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Tekrarlanan Kok Hiicre Uygulamasinin Deneysel Asherman Modeli Uzerine
Etkisi Ile Implantasyon ve Gebelikte Goriilen Sonuclari

Ogrencinin Adi: Samil OZTURK
Damsmani: Prof. Dr. Mehmet {brahim TUGLU
Anabilim Dali: Histoloji-Embriyoloji

1. OZET

Amag: Calismamizda kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin (KIMKH), sicanlarda
meydana getirilen Asherman sendromu modellemesinde olusan adezyonun ortadan
kaldirilmasi ve blastokistin endometriyuma implantasyonunda ki rolii ile bu siiregte
yer alan molekiiller iizerine etkilerinin incelenmesi amaclandi.

Gere¢ ve Yontem: Asherman modeli kimyasal olarak olusturularak tedavisi;
besiyeri (BY), kemik iligi kaynakli mezenkimal k&k hiicre (KIMKH) ve 48 saatlik
besiyeri (Nis) ile saglanmaya ¢aligilan dort farkli grup olusturuldu. Birinci grup (G1);
Asherman+ BY, ikinci grup (G2); Asherman + Nis, li¢giincii grup (G3); Asherman +
KIMKH ve dérdiincii grup (G4); Asherman + KIMKH + Nis olarak ayrildi. Her bir
grup kendi igerisinde ti¢ alt gruba ayrilarak, histokimyasal olarak hematoksilen-eozin
ve masson trikrom boyamlar1 ile imunohistokmyasal olarak ise TGF-B1, PCNA,
eNOS, VEGF, Stro-1, c-Kit, Laminin, Fibronektin, L- Selektin boyamalar1 yapildi.
Apoptozis i¢in ise TUNEL boymasi yapildi.

Bulgular: Gruplarin hem histolojik hemde yeni dogan sayisina gére morfolojik
degerlendirmelerinde KIMKH ve KIMKH + Nis verilen gruplarda diger gruplara
gore istatistiksel olarak anlamli fark (p<0,05) saptanmistir. KIMKH ile Nisinin uterin
adezyonlarda yapisikliklart ortadan kaldirabildigi, endometriyumu implantasyon i¢in
daha uygun hale getirdigi saptandi.

Sonuclar: Tedavi gruplarinda endometriyal kalinligin, bez sayismnin ve
vaskiilarizasyonun artmasi, fibr6z alanlarin azalmasi, adeziv alanlarda da
embryolarin implante olmast ve yeni dogan sayisinin artmis olmasi deneysel
Asherman ¢alismlarinin klinige tasinmabilmesi agisindan {imit vericidir. KIMKH ve
Nis uygulamalarinin, infertiliteye neden olan mekanizmalarin igerisinde yer alan
adezyon molekiilleri iizerinden tedavi ile klinige katki saglayabilecegi gosterildi.
Anahtar Sozciikler: Asherman, Implantasyon, Kemik iligi kaynakli mezenkimal

kok hiicre, Histoloji.



Title: Effects of Repeated Stem Cell Application on Experimental Asherman
Model and Results in Implantation and Pregnancy
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Department: Histology-Embryology

2. ABSTRACT

Aim: In our study, it was aimed to investigate the role of bone marrow-derived
mesenchymal stem cells (BMDSC) in the model of Asherman's syndrome brought to
the rats, removal of adhesion from the center and the role of blastocyst in
endometrium implantation and effects on the molecules involved in this process.

Materials and Method: The Asherman model is chemically formed. Therapy;
four different groups were set up to be provided nurtient (BY), bone marrow-derived
mesenchymal stem cells (BMDSC), and 48-hour nutrient (Nish). First group (G1);
Asherman + BY, second group (G2); Asherman + Niche, third group (G3);
Asherman + BMDSC and fourth group (G4); Asherman + BMDSC + Niche. Each
group was divided into three subgroups and histochemically staining were performed
hematoxylin-eosin and masson trichrome and immunohistochemical staining such as
TGF-B1, PCNA, eNOS, VEGF, Stro-1, c-Kit, Laminin, Fibronectin and L-Selectin.
Also TUNEL staining was performed for apoptosis.

Results: Statistically significant difference (p <0,05) was found between the
groups in terms of both histologic and neonatal morphologic evaluations in BMDSC
and BMDSC + Niche groups compared to the other groups. It was found that
BMDSC and Niche of could remove the adhesions in uterine adhesions, making the
endometrium more efficient for implantation.

Conclusion: The therapeutic properties of BMDSC’s in endometrial injuries,
increased thickness of the endometrium, number of glands and vascularization,
reduction of fibrous areas, implantation of embryos in the adhesive areas, and
increased number of newborns are promising for the transfer of experimental
Asherman studies to the clinic. It has been shown that BMDSC and Niche
applications may contribute to clinic through treatment of adhesion molecules in the
mechanisms causing infertility.

Key Words: Ascherman, Implantation, Bone marrow-derived stem cell, Histology
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3. GIRIS

Asherman sendromu (AS), hem gebelik komplikasyonlar1 hemde fazlaca
jinekolojik operasyonlardan sonra meydana gelebilen intrauterin adezyon (IUA)
durumudur. Son yillarda artan prevalansi sebebiyle alternatif tedavi arayislari
siirmektedir (Yuksel ve ark. 2014). intrauterin adezyonlar veya AS, teshis edilen
vaka sayisinin her gecen giin artmasi ile birlikte ¢ok yonli eksikliklerin ortaya
¢ikmasina sebep olan bir durumdur. Siklikla rahim kiirtajindan sonra ortaya ¢iksa da,
herhangi bir rahim ameliyati AS'a sebep olabilir. AS'lu birgok kadinin amenore ya da
hipomenoreas: var, fakat bazilarinin menstriiel diizeyi normal seyredebilmektedir.
Menstriiasyon goremeyen kadinlarda endometriyumda sikisip kalan kan donemine
bagli adet agrilarina ve eslik eden retrograd menstriiasyon, endometriozise sebep
olabilir. AS’lu kadinlarin ¢ogu menstriiel bozukluklarin yaninda infertilite veya
tekrarlayan spontan diisiik ile basvururlar. Son yarim yiizyilda histeroskopi bu
durumu teshis ve tedavi etmek icin standart bir tedavi yontemi haline gelmistir.
Yapiskanlik ve skar olusumun 6nlenmesi i¢in ¢esitli teknikler ileri siiriilmiistiir. Sunu
sOylemek gerekir ki mevcut sartlarda en etkili olani, minyatiir makasin adezyoliz i¢in
kullanilmas1 ve operasyondan hemen sonra endometriyum iginde bir balon stentinin
yerlestirilmesi gibi goriiniiyor (March 2010).

Son yillarda ki klinik uygulamalarda AS ve IUA’lar esanlamli olarak
kullanilirlar. Fakat buna ragmen AS’u i¢in menstriiel diizensizlik, normal olmayan
plasentasyon ve pelvik agr1 sikayetlerin olmasida gerekir. AS nun insidansi ¢ok genis
bir asemptomatik hasta grubundan dolay1 bilinmemektedir. Tesadiifen tespiti yapilan
vakalardan, dogum sonrasi kiirtaj yapilan vakalara kadar genis bir yelpaze
diistintildiigiinde %0.3 ile %21.5 arasi insidans bildirilmistir (Deans ve Abbott 2010).

Implantasyon, blastokist asamasidaki zigotun annenin endometriyumuna
girerek gebeligin baslamasini saglayan bir olaylar biitiiniidiir. Bu karmasik siirecte,
hem endometriyumdan hem de blastokistten kaynaklanan bir¢ok molekiiler ve
hiicresel mekanizmanin aktif rol oynadigi bildirilmektedir (Guzeloglu-Kayisli ve ark.
2007). Hem normal gebelik hemde in vitro fertilizasyon (IVF) ile elde edilmeye
calisilan gebelikler sirasinda implantasyonun gerceklesmemesi onemli bir sorunu
beraberinde getirmektedir. Bu nedenle implantasyondaki basarisizliklar onemli

infertilite sorunlarindan biridir ve basarisizliklar bu sorunlarin hemen hemen %



50’sinde rol almaktadir. implantasyon asamlarinda hem endometriyum hem de
embriyoda meydana gelen herhangi bir hasar veya molekiiler diizeydeki eksiklikler,
implantasyon basarisizligmma ve dolayisiyla diigiiklere neden oldugu bilinmekle
beraber bunun tedavisine yonelik caligmalar hizla devam etmektedir (Guzeloglu-
Kayisli ve ark. 2007).

Kok hiicrelerin kendi kendini yenileyebilme, farklilagabilme, ¢ogalabilme, doku
ve organlari olusturabilme yeteneklerinden dolayr organ nakillerinde, bir¢ok
hastaligin tedavisinde veya olumsuz yan etkileri bilinen ilaglara alternatif olarak
kullanilma olanagi bulunmaktadir. Simdilerde tedavi amagli kullanilmak iizere,
bircok kaynaktan kok hiicre elde edilebilmektedir. Uzerinde de en fazla calisma
yapilan kaynaklar hematopoietik, embriyonik kok hiicreler ve mezenkimal kok
hiicreleri igeren kemik iligi kaynakli kok hiicrelerdir. Insan embriyonik kok
hiicrelerinin, diyabet, Parkinson, kalp yetmezligi, ndrodejenratif yaralanmalar,
osteogenezis imperfekta gibi bircok hastaligin tedavisi amaciyla kullanildig:
calismalar heniiz deneysel asamadadir; c¢linkii embriyonik kok hiicrelerin
transplantasyondan 6nce hedef doku hiicrelerine farklilasmis olmasi gerekmektedir
(Jiang ve ark. 2006; Kollar ve ark. 2009; Hu ve ark. 2010). Calismamizda, bu
bilgilerin 15181 altinda, farklilasmanmis kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin  intraperitoneal olarak uygulanmasindan sonra  endometriyum
reseptivitesine ve blastokistin implantasyonuna etkileri arastirilmustir.

