine doniisebilirler [64, 65].

Erigkin kok hiicrelerin uygun sartlarda ve uyarilarla farkli hiicrelere doniigsebilmesine
transdiferansiyasyon ya da plastisite adi verilir. Kok hiicrenin, baska bir dokuya ait kok
hiicre fenotipini kazanabilmesine "kok hicre plastisitesi” denir.

Kok hiicrelerin aktiflesmeleri icin Oncelikle kok hiicrelerin yeraldiklar1 bolgedeki
niglerinden hasarli olan dokuya gocleri gergeklesmelidir. Bu go¢ ise hasarli dokunun
degisen mikrogevresinden kaynaklanan uyaranlar ile saglanir. Hasarli bolgeden salinan
soluble faktor olan stromal derived factor-1 (SDF-1) ve kompleman C3 fraksiyonunun rol
onemlidir. Bolgeler aras1 gradient farki kok hiicrelerin hasarli bolgeye gocii icin uyari

olusturmaktadir [66, 67].

Kok hiicreler farklilagabilme yeteneklerine gore totipotent, multipotent ve pluripotent
olmak tizere {i¢ sinifa ayrilirlar. Totipotent hiicreler sinirsiz farklanabilir ve farkli dokulara

yonlenebilirler. Sperm ile oositin birlesmesi sonucu olusan zigot tek basina tiim bir
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organizmayr meydana getirebilecek genetik bilgiye sahip oldugundan totipotent hiicre
ozelligindedir. Fertilizasyondan sonraki 4-5 glin i¢cinde meydana gelen blastomerlerin her
biri tek basina totipotent hiicre 6zelligi tasirlar. Pluripotent hiicreler ise tek baslarina bir
organizmayl meydana getiremeseler de uygun ortam saglandiginda 200 farkli hiicre tipine
dontgebilirler. Pluripotent hiicreler fertilizasyondan 5 giin sonrasinda blastokistin i¢ hicre
kitlesinden elde edilen hiicrelerdir. Bu hiicreler li¢ germ tabakasindan koken alan hiicrelere
dontisebilme yetenrgine sahip hiicrelerdir. Gestasyonun ileri evrelerinde ise hiicreler
ozellesirler ve erigkin kok hiicrelere doniisiirler. Erigkin hale gelmis kok hiicreler ise
bulunduklart dokunun hiicre tipini Tretirler. Bulunduklar1 dokuya ait hiicreleri
olusturabilen, sinirli fonksiyonlara sahip olan bu hiicrelere ise multipotent hiicreler denir.
Son zamanlarda yapilan ¢aligsmalarla multipotent hiicrelerin sadece bulunduklar1 dokuya ait
yapilar1 degil farkli dokulara ait hiicreleri de meydana getirebildikleri gosterilmistir.
Ornegin, kemik iligi kaynakli bir kok hiicrenin kirmizi ve beyaz kan hiicreleri gibi farkls
kan hiicrelerini olusturabildigi gibi; osteoblastlara, kondroblastlara ve adipositlere de

farklanabilme yetenekleri de vardir [68].

2.4.1. Kok hiicre kaynaklari

Kok hiicreler, embriyonik déonemin baslangicinda ve fetal dokulardan elde edilebildigi gibi
birgok farkli eriskin dokudan da izole edilebilir. Kok hiicreler koken aldiklar1 yapilara gore

ii¢ baglikta tanimlanabilirler:

e  Embriyonik Kok hicreler

o Fetal kok hucreler

e  Eriskin kok hiicreler

0 Hematopoetik kok hiicreler (Kemik iligi, Periferik kan, Kordon kani)
0 Mezenkimal kék hiicreler

Embriyonik kok hicreler

Embriyonik kok hicreler blastokistin i¢ hticre kitlesi olan embriyoblastlardan elde edilen
pluripotent 06zellikli kok hiicrelerdir. Pluripotent 6zelligindeki bu hiicreler li¢ germ

tabakasina farklanabilme yetenegindedirler. Embriyonik kok hiicreler sinirsiz olarak
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kendilerini yenileyebilirler ve degisik hiicre tiplerine farklanabilirler. Bu sebeplerden

dolay1 embriyonik kok hiicre arastirmalari rejeneratif tipta onem kazanmistir.

Insan embriyonik kok hiicreleri pluripotensiye ait olan farklanmamis hiicrelerin
belirteclerini ifade ederler. Bu belirte¢lerden bazilari ise CD-9, CD-24, Oct-4, Nanog, LIN-
28, Thy-1, SSEA-3 ve SSEA-4’tlr [69].

Hiicrelerin ¢ogalma yetenegini belirleyen belirteglerden en Onemlisi telomerler ve
telomeraz aktivitesidir. Telomer kromozomlarda tekrarlanan “TTAGGG” gen bélgesinden
olusur. Bu gen bolgesi kromozom kisalmasini engeller ve replikasyonu gii¢lendirir. Kanser
hiicreleri ve embriyonik kok hiicreler uygun kiiltiir ortaminda uzun siire yiiksek derecede
telomeraz aktivitesi gosterirler. Bu sayede embriyonik kok hiicreler sinirsiz kendilerini
yenileme kapasitesine sahiptirler ve tiim fetal dokulara, erigkin kok hiicrelere ve bunlarin
daha farklanmamis progenitorlerine farklilasabilirler. Embriyonik kok hiicreler in vitro
ortamda kultur edildiklerinde kendiliklerinden embriyonik cisimler olustururlar ve 6zel
bliyiime faktorlerinin veya sitokinlerin kullanilmasiyla da 6zel hiicre dizilerine

farklilasabilirler [70].

Fetal kdk hiicreler

Fetal doku, spontan diigiiklerden, 6lii dogum veya ektopik gebelik nedeniyle ameliyattan
sonra kadavra fetuslarindan elde edilebilmektedir. Fetal doku, olduk¢a fazla sayida kok
hiicre igerir. Yani, fetal doku hiicreleri, yetiskin doku hiicrelerinden daha kolay kiiltiirlenir
ve daha kolay ¢ogalirlar. Fetal doku hiicrelerinin alicilar tarafindan reddedilme olasiligi
daha dusiiktiir, ¢iinkii bu hiicreler antijeniktir ve bagisiklik toleransi igin insan I6kosit
antijen G (HLA-G) eksprese ederler.

Arastirmacilar yeni mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak fetal doku kaynakli mezankimal
kok hiicreleri tanimlamislardir. Fetal doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler erigkin
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden daha etkin olarak tanimlanmaktadirlar.
Hipoimmiinojenik 6zellikleri de bu hiicreleri gelecegin klinik uygulamalarinda giiglii birer

hiicre tedavi araci olarak 6ne ¢ikarmaktadir [71].
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Eriskin kok hiicreler

Eriskin tip kok hiicreler doku ve organlarda bulunan kok hiicreler olup kendini yenileme
ozelliklerine sahiptirler. Organda ihtiya¢ durumunda farklilagsma gostererek doku tamirini
saglamaktadirlar. Erigkin kok hiicreler kemik iligi, periferik kan, iskelet kasi, dis dokusu,
deri, beyin gibi yap1 ve organlar basta olmak iizere; son yapilan ¢aligmalarla birlikte bircok

organda bulunmaktadir [72].

Erigskin kok hiicreler, embriyonik kok hiicrelerin aksine daha ozellesmis hiicrelerdir.
Ornegin, kan kok hiicreleri normal olarak yalmzca birgok kan hiicresini iiretebilir ve sinir
kok hiicreleri, yalnizca gesitli beyin hiicreleri tiirlerini iiretebilir. Ancak son arastirmalar,
baz1 eriskin kok hiicrelerin daha 6nce diisliniilenden daha esnek olabilecegini ve daha genis
bir hiicre tiirii gesidi iiretilebilecegini diisiindiirmektedir. Ornegin, baz1 deneyler yetiskin
farelerden izole edilen kan kok hiicrelerinin ayn1 zamanda karaciger, kas ve deri hiicreleri

iretebilecegini gostermektedir [72, 73].

Erigkin kok hiicreler, hematopoetik, mezenkimal (stromal) veya organlarda yerlesik kok

hiicreler olmak iizere 3 baslik altinda incelenebilir.

Hematopoetik kok hiicreler, kordon kani, kemik iligi ve periferik kan gibi hematopoetik
dokularda bulunurlar. Kemik iligi stromasindaki osteoblastlar tarafindan eksprese edilen
graniilosit koloni uyarict faktor, IL-6, Notch ligand jagged 1 gibi faktorler araciligi ile
hematopoetik kok hiicrelerin proliferasyonlart ve diferansiyonlar1 saglanir. Ayrica bu

birliktelikte hematopoetik kok hiicreler de osteoblastlarin aktivitelerini diizenlerler [74].

CD34, hematopoetik kok hiicrelerin en 6nemli belirtecidir. CD34, insan kemik iligi
hicrelerinin %0.5-5’inde eksprese olurken; erken progenitor hucrelerde bulunular ancak
daha olgun kok hiicrelerde bulunmazlar [75].

Kemik iliginde bulunan hematopoetik kok hiicreler nétrofil, monosit, bazofil, eozinofil,
trombosit, eritrosit ve lenfosit gibi ¢esitli hiicre tiplerine farklanarak pluripotent 6zellik

gosterirler.

Hematopoetik organlardan elde edilen hematopoetik kok hiicreler ayrica kemik, kikirdak,

kas, endotel, epitel ve hepatosit gibi fonksiyonel hiicrelere doniistiiriilebilmektedir [76].
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Hematopoetik hicreler, hematopoetik kdk hiicrere ek olarak hemanjioblastlar, mezenkimal
kok hiicreler ve multipotent eriskin progenitor hiicreler tarafindan da olusturulmaktadir

[72].

Hematopoetik kok hiicrenin farklanmadan prolifere olabilmesi icin Wnt/R-katenin proteini
varlig1 sarttir. B-katenin'in asir1 ifade edilmesi, kok hiicrelerin farklilasmasini engellerken;
ayn1 zamanda ¢ogalmasina katkida bulunur. Saflastirilmis Wnt3a proteini in vitro kiiltiire

cklendiginde de hematopoetik kok hiicre proliferasyonu saglanir [77].

Mezenkimal kok hiicreler; kemik, kikirdak, kas, ligament, tendon ve yag doku gibi
mezenkimal dokulara farklanan ve bu dokularin yenilenmesine katkida bulunan
hematopoetik olmayan stromal hiicrelerdir. Ayni zamanda mezoderm kokenli olmayan ¢ok
cesitli hiicrelere farklilastiklart da gosterilmistir [78]. Mezenkimal kok hiicreler 2.4.2
baslig1 altinda detayli olarak anlatilmistir.

Organlarda yerlesik kok hiicreler ise hiicre 6liimii ya da doku hasar1 sonucu yeraldiklar
dokuyu tamir etmekten sorumlu hiicrelerdir. Bir¢ok organda ozellesmis kok hiicreleri
bulunmaktadir. Bu organlara ya da yapilara 6rnek olarak spinal kord, dis kokd, damarlar,
deri epiteli, sindirim sistemi epiteli, uterus endometriumu, karaciger ve pankreas verilebilir

[79].

2.4.2. Mezenkimal kok hiicreler

Giliniimiizde mezenkimal kok hiicreler yetiskin, fetiis ve yenidogana ait ¢esitli doku ve
organlardan elde edilebilmektedir. Onceleri sadece kemik iliginden izole edilebilen
mezenkimal kok hiicreler giinlimiizde kas, kemik, kikirdak, yag doku, dis pulpasi,
periodontal doku, karaciger, akciger, timus, ovaryum, testis, amniyon sivisi, plasenta ve
umblikal kord kanindan da elde edilebilmektedir. Mezenkimal kaynakli kok hiicreler
intravendz yolla organizmaya verildiklerinde ilk olarak yoneltildikleri bolge kemik iligidir.
Ancak organizmada doku hasar1 oldugunda artan integrin, selektin, kemokin gibi
mediatorler mezenkimal kok hiicre iizerindeki yilizey reseptorleri ile etkileserek kok
hiicrelerin hasarli dokuya yonlendirilmesini saglarlar. Mezenkimal kok hiicrelerin antijenik
aktiviteleri diisiiktiir. T ve B lenfosit, dogal oldiirlicii hiicre aktivasyonunu baskilayip;

dendritik hucrelerin antijen sunma 6zelliklerini azaltirlar. Bu 6zellikleri ile anti-inflamatuar
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ve anti-apoptotik mediator salinimina yol acarak immun modiilator 6zellik gosterirler [16,
17].

Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicreler hematopoetik hiicreler icin gerekli makrofaj
koloni stimule edici faktér (M-CSF), Flt-ligand, kok hicre faktér (SCF) gibi buyime
faktorlerini salglarlar. Ayrica mezenkimal kok hiicreler tarafindan interlokin (IL)-1, -6, -7,
-8, -11, -12, -14 gibi sitokinler, stromal kaynakli faktér (SDF)-1, monosit kemoatraktan

proteinler gibi kemokinler de sentezlenmektedir [80].

Mezenkimal kok hiicreler laboratuvar ortaminda kok hiicre oOzelliklerini koruyarak
kolaylikla ¢ogaltilabilmektedirler. Mezenkimal kok hiicrelerin bir¢ok farkli doku hiicresine
doniisebilmesi (Sekil 2.3), hasarli dokuya migrasyonlari, goc ettikleri hasarli bolgedeki
hiicrelerle flizyona girmeleri gibi bir¢cok 6zellik bu hiicreleri ayricalikli kilmaktadir. Ayrica
cok cesitli faktor ve kemokinler salgilayarak doku tamirine destek olmalari, non-
immunojenik ozellikte olmalart ve anjiyojenik, antiapoptotik, antiinflamatuvar etki
gostermeleri  hiicresel tedaviler i¢inde mezenkimal kok hiicrelerin 6ne ¢ikmasini

saglamaktadir [18, 19].
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Sekil 2.3. Mezenkimal kok hiicrenin farklilasma kapasitesi [81]

Mezenkimal kok hiicrelerin proliferatif, angiogenetik ve antifibrotik etkileri

Mezenkimal kok hiicreler sitokinler ve kimyasal kemokinler araciligi ile inflamatuvar
bolgeye dogru hareket ederler ve o bdlgede proliferatif, anti-inflamatuvar ve anti-apoptotik
rol Ustlenirler. Mezenkimal kok hiicrelerin parakrin etki gostererek buyume faktori ve
sitokin salgilamasi1 antifibrotik 06zellik kazanmada ve damarlanmada rol oynamasi

onemlidir [16, 82-84].