Kok hiicreler organizmanin kendi biinyesinde bulundurdugu kolayca elde edilen
ve gesitli faktorler aracihign ile farklilastirilabilen progenitdr hiicrelerdir. Intrauterin
adeyzon ya da AS teshisi konulmus hastalarda cerrahi ve hormonal tedaviye
alternatif ve daha fazla etkili olacak yeni tedavi sekillerinin gelistirlmesi gelecek i¢in
vazgecilmez goriinmektedir. Ciinkii her gegen giin kiirtaj sayisi, gerek iilkemizde
gerekse diinyada c¢ok fazla artis gostermistir. Ayni zamanda rutin jinekolojik
muayenler sirasinda da uterin dokunun hasar gérmesi kaginilmaz olabilmektedir. Son
on yildaki kok hiicre caligmalar1 o kadar hizli gelisme gostermistir ki, tedavisi
imkansiz gibi goriinen kanserden metabolik hastaliklara hatta romatizmal ve
norodejeneratif hastaliklara kadar care arayanlarin umutlarini artirmistir. Ciinkii bu
hiicreler kendilerinin disinda salgiladigi faktorler ile nis denilen bir mikro c¢evre

olusturarak 6zellikle basta kanser hiicrelerinde olmak tizere diger hiicreleri olumlu



yonde etkiledikleri bilinmektedir (Oikawa 2016). Bu noktada arastirmasin
yaptigimiz konu lizerinden endometriyal hasarlarda cerrahi yontemlere ve medikal
tedavilere alternatif olarak kok hiicre tedavisinin etkileri iizerinde duruldu. AS’da
adezyonlarin ayrilmasinda ideal bir teknik yok. Fakat amag tamamen uterin kavitenin
normallesmesidir. Ayrica eslik eden semptomlarin diizeltilmesi ve tekrar adezyon
olusumunun Onlenmesine yonelikte tedavi denenir. Calismada kok hiicreleri
kulanarak AS’nun neden oldugu epitel yapisikligi ortadan kaldirarak doku hasarinin
rejenere edilmesi ve infertilite engelinin asilmasi hedeflenmistir.

Bu ¢alismada siganlarda intrauterin adezyon olusumunu tanimlayan AS modeli
kimyasal olarak olusturularak, ayni tiirlin erkek si¢anlarin tibia ve femur kemiginden
izole edilen kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerle tedavi siireci takip
edilmis ve implantasyon ve gebelikte meydana gelen degisiklikler histopatolojik
parametrelerle degerlendirilmistir. Tedavi edici etkisi bir¢ok ¢alismada ortaya
konulan kok hiicrelerin Asherman iizerinde tedavi edici 6zelliklerinin olup olmadigi
ortaya konulmustur. Asherman sonrasi endometriyum histolojisi rutin  ve
histokimyasal boyamalarla ve immiinohistokimyasal olarak kok hiicre; Stro-1 ve c-
kit ile, matriks degisiklikleri; laminin ve fibronektin ile, embriyo etkisi; L-selektin
ile, damarlanma; VEGF ile, hiicre cogalmasi; PCNA ile, rejenerasyon; TGF B-1 ile,
oksidatif stres; NOS’la ve apoptoz; TUNEL ile H-score iizerinden arastirilmustir.



4. GENEL BILGILER

4.1. ASHERMAN SENDROMU (INTRAUTERIN ADEZYON)

4.1.1 Tamim Ve Insidans

Intrauterin adezyon (IUA veya Asherman Sendromu) 1894 yilinda Fritsch
tarafindan tamimlanmugtir (March 1995). Hastalik tablosunu ilk kez “travmatik
amenore” olarak tanimlayan Dr. Joseph G. Asherman’mn oldugu igin Asherman
Sendromu (AS) olarak ifade edilmektedir (Asherman 1948). Bazi vyazarlar,
'‘Asherman sendromu' terimini, amenore hastalari, uteruslart1 tamamen tikanmis
olanlar veya yakin zamanda sezeryanla (cerrahi operasyonla) dogum yapan hastalar
icin tamimlamay1 ongérmiislerdir. Bazilar1 ise 'intrauterin adezyon (IUA)' terimini
kullanir; bu terim daha agik ve daha agiklayicidir, ancak uterus duvarlari arasinda
lifli kopriiler olmaksizin endometriyumun yiizey eksikligine sahip olan hastalar
istisnayi durumdur. Boyle durumu olan kadinlar benzer sekilde adet kanamalari,
infertilite, tekrarlayan gebelik kaybi, rahimde biiyiime kisitlamasi, implantasyonda
sorunlar ve yapisikliklart olan diger gebelik komplikasyonlarii gegirmektedirler
(March 2010). AS, gebelik komplikasyonlartya veya pek c¢ok jinekolojik
ameliyatlardan sonra da meydana gelebilen uterin yapisiklik soru olarak karsimiza
cikmaktadir. Insidansindaki artis nedeniylealternatif tedavi arayislari siirmektedir
(Yuksel ve ark 2014). IUA veya AS, teshis edilen saymin her gegen giin artmasr ile
beraber ¢ok yonlii eksikliklerin ortaya c¢ikmasina sebep olan bir tabloyu ortaya
cikarmaktadir. Genellikle rahim kiirtajindan sonra ortaya ciksa da, herhangi bir
jinekolojik ameliyat AS'a neden olabilir. AS'lu pek ¢ok kadinin amenore ya da
hipomenoreasi olmakta, ancak bazilarinin adet seyirleri normal olabilmektedir. Adet
goremeyen kadinlarda sikisip kalan kan donemine bagh adetsel pelvik agrilara ve
eslik eden retrograd menstrilasyon endometriozise neden olabilir. Menstriiel
bozukluklara ek olarak, AS’lu kadinlarin ¢ogu infertilite veya tekrarlayan spontan
diisiik ile bagvururlar.

[UA’larin  gercek insidanst genis bir hasta grubunun olmasindan dolayi
bilinmemektedir. Tesadiifen tespit edilen vakalardan, dogum sonrasi kiirtaj yapilan
vakalar ve diger ¢ok genis bir spektrumlar degerlendirildiginde, %0,3-21,5 arasi
insidans bildirilmistir (Yu ve ark. 2008). {UA’larin obstetrik tipi olmayan sebepleri
igerisinde, kiiretaj (%1,6), uterin septum rezeksiyonu (%6,7), histeroskopik
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myomektomi (%31-45), abdominal myomektomi (%21,3) bulunmaktadir. Bunlarin
disinda ¢ok az sebepler; pelvik radyoterapi, uterin arter embolizasyonu ve pelvik
tiiberkiilozdur (Deans ve Abbott 2010; Roman ve ark. 2005).

Sekil 4.1.1.1 Asherman Sendromu (intrauterin adezyon) sematik goriiniim.
(http://planbwellness.com/adhesion. Erigim; 04.11.2018)

4.1.2. Tam

Kiiretaj isleminden sonra daha dnceden herhangi bir yakinmasi olmayan bir
kadinda asagidaki bulgularin ortaya ¢ikmasi durumunda AS’u ilk olarak
distiniilmelidir.

» Adetsizlik (amenore %42)

» Menstiiel kanama miktarinin azalmasi

> Infertilite (%63)

» Tekrarlayan abortus

Yukaridaki durumlarin varliginda ve daha once kiiretajin oykiide saptanmasi
durumunda AS’u akla gelmelidir. Bazen jinekolojik muayenede higbir bulguya
rastlanmayabilir. Klasik ultrasonografide endometriyum normale yakin izlenebilir.
Ancak uterus igine sivi verilerek incelenen ultrasonografide uterus boslugunda
yapigikliklar izlenebilir.  Teshis konulurken sonohisterografi, ultrasonografi,
histerosalpingografi (HSG) ve histeroskopi kullanilmaktadir. Kesin tanist rahim filmi
HSG ile rahatlikla konulabilir (Magos 2002).


http://planbwellness.com/adhesion

4.1.3. Etyolojik faktorler

IUA sebebi, endometriyuma hasar verecek her olay olabilir. 1856° da IUA
olgusunu igeren arastirmalarindaki vakalarin %67°sinin diisiik veya erken gebelik
kaybiyla iligkili kiiretaj sonrasi gelistigi belirlenmistir (Schenker ve Margalioth
1982). Bu ¢alisamaya gére missed abortus vakalar1 %31 inkomplet abortus vakalari
% 6,4 oraninda IUA’larin nedenleridir. Inkomplet abortus olgusunda tibbi ve cerrahi
tedaviler olacak sekilde rastgele bolerek tedavi ettikleri calismada ise medikal tedavi
olgularinin 6. Ayin sonunda histeroskopik izlenimlerinde yapisiklik saptanmamigken,
cerrahi tedavi uygulanan olgularin (%7,7) adeziv yapiyla karsilasilmistir (Tam ve
ark. 2002). Tekrarlayan diisiiklerde de %39' lara varan oranda IUA tespit edilmistir
(Ventolini ve ark. 2004). Friedler ve arkadaslar1 yaptiklari g¢aligmada, kiiretaj
sayisindaki artisin adezyon sikliginin ve adezyonlarin ciddiyetinin artirdigini rapor
etmislerdir (Friedler ve ark. 1993). Enfeksiyonlarin olusturdugu ortamin adezyon
olusumuna etkisi tartismali olsada, adezyon olusum siirecini arttirabilecegi
konusundaki goriisii daha baskindir (Kodaman ve Arici 2007).