Anjiyogenik yanit bozuldugunda mezenkial kok hiicreler, stromal hiicre kaynakli faktor-1
(SDF-1), vaskuler endotelyal biylime faktorti (VEGF), insulin benzeri blyime fakt6ri-1
(IGF-1), epidermal buyume faktori (EGF), keratinosit blylime faktori (KGF),
anjiyopoietin (ANG) -1, makrofaj enflamatuar protein (MIP) -1a ve B, eritropoietin (EPO),
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matriks metalloproteinazlar ve birgok sitokin salarak anjiyogenezin ve doku
rejenerasyonunun ilerletilmesini saglarlar. Mezenkimal kok hiicreler tarafindan salgilanan
VEGF bu hicrelerin anjiyogenik potansiyelinden sorumlu kritik bir faktérdir. VEGF'den
baska, TGF-B1 ve matriks metalloproteinazlar (MMP) da dahil olmak (zere mezenkimal
kok hiicreler tarafindan eksprese edilen diger molekiiller de mezenkimal kok hiicrelerin

endotelial hiicreler ile etkilesimine katkida bulunur [85].

Mezenkimal kok htcrelerin parakrin sekresyonu, 15 yil dnce bir ¢alisma ekibi tarafindan
mezenkimal kok hiicrelerin yakin ¢evresindeki hiicrelere etki eden VEGF, FGF, MCP-1,
hepatosit biyume faktorti (HGF), IGF-I, SDF-1 ve trombopoietin gibi genis spektrumlu
blylme faktorleri ve sitokin sentezleyip saldigini bildirmislerdir [86]. Bu faktorlerin
arteriyogenezisi tesvik ettigi; bagirsaktaki kok hiicre kriptini destekledigi; iskemik bobrek
ve ekstremite doku hasarina karsi korudugu; hematopoezisi destekleyip siirdiirdiigii ve
megakaryositler ve proplateletlerin olusumuna destek oldugu gosterilmistir. Bu faktorlerin
cogunun, neovaskiilarizasyon ve artmis anjiyogenezisi iceren faydali etkiler ortaya

koydugu gosterilmistir [87].

Mezenkimal kok hucreler dentritik hiicre ve makrofajlar yoluyla anti-inflamatuvar 6zellik
de gostermektedirler. Bu 6zelliginde MKH’lerden salinan TGF-f, HGF, indolamin 2,3
dioksijenaz ve prostaglandin E’nin rol oynadigi bilinmektedir [88].

Mezenkimal kok hiicrelerin B hiicre proliferasyonunu, farklilasmasini ve antikor

salgilamasini hem in-vitro hem de in-vivo olarak inhibe ettigi gosterilmistir [89].

Mezenkimal kok hiicrelerin karekterizasyonu ve flow-sitometri kullanimi

Bircok kaynaktan elde edilebilen mezenkimal kok hiicreler laboratuvarlarda farkli
yontemlerle elde edilmektedir. Bu nedenle mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonu
yani mezenkimal kok hiicre olduklarinin ispatlanmasi olduk¢a onemlidir. Bu asamada
“Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi’nin belirledigi kriterler goz 6niine alinmaktadir. Bu

kriterlere gore, uygun kultlr ortamlarinda hiicreler;
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1. Standart kiiltiir kosullarinda plastik yiizeylere yapisabilmeli;

2. Ylzey belirtegleri olarak CD105, CD73 ve CD90 eksprese etmeli ancak CD45, CD34,
CD14 veya CD11b, CD79a veya CD19 ve HLA-DR i¢in negatif fenotipte olmal,

3. Adiposite, osteoblasta ve kondroblasta invitro sartlarda farklasabilmelidirler [18].

Flow-sitometri, siispansiyon halindeki hiicrelerin yiizey veya hiicre i¢i yerlesimli antijenik
yapilarinin  isaretlenerek sayiminin  yapilmasini  saglar. Flow-sitometri immdin
fenotiplendirmede kullanildig1 gibi deoksiribonikleik asit (DNA), ribonukleik asit (RNA)
ve protein analizinde de kullanilmaktadir. Flow sitometri ile monoklonal antikorlar
kullanilarak siispanse haldeki hiicrelerin mezenkimal kok hiicre olup olmadigi bu yontem
ile degerlendirilir. Mezenkimal kok hiicrelerin yiizey markerlarindan bazilar1 pozitif
(CD105, CD73, CD90) iken; CD45, CD34, CD14, CDI11b, CD79a ve CD19 negatiftir
[17, 90, 91].

Mezenkimal kok hiicrelerin adiposit, kondrosit ve osteosit farklilasmasi

Mezenkimal kok hiicreler adiposit, kondrosit ve osteosit hticrelerine diferansiye olabilme
potansiyeline sahip hucrelerdir. Mezenkimal kok hicreler farklanma tipine uygun
besiyerinde kdltire edilerek 2-3 hafta icerisinde farklanabilirler. Adiposit hucreleri
goOsterebilmek icin oil red boyasi kullanilarak sitoplazma igindeki yag damlaciklari
isaretlenebilir (Resim 2.2a). Kondrojenik farklanmay1 gosterebilmek icin de alcian blue
boyast kullanilir ve ekstraseliiler matriksteki asidik proteoglikanlar isaretlenir (Resim
2.2b). Osteojenik farklanma igin ise alkalen fosfataz boyamasi yapilir. Osteosit
farklanmasinda bu boyama sonucunda ekstraseliiler matrikste kalsiyumdan zengin

mineralizasyon gorulir (Resim 2.2c) [92].

Resim 2.2. Mezenkimal kok hucrelerin adiposit (a), kondrosit (b) ve osteosit (c)
farklanmasi [92]
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2.4.3. Uterus kaynakh kok hiicreler

Endometriyal rejenerasyon, dogumdan sonra, her menstrual siklus sonrasi ve Ostrojen
replasman tedavisi goéren postmenapozal kadinlarda goriiliir. Bu doku rejenerasyonu
seviyesi bagirsak epiteli ve epidermisdeki yenilenmeye benzer. Bu sekilde siirekli
yenilenen dokularda eriskin kok hiicreler hiicresel iiretimi devam ettirirler. Baglangicta
yetigkin kok veya progenitor hiicrelerin bazalis katmaninda bulundugu, endometrial
fonksiyonel tabakanin siklik rejenerasyonundan sorumlu olduklari varsayilmaktaydi.
Ancak, ilerleyen calismalarla endometrial stem / progenitor hiicreler spesifik belirteclerle
tanimlanmasiyla, bunlarin hem fonksiyonel hem de bazal tabakalarda yeraldig:

gosterilmistir [54, 93, 94].

Endometrial kdkenli mezenkimal kok htcrelerin (eMSC) nadir bir popilasyonu insan ve
fare endometriumunda tanimlanmistir. Bu eMSC’ler, kemik iligi veya yag dokusundan

elde edilen mezenkimal kok hiicrelere benzer 6zelliklere ve fenotipe sahiptir [54].

Endometrium kokenli mezenkimal kok hicrelerin gen ekspresyon profili fibroblastlara
endotel hiicrelerinden daha benzerdir. Ayrica perivaskiiler yerlesimleri, hipoksik,
enflamatuar ve proteolitik uyaranlara yanit vermedeki genetik potensiyeli ve anjiyojenik
kapasiteleri ile birlikte bu 0zelliklerin tim, endometriyal rejenerasyonda endometrial kok
hiicrelerin biiyiik roller iistlendigini gdstermektedir. Bu gozlem, endometrium kdkenli

mezenkimal kok hiicrelerin endometrial rejenerasyondaki roltnd guclendirmektedir [95].

Insan endometriumda, epitel dncii hiicreler, st. bazalis katmaninda bezlerinin tabaninda
bulunurken; endometriyal mezenkimal koék hicreler hem bazalis hem de fonksiyonel
katmandaki kan damarlarinin yakininda yerlesiktirler. Fare endometriumundaki yetiskin
kok hiicreler ise uterus bezlerinin tabaninda ve 6zellikle luminal epitelde yerlesik iken;
ayrica insandaki bazalis katmanina karsilik gelen endometrial-miyometral bileskedeki

bolgede perivaskiiler olarak yerlesmislerdir (Sekil 2.4) [53].
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Sekil 2.4. insan ve fare endometriumunda kok / progenitdr hiicrelerin yerlesimi (eMSC:
endometrial mezenkimal kok hticreler; LRC: fare endometriumundaki etiketli
kok hicreler) [53]

Farelerde dogum sonrasi donemde (3-5. glinlerde) endometrial kok htcrelerin glandular
epitelden daha c¢ok endometrial luminal epitelde yerlesik oldugu gdsterilmistir.
Endometrial luminal epitel hucrelerinin %3’G epitelyal kok / progenitor hucreleri
olusturmaktadir. Luminal epitelyal kok / progenitor hiicrelerin, gelisme ve siklus sirasinda

bezlerin biiylimesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir [53, 54].

Endometriumun bazalis tabakasina ek olarak fonksiyonel tabakasi da mezenkimal kok
hiicreleri icerdiginden dolayi, endometrium kaynakli kok hiicreler anestezi gerektirmeden
hastalardan biyopsi yolu ile alinabilir; boylece endometrial kék hicreler kulture edilebilir
ve farklilastirilabilir. Hatta bu durum ince disfonksiyonel endometrium veya Asherman
sendromu gibi karsilagilan endometrial hasar durumlarda hasta i¢in otolog hiicre

kullanilmasina olanak tanimis olur [96].
2.5. Eksozomlar

Eksozomlar hasarli doku tamirinde biiylik bir potansiyele sahip, hiicre iletisimine hiicre
onemli bir rol oynayan cok etkili aktif parakrin bilesenlerdir. Cok sayida g¢alismada
rejenerasyon ve anjiyogenezden sorumlu bircok parakrin faktorlerin kok hicrelerdeki

eksozomlarla iligkili oldugu dogrulanmistir. Eksozomlar, retikiilosit farklilagmasi sirasinda
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ilk kez tarif edilmistir. Daha sonra, bir¢ok hiicre tipinin, B ve T hiicreleri, dendritik
hicreler, kanser hcreleri, kok hticreleri ve endotel hucreleri de dahil olmak tzere
eksozomlar salgiladigi bulunmustur. Giliniimiizde mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen
eksozomlar iskemi/reperfiizyon ve fibrozis modelleri basta olmak {izere ¢cok fazla modelde

calisilmaya baglanmistir [20].

Kok hicreler etki gosterecekleri bolgeye parakrin olarak drinlerini salarlar. Bu urunler,
bliytime faktorleri, sitokinler ve ekstraseliiler vezikiiller olabilir. Bu hiicrelersen salinan
ekstraselller vezikiller ise mikrovezikiller, mikropartikiiller ve eksozom olarak
adlandirilirlar. Ekstraseliiler vezikiiller koken aldiklar1 yere ya da biyolojik islevlerine gore

siniflandirilirlar (eksozomlar, mikrovezikiiller, membran fragmanlari, apoptotik cisimcikler

gibi) [21, 22, 97, 98].

Eksozomlar endozomal orijinli ekstraseliler vezikillerdir. Tasima ve ilgili proteinler igin
gerekli olan endozomal ayirma kompleksi, multivezikiller cisimlerin (MVC) ve
intraluminal vezikiillerin (ILV) olusumunda rol alir. Eksozom membranlari, ILV'lerin
MVC'lere tomurcuklanmasinda rol alan kolestrol, seramid ve sfingolipidler gibi lipidler
acisindan zenginlestirilmistir. ILV'ler, plazma membrani ile MVC flizyonunun bir sonucu
olarak hiicrelerden salinirlar ve serbest birakildiktan sonra eksozomlar olarak
adlandirilirlar. Eksozomlar direkt membran fiizyonu, endositoz veya hiicre tipi spesifik

fagositoz yoluyla diger hiicreler tarafindan alinabilirler [99].

Mikrovezikiiller, direkt olarak plazma membranindan tomurcuklanirken; eksozomlar,
erken endozomlara ve multivezikiler endozomlara tomurcuk koyarak; multivezikiler
endozomlarin plazma membrani ile flizyonu sonucu salinan farkli ebatlarda kiiciik

vezikiillerle temsil edilir (Sekil 2.5) [23].
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Sekil 2.5. Mikrovezikiillerin ve eksozomlarin salinimi [23]

Eksozomlar 40-100 nm ¢apinda paketli keseciklerdir (Resim 2.3 ve 2.4). Eksozomlar,
cesitli mikrovezikiiller ile uyarilinca icerdikleri belirli proteinleri, lipidleri, faktorleri ve
RNA gibi genetik materyalleri salgilayarak etki gosterirler. Eksozomlarin igeriginde
bulunan materyallerin ¢ok ¢esitli olmasi, rejeneratif tip alaninda eksozomlarin son derece

umut verici olmasini saglamaktadir [21-23].

Eksozomlar, proteinler ve RNA'lara ek olarak; kolestrol, seramid, fosfogliseritler gibi
lipidlerle  zenginlestirilmistir.  Eksozomlarin ~ hedef hiicrelere  prostaglandinler

saglayabilecegine dair diisiinceler de vardir [100].
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2.5.1. Eksozomlarin tanimlanmasi

Eksozomlarin belirlenmesinde kullanilan ydntemler, taramali elektron mikroskobu,
nanopartikiil izleme analizi, transmission elektron mikroskopisi (TEM), akis sitometrik
analizi (Flow sitometri), western blotting ve enzime bagli immunosorban yontem (ELISA)
'dir. Eksozomlar, endosomal kokenleri nedeniyle membran transport ve fiizyon
proteinlerini (GTPazlar, anneksinler ve flotilin), tetraspaninleri (CD9, CD63, CD81 ve
CD82), multivezikiiler cisim biyogenezisinde yer alan proteinleri (Alix ve TSG101); ayrica
lipit ile ilgili proteinleri ve fosfolipazlari igerirler. Bu proteinler flow sitometrik analizle,

ELISA ve western blotting yontemleriyle tespit edilebilirler [20, 102].