Sezeryanlarinda %2 oraninda [UA’lara sebep oldugu tespit edilmistir.
Postpartum kanamalar %9 civarinda TUA’lara neden olabilmektedir. Dogumdan
sonraki kiiretaj uygulanan vakalarda ise bu oran %40'lara kadar yiikselmektedir.
Ozellikle dogumdan sonra ilk dért hafta ¢ok onemlidir. Bu haftalar arasinda
uygulanan kiiretajlar daha ciddi ve daha ¢ok siklikla IlUA’a yol agarken, dogumdan
sonraki ilk 48 saat igerisndeki kiiretaj olgurinda, bu donemdeki yiiksek Ostrojen
seviyesi nebebiyle daha az yapisiklik meydana gelmesine neden olmaktadir
(Schenker ve Margalioth 1982).

4.1.4. Patolojik bulgular

AS patolojisinde endometriumda fibrozis hakimiyeti ¢ok fazladir. Bezlerde tipik
olarak inaktif kiibokolumnar epitel izlenir. Stratum fonksiyonalis ve bazalis tabakasi
biribiri igerisine ge¢mistir. Fonksiyonel tabaka; hormonal uyariya cevapsiz kalan bir
katmanli bir yapiya biriiniir. Avaskiilarizasyon artar ve fibrozis nedeniyle
miyometriyum kontraktilitesinde azalma ve damarlanmada azalma goriiliir. Bundan

dolay1 cinsiyet steroidleri endometriyum dokusuna etkisini gosterememektedir.



4.1.5. Tedavi

Son 40 yildir histeroskopi bu durumu teshis ve tedavi etmek icin standart bir
yontem haline gelmistir. Yapigkanlastirma ve skar olusumun 6nlenmesi i¢in ¢esitli
teknikler One siiriilmiistiir. Mevcut sartlarda en etkili olani, minyatiir makasin
adezyoliz i¢in kullanilmasi ve ameliyattan hemen sonra rahim iginde bir balon
stentinin yerlestirilmesi gibi gorilinliyor. Ayrica postometrik Ostrojen tedavisi,
endometriyum yeniden biiylimesini tesvik etmek igin verilir. Hastalarin hamile
kalmaya c¢alismadan Once servikal yetersizlik, plasenta akretasi ve intrauterin
biiyiime kisitlamasini dikkatle izlenmesi ve takip ¢alismalari zorunludur (March
2010).

[UA’larin tedavisinde histeroskopi en &nemli tedavi ydntemini olusturur.
Operatif histerokop yardimiyla mikro makaslarin kullanimi endometriyumdaki hasari
azaltir. Ayrica endometriyal harabiyet durumunda yiizeysel yaralanma riski, diger
adezyolizis yontemlerine kiyasla daha az olmasi sebebiyle oncelik verilir. Adezyon
acma islemi merkezden ve asagidan baslanir ve ince yapisikliklar her zaman 6ncelik
sahibidir. Daha derinlerde ueterin kavitenin iyice agilmasi saglanir ve son olarak
perforasyon goriilme orani olduk¢a yiiksek olan lateral adezyonlar acilir. Boylece
uterus kavitesi normallestirilir (Thomson ve ark. 2007). Histeroskopik adezyon
acilmasi esnasinda %?2-5 oraninda perforasyon, hemoraji %6-27 goriiliirken,
operasyondan sonra sivi-elektrolit dengesindeki bozukluk nedeniyle servikal
yetmezlik benzeri klinik tablolarda bildirilmistir (Friedler ve ark. 1993). Adezyolizis
isleminden sonra erken gebelik kayiplari %20 olup normale yakin oranda
bulunmustur. Siiresi uzayan durumlarda da intrauterin gelisme geriligi, plasentasyon
anomalileri, erken dogum (%40-50) ve uterin riiptir komplikasyonlari
goriilebilmektedir. Riiptiirler islem esnasinda perforasyonlu vakalarda daha sik
goriilmektedir (Yasmin ve Adeghe 2004; Shiau ve ark. 2005). Oykiisiinde AS undan
dolay1 histeroskopik cerrahi operasyon gegirmis hamilelikler yiiksek riskli kabul

edilmeli, ii¢iincii trimester 6zellikle yakindan takip edilmelidir.

4.1.6. Yardimc1 Yontemler

IUA veya AS tedavisinde tekrar adezyon olusumlari operasyon basarisini
golgeler ve lezyon ciddiyetiyle direkt iliskilidir. Biitiin vakalar i¢in %3.1- 23.5,
ciddiyeti daha ciddi vakalar i¢in %20-62.5 tekrarlayan adezyon rapor edlmistir.



Histereskopik islem sonrasinda rahim ici ara¢ (RIA), uterin yiizeylerin temasini
engelleyen fiziksel engelleme yapar. RiA’lar adezyolizizden sonra yeniden adezyon
formasyonunu 6nledigini bildiren ¢ok sayida makale olmasina ragmen birinci sinif
bir ¢alisma heniiz bulunmamaktadir. RIA’nin kullanilan tipi arastirmalarla 6nemi
ortaya ¢ikarilmistir. Copper T modelleri igin uterusta inflamatuar yaniti
tetikleyebilecekleri bildirilmistir. Ayrica kiigiik olduklar1 igin uterin yiizeylerin
temasini engelleyemedikleri ileri stirlilmiistiir (Yu 2008; Deans ve Abbott 2010).
RiA’ler arasinda loop en iyi model gibi goriilsede bir ¢ok iilkede kullanilmamaktadir.
Baskilayict etkilerinden dolay1 igeriginde Levonorgestrel bulunan sistemler
endometriyumda kullanilmamalidir. Uterin kavite iginde Foley balon kateterinin
sisirilerek 3-10 giin durdugunda bazi ¢alismalar tarafindan TUA’un tekrar olusmasini
onlemede etkili oldugu bildirilmistir. RIA ile Foley balon kateteri kiyaslandiginda
Foley balon RIA uygulamasina gore normal menstriiasyonu diizenlemede daha etkili
bulunmustur (Orhue ve ark. 2003). Fakat Foley kateterin servikal kanalda asendan
enfeksiyona yol acabildigi ve sismis balonun basing yaparak endometriyum
rejenerasyonu iizerine olumsuz etkisinin olacagida unutulmamalidir.

Yapilan ¢alismalardan bir baskasinda yeni ¢ikarilmis amnion zarinin bir foley
kateter balonunun etrafinda sarili sekilde uterus kavitesinde iki hafta tutuldugunda
%48 oraninda hafif derecede adezyonlar goriilmiistir (Amer ve Abd-El-Maeboud
2006). Baska bir calismada ise Hyaluronik asit jelin endometrial yiizeyleri 72 saatte
birbirinden uzak tutabildigi gosterilmistir. Bu ¢alismada ayrica operasyon sonrasi jel
uygulanan hastalarin (%14) ve kontrol grubunda ise (%32) oraninda operasyon
sonras1 tekrar adezyon gelistigi bildirilmistir (Tsapanos ve ark. 2002). Kiiretaj
sonrasinda Ostrojen tedavisinin endometrial {izerine olumlu etkisi gosterilmis
olmasina ragmen bu olumlu etkilerin gebelik ve tekrar adezyon olusup olusmadigini
gosteren bir ¢aligma yoktur. Dort hafta siiresince Estradiol valerat 4 mg/giin ve son
10 giin 10mg/giin medroksiprogesteron asetat eklenmesi 6nerilen uygulama seklidir.
Histeroskopik adezyolizizler ile operasyon sonrasi erken donemlerinde de tekrar
fertilite olustugunu gosteren sonuglar bildirilmistir. Uterin perfiizyonu arttirabilecek
tedaviler denenmis olmakla birlikte, 6zellikle aspirin, nitrogliserin, sildenafil gibi
ilaglarin etki mekanizmasi disinda kullanilmasi ve advers etkileri diistintildiigiinde

giiniimiizde kullanimalari tavsiye edilemez (Deans ve Abbott 2010).
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4.2. DISI GENITAL SISTEM

Disi iireme sistemi, internal genital organlarindan ve eksternal genital
yapilarindan olugsmaktadir. Disi internal ireme organlari pelviste yer almaktadir. Dig
genital organlar ise perineumun vulva adi verilen anteriyor bolgesinde yer almaktadir
(Ross ve Pawlina 2014). Disi i¢ lireme organlari, vajina, uterus, tuba uterinalar ve
ovaryumlardir (Sekil 4.2.1). I¢ genital organlar, oositin ovulasyonu, fertilizasyonu,
implantasyonu ve son olarak gelisen embriyonun dogumunun meydana gelmesini
saglayacak yapidadir (Kierszenbaum 2006).

7 Fallop tupi—__

Serviks

Sekil 4.2.1. Disi i¢ genital organlar (https://www.mayoclinic.org, Erisim tarihi:
09.05.2018).
Dis genital organlar, labium majuslar ve minuslar, klitoris, vestibul, vajinal

aciklik, himen, mons pubis, ve dis uretral orifistir (Sekil 4.2.2). Meme bezlerininde
gebelik sonrasi dogan yavrunun beslenmesinde 6nemli roliiniin bulunmasi ve tireme
sisteminin hormonal kontrolii altinda bulunmasi disi tireme sistemi igerisinde yer

almasina neden olmaktadir (Ross ve Pawlina 2014, Kierszenbaum 2006).
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Mons pubis

Prepuce (clitoral hood)

Labium majus (majora)

Clitoris
T Labium minus (minora)

Urethral orifice

Obstetrical
perineum

Vaginal orifice

Anus

Sekil 4.2.2. Disi dis genital organlar (http://what-when-how.com/nursing,
Erisim tarihi: 10.08.2018).