2.5.2. Mezenkimal kok hiicre kaynakh eksozomlar

Mezenkimal kok hiicrelerden tiretilen eksozomlar ilk kez 2010 yilinda miyokardiyal
iskemi-reperfiizyon hasari olusturulmus fare modelinde arastirilmis ve daha sonra cesitli
hastalik modellerinde test edilmistir. Mezenkimal kok hiicrelerin miyoblast, insan akut
monositik 16semi hiicre hatti1 ve insan embriyonik bdbrek hiicre hatt1 gibi diger hiicrelere
kiyasla daha fazla miktarda eksozom iiretebildigi gosterilmistir. Tanimlama ile ilgili olarak
da mezenkimal kok hiicre tiirevli eksozomlar sadece CD9 ve CDS81 gibi eksozomlarin
ortak yilizey isaretleyicilerini degil; aym1 zamanda mezenkimal kok hucrelerin
membraninda eksprese edilen CD29, CD44 ve CD73 gibi baz1 adhezyon molekiillerini de
ifade eder [20].

Mezenkimal kok hiicre tiirevli eksozomlarin ii¢ bagimsiz kiimesindeki benzersiz proteinler
stvi kromatografi-kutle spektrometresi ile tespit edildi ve bunlarin arasinda sadece 154
tanesi diger kaynaklardan elde edilen eksozom proteinleri ile ortak oldugu belirlendi. Bu
proteinlerin fonksiyonlarina goére kiimelesmesi, eksozomlarin bir¢ok biyolojik siireci
siirdiirebilecegini  diisiindiirmektedir. Bu diisiince, birgok hastaligin tedavisinde
mezenkimal kok hiicrelerin bildirilen etkinligi ile tutarhidir. Ayrica, proteazom alt-
birimlerinin mezenkimal kok hiicre tlirevi eksozomlarda mevcut oldugu bildirilmistir.
Mezenkimal kok hucrelerden elde edilen eksozomlarla tedavi edilen miyokardiyal iskemi-
reperfiizyon hasart olusturulmus bir fare modelinde, yanlis katlanmis proteinlerin veya

oligomerlerin birikimini azalttig1 gosterilmistir [20, 103].
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Mezenkimal kok htcrelerden elde edilen eksozomlarda bulunan mikroRNA’lar (miRNA)
da aragtirilmigtir. Mezenkimal kok hiicre kaynakli mikropartikiillerde kapsiillenmis
miRNA'larin ¢ogunlukla prekiirsoér formda olduklar1 bulunmustur. Bu mikro parcaciklar,
55-65 nm'lik bir hidrodinamik yarigapt gostermektedir. Mezenkimal kok hicreler,
eksozomlardaki miRNA'larin salgilanmasi yoluyla diger hiicrelere bazi biyolojik etkiler
gosterebilir. Ornegin, Mezenkimal kok hiicre kiiltiir mediasmin riboniikleaz (RNaz) ile
hazirlanmasi eksozomlarin renal koruyucu etkisini tamamen ortadan kaldirmaktadir [104].
Noronlarin ve astrositlerin mezenkimal kok hiicre kaynakli eksozomlarla tedavisi, bu
hiicrelerde Parkinson hastaliginda ve omurilik hasarinda fonksiyonel iyilesmeyi artiran
mMiR-133b'in artmasina neden oldugunu gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir. Bu bulgu
ile, mezenkimal kok hiicrelerin, ekozomlarin salinmasi yoluyla ndrit ve astrositlere miR-
133b aktararak en azindan kismen norit biiyiimesini diizenledigini gosterilmistir [105].
Giincel yapilan bir¢ok c¢alismada akut miyokard infarktiis modellerinde mezenkimal kok
hiicrelerden elde edilen eksozomlarin transplantasyonu ile miyokardiyal hiicrelerin
apoptozdan korundugu, hiicre proliferasyonunun ve anjiogenezin saglandig1 gosterilmistir
[87, 106-108]. Ayrica, mezenkimal kok hiicre eksozomlar1 kronik karaciger hasarinda
kullanilmig ve eksozomlarin fibrotik karacigerde TGFP1 inaktivasyonunu saglayarak

fibrozisi 6nledigi ve apoptozu azalttigi gosterilmistir [109].

2.5.3. Rejeneratif tipta eksozom kullaniminin avantajlar:

Rejeneratif tipta mezenkimal kok hiicre kaynakli eksozomlar gibi hiicresiz terapilerin
kullanimi1 kok hiicre temelli uygulamalar tizerinde 6nemli avantajlar saglamaktadir:

e Bagisiklik uyumu, tiimor olusumu, emboli olusumu ve enfeksiyonlarin bulagsmasi dahil
olmak tizere canli ve proliferatif hiicre popiilasyonlarinin transplantasyonu ile potansiyel
olarak iliskili ¢esitli giivenlik 6nlemlerini diizenler;

e Giivenlik, dozaj ve etki agisindan geleneksel farmasotik ajanlara benzer bir sekilde
degerlendirilebilir;

e Saklanmasi toksik kriyopreservatif ajanlar uygulanmadan ve uzun slre urin potensi
kayb1 olmadan saglanabilir;

e Hiicrelerin besiyerleri kullanarak, invaziv hiicre toplama prosediirlerinden kaginan
klinik uygulama icin daha ekonomik ve pratiktir;

e Biyoaktif faktorlerin uygun bir kaynagi olan, kontrollii laboratuvar kosullar1 altinda 6zel

iiretilmis hiicre hatlar1 yoluyla seri tiretim miimkiindiir;
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e Kiiltiire edilmis kok hiicrelerin genisletilmesi, bakiminin maliyeti ve zamani1 6nemli
Olclide azaltilabilir ve serebral iskemi, miyokard enfarktiisi veya travma gibi akut
durumlarin tedavisi i¢in derhal kullanilabilir;

e Terapotik uygulamalar icin elde edilen biyolojik Griin istenen hiicreye spesifik etkilere

gore modifiye edilebilir [110].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Materyaller

Fosfat tamponlu salin (PBS) (Biosera, XC-S2066/500; 014BS911)
Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM)-low glucose (Biological Industries, 01-

050-1A,; 1649995)

Fetal sigir serum (FBS) (Biological Industries, 04-007-1A; 1624433)

Penicilin, Streptomycin, Amphotericin cozeltisi (Biological Industries, 03-033-1B;

1531286)

L-Glutamin ¢6zeltisi-200mM (Biological Industries, 03-020-1B; 1604068)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Millipore, 3127275-500M; 2757243)

Adiposit diferansiyasyon suplementi (Gibco, A10065-01; 1759771)

Kondrosit diferansiyasyon suplementi (Gibco, A10064-01; 1782242)

Osteosit diferansiyasyon suplementi (Gibco, A10066-01; 1772645)

Adiposit diferansiyasyon basal medium (Gibco, A10410-01; 1773692)
Osteosit/Kondrosit diferansiyasyon basal mediumu (Gibco, A10069-01; 1799147)
Tripsin- Etilendiaminetetra asetik asit (EDTA) (%0.05) soltsyonu (Biological

Industries, 03-054-1B; 1714369)

Oil Red (Diagnostic BioSystem, KT025)

VVon Kossa (Diagnostic BioSystem, KT028)

Alcian Blue (Diagnostic BioSystem, KT003)

CD 45R (BD Pharmingen)

CD 90 (BD Pharmingen)

CD 11b/c (BD Pharmingen)

CD 44(BD Pharmingen)

Bromodeoxyuridine (BrdU) (SAFC, B5002-100MG; HMBC8233V)

BrdU In-Situ Detection Kit (BD Pharmingen, 550803; 7073649)

Total Eksozom Izolasyon Kiti (kiiltiir medyasindan) (Invitrogen, 4478359; 00312976)
Bicinchoninic acid (BCA) protein miktar analiz kiti (Thermo, 23227; MC155208)
Bovine Serum Albumin (BSA) Standardi (Thermo, 23209; MB154855)

Masson Trikrom boyama Kiti (GBL, 5022; A0302)

Sitrat tampon pH: 6.0 (Bio-Optica, 15-M103; 3915)
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e Hidrojen Peroksit (H202) %3’lik (Thermo Sci, TA-125-HP; HP39948)

e Rat uyumlu Rabbit Polyclonal- Prolifere hiicre cekirdek antijeni (PCNA) primer
antikoru (Invitrogen, PA5-16797; S124414911)

e Rat uyumlu Rabbit Polyclonal- Vaskiler endotelyal biyume faktorli reseptori
(VEGFR)-1 primer antikoru (Abcam, ab2350; GR298076-5)

e Rat uyumlu Rabbit Polyclonal- Matriks metalloproteinaz (MMP)-2 primer antikoru
(Bioss, bs-0412R; 9E29M21)

e Rat uyumlu Rabbit Polyclonal- Doku matriks metalloproteinaz inhibitori (TIMP)-2
primer antikoru (Bioss, bs-0416R; 980709W)

e Anti-Rabbit HRP Sekonder kit (Thermo Sci, TP-125-HL; PHL170627)

e Diaminobenzedin (DAB) Substrati (Thermo Sci, TA-125-HD; HD31722)

3.2. Deneysel Ydntem

Calismamizda es siklustaki (didstrus) 8-10 haftalik, gebe olmayan, 200-250g agirliginda 26
adet Wistar Albino cinsi disi rat kullanildi. On calisma ile 2 denekte Asherman modeli
intrauterin yapisiklik histomorfolojik olarak goriintiilenerek kanitlandi; 24 denek ise deney
gruplarina dahil edildi. Ayrica kok hiicre ve eksozom eldesi i¢in 10 adet yenidogan disi

Wistar Albino cinsi rat kullanildi.

Deneklerin temini ve bakimi Gazi Universitesi Laboratuar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM) tarafindan saglandi. Yenidoganlardan uterus
eksizyonu GUDAM’da gerceklestirildi, uterus dokular1 kok hiicre ve eksozom izolasyonu
icin Digkapt Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Genetik Laboratuvari’na
transfer edildi ve analizleri bu merkezde yapildi. Kok hiicre ve eksozomlarinin
izolasyonundan sonra deneysel model olusturulmasi, kok hiicrelerin ve eksozomlarin

deneklere transplantasyonu da yine GUDAM’da yapildi.

Gruplandirma: Oncelikle denekler her bir grupta 6 rat olmak iizere 4 gruba ayrilds; ilk
gruptaki deneklerin uterus boynuzlart hi¢bir uygulama yapilmadan alindi ve “Kontrol
Grubu” (Grup I) olusturuldu; ikinci gruptaki deneklerin uterus boynuzlarinda Asherman
modeli i¢in uygulama yapildi ve “Asherman (Ash) Grubu” (Grup II) olusturuldu; {igiincii
gruptaki deneklerin uterus boynuzlarina Asherman modeli uygulandi ve uterus kaynakli
mezenkimal kok hiicre (UMKH) intrauterine (IU) yolla verilerek “Asherman + uMKH
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grubu” (Grup III) olusturuldu; dordiincii gruptaki deneklerin uterus boynuzlarina
Asherman modeli uygulandi ve uterus kaynakli mezenkimal kok hiicre eksozomlart
(UMKH-Eks) utero-tubal bileske hizasindan IU olarak verilerek Ash+uMKH-Eks grubu
(Grup 1V) olusturuldu (Sekil 3.1). Utero-tubal bileske hizasindan IU olarak verilen kok
hiicre ve eksozom transplantasyonu igleminden sonra abdomen sutur ile tekrar kapatildi.

Transplantasyondan 8 hafta sonra denekler sakrifiye edilip uterus dokular1 alindi.

Deney Gruplari:

Grup | (n=6) (Kontrol): Kontrol grubu

Grup Il (n=6) (Ash): Asherman grubu

Grup I (n=6) (Ash+uMKH): Asherman + uterus kaynakli mezenkimal kok hiicre

uygulanan grup

Grup IV (n=6) (Ash+uMKH-Eks): Asherman + uterus kaynakli mezenkimal kok hiicre

eksozomlar1 uygulanan grup

sol n=6 sag  sol n=6 sag sol n=6 sag sl n=6 sag
b A & A7 QA L
N e el Ay
i W W Wl
Kontrol Ash Ash+uMKH Ash+uMKH-Eks
Grup I Grup I1 Grup IIT Grup IV

Sekil 3.1. Deney gruplarinin sematik gosterimi

Deney Gruplarinin Olusturulmast:

Grup 1 (n=6): Kontrol Grubu; saglikli ratlara insiizyon islemi uygulanarak stres yaratildi.

Gruba ait ratlar 8 hafta sonra sakrifiye edildi.
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Grup 2 (n=6): Ash Grubu; Model olusturma uygulandiktan 8 hafta sonra gruba ait ratlar
sakrifiye edildi.

Grup 3 (n=6): Ash+uMKH Grubu; Asherman modeli uygulamasindan sonra ratlarin her bir
uterus boynuzuna 0.1 ml 1X PBS igerisinde BrdU isaretli 2x10° uterus kaynakli
mezenkimal kok hicre utero-tubal bileskeden intrauterin yolla verildi ve gruba ait ratlar

transplantasyondan 8 hafta sonra sakrifiye edildi.

Grup 4 (n=6): Ash+uMKH-Eks Grubu; Asherman modeli uygulamasindan sonra ratlarin
her bir uterus boynuzuna 2x10° uterus kaynakli mezenkimal kok hiicreden elde edilen
eksozomlar (25ug) 0.1 ml 1X PBS igerisinde utero-tubal bileskeden intrauterin yolla
verildi ve gruba ait ratlar transplantasyondan 8 hafta sonra sakrifiye edildi.

3.2.1. Uterin travma ile Asherman sendromu modelin olusturulmasi

Deneklere ketamin (45mg/kg) ve xylazine (5mg/kg) intramiskiler yolla enjekte edilip
anestezileri saglandiktan sonra ratlarin median hattindan laparatomi yapilarak uterus
boynuzlart agiga ¢ikarildi. Uterus boynuzlarini travmatize etmek icin utero-tubal
bileskeden insiizyon yapildi. 18G standart igne ucu utero-tubal bileskeden girilerek uterus
Iimeninin 2/3 iine kadar ilerletildi ve 4 kez rotasyon ve ¢ekme islemi ard arda 4’er defa
uygulandi (Resim 3.1). Travma igleminden sonra uterus abdomene yerlestirilerek, Maxon
Sentetik 4.0 sutur materyali ile abdomen kapatildi. Asherman modeli uygulamasindan 2
hafta (3 Ostrus siklusu) sonra denekler sakrifiye edilip uterus dokulari c¢ikartildi ve
histokimyasal yontemler uygulanarak model kanitlandi (Model olusumu travmatize

isleminden 2 hafta sonrasina denk gelmektedir).
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Resim 3.1. Uterin travma ile Asherman sendrom modeli olusturulmasi

3.2.2. Uterus kokenli mezenkimal kok hticrelerin izolasyonu

Wistar Albino cinsi yeni dogmus disi ratlarin (10 adet) batin bolgesi anestezi altinda agildi.
Uteruslar belirlenip ¢ikarildi. Doku 6rnekleri Dulbecco's Modified Eagle Medium (Low-
DMEM) soliisyonu i¢ine alinip explant yontemi ile kiigiik parcalara ayrildi. Kiigiik parcalar
T25 flasklara yerlestirilip, %5CO2’li inkiibatorde 15 dakika bekletildi. Daha sonra T25
flasklarin tizerine %20 Fetal Sigir Serum, %2 L-Glutamin cozeltisi, %1 Penicilin,
Streptomycin, Amphotericin ¢ozeltisi ve %77 Low-DMEM igeren besiyeri eklendi. Ug
giinde bir besiyeri degisimi yapilarak hiicrelerin gelisimi Leica D1000 inverted mikroskop
ile gdzlemlendi. 15 giin sonra hiicrelerin gelisimi de géz Oniinde bulundurularak pasaj

islemi yapildi (Sekil 3.2).
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Uterus dokularmm toplanmasi

Explant yontemi ile
dokunun yaklasik
1 mm?'likk
kiigiik parcalara
béliinmesi

Doku pargalarnm flask
tabanna yerlestirlmesi

Doku pargalarmdan disarya dogru bityiiyen kok hiicreler

Sekil 3.2. Explant yontemi ile mezenkimal kok hiicre izolasyonu islem basamaklari

3.2.3. Mezenkimal kok hiicrelerin pasajlanmasi

Hucreler, flask yuzeyinin %70-80’inini kaplayinca, bolinme hizlarinin azalmamasi igin
pasajlama islemleri yapildi. Hiicreler 1X PBS ile iki kez yikandiktan sonra flaska
9%0.05’lik tripsin solusyonu eklenerek 3-4 dakika 37°C’de inkiibe edilmek (zere
inkiibatore kaldirildi. inverted mikroskop altinda hiicrelerin flask zemininden kalkip
kalkmadig1 kontrol edildi. Flaska tripsin miktar1 ile es hacimde besiyeri eklenerek hafifce
karistirildi. Cozelti falkon tiipe alinarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifj edildi. Stipernatant
atilip tekrar besiyeri eklendi ve ikinci kez santifiij islemi yapildi. Hiicre sayimindan sonra
T25 flasklara ekim yapildi. Ikinci pasaj sonunda hiicrelerin bir kismi akim sitometride
tanimlama (CD45, CDI11b/c, CD44, CD90, yiizey belirtecleri) i¢in kullanilmak {izere

ayrilirken; bir kismi da farklilasma yontemleriyle adipojenik, osteojenik, kondrojenik
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farklilagtirma i¢in ayrildi. Kalan hiicrelerin de yarist eksozom eldesi icin ayrilirken; diger

kalan hiicreler dondurularak enjeksiyon islemine kadar -80°C’de saklandi.

3.2.4. Hiicrelerin dondurulmasi ve ¢oziilmesi:

Dondurma: Low-DMEM icerisinde, %10 dimetil silfoksit (DMSO) ve %40 FBS igeren
¢ozelti hazirlandi. Hiicreler ¢ozelti ile karistirildi ve kriyo tiiplere aktarilip 1 saat boyunca -
20 °C’de beklekletildikten sonra -80 °C’ye kaldirildi.

Cozme: Hicreler -80 °C’den ¢ikarilip 37 °C’lik su banyosuna konuldu. Falkon tiipiiniin
igerisine kiiltiir medyumu konulup hiicreler igine aktarildi. 5 dakika siiresince 1200 rpm’de
santrifij edildi ve canliliklart ile sayilart kontrol edilerek T25 flasklardaki kiiltiir

medyumuna ekildi.

3.2.5. Hiicrelerin sayim

Tripan mavisi gibi bazi boyalar zarar gérmiis hiicre zarindan sitoplazmaya geger ve hiicreyi
boyar [111]. Bu amagla bizim ¢alismamizda da hiicrelerin canlilik kontrolii ve sayimi igin

%0.1°1ik tripan mavisi soliisyonu kontrol amacl kullanildz.

Besiyerinden kaldirilan hiicreler falkon tiipe alind1 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atilip; 1ml hiicre medyumu eklenerek hiicreler siispanse edildi ve ependorf
icinde 1:1 oranda tripan mavisi eklendi. Tripan mavisi ile boyanan hiicreler Thoma lami
aracilif1 ile 151k mikroskobunda sayildi. Thoma lamindaki 16 biiyiik kare alanindaki tiim

hiicreler sayildi ve belirli diliisyon oraninda ml’deki hiicre sayisi belirlendi.

3.2.6. Akim (Flow) sitometri cihazinda mezenkimal kok hiicre tanimlamasi

Kullanilan Cihazlar:

- FACS ARIA 111 (Becton Dickinson and Company)

- Cell Quest Software (Becton Dickinson and Company, immunsitometri sistemi, Mac OS
X10.3.6/7R28)

- Santriftij (NUve, Turkiye)

- Vorteks (Nuve, Turkiye)
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Kullanilan Yiizey Belirtecleri:

- CD11b/c [integrin aM-aX chains/OX-42, R-Phycoerythrin (R-PE)] (BD Pharmingen,San
Diego)

- CD45 [Leukocyte Common Antigen/Ly-5, (PE)] (BD Pharmingen, San Diego)

- CD90 [Thy-1, Flurescein Isothiocyanate (FITC) ] (BD Pharmingen, San Diego)

- CD44 [Hyaluronate Receptér Cell Adhesion Molecule/H-CAM, (FITC) ] (BD

Pharmingen, San Diego)

Yikama Soliisyonu:

100 ml igin;
- 0.1 ml Na azid
-99.9 ml PBS

Her hiicre dizini i¢in 6 tiip kullanildi. Tiiplerin {izerine sirayla yiizey belirtecleri ve kontrol
(otofloresan kontrol/hiicrelere higbir yiizey belirteci eklenmeden hazirlanan tiip) yazilarak
etiketlendi. Daha sonra tiiplere hiicre konsantrasyonu 1x10° olacak sekilde 100’er pl hiicre
stspansiyonu konulup 10’ar pl yiizey belirtegleri (CD45, CDI11b/c, CD44, CD90)
eklenerek vortekslendi. 15 dakika 4°C’de karanlik ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyondan
sonra {lizerine 1 ml yikama soliisyonu eklenerek 1400 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve
siipernatant atildi. Hiicre ¢okeltisine tekrar 0.5 ml yikama soliisyonu eklenerek akim

sitometri cihazinda tanimlanda.

3.2.7. Mezenkimal kok hiicrelerin farkhilastirilmasi

Mezenkimal kok hiicrelerin adipojenik farklilastirilmasi

Adipojenik farklilasma i¢in “Adiposit Diferansiyasyon Basal Medyumu ve suplementi”
kullanild:. ikinci pasaja gelen hiicreler adiposit besiyeri ile ii¢ giinde bir besiyeri degisikligi
yapilip; iiclincii hafta sonunda Oil Red ile boyama islemi gerceklestirildi. Yag hiicreleri

Leica D1000 inverted mikroskobu ile gorunttlenip belirlendi.
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Mezenkimal kok hiicrelerin kondrojenik farklilastirilmasi

Kondrojenik farklilasma i¢in “Kondrosit Differansiyasyon Basal Medyumu ve suplementi”
kullamldi. Ikinci pasaja gelen hiicreler kondrosit besiyeri ile ii¢ giinde bir besiyeri
degisikligi yapilip; ti¢lincii hafta sonunda Alcian Blue ile boyama islemi gergeklestirildi.
Kondrosit hiicreleri Leica D1000 inverted mikroskobu ile gortntilenip belirlendi.

Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilastirilmasi

Osteojenik farklilagsma igin “Osteosit Differansiyasyon Basal Medyumu ve suplementi”
kullanilds. Ikinci pasaja gelen hiicreler osteosit besiyeri ile ii¢ giinde bir besiyeri degisikligi
yapildi. Ugiincii hafta sonunda Von Kossa ile boyama islemi gergeklestirildi ve Leica
D1000 inverted mikroskobu ile osteosit hiicreleri sitoplazmasindaki kalsiyum

depositlerinin siyaha boyanmasi ile belirlendi.
3.2.8. Kok hucrelerin BrdU ile etiketlenmesi

BrdU, S fazi boyunca boéliinen hiicrelerin DNA'sinda yer alir ve izole edilmis mezenkimal
kok htcrelerin in-vitro etiketlenmesini takiben; alict konaker igerisinde takip edilebilen ve
in-vivo caligmalar i¢in metodolojik bir ara¢ olarak kullanilabilen bir timin analogudur.
BrdU isaretli DNA, anti BrdU antikoru ile baglanmaktadir. Sonrasinda ise isaretli DNA’y1
gOrintiilemek i¢in uygun sekonder antibody kullanilir [112].

Ratlara mezenkimal kok hiicre enjeksiyonunun 6ncesinde hiicre sayimi yapilarak 1ml’de 2
milyon hiicreyi gegmemek iizere 1 ml i¢in 10 pl Bromodeoxyuridine (1X PBS iginde 1mM
BrdU) sollisyonu falkon tiiptn icerisinde eklendi. 2 saat siiresince 37°C’de ve %5 CO’li
inktbatorde inkube edildikten sonra 1200 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi. Stpernatant
atilip pellet {izerine PBS eklendi. 0,1 ml iginde 2x10° hiicre olacak sekilde siganlara

intrauterin olarak uygulanacak halde hazirlandi.

3.2.9. Eksozom eldesi ve protein miktar analizi

Uterus kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin eksozomlar1 hiicre kiiltiir mediasi i¢in uygun

olan “Total Exosome Isolation Kit” protokoltine gore elde edildi.



48

e Hiucreler, flask yizeyinin %70-80’inini kaplayinca FBS’li besiyeri ¢ekilip yerine
FBS’siz besiyeri eklendi ve 12 saat 37°C’de %5 CO: li inkiibatorde inkiibe edildi. FBS’siz
besiyeri kullanimi bu asamada ozellikle gereklidir. Bu asama, FBS yiiksek miktarda
eksozom igerdiginden dolay1 yalnizca hiicre kaynakli eksozomlari izole etmek i¢in gerekli
bir basamaktir.

e Inkiibasyonun ardindan hiicre kiiltiir medyumu falkon tiiplere aliip 2000 xg hizda 30
dakika santrifiij edilerek hiicre ve debrislerden uzaklastirildi.

e Santrifiij sonrasi supernatant kismi yeni bir falkon tiipe aktarildi.

e Hiicresiz kiiltiir medyasinin iizerine medya hacminin (her bir falkonda 10 ml olmak
iizere) yarisi oraninda Total Exosome Isolation Reagent (her bir falkona 5 ml olmak {izere)
eklendi. Pipetaj yapilarak karisimin homojen soliisyon haline gelmesi saglandi.

e Homojen karigim 2-8°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyondan sonra karisim 10000 xg hizda 2-8°C’de 1 saat santrif(ij edildi.

¢ Siipernatant kismi atildi.

e Her bir falkondaki eksozomlar igeren ve net bir sekilde ayirt edilemeyen pellet kismi
uzerine 1 ml 1X PBS eklenerek resuspanse edildi.

e Elde edilen eksozom silispansiyonunun bir kismi protein miktar analizi i¢in ayrilirken;
bir kism1 da elektron mikroskobide incelenmek iizere ayrildi. Kalan kismi ise enjeksiyon

sirasinda kullanilmak tizere -20°C’ye kaldirildi.