4.2.1. Uterus Anatomisi

Uterus, dollenmis ovumun doguma kadar gelismek {izere yerlestigi, mesane ile
rektum arasinda yer alan, armut seklinde kastan olusan bir organdir. Perineal ucta
vajina ile devam eder, list yan kisimlarda tuba uterinalar ile baglantis1 vardir.
Uterusun uzunlugu yaklasik 7,5 cm’dir. Agirhigr 30-40 gram, kalinligi 2,5 cm ve
genisligi 5 cm kadardir. Ug kisimda incelenir: 1) Korpus uteri, 2) Isthmus uteri, 3)
Serviks uteri.

Korpus uteri; uterusun yaklasik 2/3 kismini olusturan en genis bolimiidiir.
Korpus uterinin en iist kismindaki kubbe seklinde bolgeye fundus uteri denir. Uzeri
periton ile ortiilii Fundus uterinin ince bagirsak ve sigmoid kolonla komsulugu
bulunur. Uterusun korpusu asagiya dogru daralir ve serviks uteri olarak devam eder.
Bu iki kisim arasindaki boliime isthmus uteri denir. Korpus uterinin facies anterior
(6n yiiz) ve facies posterior (arka yiliz) olmak {izere yiizleri vardir. Facies anterior
korpus uterinin mesaneye komsulugunun oldugu yiiziidir ve fizeri peritonla
ortilidir. Periton isthmus uteriye kadar indikten sonra mesaneye atlar. Uterusun
mesane ile arasindaki periton zar1 ¢ikmazina excavatio vesicouterina adi verilir.
Facies posterior: corpus uterinin sigmoid kolon ile komsu olan yiiziidiir. Bu yliz

periton ile ortiiliidiir. Periton serviks uteriye kadar uzanir ve vajinanin iist kismindan
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rektuma gecis yapar. Uterusun rektumla arasinda bulunan periton ¢ikmazina
excavatio rektouterina adi verilir (Cumhur 2001; Netter 2012).

Serviks uteri, uterusun en alt kismidir. Portio supravaginalis cervicis ve portio
vaginalis cervicis olarak iki kisma ayrilir. Supravajinal parga iistte; vajinal parca ise
altta, vajina i¢inde yer alir. vajinal par¢anin alt ucunda ostium uteri yer alir. Serviks
onden arkaya basik bir kanaldir, bu nedenle canalis cervicis uteri adini alir. Ustte
cavitas uteriye, altta vajinaya acilir. I¢ yiiziinde plicae palmatae isimli mukoza
kalintilar1 vardir (Cumhur 2001).

Normal olarak kadinlarin ¢ogunda uterusun uzun ve kisa eksenleri ile vajinanin
uzun ekseni arasinda aciklik bulunur ve 6ne dogru olan bu aciklik 90° ’lik bir ag1
olusturur. Bu durum anterversio uteri olarak adlandirilir. Ayrica corpus uterinin uzun
ekseni ile cerviks uterinin uzun ekseni de agiklig1 6ne bakan genis bir ac¢1 olusturur.
170° olan bu a¢1 ile antefleksiyo uteri konumu tamamlanir. Bu nedenle ayakta duran
ve mesanesi bos olan kadinlarda uterus hemen hemen yatay durumdadir (Snell
1998). Uterusun genis, yuvarlak ve utero sakral baglar1 vardir. Bu baglarin timii
cifttir. Lig. Teres Uteri (Yuvarlak Bag) diiz kas hiicreleri ve bag dokusundan
yapilmistir. Uterustan baslar canalis inguinalis’te seyreder ve lifleri labium majusta
gevsek bag dokusuna karigir (Sancak ve Cumhur 1999). Lig. latum uteri uterusun
yan kenarlarinda pelvik duvara dogru uzanir. Yuvarlak bag tarafindaki ucunun
vertikal kesiti liggendir ve uterin damarlar bu bagin genis tabaninda yayilirlar. Alt
kismi biiyiik oranda serviksle yan yana duran bag dokusuna baglanmistir ve
parametrium olarak adlandirilir. Ust kismi tuba uterinalari drten {i¢ kivrimdan olusur.
Utero sakral baglar ise rectum ile uterus arasinda uzanirlar ve bag dokusundan
yapilmislardir. Bag dokusu bir miktar kas dokusu igerir ve periton ile kaplidir (Roos
ve Kaye 2003; Cunningham ve ark. 2001). Uterusun beslenmesini saglayan en
onemli kaynak a.iliaca internanin bir dali olan a.uterinadir. Lig. latum uterinin
tabanindan i¢ yana dogru seyreden bu arter ireteri iistten dik aci ile ¢aprazlar ve
orificium internum diizeyinde serviks uteriye ulasir. Daha sonra lig. latum uteri
icinde uterusun yan kenarinda yiikselen arter, sonunda a. ovarica ile anastomos
yapar. A. ovarica da uterus beslenmesine katkida bulunur. Diger yandan a. uterina,
cerviks uteri ile vajinay1 besleyen bir dal verir. Uterusun venleri kalindir ve arterleri

izleyerek lig. latum uteri i¢ine girerler. Serviks uterinin yanlarinda pleksus venosus
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uterinus’u olustururlar. Bu pleksustan ¢ikan venler (v.uterinae) v.iliaca internaya
baglanir. Endometriyumda bol miktarda lenf dolagimi izlenmekle birlikte gergek
lenfatik damarlar ¢ogunlukla bazal katmanda yayilmis haldedirler. Miyometriyumun
lenf damarlar1 perimetriyuma gidildik¢e sayica artar ve serozanin hemen altinda,
Ozellikle uterusun arka ve daha az oranda da 6n duvarinda bir lenfatik pleksus
meydana getirirler (Cunningham ve ark. 2001). Uterus sinirleri pleksus hypogastricus
inferior ve biiyiik cogunlugu pleksus utero vajinalis’in 6n ve orta boliimlerinden gelir

(Snell 1998).

4.2.2. Uterus Histolojisi

Uterus pelvis boslugunda bulunan i¢i bos ve kalin duvarli bir organdir. Armut
seklinde onden arkaya yassilagmis bir gériinimii mevcuttur ve iist kismi kesik bir
koni seklindendir. Uterus, korpus uteri ve serviks uteri olarak iki kisimda incelenir.
Korpus uteri ve serviks uteri arasinda kalan ve ¢ok belirgin olmayan dar kisima
isthmus uteri denir

Korpus uteri; Uterusun 2/3 iist kismini olusturur. On yiizii mesane, arka yiizii
bagirsaklarla komsudur. Ust dis koselerine tuba uterinalar acilir. Tuba uterinalarin
acildig1 koseleri birlestiren hattin tizerinde kalan korpus kismina fundus uteri denir.

Serviks uteri: Uterusun 1/3’liik alt béliimiidiir. isthmus uteri ile vagina arasinda
uzanir. Portio supravaginalis vajinanin istiinde kalan boliimiine, portio vaginalis
vajinanin igerisinde bulunan béliimiine denir. Uterusun vaginaya agilan deligine
ostium uteri denir. Ostium dogurmamis kadinlarda yuvarlak dogurmus kadinlarda
transvers bir yarik seklindedir. Bu yarigin oniindeki kistma labium anterius,
arkasindaki kisma labium posterius denir (Unur ve ark. 2009).

Uterus duvar1 histolojik ii¢ tabakadan olusur. Bu tabakalar tunika mukoza
(endometriyum), tunika muskularis (miyometriyum) ve tunika seroza (perimetriyum)
olarak adlandirilir (Resim 4.2.2.1). Endometriyum uterus mukozasidir.
Endometriyum, fetusun yerlesip gelistigi uterusun en i¢ katmanidir. Histolojik agidan
yapist tubuler organlarin yapisina benzer ve submukoza tabakasi bulunmaz.
Boliimlerine goére endometriyum dokusu uterin kavitenin bulundugu icten disa dogru

lic ana kattan olusur:
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» Korpus uteri;

1. Endometrium: Embiryonun implantasyonu i¢in elverisli ortam meydana
getirmek, maternal plasentay1 olusturmak, dogum olana kadar embiryoya ev sahipligi
yapar ve embiryonun korunmasi ve beslenmesi gibi gorevleri iistlenir. Puberteden
menapoza kadar diizenli sekilde aylik sikluslarla ovaryumdaki gelismelere ayak
uydurur ve degisimlere ugrar. Endometriyum once prolifere olarak kalinlig: artar,
bez sayisi ve salgilar1 ¢ogalir, stromal hiicreleri glikojen depolamaya baglar. Bu
degisimler sonucunda fertilizasyon meydana gelmezse yeniden eski durumuna
donemeyecegi i¢in biraz kanla dokiiliir ve disar1 atilir. Buna menstruasyon ya da regl
denir. Bu olayin ardindan tekrar degisimler baslar. Over hormonlari menstrual
siklusu kontrol eder ve diizenler.

Endometium'un iki alt katmani bulunur:

a. Lamina epitelyalis: Epiteli tek katli pirizmatik epitel hiicrelerinden olusur.
Baz1 epitel hiicreleri apikal yiizlerinde kinosilyalar bulundururlar. Silyalarin hareketi
vajina yoniinde gerceklesir. Ancak bazi sillerin ovaryum yoniinde de hareket yaptigi
bildirilmistir. Silyasiz epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda salgi graniilleri bol
miktarda bulunur (Kierszenbaum 2006; Tekelioglu 2002).

b. Lamina propriya: Ozel bir bag dokusu olup bol miktarda kan, lenf damarlar
ve hiicre bulundurur. Hiicreleri mekik ve yildiza benzeyen stromal hiicrelerdir.
Retikiiler bag dokusundan zengindir. L. propriyanin 6zellesmis bu bag dokusu iginde
uterus bezleri (gll. uterinae) bulundurur. Bu bezler basit prizmatik silyasiz
hiicrelerden olusur ve yapisi basit tiibiilerdir (Gartner ve Hiatt 2007; Eroschenko
2008). Bezler miyometriyuma kadar uzanirlar ve bazen dip kisimlari gatallanip iki
kisimdan olusur. Siklusa bagli degisimler bezlerin sayisin1 ve aktivitesini degistirir.
Yaslandik¢a endometriyum atrofi olur ve kalinligi giderek azalir. Bezlerin agiz
kisimlar1 bir miktar kapanarak salgisinin birikimi sonucu kiigiik kistler olusturabilir.
L.propriyanin bazal 1/3 kismi fibréz bag dokusundan meydana gelir. Bu kisim siklik
degisimlere katilmaz ve stratum bazale adin1 alir. Siklik degisimlere katilan 2/3 tist
kisimdir ve stratum fonksiyonalis denilir. Aylik sikluslar sonucunda bu kisim
altindaki bazal tabaka hiicrelerinin rejenerasyonuyla onarilir. Fonksiyonalisteki

bezlerin dar olan boyun kisimlarinin bulundugu tabakasina stratum kompaktum, altta
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kalan ve bazal tabakaya komsulugu bulunan genis kismina da stratum spongiozum
ad1 verilir (Kierszenbaum 2006).

Endometriyumun menstrual dongiide disar1 atilan fonksiyonalis tabakasindaki
bezlerde; proliferatif, salgi, silyali ve bazal hiicreler olmak iizere epitel kokenli
toplam 4 tip hiicre bulunur. Bazal ve proliferatif hiicrelerin yogun kromatinli
niiklesular1 ve belirsiz niikleoluslar1 vardir. Proliferasyon evresinde hiicreler
cogalinca ¢ekirdekler bez epiteline yalanci ¢ok katli goriintiisii verirler (Sternberg
1997). Sekretuar hiicrelerde miisindz olmayan bir salgi mevcuttur. ilk olarak salg
niikleusun altinda birikmeye baslar. Uc farkli tip salgi hiicresi ayirt edilir. Bu
hiicreler; vakuolsiiz, vakuollii ve tuba uterinalardaki hiicrelere benzeyen salgi
hiicreleridir. Vakuolsiiz hiicrelerin ¢ekirdekleri vezikiillii ve yuvarlaktir, homojen
dagilmis kromatin igerirler. Niikleoluslar1 belirgin ve sitoplazmalar1 eozinofiliktir.
Vakuollii hiicrelerin niikleuslar1 ise proliferatif hiicrelerinkine benzer (Sternberg
1997). Proliferasyon evresinde silyali hiicreler daha belirgindir. Geng silyal1 hiicreler
bazal laminaya yakindirlar ve piramit seklindedirler. Ac¢ik renk sitoplazmalara
sahiptirler. Bezleri doseyen hiicrelerde erken sekretuvar evrede ultrastriiktiirel
diizeyde dev mitokondriler ve ¢ekirdeklerinde kanal sistemi goriiliir (Sternberg 1997;
Klaus 2000).

Uterus gelip beslenmesini saglayan a. uterina myometriumda a. arkuata adin
alir. Arkuat arter endometriyumun bazal tabakasinda a. basilaris, fonksiyonalisinde
ise a. spiralis adim1 alir. Aa. spiralis yiizeye yakin tarafta zengin kapiller yataklar
olustururlar (Ross ve Kaye 2003).

2. Miyometriyum: Uterusun en kalin katmani miyometriyumdan olusur.
Memelilerde burada bulunan diiz kas lifleri organizmanin en uzun liflerini igerir.
Gebelikte bu uzunluk maksimum seviyeye ulasir. Diiz kas liflerinin keskin sinirlarla
ayrilamayan 4 ayr1 tabakadan olustugu gortiliir.

a. Stratum submukoza: Endometriyumla temas eder, longitudinal seyirlidir.

b. Stratum vaskulare: Sirkiiler veya spiral seyirli olabilen, bol damarlari kisimdir.

c. Stratum supravaskulare: Ince bir tabakadir. Sirkiiler/longitudinal seyirli kas
tellerinden olusur.

d. Stratum subserozum: Serozaya komsu olan, uzunlamasina yerlesmis kaslardir.

(Ross ve Kaye 2003; Erdogan ve ark. 1996; Gartner ve Hiatt 2007).
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Hamilelikte kas lifleri hipertrofiyle ya da kas liflerinin mitozuyla yiikselir.
Dogumdan sonra, g¢ogalan kas liflerinin bir kismi kiigiiliir, bir kismi o6liir ve
makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Endomysium artisin ana sebebi kollajen
ipliklerdeki enzimatik yikimdir, sonugta uterus yeniden eski haline donmeye ¢alisir.
Gebe olmayanlarda kontraksiyonlar hissedilemeyecek kadar azdir. Kasilmalar cinsel
uyartt veya menstrilasyon esnasinda artar ve kramp benzeri agri ortaya cikarbilir.
Progesteron ve 6zellikle relaksin gebelikte myometriyum kontraksiyonlarini baskilar.
Bu baskinin gebelik sonunda azalip yok olmasi dogumu baslatir. Dogumda
kantraksiyonlar nérohipofizden salgilanan oksitosin ile artar. Ostrojen ise
myometriyumun hacmini normal olarak siirdiirmesi i¢in gereklidir, yoklugunda
uterus atrofiye olur. Gebelik olmayan rahimde diiz kas hiicreleri hemen hemen 50
um uzunlugundadir. Uterus biiyiimesi esas olarak bulunan diiz kas hiicrelerinin
hipertrofisi ile olur ve diiz kas hiicreleri 500 um uzunluga erisirler (Kierszenbaum
2006; Tekelioglu 2002; Ross ve Pawlina 2014).

3. Perimetrium: Uterus en distan saran, mezotel ve gevsek bag dokusundan
olusan peritonun visseral yapragidir. Peritonsuz bolgede bu tabaka tunika adventisya
olarak adlandirilmaktadir. Lateralde ligamentum latum'a karisir ve uterusun

mesaneyle komsulugunda bulunmaz (Kierszenbaum 2006; Gartner ve Hiatt 2007).
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Besim 4.2.2.1. Uterusun histolojik tabakalari, H&E, L: Liimen, Bar: 100 pm. (Celal Bayar
Universitesi, Tip Faiiltesi, Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dal1 arsivi).
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Serviks Uteri; Bu bolgenin yapisi diger boliimlerinden farklilik gosterir:

» Perimetriyum: , Serviks tizerinden kolayca siyrilir ¢iinkii periton altinda
submiik6z bir doku bulundurur.

» Myometriyum: Diiz kas yerini kollagen ve elastik iplikler fazlaca alir. Kas
miktar1 artarsa klinikte "yetersiz serviks™ tablosu olusur.

» Endometriyum: Spiral arter bulunmaz, ¢ok az siklik degisim olur,
menstrilasyonda epitel dokiilmez. Ayrica bezler az sayidadir ve obliktirler. Serviks
kanali mukozasi 1/3 alt kisminda mukoza ¢ok sayida kivrim yapmustir. Serviks
epiteli primaztik tek kathdir. Portio vaginalis ¢ok katli yassi epitelden olusur.
Pirizmatikden ¢ok katli yassiya gegis keskindir. Farkli iki tip epitelin gegis yerleri
kansere meyilli bolgelerdir. L. propriya igsi hiicrelerden zengin spiral arter
bulunmayan siki bag dokusudur. Mukus salgilayan serviks bezleri vardir. Bazen bez
agizlar tikanir ve kistik olusumlar gozlenir (Nabothi Kistleri). Gebelikte ise bu bezler
oldukga koyu kivamli bir miikiis salgiyla serviks kanalini tikayan bir tikag olusturur.

Olusan tikag bakterilerin ve spermin girisini engeller (Kierszenbaum 2006).

4.2.3. Menstriiel Siklus

Endometriyum, etkisinde kaldig1 ovariyal steroid hormonlar1 Ostrojen ve
progesteronun kontrolinde 28 gilinde bir tekrarlayan bir dongiide cogalma,
farklilagsma ve doku yikimi gegiren dinamik bir dokudur. Eger gebelik meydana
gelmezse endometriyum dokiiliir ve tekrar yenilenir. Menstruasyon, endometriyum
iist 2/3“lik kisminin (islevsel tabaka) dokiildiigii ve daha sonra tekrar yenilendigi bir
stirectir. Sonug olarak endometriyum fizyolojik hasarin ve tamirin meydana geldigi
bir alandir. Menstrual siklus siiresi degiskenlik gostersede ortalama 28 giinde bir
tekrarlanir (Dey ve ark. 2004). Menstrual sikluslar genellikle 12-15 yaslar arasinda
baslar ve 45-50 yasina kadar devam edebilir. Menstrual sikluslar, yumurta tiretimi ile
baglantili ovaryum degisimlerinin sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu yiizden disi sadece
menstruasyon gordiigii yillar boyunca fertil kalir. Bu durum seksiiel aktivitenin
menopozla sonlanmasi anlamina gelmez, sadece fertilite sona erer. Pratikte menstriiel
siklusun baglangici kanamanin goriildiigii giin olarak alinir. Akinti damarlardan gelen
kanin  dejenere  olan endometriyumla  yapisiyla karisimindan  ibarettir.
Menstriieasyonda menstriiel faz siklusun ilk dort giinii olarak tanimlanir. Proliferatif

faz 5 ile 14’lincli gilinler arasim1 kapsar. Sekretuvar faz ise 15 ile 28’inci giinler
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arasin1 kapsar. Her fazin siiresi degisebilir. Belirtilen araliklar sadece ortalama
degerlerdir. Menstrual siklusta bir proliferatif faz, bir sekretuvar ya da luteal faz ve
bir menstrual faz bulunmasina karsin siklus siiresince goriilen yapisal degisiklikler
kademeli olarak gerceklesir (Sekil 4.2.3.1). Burada bahsedilen fazlar arasindaki

belirgin ayirimlar gergekte egitici olmas1 amacina yoneliktir.
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Sekil 4.2.3.1. Uterin siklus evreleri (https://komencoj.files.wordpress.com, Erisim
tarihi: 23.05.2018).