Bicinchoninic acid (BCA) Protein Miktar Analizi

Ekzozom izolasyonu isleminden sonra orneklerdeki protein miktar1 kolorimetrik 6l¢im
esasina dayanan BCA yontemi kullanilarak yapildi. 2x10° hiicreden elde edilen eksozomlar
0.1ml hacimde 1X PBS ile resuspanse edilerek protein miktar analizine sokuldu. Kisaca,
BSA standart 6rnekleri ve ekzozom igeren Orneklerden 5 pL alinarak diiz tabanli 96’ ik
kiiltiir kaplarina aktarildi. Ardindan herbir kuyucuga bakir igeren calisma ¢ozeltisinden
(1:50) 100 pL konularak karanlik ortamda 5-10 saniye g¢alkalayicida karigtirilip, karanlik
ortamda 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonucunda kiiltiir kuyucuklarinda
meydana gelen renk degisim absorbanst 562 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda
olglldu. Her bir 6rnekteki protein miktar1 BSA standartlar ile olusturulan standart egrileri

kullanilarak belirlendi. Tiim 6rnekler 3 tekrarli olarak ¢alisildi.
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BCA protein miktar analizi sonucunda 25ug/0.1ml degerinde eksozom igerigi tespit edildi.
Bu sekilde mezenkimal kok hucre uygulanan gruptaki hayvanlara verilecek olan hicre
sayisina (2X108 hiicre) es deger sekilde eksozom miktar1 da belirlendi. Kisaca, eksozom
transplantasyonu yapilacak ratlarin her bir uterus boynuzuna 100ul igerisinde 25ug

eksozom olacak sekilde uygulamasi yapilmak iizere hazirlandu.
3.2.10. Transmission elektron mikroskopi (TEM) yontemi

TEM yontemi, mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlarin morfolojik olarak
tanimlanmasinda kullanildi. Parafilm tizerinde 10 pl’lik damlaciklar olusturularak (Resim
3.2) elektron mikroskop takip-boyama islemi gergeklestirildi; sirasi ile asagidaki islemler

yapild:

e Parafilm iizerine 1:1 oranda %2’lik paraformaldehit ile 1X PBS ile resuspanse edilmis
eksozomal damla yerlestirildi.

e Nikel gridlerin kapl kisim eksozomlar1 iceren damlaya bakacak sekilde yerlestirildi ve
30 dk bekletildi.

e Parafilm {izerine 30pl lik 3 damla PBS yerlestirildi ve gridler siras1 ile PBS damlalari
iizerine yerlestirilerek yikandi.

e Parafilm iizerine damlatilan %1°’lik gluteraldehit ile gridler 5 dk inkube edildi.
Ardindan 5 damla distile su ile gridler parafilm iizerinde yikandi.

e Kontrast boyama i¢in parafilm iizerine yerlestirilen %2’lik Uranil Asetat ile 10 dk
muamele edildi.

e Grid yan ¢evrilerek kurutma kagidinda emdirildi ve ardindan gridin kaplamali yiizeyi
yukar1 bakacak sekilde emici kagidin tizerinde 5 dk kurumaya birakildi.

e ODTU Merkez Laboratuvari’'nda TEM mikroskopu (Fei Tecnai G2 spirit BioTwin;
@120kV; LaB6) ile eksozomlarin goriintiileri elde edildi.
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Resim 3.2. Parafilm (zerine 10 ul’lik damlaciklar olusturularak TEM takip ve boyama
yonteminin gerceklestirilmesi

3.2.11. Histokimyasal takip ve yontem

e Tiim deneklerden elde edilen uterus dokusu drnekleri 151k mikroskobik inceleme i¢in 72
saat sliresince % 10’ luk formaldehit sollisyonunda tespit edildi.

e Doku ornekleri kasetlere konularak akarsu altinda 24 saat siiresince yikandi.

e Suyun uzaklastirilmasi i¢in dokular artan alkol serilerinden (%50, %70, %80, %90,
%100) gecirildi ve sonrasinda dokular parlatilmalari amaciyla ksilole etkin birakildi.
Ardindan erimis parafine gomiildiiler.

e Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 4-5 pm kalinligindaki kesitlere tiim
gruplardaki her denege ait 6rnekler igin Hematoksilen-Eozin (H&E), Masson Trikrom
boyamalar1 yapildi. Kesitler, Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli gorintileme
sisteminde, Leica LAS V4.9 programinda degerlendirilerek resimleri ¢ekildi. H&E boyama
ile; genel doku yapist degerlendirildi. Masson trikrom boyama ile; fibrozis siddeti ve

yayginlig1 degerlendirildi.

Masson’s trikrom Uclii boyama yontemi

e Parafin bloklarindan aliman 4-5 um kalinh@mndaki kesitlerde 62°C’lik etlivde
deparafinizasyon islemi gergeklestirildi. Ardindan 2 kez 5 er dakika ksilole alinarak
deparafinizasyonlar1 tamamlandi.

o 2 kez 3’er dakika %100’llk etil alkolden; daha sonra sirasiyla %90, %80, %70 ve %50
azalan etil alkol serilerinden gegcirildi.

e Kesitler akan musluk suyunda 10 dakika yikama islemi yapildu.
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e Kesitlere GBL Masson Trikrom Boyama Kiti protokolii uygulandi.

Kisaca;

e Haematoxylin Weigert’s A ve Haematoxylin Weigert’s B soliisyonlar1 esit miktarda
karistirilarak Weigert Hematoksilen karigimi hazirlandi. Kesitler sudan gegirildikten sonra
Weigert’ s Demirli Hematoksilen ile 15 dk ¢ekirdek boyamasi yapildi.

e Lamlar iizerindeki ayirag uzaklastirildi ve oda sicakliginda 30 dk kurumaya birakildu.

e Doku kesitlerinin iizerine Pikrik asit ¢ozeltisi damlatildi ve 4 dk sonra distile suyla
yikandi.

e Doku kesitlerinin iizeri Gelincik kizili fuksin ¢ozeltisi damlatild1 ve 4 dk sonra distile
suyla yikandi.

e Doku Kesitlerinin tizeri Fosfomolibdik asit ¢6zeltisi damlatildi ve 10 dk bekletildi.

e Yikama asamasi yapilmadan Masson anilin mavisi ¢ozeltisi doku kesitlerinin {izerine
damlatild1 ve 7 dk sonra distile suyla yikandi.

¢ Yikanan kesitler alkol serilerinden gecirilerek ksilole alindi ve entellan ile kapatildi.

e Sonug olarak nukleuslar mavi-siyah; hiicre sitoplazmasi kirmizi; kollajenler ise mavi

renge boyandi.

Deneklere ait uterus kesitlerinde Masson’s trikrom boyamasiyla elde edilen X100’liik
blyultmedeki gorintilerde piksel sayimi prensibine dayali “Image J” programi ile mavi

pikseller sayild1 ve bu degerlere gore fibrozis alanlar yiizde olarak belirlendi.

3.2.12. immunohistokimyasal yontem

e Immiinohistokimyasal boyamalar igin olusturulan parafin bloklardan polilizinli lamlara
4-5 pm kalinhiginda kesitler alindi. Parafin bloklarindan alinan 4-5 um kalinhigindaki
kesitlerde 62°C’lik etiivde deparafinizasyon iglemi gerceklestirildi. Ardindan 2 kez 5° er
dakika ksilole alinarak deparafinizasyonlar1 tamamlandi.

o 2 kez 3’er dakika %100’liik etil alkolden; daha sonra sirasiyla %90, %80 ve %70 azalan
etil alkol serilerinden gegirildi.

e Dechidrate edilen kesitleri alkolden arindirmak i¢in kesitler 2 kez 5’er dakika distile
sudan gegirildi.

e Doku igerisinde formaldehitin kapattigi reseptdr bolgelerinin agiga cikarmak igin,
dokulara sitrat tamponu (pH 6.0) ile mikrodalga firinda retriver islemi uygulandi. Ardindan

20 dk sogumaya birakildu.
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e Dokular sitrattan arindirilmak i¢in 2 kez 5’er dakika distile sudan gegirildi.

e Dokularin etrafi PAP-pen ile cevrilenip; dokular 3 kez 3’er dakika PBS (Ph:7.4) ile
yikanda.

e Dokudaki endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek icin kesitler 15 dakika siresince
nemli ortamda %3’liik hidrojen peroksite etkin birakildi.

e Yikanan kesitlere 5 dakika UltraV block uygulanarak, 6zgiin olmayan baglanmalarin
engellenmesi saglandi.

e Bloklama asamasinin ardindan kesitler yikanmadan, uygun dilusyonda BrdU, PCNA,
VEGFR-1, MMP-2 ve TIMP-2 primer antikorlarina belirli siirelerde etkin birakilarak
inkiibasyonlar1 saglandi.

e Yikamanin ardindan kesitlere primer antikordan sonra 10 dakika biotinli sekonder
antikor uygulandi.

¢ Yikamanin ardindan kesitler 10 dakika streptavidin peroksidaz enzim kompleksine etkin
birakildi.

e Yikamanin ardindan kesit iizerine diaminobenzedin igeren (DAB) substrati eklenerek
yaklagik 5-10 dakika bekletilip mikroskop altinda gozle goriilebilir immiin tepkimenin
ortaya ¢ikmasi saglandi.

e Mayer’in hematoksilen’i kullanilarak zemin boyas1 yapildi.

e Immiinisaretli lamlar azalan alkol serilerinden ve ksilolden gegirildi.

e Kesitlerin tizeri lamel ile entallan medyumu kullanilarak kapatildi.

Kesitler Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli gorintileme sisteminde, Leica
LAS V4.9 programinda fotograflar1 ¢ekilerek degerlendirildi ve her primer antikor igin

immunohistokimyasal tutulum yogunluklari incelenerek istatistiksel veriler olusturuldu.

3.3. istatistiksel Yontem

Siirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu grafiksel olarak ve Shapiro-Wilk testi ile
incelendi. Normal dagilim sartin1 saglayan degiskenleri tanimlamak igin ortalama *
standart sapma; normal dagilim sartin1 saglamayan diger degiskenler icin ise ortanca

(ceyreklikler arasi genislik) degeri kullanilda.

Parametrik test varsayimlarini saglayan degiskenleri karsilagtirmak igin tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) uygulandi. ANOVA sonucunda fark bulundugunda farkin kaynagi

Bonferroni post-hoc testi ile arastirildi.
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Carpik verileri (nonparametrik) degiskenleri karsilastirmak i¢in Kruskal-Wallis testi
uygulandi. Fark bulundugunda farkli grubu belirleyebilmek igin Bonferroni duzeltmeli

Mann-Whitney testi ile post-hoc ikili karsilastirilmalari yapildi.

Istatistiksel analiz ve hesaplamalar IBM SPSS Statistics 21 (IBM Corp, NA, USA) ile
yapildi. Istatistiksel kararlarda p<0.05 degeri anlamli farkliligin gostergesi olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Asherman Sendromu Modeli Olusturulmasi

Asherman sendromu modeli uterin travma uygulamasi ile olusturulmustur. Model olusumu
travmatize igleminden 2 hafta sonrasina (3 Ostrus siklusu) denk geldigi i¢in bu siire
sonunda 2 rat sakrifiye edilmis ve uterus dokular1 incelenmek iizere ¢ikarilmigtir. Bu
dokularin rutin histolojik takipleri yapildiktan sonra H&E boyamasi yapilmistir. Bilgisayar
destekli goriintiileme sisteminde fotograflanarak model olusumu kanitlanmistir. Asherman
sendromu modeli olusturulan uterus dokularinda artan fibrosis, uterus bez sayisinda azalma

ile birlikte uterus limeninde darliklar ve tikanikliklar gézlendi (Resim 4.1 ve 4.2).

Resim 4.1. Asherman sendrom modelinde uterus bez sayisinda azalma ile birlikte uterus
liimeninde darliklar ve tikanikliklar (H&E, X40)
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Resim 4.2. Asherman sendrom modelinde uterus bez sayisinda azalma ile birlikte uterus
limeninde darliklar ve tikanikliklar (H&E, X100)

4.2. Akim Sitometri Cihazinda Hiicre Tanimlanmasi

Akim sitometri cihazinda kok hiicre tanimlama iglemi igin belirlenen yiizey belirtegleri
(CD45, CDI11b/c, CD44, CD90) kullanildi. Bu yiizey belirteglerinden CD45 ve CD11b/c
negatif olarak belirlenirken; CD44 ve CD90 pozitif olarak belirlendi (Sekil 4.1)
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Sekil 4.1. Akim sitometri cihazinda, yenidogan rat uterus kaynakli hiicrelerin mezenkimal

kok hiicrelere farklilagmasinin histogram grafigi ile gosterilmesi [PE-A ve FITC-
A negatif kontroller; CD45 (-); CD11b/c (-); CD44(+); CD90(+)].
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4.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklilasma Calismalari

Ikinci pasaja gelen hiicreler farklanma medyumlari ile 3 hafta boyunca gelistirildi. Ugiincii
hafta sonunda adiposit, kondrosit ve osteosit farklanmalarini gosterebilmek igin sirasiyla
oil red, alcian blue ve von kossa ile boyama islemi yapildi. Adiposit doniisiimii sitoplazma
icerisindeki lipit damlaciklarimin kirmizi renge boyanmasi ile belirlenirken; kondrosit
doniisimii de hyaluronic asit igeren ekstraseliiler matriksin mavi renge boyanmasi ile
belirlendi. Osteosit doniisiimii ise kalsiyum depositlerinin siyah boyanmasi ile gosterildi
(Resim 4.3).

Resim 4.3. Yenidogan rat uterus kokenli mezenkimal kok hiicrelerinin adiposit
doniislimiiniin o1l red boyas: ile (lipid damlaciklarmin kirmizi ile
boyanmasi) gosterilmesi; X400 (a), kondrosit doniisiimiiniin alcian blue
boyasi ile (ekstraseliiler matriksin mavi boyanmasi) gosterilmesi; X200 (b),
osteosit donilislimiiniin von kossa boyasi ile (kalsiyum depositlerinin siyah
boyanmasi) gosterilmesi; X20 (c)

4.4. Mezenkimal K6k Hucrelerin BrdU ile Etiketlenmesi

BrdU ile isaretli mezenkimal kok hiicreler belirlenen gruplara intrauterin yolla verilmistir.
Elde edilen doku kesitlerinin anti-BrdU ile boyanmasi ile isaretli bu hiicrelerin hasarli doku
bolgesine yerlestikleri gosterilmistir. Ayrica mezenkimal kok hicre transplantasyonu

yapilmayan gruplarda boyanma gozlenmemistir (Resim 4.4).
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Resim 4.4. Mezenkimal kok hiicre uygulanmayan gruplarda (a) BrdU pozitif hiicre
izlenmezken; BrdU isaretli mezenkimal kok hiicre uygulanan gruplarda
(b,c,d) stromada endometrial bez cevresinde (siyah oklar) ve miyometrium
tabakasinda (beyaz oklar) anti-BrdU pozitif hiicreler saptandi (DAB-
Hematoksilen, X400)

4.5. TEM Bulgulan

Gecirimli elektron mikroskopi yontemi, mezenkimal kok hucrelerden elde edilen
eksozomlarin varhigin1 ve morfolojilerini tanimlamak ic¢in kullanildi. Eksozomlarin
izolasyonu kiiltiir medyas1 protokoliine gore yapildi. Elde edilen siispanse haldeki 40-
100nm ¢apindaki eksozomlar TEM mikroskopu (Fei Tecnai G2 spirit BioTwin; @120kV)
ile gérintulendi (Resim 4.5).



——— 100 nm

Resim 4.5. Mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen eksozomlarin TEM goriintiileri

4.6. Histokimyasal ve Immunohistokimyasal Bulgular ve Istatistiksel

Degerlendirmeleri
4.6.1. H&E bulgulan

“Kontrol” grubuna ait uterus dokularinin tiim katmanlar1 didstrus evresine uygun olarak

normal histomorfolojik yap1 sergiledi (Resim 4.6).

“Ash” grubu endometriumlar1 degerlendirildiginde endometrial epitelin ¢ok algak kiibik
sekilli oldugu; endometrium fonksiyonaliste yok denecek kadar az endometrial bez varligs;

endometrial bazaliste ise ise bezlerin derin kisimlarinin yeraldig gozlendi (Resim 4.7).

“Ash+uMKH” grubunda endometrial epitelin daha yiiksek boylu oldugu; Asherman
goriiniimiiniin tamamen ortadan kalktigi; endometrium fonksiyonalis tabakasimin “Ash”
grubuna goére daha fazla sayida bez icerdigi; endometrium bazaliste ise endometrial

bezlerin derin kisimlarinin normal yap1 ve sayida yeraldig1 gézlendi (Resim 4.8).
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“Ash+uMKH-Eks” grubunda ise “Ash+uMKH” grubundaki gibi Asherman gorinumuinun
ortadan kalktig1; endometrial epitelin “Kontrol” grubundaki sekline benzer olarak yiliksek
prizmatik sekilli oldugu; endometrium fonksiyonalisteki ve endometrium bazalisteki

bezlerin yapisinin ise didstrus evresindeki yapiya benzer oldugu gézlendi (Resim 4.9).

500 pm

Resim 4.6. Kontrol grubuna ait uterus dokusu genel gorintist (H&E, X40)

500 pm

Resim 4.7. Asherman grubuna ait uterus dokusu genel gorintusi (H&E, X40)
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Resim 4.8. Ash+uMKH grubuna ait uterus dokusu genel gorintisi (H&E, X40)

500 pm

Resim 4.9. Ash+uMKH-Eks grubuna ait uterus dokusu genel gorintisi (H&E, X40)

4.6.2. Masson’s trikrom bulgular ve istatistiksel degerlendirmeleri

Tiim gruplara ait uterus kesitlerinden Masson’s trikrom boyamasi ile elde edilen X100’lik

bliyiiltmedeki goriintiiler kullanildi. “Image J” programi ile mavi piksellerin olusturdugu
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alanlarin, tiim alana gore orani yiizde olarak belirlendi. Bu degerlere gore fibrozis oranlari

belirlendi.

Uterusta fibrozis alan ortalamalari, “Kontrol” grubunda (Resim 4.10) 16,61 (4,57); “Ash”
grubunda (Resim 4.11) 49,25 (19,05); “Ash+uMKH” grubunda (Resim 4.12) 33,47
(16,89) ve “Ash+uMKH-Eks” grubunda (Resim 4.13) ise 21,62 (16,83) olarak saptandi
(Sekil 4.2). Kruskal-Wallis testi sonucu tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik
vardi (p<0,001). Farkli gruplar1 belirleyebilmek icin, Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney
testi ile gruplarin post-hoc ikili karsilastirmalari yapildi.

“Kontrol” grubu ile “Ash” grubu kiyaslandiginda, “Ash” grubu uterus fibrozis alanlari
“Kontrol” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artig gosterdi (p<0,001). “Kontrol”
grubu ile “Ash+uMKH” grubu kiyaslandiginda, “Ash+uMKH” grubu uterus fibrozis
alanlar1 “Kontrol” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterirken (p=0,011);
“Kontrol” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda, “Ash+uMKH-Eks” grubu
degerleri yiiksek olmasina ragmen, uterustaki fibrozis alanlar1 arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamsiz bulundu (p=1,000).

“Ash” grubu ile “Ash+uMKH” grubu kiyaslandiginda aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz iken (p=0,437); “Ash+uMKH” grubunda fibrotik alan oran1 daha diisiik bulundu.
“Ash” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda ise, “Ash+uMKH-Eks”

grubunda fibrotik alanlar istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (p=0,002).

“Ash+uMKH” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda “Ash+uMKH-Eks”
grubu degerleri daha diisiik olmasina ragmen, uterustaki fibrozis alanlar1 arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0,452).
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Sekil 4.2. Gruplara ait Masson’s trikrom boyamasi sonucu fibrotik alan ylzdeleri

Resim 4.10. Kontrol grubuna ait uterus dokusu genel goriintiisi (Masson’s trikrom, X40)
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500 uym

Resim 4.11. Asherman grubuna ait uterus dokusu genel goruntusi (Masson’s trikrom,
X40)

Resim 4.12. Ash+uMKH grubuna ait uterus dokusu genel goruntisi (Masson’s trikrom,
X40)
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Resim 4.13. Ash+uMKH grubuna ait uterus dokusu genel goruntisii (Masson’s trikrom,
X40)

4.6.3. Immunohistokimyasal bulgular ve istatistiksel degerlendirmeleri

PCNA bulgulari

Her denege ait PCNA antikoruna ait X400’liik biiyiiltemede toplan 100 hiicreden pozitif

tutulum gosteren hiicrelerin sayist ImageJ programu ile belirlendi.

PCNA immiintutulumuna ait degerler “Kontrol” grubunda (Resim 4.14) 10,8343,13;
“Ash” grubunda (Resim 4.15) 4,67+2,46; “Ash+uMKH” grubunda (Resim 4.16)
12,25+3,33 ve “Ash+uMKH-Eks” grubunda (Resim 4.17) ise 16,33+4,96 olarak saptandi
(Sekil 4.3). ANOVA testi sonucu tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik vardi
(p<0,001). Farkin kaynagi Bonferroni post-hoc testi ile arastirildi.

“Kontrol” grubu ile “Ash” grubu kiyaslandiginda, “Ash” grubunda immuntutulum orani
“Kontrol” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (p=0,001). “Kontrol”
grubu ile “Ash+uMKH” grubu kiyaslandiginda, “Ash+uMKH” grubu immuntutulum
degerleri daha yiiksek olmasina ragmen aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz

bulundu (p=1,000). “Kontrol” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda,
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“Ash+uMKH-Eks” grubunda immuntutulum oranit “Kontrol” grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli artig gosterdi (p=0,003).

“Ash” grubu ile “Ash+uMKH” grubu kiyaslandiginda, “Ash+uMKH” grubunda
immuntutulum orant “Ash” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterdi
(p<0,001). Aym sekilde “Ash” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda,
“Ash+uMKH-Eks” grubunda immuntutulum orani “Ash” grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml artig gdsterdi (p<0,001).

“Ash+uMKH” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda “Ash+uMKH-Eks”
grubunda immuntutulum oranit “Ash+uMKH” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

artig gosterdi (p=0,047).

30

T T T T
Kontrol Ash Ash+uMEH  Ash+uMKH-Eks

Sekil 4.3. Gruplara ait PCNA boyamasi sonucu immunpozitif hiicre sayisi
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Resim 4.14. Kontrol grubuna ait uterus dokusunda PCNA immiinigaretlemesi (DAB-
Hematoksilen, X40)

500 pm

Resim 4.15. Asherman grubuna ait uterus dokusunda PCNA immiinisaretlemesi (DAB-
Hematoksilen, X40)
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500 pm

Resim 4.16. Ash+uMKH grubuna ait uterus dokusunda PCNA immiinisaretlemesi (DAB-
Hematoksilen, X40)

Resim 4.17. Ash+uMKH-Eks grubuna ait uterus dokusunda PCNA immiinigaretlemesi
(DAB-Hematoksilen, X40)
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VEGFR-1 bulgulan

Her denege ait VEGFR-1 antikoruna ait pozitif tutulum/total alan orami yiizde olarak
Imagel programi ile hesaplandi. Programda X400’liik biiyiiltmeden elde edilen goriintiiler
kullanildi.

VEGFR-1 immiintutulumuna ait degerler “Kontrol” grubunda (Resim 4.18) 5,78 (3,77);
“Ash” grubunda (Resim 4.19) 2,92 (2,14); “Ash+uMKH” grubunda (Resim 4.20) 11,71
(5,37) ve “Ash+uMKH-Eks” grubunda (Resim 4.21) ise 9,29 (5,21) olarak saptandi1 (Sekil
4.4). Kruskal-Wallis testi sonucu tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik vardi
(p<0,001). Farkl1 gruplar1 belirleyebilmek i¢in, Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney testi

ile gruplarin post-hoc ikili karsilagtirmalar1 yapildi.

“Kontrol” grubu ile “Ash” grubu kiyaslandiginda, “Ash” grubunda immuntutulum oram
“Kontrol” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (p=0,023). “Kontrol”
grubu ile “Ash+uMKH” grubu kiyaslandiginda, “Ash+uMKH” grubu immuntutulum
degerleri yiiksek olmasina ragmen aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu
(p=0,079). “Kontrol” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda da,
“Ash+uMKH-Eks” grubu immuntutulum degerleri yiiksek olmasina ragmen aralarindaki

fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=1,000).

“Ash” grubu ile “Ash+uMKH” grubu kiyaslandiginda, “Ash+uMKH” grubunda
immuntutulum oran1 “Ash” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterdi
(p<0,001). Aym1 sekilde “Ash” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda,
“Ash+uMKH-Eks” grubunda immuntutulum orani1 “Ash” grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artis gosterdi (p<0,001).

“Ash+uMKH” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda “Ash+uMKH” grubu
degerleri daha yiiksek olmasmma ragmen, immuntutulum oranlarn arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0,918).
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Sekil 4.4. Gruplara ait VEGFR-1 boyamasi1 sonucu immunpozitif alan yiizdeleri

500 ym

Resim 4.18. Kontrol grubuna ait uterus dokusunda VEGFR-1 immiinisaretlemesi (DAB-
Hematoksilen, X40)
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500 pym

Resim 4.19. Asherman grubuna ait uterus dokusunda VEGFR-1 immiinisaretlemesi (DAB-
Hematoksilen, X40)

500 ym

Resim 4.20. Ash+uMKH grubuna ait uterus dokusunda VEGFR-1 immiinisaretlemesi
(DAB-Hematoksilen, X40)
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500 ym

Resim 4.21. Ash+uMKH-Eks grubuna ait uterus dokusunda VEGFR-1 immiinisaretlemesi
(DAB-Hematoksilen, X40)

MMP-2 bulgulari

Her denege ait MMP-2 antikoruna ait pozitif tutulum/total alan oran1 yiizde olarak ImagelJ

programi ile hesaplandi. Programda X400’lik biiyiiltmeden elde edilen goriintiiler
kullanildu.

TIMP-2 immiintutulumuna ait degerler “Kontrol” grubunda (Resim 4.22) 10,41+4,03;
“Ash” grubunda (Resim 4.23) 2,26+1,56; “Ash+uMKH” grubunda (Resim 4.24) 7,27+3,33
ve “Ash+uMKH-Eks” grubunda (Resim 4.25) ise 10,49+3,12 olarak saptandi (Sekil 4.5).
ANOVA testi sonucu tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik vardi (p<0,001).

Farkin kaynagi Bonferroni post-hoc testi ile arastirildi.

“Kontrol” grubu ile “Ash” grubu kiyaslandiginda, “Ash” grubunda immuntutulum orani
“Kontrol” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalma gdosterdi (p<<0,001). “Kontrol”
grubu ile “Ash+tuMKH” grubu kiyaslandiginda, “Ash+uMKH” grubu immuntutulum
degerleri daha diisiik olmasmma ragmen aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz
bulundu (p=0,112). “Kontrol” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda da,
“Ash+uMKH-Eks” grubu immuntutulum degerleri yiiksek olmasina ragmen aralarindaki

fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=1,000).
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“Ash” grubu ile “Ash+tuMKH” grubu kiyaslandiginda, “Ash+uMKH” grubunda
immuntutulum oran1 “Ash” grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis gosterdi
(p=0,002). Aynmi sekilde “Ash” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda,
“Ash+uMKH-Eks” grubunda immuntutulum orani1 “Ash” grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli artis gosterdi (p<0,001).

“Ash+uMKH” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda “Ash+uMKH” grubu
degerleri daha diislik olmasina ragmen, immuntutulum oranlar1 arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamsiz bulundu (p=0,096).
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Sekil 4.5. Gruplara ait MMP-2 boyamasi sonucu immunpozitif alan yilizdeleri
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500 ym

Resim 4.22. Kontrol grubuna ait uterus dokusunda MMP-2 immiinisaretlemesi (DAB-
Hematoksilen, X40)

Resim 4.23. Asherman grubuna ait uterus dokusunda MMP-2 immiinisaretlemesi (DAB-
Hematoksilen, X40)
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500 pm

Resim 4.24. Ash+uMKH grubuna ait uterus dokusunda MMP-2 immiinisaretlemesi (DAB-
Hematoksilen, X40)

500 pm

Resim 4.25. Ash+uMKH-Eks grubuna ait uterus dokusunda MMP-2 immiinisaretlemesi
(DAB-Hematoksilen, X40)
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TIMP-2 bulgulan

Her denege ait TIMP-2 antikoruna ait pozitif tutulum/total alan oran1 yilizde olarak Imagel
programi ile hesaplandi. Programda X400’lik biiyiiltmeden elde edilen goriintiiler
kullanildi.

TIMP-2 immiintutulumuna ait degerler “Kontrol” grubunda (Resim 4.26) 5,55 (2,75);
“Ash” grubunda (Resim 4.27) 5,89 (2,39); “Ash+uMKH” grubunda (Resim 4.28) 5,02
(2,79) ve “Ash+uMKH-Eks” grubunda (Resim 4.29) ise 4,12 (1,80) olarak saptand1 (Sekil
4.6). Kruskal-Wallis testi sonucu tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik vardi
(p<0,001). Farkl1 gruplar1 belirleyebilmek i¢in, Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney testi

ile gruplarin post-hoc ikili karsilagtirmalar1 yapildi.

“Kontrol” grubu ile “Ash” grubu kiyaslandiginda, “Ash” grubu immuntutulum degerleri
yiiksek olmasina ragmen aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=1,000).
“Kontrol” grubu ile Ash+tuMKH” grubu kiyaslandiginda, “Ash+uMKH” grubu
immuntutulum degerleri daha diigiik olmasina ragmen aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (p=1,000). “Kontrol” grubu ile Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda
da, “Ash+uMKH-Eks” grubu immuntutulum degerleri daha diisiik olmasina ragmen

aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=0,702).

“Ash” grubu ile AshtuMKH” grubu kiyaslandiginda da, “Ash+uMKH” grubu
immuntutulum degerleri daha diigiik olmasina ragmen aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulundu (p=0,099). “Ash” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda,
“Ash+uMKH-Eks” grubunda immuntutulum orani1 “Ash” grubuna gore istatistiksel olarak

anlaml1 azalma gosterdi (p=0,030).