» Proliferatif Faz: Menstrual fazdan sonra, uterus mukozasi bezlerin bazal
kisimlarini igeren kiigiik bir lamina propriadan ibarettir. Proliferatif faza ovaryum
folikiillerinin gelistigi ve Ostrojenlerin {retildigi donemle g¢akismasi sebebiyle
folikiiler fazda denilir. Tiim proliferatif faz boyunca hiicresel gogalma devam eder.
Boylece hem bezler hem de endometriyumun ylizey epiteli yenilenir. Ayrica, bag
dokusu hiicreleri ¢ogalir ve lamina propria i¢inde temel madde birikir. Bu da
endometriyumun bir biitlin olarak biiylimesine sebep olur (Ross ve Kaye 2003;
Junqueira ve Carneiro 2006; Kierszenbaum 2006).

Proliferatif fazin sonunda, endometriyum 2-3 mm kalinliga ulasir. Tek kath
prizmatik epitel hiicreleri igeren bezler dar liimenli diiz tiibiiller olustururlar. Bu faz

esnasinda, epitel hiicrelerinde kaba endoplazmik retikulum sisterna sayisinda ve
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golgi kompleksi boyutlarinda giderek bir artis izlenir ve bu sekilde hiicreler
salgilama aktivitesi i¢in hazirlik yapar. Spiral arterler yenilenmekte olan stroma icine
dogru ilerler.

» Sekretuvar ya da Luteal Faz: Bu faz ovulasyondan sonra baslar. Korpus
luteum tarafindan salgilanan progesteron hormonunun etkisi altindadir. Ostrojenin
etkisi ile gelismis olan bezler, progesteron etkisiyle glikoproteinleri salgilar. Bu
glikoproteinler implantasyondan 6nce embriyonun en biiyiikk beslenme kaynagi
olacaktir. Bezler fazlasiyla kivrintili, spiral bir hale gelir ve epitel hiicreleri
niikleuslarinin altinda glikojen depolamaya baglar. Daha sonra, glikojen miktarinda
diisme olur. Glikoprotein salgi {irlinleri, bezlerin liimenini genisletir. Bu fazda
endometriyum, salgi {iriinlerinin birikmesi ve stromadaki 6demin bir sonucu olarak
maksimum kalinliga (5 mm) ulasir. Mitozlara sekretuvar faz esnasinda nadir olarak
rastlanir. Spiral arterlerin uzamasi ve kivrilmasi devam eder ve endometriyumun
yilizeysel kismi icine uzanir. Progesteron miyometriyumun diiz kas hiicrelerinin
kontraksiyonunu inhibe ederek embriyonun implantasyonu tehlikeden korur.

» Menstrual Faz: Ovaryum tarafindan serbest birakilan ovumun déllenmesi ve
implantasyonu gerceklesemedigi zaman, korpus luteumun fonksiyonu yaklasik 14
giin sonra kendiliginden durur. Bu durumda kandaki progesteron ve Ostrojen
diizeyleri siiratle diiser. Bu hormonlarin etkisiyle gelismis olan endometriyumda
gerileme baslar ve endometriyum kismi olarak dokiiliir. Implantasyon gerceklestigi
takdirde gelismekte olan embriyo tarafindan insan koryonik gonadotropini (hCG)
sentezlenmeye baslar. Bu hormonun etkisiyle korpus luteum yasamina devam eder
ve menstruasyon olusmaz. Sekretuvar fazin sonunda, spiral arterlerin duvarlar
kasilir, kan akimi1 engellenir ve olusan iskemi damar duvarinin ve endometriyumun
fonksiyonalis tabakasinin nekrozuna neden olur. Bu esnada kasilan damarlarin
yukarisinda bulunan kan damarlar1 yirtilir ve kanama baslar. Endometriyum kismen
ayrilmig bir hale gelir. Dokiilen miktar farkli kadinlarda hatta ayn1 kadinda farkli
donemlerde bile degiskenlik gosterir. Menstrual fazin sonunda endometriyumdan
geriye, endometriyum bezlerinin bazal uglarini iceren bazal tabakadan baska bir sey
kalmaz, buradan bez hiicrelerinin ¢ogalmasi ve bunlarin yiizeye goc etmeleri ile
proliferatif faz ve siklus tekrar baslar (Ross ve Kaye 2003; Junqueira ve Carneiro
2006; Kierszenbaum 2006).
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4.2.4. Uterus Embriyolojisi

Disilerde ana genital kanallar paramezonefrik kanallardan gelisir. Baslangicta
her kanalda tanimlanabilen ti¢ kisim vardir.

a) Karin bosluguna acilan kranial vertikal kisim,
b) Mezonefrik kanallar1 ¢aprazlayan horizontal kisim ve
c¢) Karsi taraftan gelen esiyle birlesen kaudal vertikal kisim.

Overlerin agag1 inisiyle birlikte ilk iki kistmdan uterus tiipleri gelisir. Kaudal
parcalarda uterus kanalini olusturmak tizere kaynasirlar. Uterusun korpus kismi ile
serviks, kaynasan paramezonefrik kanallardan sekillenir. Bunlarin etrafi uterusun
miyometriyum ve perimetriyum tabakalarini meydana getiren mezensim ile
cevrilidir. Paramezonefrik kanalin solid ucunun iirogenital sinusa ulagsmasindan
hemen sonra sinusun pelvik parcasindan iki solid ¢ikinti belirir. Sinovajinal bulbus
ad1 verilen bu ¢ikintilar hizlica prolifere olur ve solid vajinal plagi olustururlar.
Plagin kranial ucunda proliferasyon devam etmesi neticesinde uterusla iirogenital
sinus arasindaki mesafeyi uzatir. Vajina besinci ayda tamamen kanalize olur.
Paramezonefrik  kanallarin  ikinci  kisimlarmmin = mediokaudale dogru yer
degistirmesiyle lirogenital sirtlar giderek daha transvers bir diizleme oturur. Kanallar
orta hatta birlestikten sonra pelvis i¢inde enli bir transvers katlant1 olusur. Birbiriyle
kaynasmis paramezonefrik kanallarin lateralinden pelvis duvarina dogru uzanan bu
katlant1 uterusun broad ligamentini olusturur. Bu ligamentin iist sinirinda uterus
tipleri arka yliziinde de overler yer alir. Uterus ve broad ligamentler, pelvisi
uterorektal pos ve uteroservikal pos seklinde ikiye bdler. Uterusun son kismi
etrafinda yer alan kanat seklindeki vajinal forniksler paramezonefrik kokenlidir. Yani
vajina, Uist kistm uterus kanalindan, alt kisim ise {irogenital sinustan olmak {izere iki
yerden koken alir: Vajina liimeni iirogenital sinustan himen adiyla bilinen ince bir
bag doku plagiyla ayrilmistir. Himen sinus epiteli ve ince bir vajinal hiicre

tabakasindan ibarettir (Sadler 2011).

4.2.5. Ovaryum Embriyolojisi

Embriyolojik gelisim sirasinda cinsiyet farklanmasi, bazilar1 otozomal olan
bircok genin rol oynadigi karmasik bir siiregtir. Seksiiel dimorfizimin anhtari, kisa
kol tizerindeki (Ypll) SRY genini (Y kromozomu {iizerindeki cinsiyet belirleyen

bolge = sex- determining region on Y) tastyan Y krozomudur. Bu genin protein
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iriinii rudimenter durumdaki cinsiyet organlarmin kaderini belirleyen genleri
harekete geciren bir transkripsiyon faktoriidiir. SRY proteini testis belirleyici
faktordiir (TDF). Fetusun cinsiyeti bu faktore varsa erkek yoksa kiz tipinde gelisir.
Embriyonun cinsiyeti, genetik agidan heniiz fertilizasyon sirasinda belirlenmis olur
fakat, gelisimin 7. haftasina kadar gonadlar disi veya erkege benzer morfoloji
sergilemezler. Gonadlar ilk 6nce sdlomik epitelin ¢ogalmasi ve hemen altindaki
mezensimin yogunlasmasiyla bir ¢ift uzunlamasina olugsmus genital veya gonadal
sirtlar seklinde meydana gelir (Sekil 4.2.5.1) ve bu asamada heniiz germ hiicrelerini
icermezler (Sadler 2011).

Aort Mezonefrik Kanal
s (Wolf Kanali)

Primordial |

Germ Hucreleri

. lif T ek Paramezonefrik Kanal
Prolifere olan kolomi Primitif (Muller Kanahi)

epitel Germ
Hcreleri

Sekil 4.25.1. Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara gocii
(http://www.tjodistanbul.org, Erisim tarihi: 24.01.2018).

Primordiyal germ hiicreleri epiblastan kokenlenir, primitif cizgide go¢ eder ve
liglincli haftada yolk kesesinin allontoise yakin dorasal duvarindaki endoderm
hiicreleri arasina yerlesirler, dordiincii haftada ameboid hareketlerle son barsagin
mezenterinin dorsali boyunca ilerleyerek besinci haftanin basinda primitif gonadlara
ulagirlar. Altinci haftada ise genital sirtlart isgal ederler (Sekil 4.2.5.2). Bu hiicreler
genital sirtlara ulasmadigr durumda gonad gelisimi ger¢eklesmez (Sadler 2011).
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Sekil 4.2.5.2. A. Embriyonik gelisimin 3. haftasinda primordiyal germ hiicrelerinin vitellus
kesesindeki konumu. B. Primordial germ hiicrelerinin genital sirta dogru go¢ yollar1 (Sadler
2011).