“Ash+uMKH” grubu ile “Ash+uMKH-Eks” grubu kiyaslandiginda “Ash+tuMKH-Eks”
grubu degerleri daha diisiik olmasina ragmen, immuntutulum oranlar1 arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p=1,000).
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Sekil 4.6. Gruplara ait TIMP-2 boyamas1 sonucu immunpozitif alan yiizdeleri

Resim 4.26. Kontrol grubuna ait uterus dokusunda TIMP-2 immiinisaretlemesi (DAB-
Hematoksilen, X40)
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Resim 4.27. Asherman grubuna ait uterus dokusunda TIMP-2 immiinisaretlemesi (DAB-
Hematoksilen, X40)

Resim 4.28. Ash+uMKH grubuna ait uterus dokusunda TIMP-2 immiinisaretlemesi (DAB-
Hematoksilen, X40)
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Resim 4.29. Ash+uMKH-Eks grubuna ait uterus dokusunda TIMP-2 immiinisaretlemesi
(DAB-Hematoksilen, X40)

Bu bulgularla “Ash” grubunda fibrozisin arttigi hem histokimyasal hem de
immunohistokimyasal olarak belirlendi. MMP-2 immuntutulumu “Ash+uMKH-EKs”
grubunda en yiksek olmakla birlikte; tedavi gruplarinda “Ash” grubuna kiyasla yiiksek
olarak belirlendi.  Antifibrotik belirteclerden olan TIMP-2 bulgular1 ise MMP-2

bulgularinin tam tersiydi.

Asherman sendromu nedeniyle uterinal dokuda hicresel dizeyde proliferasyon
degerlendirildiginde “Ash” grubundaki PCNA pozitif hiicre sayisi “Kontrol” grubuna
kiyasla olduk¢a azdi. Ancak “Kontrol” ile “Ash+uMKH” grubunun PCNA tutlumu
karsilagtirildiginda fark goézlenmezken; “Ash+uMKH-EKs” grubu “Kontrol” grubuna gore

anlamli olarak artis gostermekteydi.

Asherman sendromu nedeniyle uterinal dokuda vaskiilarizasyon degerlendirildiginde ise
“Kontrol” grubu ile karsilagtirildiginda “Ash” grubunda VEGFR-1 pozitif tutulum oldukga
azdi. Ancak tedavi gruplart “Ash” grubuyla karsilastirildiginda VEGFR-1 immantutulumu

“Ash+uMKH” grubunda daha fazla olmak (zere onu eksozom grubu izlemekteydi.

Sonug¢ olarak olusturdugumuz Asherman modelinde tipik Asherman sendromunun

histomorfolojik bulgularinin tiimiiniin gozlendigi; tedavi gruplarinda ise hasarin onarildig
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saptandi. “Ash+uMKH” grubunda VEGFR-1 ifadelenmesinin “Ash+uMKH-EKs” grubuna
gore yliksek olmasi vaskiilarizasyon siirecinin; yani doku onarimi siirecinin heniiz
tamamlanmamis oldugu seklinde yorumlandi. Siire¢ tamamlanmamakla birlikte sonug
morfolojik  bulguya  yansimaktaydi.  “Ash+uMKH-Eks” grubunda VEGFR-1
ifadelenmesinin “Ash+uMKH” grubuna goére daha az olmasi1 da vaskiilarizasyon siirecinin
tiimiiyle tamamlandigini1 gdstermekteydi. Bu bulgular 15181nda eksozom uygulamast doku

diizeyinde Asherman sendromunun hasarini daha kisa siirede onarmustir.
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5. TARTISMA

Intrauterin adezyon tamimu ilk olarak 1894’te Heinrich Fritsch tarafindan postpartum
kiiretaj sonras1 sekonder amenoreli hastalarda yapilmistir. 50 y1l boyunca ¢ok sayida vaka
raporlanmis; 1948°de ise Joseph Asherman [UA iliskili belirtileri ve sikligm ilk defa rapor
etmistir. Daha sonra ‘Asherman Sendromu’ terimi IUA vakalarini tanimlamak icin
kullanilmaya baglanmistir. Asherman sendromu, uterin kavitede adezyon formasyonu ile
karakterize bir durumdur. Bu hastaliga sahip kadinlar, siklikla infertilite, menstriiel
diizensizlikler ve tekrarlayan gebelik kayiplart ile miicadele etmektedir [1-4]. Asherman
sendromu teshisinde histeroskopi yontemi altin standart olarak kullanilmakla birlikte;
transvajinal ultrasonografi, histerosalpingografi ya da salin inflizyon sonohisterografi
yontemleri gibi metodlar da kullanilmaktadir [3, 5]. Tamisal dogrulugu heniiz kesin
olmamakla birlikte intrauterin yapisikliklar: tespit etmek i¢in ayrica manyetik rezonans

(MR) gorintileme yontemi de kullanilabilmektedir [10].

Asherman sendromu tedavisi ve yardimci yontemleri giinlimiizde cesitlilik kazanmustir.
Histerotomi, agik cerrahi islem uygulanarak uterus duvarmin agilmasi prensibine dayali
yontemdir. Ancak giiniimiizde histeroskopik yaklasim biiyiik risklerinden dolay1 tercih
edilmemektedir. Bu yaklagim ayrica ¢ok karmasik bir olguda uygulanabilmektedir [6, 9].
Bugiline kadar terapotik yaklasimlardan en fazla kullanilan diger bir yontem de dilatasyon
ve kiiretaj islemi olmustur. Ancak korlemesine yapilan bu islemin dogruluk orani ¢ok
diistiktlir ve rahim perforasyon riskini yiikselten bir tedavi segenegidir [8]. Bu yontemlerin
yerine histeroskopi tekniklerinin kullanilmas1 giiniimiizde kabul gormektedir. Histeroskopi,
intrauterin adezyon tanisin1 dogrulamasinin yanisira tedavi olanagi da saglamaktadir.
Histeroskopi sirasinda adezyon formasyonun tekrarlanmasi, uterin perforasyon, hemoraji
ve enfeksiyon gibi bircok komplikasyon izlenebilmektedir [8, 13, 14]. Asherman sendromu
her gegen gun artan sezaryen ve endometrial cerrahi iglemler ile goriilme siklig1 artan bir

sorun haline gelmistir. Bu nedenlerle yeni tedavi olanaklar1 arastirilmaktadir.

Asherman sendrom modelini s1vi fenol musilaj uygulamasi ile olusturan bir grup arastirici,
histomorfolojik olarak dokuyu incelediklerinde, H&E boyama ile uterus limeninin oldukca
dar oldugunu ve abnormal morfolojik yap1 sergiledigini gostermislerdir. Ayrica masson
boyamasi1 yaparak endometriumda yiiksek seviyelerde mavi boyanmanin oldugunu;

dolayisiyla fizbrozisin gelistigi gostermislerdir [113].
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Bizim calismamizda da, uterin travma uygulamasi ile olusturulan Asherman sendromu
modelindeki rat uterus dokularinda H&E boyama ile artan fibrosis, uterus bez sayisinda

azalma ile birlikte uterus liimeninde darliklar ve yer yer tikanikliklar gézlendi.

Kong ve arkadaskar1 2017 yilinda didstrus evresindeki endometriumu kazima yontemi ile
intauterin adezyon modeli olusturduklar1 bir rat ¢alismasinda tedavi i¢in ince bagirsak
submokozasi (SIS) hiicrelerinin uzaklastirilmasi ile elde edilen bir ¢ok biyolojik faktor
iceren ekstraseliiler matriksini kullanmiglardir. Calisma sonunda histomorfolojik
degerlendirmeler ile [lUA ve SIS grubu kiyaslandiginda endometrium kalinhigmnin SIS
tedavi grubunda arttig1; ancak endometrial bez sayis1 iki grupta da benzer oldugu
gozlenmistir. Masson boyamasi ile fibrotik alanlar degerlendirildiginde ise tedavi grubunda
bu degerin IUA grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalma gosterdigini
belirtmiglerdir. Ayrica gebelik c¢iktilar1 degerlendirildiginde de tedavi grubunda
implantasyon %100 oraninda saglanmasina ek olarak fetiis sayilar1 kiyaslandiginda anlamli
olarak artig gosterdigini belirtmislerdir. Sonug¢ olarak bu calismada SIS uygulamasinin
epitelyal hiicre proliferasyonunu ve migrasyonunu sagladigi, fibrozisi de inhibe ederek

IUA bulgularin1 geri ¢evirdigi vurgulanmistir [114].

Kuramoto ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptiklari bir ¢aligmada, rat oral mukozal
dokudan elde ederek olusturduklar1 oral mukozal epitelyal hiicre tabakasini uterus
endometriumunu kazimak suretiyle olusturduklar1 ITUA modelli rat uteruslari transplante
etmislerdir. Calisma sonuglarina gore, transplantasyondan sonra IUA modelinde gériinen
uterus liimeni darligmin ve tikamikligimin olmadigr tomografi goriintiilenmesi ile
gosterilmistir. Histomorfolohik olarak da proliferasyon ile endometrial epitelin ve
fonksiyonel tabakanin tekrar olustugu, transplantasonun 1. ve 2. Giinlerinde nétrofilik

infiltrasyonun tedavi grubunda anlamli sekilde azaldigi belirtilmistir [115].

Arastiricilarin Asherman sendromunu uterus dokusunda mekanik hasar yaratarak fare
modelinde olusturduklarin1 endometrial fibrozisi gostererek kanitladiklart 2016 yilinda
yayinladiklar1 bir ¢alismada, yiiksek molekiiler agirlikli hyaluronik asit uygulamasi ile
tedaviye yanit verdigini gostermislerdir. Bu ¢alismada, fibrotik bulgular masson trikrom
boyamasi ile gosterilmis; fibrotik belirteclerden TGFB1, bag doku biliylime faktori
(CTGF), kollagen 1 ve Il immunohistokimyasal ve western blot yontemi ile de
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desteklemislerdir. Sonuglarinda her bir parametre icin yliksek molekiiler agirlikli

hyaluronik asit uygulanan grupta fibrozisin anlamli derecede azaldigi gosterilmistir [116].

Cervello ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alisma ile farelerde olusturduklari Asherman
sendrom modelinde fibrozis degerlendirilmis. Calismada masson trikrom boyama ile
Asherman grubunda kollagen ve glikozaminoglikan birikiminin belirgin sekilde arttigi

gosterilmistir [117].

Kilic ve arkadaslar1 2014 yilinda galismalarinda uterus boynuzlarina trikloroasetik asit
enjeksiyonu ile deneysel olarak Asherman rat modeli olusturduklar1 ¢alismalarinda, ajan
enjeksiyonundan 2 hafta sonra uteruslarda isik mikroskobik yontemler ile intrauterin
sinesiyi gozlemlemisglerdir. Asherman grubunda fibrozis degerlerinin ¢ok yiiksek oldugu;
vaskiiler proliferasyonun ve VEGF ekspresyonunun ¢ok diisiik oldugu belirtilmistir. Ayrica
Asherman grubunda uterus dokusundaki proliferasyondan sorumlu belirtecleri olan PCNA
ve Ki-67 ifadelenmesinin de diisiik seviyelerde oldugu immunohistokimyasal yontemlerle

gosterilmistir [118].

Calismamizda  Asherman  grubu  uteruslar1 masson trikrom  boyamast ile
degerlendirildiginde fibrozis alanlar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artig
gosterdi  (p<0,001). Asherman gruplarinda fibrozis immunohistokimyasal yodntemle
incelendiginde de, MMP-2 tutulumu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
azalma gosterirken; TIMP-2 tutulumu kontrol grubuna gore yiksekti. Bu bulgular ile
olusturdugumuz Asherman rat modelinin fibrotik bir yap1 sergiledigi gosterilmistir. Ayrica
literatiirdeki diiger calismalarla da uyumlu olarak, proliferatif belirteg olan PCNA ve
angiogenez belirteci olan VEGFR-1 ekspresyonlart Asherman gruplarina ait uterus

dokularinda 6nemli derecede azalma gosterdi.

Kok hicreler farklanmadiklari igin belirli bir dokuya ait 6zelliklere sahip degillerdir. Bu
hiicreler aldiklar1 sinyallere gore farkli fonksiyonlardaki hiicrelere doniisebilirler. Bu
sayede hasarli dokuya transplante edildiginde dokuyu islevsel hale getirebilirler [64, 65].
Mezenkimal kok hiicreler yetiskin, fetiis ve yenidogana ait ¢esitli doku ve organlardan elde
edilebilmektedir. Mezenkimal kok hiicrelerin antijenik aktiviteleri distiktiir. T ve B
lenfosit, dogal oldiiriicii hiicre aktivasyonunu baskilayip; dendritik hiicrelerin antijen

sunma Ozelliklerini azaltirlar. Bu 6zellikleri ile anti-inflamatuar ve anti-apoptotik mediator
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salmimina yol agarak immun modiilator 6zellik gosterirler [16, 17]. Mezenkimal kok
hiicrelerin birgok farkli doku hiicresine doniigsebilmesi, hasarli dokuya migrasyonlari, gé¢
ettikleri hasarli bolgedeki hiicrelerle flizyona girmeleri gibi bircok 6zellik bu hiicreleri
ayricalikli kilmaktadir. Ayrica ¢ok cesitli faktér ve kemokinler salgilayarak doku tamirine
destek olmalari, non-immunojenik &zellikte olmalari ve anjiyojenik, antiapoptotik,
antiinflamatuvar etki gostermeleri hiicresel tedaviler icinde mezenkimal kok hicrelerin 6ne

¢ikmasini saglamaktadir [18, 19].

Fetal ya da yenidogan doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler eriskin kaynakli
mezenkimal kok hucrelerden daha etkin olarak tanimlanmaktadirlar. Hipoimmiinojenik
ozellikleri de bu hiicreleri gelecegin klinik uygulamalarinda gii¢lii birer hiicre tedavi araci

olarak 6ne ¢ikarmaktadir [71].

Endometrial mezenkimal kok hiicrelerin tanimlanmasi i¢in endometrial rejenerasyon
caligmalariyla endometrial stem / progenitdr hiicreler endometriumun hem fonksiyonel

hem de bazal tabakalarinda yeraldigi gosterilmistir [54, 93, 94].

Tan ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, ciddi Asherman bulgular1 olan
7 infertil kadina otolog olarak menstrual kan kaynakli stromal hiicreleri (2X108 hiicre/ml)
transplante ederek tedaviyi planlamiglardir. Transplantasyondan once ¢ok ince olan
endometrium kalinliklari; transplantasyondan sonra 5 hastada 7-8mm’ye kadar artan
endometrium kalinliklarin1 belirlemislerdir. Bu artisin da embriyo implantasyonu igin
gerekli seviye oldugunu bildirmisler. Bu hastalarin 1 tanesi transplantasyondan 3,5 ay
sonra kendiliginden gebe kalmistir. Diger hastalarin 2 tanesinde de embriyo transferi

sonrasinda basarili gebelik gézlenmistir [119].

Alawadhi ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklar1 bir caligmada uterin travma ile
olusturduklar1 Asherman sendromlu fare modelinde kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicre uygulamasinin etkinligini incelemislerdir. Calismada 1X107 kok hiicreyi intravenéz
yolla uygulamiglar ve transplantasyondan 3 ay sonra uterus dokular1 incenmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde, Asherman grubunda %40-80 gibi ¢ok yiksek seviyelerde olan
fibrozis gosterilmis ve kok hiicre uygulamasi ile fibrozisin azaldigini histomorfolojik

olarak belirtmiglerdir. Bu c¢alismada ayrica gebelik c¢iktilar1 da degerlendirilmistir.
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Asherman grubunda gebelik orant %30 seviyelerinde iken; kok hiicre transplante edilen

grupta %90’a ulasan gebelik oran1 saptanmigtir [120].

Bir grup caligmaci tarafindan 2016 yilinda yapilan pilot kohort ¢alismasi ile Asherman
sendromlu hastalara otolog CD133+ kemik iligi kaynakli kok hiicre uygulamasi
degerlendirilmistir. 16 hasta ile ¢alisma sonuclandirilmistir. Bu hastalara yaklasik 124
milyon hiicre transplante etmisler ve transplantasyondan sonra 2. ve 6. aylarda endometrial
kalinliklar1 degerlendirildiginde baglangigta 4.2 mm civarinda olan kalinliklar 6.7 mm ye
kadar arttignt gozlemlenmistir. Ayrica CD31 belirteci ile neoanjiogenik etki
immunohistokimyasal yolla degerlendirildiginde, 6zellikle transplantasyondan 3 ay sonra

kan damar1 sayisinin arttigini ve anjiyogenezin saglandigini vurgulamislardir [121].

Singh ve arkadaglarinin 2014 yilinda yayinladiklart Asherman sendromlu hasta iceren
prospektif vaka seri caligmalarinda, otolog olarak kemik iliginden elde edilen kok
hicrelerin uterin kaviteye transplante edilmesi sonucu endometrial rejenerasyon
degerlendirilmis ve eksojen oral Ostrojen tedavisi ile birlikte 3., 6. ve 9. aylarda
endometrial kalinlik Olgiimii yapilmistir. Baslangigta 1.38 mm civar1 kalinhigi olan
endometrium; 3., 6. ve 9. aylarda siras1 ile 4.05; 5.46 ve 5.48 mm kalinligima ulastig1
belirtilmistir. Otolog kok hiicre uygulamasi implantasyon i¢in gerekli olan endometrial

rejenerasyonu sagladigi 6 hastadan 5 tanesinde gosterilmistir [122].

Kilic ve arkadaglar1 2014 yilinda deneysel olarak Asherman rat modeli olusturduklar
caligmalarinda adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre uygulamasi ile tedaviyi
amaclamislardir. Calismada 2X10° mezenkimal kok hiicre intrauterin ve intraperitoneal
yolla transplante edilmis ve 8 hafta sonra dokular inceleme i¢in alinmistir. Yalin
mezenkimal kok hicre tedavisi uygulanan grupta ve mezenkimal kok hicre ile éstrojenin
birlikte kullanildig1 tedavi grubunda Asherman grubuna gore fibrozisin 6nemli derecede
azaldigi; VEGF, PCNA ve Ki-67 ekspresyonunun artis gosterdigi belirtilmistir. Ek olarak
tedavi gruplar1 arasinda mezenkimal kok hiicre ile Ostrojenin birlikte kullanildigi tedavi

grubundaki olumlu etkilerin daha fazla oldugunu vurgulamislardir [118].

Cervello ve arkadaglar1 Asherman sendromlu fare modeline intrauterin ve intravendz yolla
insan CDI133+ kemik iligi kokenli kok hiicre uygulamasi ile dokuda proliferasyonu

degerlendirmislerdir. Degerlendirmeler ile, intrauterin transplantasyon sonrasi dokudaki
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Ki-67 ekspresyonu tedavi oncesindeki %14 seviyesinin %23 seviyelerine kadar ¢iktig;
inravendz transplantasyondan sonra ise %7 seviyelerinden %?20 seviyelerinde kadar

ulastig1 gosterilmistir [117].

Calismamizda uterus kaynakli mezenkimal kok hiicre uygulamasi yapilan Asherman
sendromlu grupta endometrial epitelin daha yiiksek boylu oldugu ve Asherman
goriiniimiiniin ortadan kalktig1; endometrium fonksiyonalis tabakasinin Asherman grubuna
gore daha fazla sayida bez igerdigi gozlendi. Ayrica uMKH uygulanan grupta fibrozis
alanlar1 Asherman grubuna gore azalma gosterdi. Fibrozis ayrica fibrotik ve antifibrotik
belirtecler ile immunohistokimyasal yolla degerlendirildiginde de, uMKH uygulanan
grupta MMP-2 ekspresyonunun Asherman grubuna gore artis gosterdigi ve TIMP-2
ekspresyonunun ise azaldigr bulundu. uMKH uygulamasi ile angiyogenez VEGFR-1
ekspresyonu ile analiz edildiginde bu belirtecin ifadelenmesinin Asherman grubuna gore
artis gosterdigi; proliferasyon ise PCNA ekspresyonu ile gosterildiginde bu belirtecin

ifadelenmesinin de Asherman grubuna gore arttig1 bulunmustur.

Kok hiicre tedavisi giinlimiizde basar1 ile sonug¢lanan tedavi yontemi olarak One
¢ikmaktadir. Bu basarinin  biiyikk bir kismi kok hiicrelerin  parakrin etkileri ile
gerceklestigini gOsteren bir¢ok calismada bulunmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerin
parakrin etkilerinin aslinda hiicreden disina salinan ekstraseliiler vezikiiller tarafindan
saglandigi anlasilmistir. Ekstraseliiler vezikiiller hiicreler arasi iletisimde oldukca
onemlidir. Ekstraseliiler vezikiillerin ¢ogu aslinda 40-100 nm c¢apindaki eksozomlardir.
Eksozomlarin igerikleri olan mRNA, miRNA ve diger proteinler ile hedef hiicreler
etkilenir. Eksozomlar kan, amniyotik sivi, idrar gibi birgok viicut sivilarindan elde

edilebildikleri gibi; hiicre kiiltiirii mediumlarindan da elde edilmektedir [20-23, 97-99].

Mezenkimal kok hiicre kaynakli eksozomlarin terapdtik etkileri lizerine odaklanan ¢ok
fazla sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar genellikle karaciger, bobrek ve kalp gibi
organlarda hasar olusturularak sonugta fibrotik yap1 sergileyen modellerde

gerceklestirilmigtir [99, 123].

Li ve arkadaglar1 2012 yilinda yayinladiklar1 ve karbon tetraklorid uygulamasi ile karaciger
fibrozu olusturduklar1 fare modelli ¢calismalarinda umblikal kord kaynakli mezenkimal kok

hiicrelerden elde ettikleri 250 pg miktardaki eksozomlar1 direkt olarak karacigere
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transplante etmislerdir. Transplantasyondan 3 hafta sonra tedavisiz gruplara gore kok hiicre
eksozomlart uygulanan grupta fibrozisin anlamli derecede azaldigin1i serum TGFf1
seviyesini Olcerek gostermislerdir. Ayni sekilde kollagen I ve III seviyelerinin de anlamli
sekilde azaldigim1 gostererek eksozomlarin antifibrotik etkilerini ortaya koymuslardir

[109].

Kronik bobrek hastaligi iizerine calisan bir grup arastirict 2011 yilindaki ¢aligmalarinda
ratlarda olusturduklari iskemi-reperfiizyon hasarindan sonra mezenkimal kok hiicrelerden
elde edilen mikrovezikiil uygulamasi yapmislardir. Akut bobrek hasarli ratlara intravenoz
yolla 30 pg ekstraseliiler vezikiil transplante edilmistir. Sonuglarinda apoptotik tiibiiler
hiicrelerinin ~ sayisinin  azaldigmmi ve tiibiiler hiicre proliferasyonunun arttigin

gostermislerdir [124].

Ratlarda akut miyokardiyal enfarktiis modeli ¢alisan Bian ve arkadaslar1 2014 yilindaki
calismalarinda 2X10° mezenkimal kok hiicrelerden elde ettikleri ekstraseluler vezikiilleri
(80pg) intramiyokardiyal yolla transplante etmislerdir. Bu ¢alisma ile dokudaki enfarktiis
alanlarinin azaldigimi ve proliferasyonun arttigini belirtmislerdir [125]. Ayrica birg¢ok
caligma ile eksozom transplantasyonu sonucu kardiyovaskiiler hastaliklarda angiyogenezin

artig gosterdigi belirtilmistir [126, 127].

Biz de ¢aligmamizda genis ¢apli literature aragtirmamizdan sonra 25ug/100ul doz olarak

belirledigimiz eksozomlari intrauterin olarak transplante ettik.

Timmers ve arkadaslarinin 2007 yilinda yaptigi kardiyak iskemi-reperflizyon domuz
modelini igeren ¢alismada mezenkimal kok hiicre medium uygulamasinin miyakardial
infarktts boyutunun oldukca yiksek oranda azaldigi gosterilmistir [107]. Fareler tizerinde
yapilan bir ¢aligmada mezenkimal kok hiicre medium uygulamasinin miyakardial infarktiis

boyutunu %40 oranda azalttigin1 gosteren bagka calismalar da bulunmaktadir [108].

Kok hicrelerin parakrin etkilerini gostermek adina, mezenkimal kok hiicre kiiltiirlerinden
elde edilen kiiltir mediumlarinin kardiyomiyositlere uygulandigi ¢alismada Bcl-2/Bax
oraninin arttig1, caspase-3 aktivasyonunun ve sitokrom c saliniminin azaldigi; dolayisiyla

apoptozun inhibe oldugu gosterilmistir [128].
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Insan kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen ekstraseliiler
veziikiillerin etkilerini akut bobrek hasari olan hayvan modelinde inceleyen bir ¢aligsmada,
tibliler hiicrelerdeki proliferasyonun arttigint ve hem morfolojik hem de fonksiyonel

acidan iyilesmelerin gbzlendigi belirtilmektedir [129].

Farelerde kronik bobrek hasar modelleri ile yapilan caligmalarda, mezenkimal kok
hiicrelerin ve bu hiicrelerin ekstraseliiler vezikiillerinin etkileri karsilastirtlmistir. He ve
arkadagslarinin 2012 yilinda yaptig1 bu ¢alismada her iki tedavi grubunda da fibrozisin ve

tiibiiler atrofinin azaldig1 gosterilmistir [130].

Ankersmit ve arkadaslar1 kan mononiikleer hiicrelerini apoptoza ugratarak ekstraseliiler
vezikiillerin agiga c¢ikmasini saglayarak elde ettikleri mediumlart akut miyokardial
infarktusli fareler {izerinde denedikleri ¢alismada MMP-9, VEGF ve interlokin (IL)-8

ekspresyonlarinda artis oldugunu gostermislerdir [131].

Mezenkimal kok hiicre mediumlarinin angiogenezisi tetikledigini gosteren c¢alismalar da
bulunmaktadir. Bian ve arkadaslart 2014 yilindaki caligmalarinda mezenkimal kok
hicrelerden elde ettikleri ekstraseluler vezikullerin hem invivoda hem de invitroda
neoangiogenezisi arttirdigini, insan umblikal veni endotel hiicre gociinii ve tiip

formasyonunu tesvik ettigini gostermislerdir [125].

Bizim c¢alismamizda uterus kaynaklt mezenkimal kok hiicrelerden elde edilden
eksozomlarin uygulandigi Asherman grubunda Asherman goriiniimiiniin ortadan kalktig1;
endometrial epitelin kontrol grubundaki sekline benzer olarak yiiksek prizmatik sekilli
oldugu; endometrium fonksiyonalisteki ve endometrium bazalisteki bezlerin yapisinin ise
didstrus  evresindeki  yapiya benzer oldugu gozlendi. Dokudaki fibrozis
degerlendirildiginde ise, eksozom uygulanan grupta fibrotik alan oran1 Asherman grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi. Fibrotik belirtegler olan MMP-2 ve
TIMP-2 ekpsresyonu degerlendirildiginde ise, eksozom uygulanan grupta MMP-2
degerlerinin Asherman grubuna goére anlamli olarak arttigi; TIMP-2 degerlerinin ise
Asherman grubuna gore anlamli olarak azaldigi bulundu. Angiogenetik bir belirte¢ olan
VEGFR-1 ekspresyonunun ve proliferasyon belirteci olan PCNA ekspresyonunun eksozom

uygulamasi ile dokuda artig1 saptanmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Asherman sendromu Ulkemizde sezaryen dogum ve endometrial cerrahi islemler ile
goriilme siklig1 artan bir sorun haline gelmistir. Bu nedenle caligmanin literatiire
saglayacagi katki onemlidir. Clinkii Asherman sendromunda kdk hiicre transplantasyonu
ile ilgili caligmalar yakin zamanda litertiirde yer almis olsa da olusan fibrozis ile ilgili
mekanizmalar tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle Asherman sendromunun neden
oldugu fibrozis sonucu olusan infertilitede fibrozisin Onlenmesini saglayacak yeni
yaklagimlar Asherman kaynakli infertilitede gebelik oranlarinin arttirilmasinda énemli bir

bakis acis1 saglayacaktir.
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