Primordiyal germ hiicreleinin primitif gonadlara ulasmadan 6nce ve ulastiklar
sirada, genital sirttaki epitel hiicreleri prolifere olarak altlarindaki mezensim igine
girerler ve burada primitif cinsiyet kordonlarini olustururlar. Erkektede diside de
embriyolarinda bu kordonlar yiizey epiteline baglidir. Bu déonemde cinsiyet ayrimi
yapmak mimkiin degildir. Y kromozomu olamayan XX cinsiyet kromozmlarina
sahip olan disi embriyolarda, primitif kordonlar diizensiz hiicre kiimelerine ayrilir.
Primitif germ hiicresi gruplari ovaryumun medulla bolgesinde yerlesim gosterirler.
Medulladaki bu hiicre gruplar1 bir siire sonra yerini ovarian medullaya birakirlar.
Disi gonadlarn yiizey epiteli ¢ogalmaya devam eder ve 7. haftada bu epitelden
kortikal kordonlar geligir. Kortikal kordonlar dordiincii aydan itibaren primitif germ
hiicresini ¢evreleyen izole hiicre gruplari haline gelirler. Primitif germ hiicreleri
zamanla oogonyuma doniisiir; yiizey epitel hiicreleri ise folikiil hiicrelerine farklanir.
Folikiiler hiicreler oogoniumla birlikte primer folikiilii olusturur (Sadler 2011).

Oogonyumlarin ¢ogunlugu boliinmeyi siirdiiriirken, bir kismi boliinmesini 1
mayoz boliinmenin profaz asamasinda durdurarak primer oosit haline doniisiir.
Bundan sonraki birkag ay icinde germ hiicre sayis1 fetiisiin besinci ayinda tahminen 7
milyona ulagir. Ugiincii aydan itibaren oogonyumlar I mayozun profaz evresine
girmeye baglar ve diploten evresinde beklerler. Bu duraksama puberteye kadar
devam eder. Yedinci aya gelindiginde yiizeye yakin olanlarin disindaki

oogonyumlarin ¢ogu dejenere olur, geri kalanlar ise primer oositlere doniisiirler.
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Ancak primer oositlerin ¢ogu rezorbsiyon ve atreziye ugrayarak sayilar1 azalir ve
dogumda yaklasik 600.000-800.000 primer oosit bulunur (Sadler 2011; Junqueira ve
Carneiro 2006).

4.2.6. Ovaryum Anatomisi

Kadin iireme hiicresi, ovumu yapan ovaryumlar pelvis mindriin lateral
duvarindaki fossa ovarica denilen ¢ukurda yerlesir. Sag ve sol olmak iizere bir ¢ift
olan ovaryumlar bademe benzer sekilleri vardir. Agirlik 4-6 gr, uzunluk 3 cm,
geniglik ise 1,5- 2 cm’dir. Ovaryum gri-pembe renklidir ve erkekteki testisin
karsiligidir (Netter 2012).

Ovaryumun facies medialis ve facies lateralis adi1 verilen farkli yiizleri vardir,
extramitas tubaria ve extramitas uterina olan iki ucu, margo mesovaricus ve margo
liber olarak iki kenari mevcuttur. Medialinde pelvis boslugu, ince bagirsak ve kolon
sigmoideum ile komsuluklar1 vardir. Dig yiizii ise fossa ovarica’y1 orten peritonla
komsuluk eder. Ovaryum biiylik periton boslugunda yer almasina ragmen ytizleri
periton ile ortiilii degildir. Fimbria ovarica ve lig. Suspensorium iist ucuna tutunur.
A. ovarica, v. ovarica ve plexus ovaricus’tan ¢ikan dallar bu ligament igerisinde
bulunur. Periton katlantis1 seklinde adutis pelvis’ ten baslar ve m. psoas major, a.
iliaca eksterna, v. iliaca eksterna ve lireteri 6nden ¢aprazlar; ovaryumun iist ucunda
sonlanarak ovaryumu pelvisin duvarina sabitler. Ovaryumun alt ucu pelvis yatagina
dogru uzanir. Buradan baglayan 1lig. ovarii proprium uterusun dis kdsesine tutunur.
On kenar1 ise lig. mesovarium ve lig. latum uteri’nin arka iist yiiziine tutunur. On
kenarmdaki damar ve sinirler hilum ovariden girip ¢ikarlar (Cumhur 2001; Netter
2012).

Ovaryumlar embriyonik gelisim esnasinda baslangigta intraabdominal bolgede
yerlesim gosterirken, ligiincii aydan itibaren pelvis bosluguna (descensus ovarii)
dogru inerler ve pelvis minor duvarmin sag ve soldunaki fossa ovarica denilen
(Krause ¢ukuru) ¢ukurlara yerlesirler (Netter 2012). Cocuk dogurmus kadinlarda
ovaryumun konumu ¢ok degisiklik gosterir. Gebelik sirasinda lig. latum ovari ve
ovaryumlar, uterusun genislemesi ile ¢ok yukariya karin igine dogru ytkselirler.
Dogumdan sonra tekrar geri inerler. Ama ¢ogunlukla ilk orijinal yerlerini
bulamazlar. Ovaryumlar zaten siirekli hareket halindedirler. Bagirsak hareketlerinde

bile hareket edebilirler. Ovaryumlar tuba uterina’nin arka-alt kisminda bulunan lig.
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latum uteri i¢inde bulunurlar (Sekil 4.2.6.1). Ayakta duran bir kadinin ovaryumlarin
uzun ekseni vertikaldir (Govsa 2003).

Arterleri: Ovaryumlar, aorta abdominalis’ten ¢ikan a. ovarica’lardan beslenir.
Intrauterin hayatta ovaryumlar karm boslugundadirlar. Daha sonra pelvise inerler. Bu
nedenle a. ovarica’lar aorta abdominalisten karin boslugu igerisinde ayrilir ve asagiya
dogru seyrederek ovaryumlara ulasirlar. A. ovarica’lar L2 vertebra hizasinda aorta
abdominalisten ayrilir. Hilum ovari’den ovaryuma girerek medulla-korteks sinirinda
pleksus olusturur. Pleksustan ¢ikan dallar da folikiillerin gevresini saran zengin
kapiller aglar1 meydana getirir. Menstruel siklus sirasinda damarlarin ¢cap1 degisiklik
gosterir; folikiil gelisiminde damarlar genisken ovulasyondan sonra daralma goriiliir

(Govsa 2003; Netter 2012).

Lig. latum uteri Lig. suspensorium ovarii

Mesosalpinx

Tuba uterina

Isth
AEMTIR Ampulla

Uterus Infundibulum

Ostium
Tuba
uterina

Fimbriae

Ovar

Hilum ovarii

Lig. ovarii proprium

Sekil  4.2.6.1. Ovaryumlarm  lig. latum  uteri  igerisinde  yerlesimleri.
(https://viamedici.thieme.de/lernmodule/anatomie, Erisim tarihi: 30.11.2017).

Venleri: Ovaryumun venleri ise, arterler ile birlikte plexus panpiniformis adiyla
hilum ovarii’den ¢ikar. Daha sonra ven pleksusu v. ovarica’y1 olusturur. Soldaki v.

ovarica ise v. renali’e sagdaki v. ovarica v. cava inferiora bosalir.

25



Sinirleri; Plexus ovaricus tarafindan saglanir. Parasempatik lifleri n. vagus’tan
sempatik lifleri ise medulla spinalisin T 10-11 segmentlarinden gelir (Cumhur 2001,
Netter 2012).

4.2.7. Ovaryum Histolojisi

Nulliparlarda ovaryumlar bir ¢ift, badem sekilli, pembemsi, yapilardir. Her
ovaryum, mezovaryum denilen peritoneal katlant1 tarafindan broad ligamentin
posterior yiiziine baglanir. Ovaryumun superior kutbu, ovaryumun sinirlerini ve
damarlarini tasiyan suspensor ligament tarafindan pelvis duvarina baglanir (Sekil
4.2.7.1). ovaryumun inferior kutbu ise ovaryan ligament tarafindan uterusa baglanir.
Bu ligament gelismekte olan gonadi pelvisin tabanina baglayan embriyonik fibroz
kordon olan gubernakulumun kalintisidir. Puberteden dnce ovaryum yliizeyi diizgiin
iken, lireme ¢aginda tekrarlanan ovulasyonlarla skarli ve diizensiz olur (Junqueira ve
Carneiro 2006; Ross ve Pawlina 2014).

Ovaryum bir korteks ve bir medulladan olugsmaktadir. Medulla ya da medullar
bolge ovaryumun merkezi bolgesinde bulunmaktadir ve gevsek bag dokusu, nispeten
biiylik, kivrimli kan damarlari, lenf damarlar ve sinirler icermektedir. Korteks ya da
kortikal bolges, medullay1 gevreleyecek sekilde ovaryumun periferik bolgesinde yer
almaktadir. Korteks, zengin bir sekilde seliiler bag deokusu i¢ine gomiilii ovaryum
follikiillerini igermektedir (Resim 4.2.7.1). Follikiillerin ¢evresindeki Stromada
daginik diiz kas lifleri bulunur. Medullasiyla korteksi arasindaki sinir belirsizdir
(Ross ve Pawlina 2014).
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Sekil 4.2.7.1. Ovaryumun anatomik baglantilari (https://www.cambridge.org, Erisim tarihi:
24.01.2018).

Ovaryumu mezotelyum yerine ‘germinal epitel’” kaplamaktadir. Ovaryum yiizeyi
tek kath kiibik ve bazi bolgelerde yassi epitel ile doselidir. Germinal epitel olarak
bilinen bu seliiler tabaka mezovaryumu kaplayan mezotelyum ile devamlilik gosterir.
Germinal epitel terimi gegmiste yanlis olarak embriyonik gelisim sirasinda germ
hiicresi olusum boélgesi olarak bilnmesinden kaynaklanan terimdir. Simdi primordial
germ hiicrelerinin (hem diside hem erkekte) ekstragondal kokenli oldugu ve
embriyonik vitelliis kesesinden embriyonik gonadin korteksinin igine go¢ edip
burada farklasarak ovaryumun farklasmasini indiikledikleri bilinmektedir. Germinal
epitel ile korteksin arasinda, siki bag dokusu tabakasi olan tunika albuginea yer

almaktadir (Ross ve Pawlina 2014).
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100 uym

Resim 4.2.7.1. Ovaryum histolojisi, sigan ovaryumu, H&E, Yildiz: Graaf follikiilii, Bar: 100
um. (MCBU, Tip Fakiiltesi, Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dalr arsivi).

» Korteks ve Ovaryum follikiilleri: Ovaryumun fonksiyonel bdoliimiinii
olusturur. Bu nedenle zona parensimatozada denir. Medulla i¢in de zona vaskuloza
adi kullanilir. Kortekste igsi hiicreler epiteloid karekterde interstisyel hiicrelere
dontistiiklerinde  (follikiillerin  teka kilifi iginde) Ostrojen gibi hormon da
salgilayabilirler. Korteks i¢inde farkli folikiil evrelerinde bulunan ovaryum
follikiilleri yerlesmistir. Bu follikiiller hem f6tal donemde hemde dogumdan sonra
yapisal bazi degisiklikler gecirirler (Gartner ve Hiatt 2007).

Fotal donemde: Overde etrafim1 follikiil epiteli adi verilen yassi epitel
hiicrelerinin sardig1 germ hiicrelerine oogonium denir. Fétal donemde ogonium’lar 5-
6. aya kadar ¢ogalirlar (¢ogalma evresi) ve her iki overdeki oogonium sayist yaklasik
7 milyona ulagir. Oogonium’larin ¢ogalip, biiyiimesi ile olusan folikiile primordial
follikiiller denir. Primordial follikiillerin ortasinda Oosit | (primer 0osit) ve etrafinda
tek sira yassi epitel kusatmasi goriiliir. Oosit I’ler Mayoz I boliinmenin profaz
evresinin diploten asamasinda bekletilir ve uzun yillar siirecek dinlenme evresine
girerler (12-50 yil kadar). Bu sirada primordial follikiillerin bir kismi biiyiiyiip
geligirken bazilar1 da dejenere olur ve oliirler. Bu olaylar sayesinde sayilar1 dogumda

2 milyon, ergenlikte ise 400 bin seviyesine kadar iner (bazi yazarlara gore; dogumda
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600-800 bin, ergenlikte 40-50 bin kadardirlar). Primordial folikiiller tunika
albugineanin hemen altinda gruplar halinde bulunurlar. Bu follikiillerin 25-30 mikron
cap1, ortasinda oosit | (20 mikron ¢apinda) ve ¢evresinde tek katli yassi (7-10 adet)
folikiil epiteli bulunur. Oosit I'in niikleusu ve nukleolus'u biiytik, nukleus biraz
eksentrik konumlu ve ince kromatin igerir. Oositin ooplazma ad1 verilen sitoplazmasi
bir Balbiani cisimcigi igermektedir. Balbiani cisimcigi Golgi membranlarinin ve
vezikiillerinin, endoplazmik retikulumun, birgok mitokondrinin ve lizozomlarin
birlikte olusturdugu kiimedir. Ek olarak, insan oositleri aniiler lameller igerirler ve
kiiciik, kiire seklinde mitokondriyonlarla ¢ok sayida vezikiil sitoplazma igerisinde
dagilmis halde bulunurlar. Aniiler lameller bir niikleer zarf kesitler dizisidir. Dizideki
her tabaka por yapilar1 igerir ve bunlar morfolojik olarak olarak niikleer porlarin
yapisiyla 6zdeslesir. Bazen iki tane oosit I igeren poliovular follikiillere de rastlanir.
Follikiil epitelleri oosit I'i hem korurlar hem de kapillerlerden aldiklar1 besleyici
maddelerle beslenmelerini saglarlar (Ross ve Pawlina 2014, Gartner ve Hiatt 2007;
Tekelioglu 2002).

Dogumdan sonra: Primordial folikiil sayis1 2 milyon civarina iner. Puberteye
kadar ya da daha uzun siirecek bir dinlenme siirecindedirler. Diger taraftanda
dejenerasyon hizla devam eder. Ergenlikte sayilar1 400 bin civarina diiger. Bu
donemden itibaren her ay folikiillerden 5-15 tanesi hormonlarin (baslica FSH)
etkisiyle mayoz béliinmeyi dolayisiyla olgunlagmalarini tamamlarlar. ilk kez gebe
kalacak bir kadinda yilda en fazla 13 kez ovulasyon yapma sansi bulundugundan
yaklasik 40 yil siiren seksiiel hayati boyunca 500 civarinda primordial follikiil
olgunlasma sansi1 bulur, geriye kalan kisim dejenere olur. Her siklusta primordial
folikiilin gelismesi sirasiyla: tek katli yassi folikiil epitelleri once kiibik, sonra
pirizmatik olur. Boylece tek katli primer folikiil (unilaminar primary follicle) gelisir.
Mitozla folikiil epiteli gogalip ¢ok katli olunca, ¢ok katli primer folikiil (multilaminar
primary follicle) veya heniiz antrum (folikiil boslugu) olusmadigindan preantral
folikiil adi verilir. Artik ¢ok katli folikiil epitelleri graniiloza hiicreleri olarak
adlandirilir. Bu evresinde, Oosit I gelisip 60-80 mikronluk bir ¢apa ulasir. Ilk sira
graniiloza hiicrelerinin salgiladigi glikoprotein tabaka oosit I’in etrafin1 kusatir.
Homojen, aselliiler olan bu tabakaya zona pellusida denir. Bu tabaka oositi korur ve

besler ayrica varligin1 geg blastokist evresine kadar siirdiiriir ve daha sonra kaybolur.
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Zona pellusida oosit ile folikiil hiicreleri arasinda ortaya c¢ikar. insandaki zona
pellusida siilfathi ti¢ asidik zona pellusida (ZP) glikoproteinleri sinifidan meydana
gelmektedir ve bu glikoproteinler ZP-1 (80-120 kilo dalton), ZP-2 (73 kilo dalton),
ZP-3 (59-65 kilo dalton) olarak adlandirlilmaktadir. Bu tigili arasinda en 6nemlisi ZP-
3’tiir. ZP-3, spermatozoa- baglanma reseptorii ve akrozom reaksiyonu indiikleyicisi
olarak fonksiyon gérmektedir. ZP-2’nin sekonder spermatozoa- baglanma reseptorii
olduguna inanilmaktadir. ZP-1’in heniiz tam olarak islevi bilnmemektedir. Cok katl
primer folikiilde bu gelismeler olurken, folikiilii saran ovaryum stromasi da folikiil
etrafinda teka folikiilii ad1 verilen bir kilif olusturur. Folikiil gelistikge bu kilif; teka
interna ve teka eksterna olarak ikiye ayrilir (Ross ve Pawlina 2014). Folikiile bitisik
teka interna igsi hiicrelerden ve kapillar damarlardan zengindir. Teka interna
hiicrelerinin hiicre membranlarinda LH reseptorleri bulunur. LH salinimiyla faaliyete
gecen bu hiicreler androstenoidin hormonu sentezlerler, bu hormon graniiloza
hiicrelerine gecer ve orada Ostrodiole doniistiiriiliir. Teka eksterna ise fibréz bag
dokusundan olusur. Kollojen demetler, diiz kas hiicreleri, stromal hiicreler ve kan
damarlar igerir, belirgin bir smmir olmadan ovaryum stromasina karisir. Primer
folikiillerde gelisme ilerledikge; folikiiliin ¢apt 200 mikron, graniiloza hiicrelerinin
kalinlig1 6-12 siraya ulastiginda, graniiloza hiicreleri arasinda erimeler baglar ve
antrum adi verilen bosluklar olusur. Bosluk graniiloza hiicrelerinden salgilanan bir
folikiil sivis1 (likor folikiilii; baslica 6strojen olmak iizere progesteron, androjenler
gibi steroid hormonlar, FSH, LH, inhibin, aktivin, follikiilostatin, OMI gibi steroid
yapida olmayan hormonlar ve gesitli glikozaminoglikanlar igerir) birikir. Ik antrum
sonra folikiiliin ad1 sekonder follikiil olur (ya da; antral follikiil, vezikiiler follikiil).
Gelisme ilerledikce antrumlar birlesir ve tek bir bosluga (kavum follikiilii) doniisiir.
Oosit | prizmatik olan ilk sira hiicre grubuyla adi korona radiata olan, antruma dogru
sarkar. Buraya kumulus ooforus adi verilir. Bu sekilde gelisen sekonder
follikiillerden birkag1 ileri gelisme gostererek olgun folikiile (Graaf folikiilii)
dontisiir. Ovulasyonda bu graaf folikiilerinden sadece birtanesi atilir. Diger follikiiller
ise bu asamada atreziye ugrar ve atretik folikiillere doniisiirler. Bu dénemde oo0sit
duvarin1 doseyenlerine mural graniiloza hiicreleri adi verilir. Oosit salgiladigi
maddelerle mural hiicrelerin farklanmasini1 baskilaylp kumulus hiicrelerinin

gelismesini saglayarak kendi mikrogevresini kontrol altinda tutar. Graaf folikiiliiniin
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eksentrik konumlu niikleusuna vesikula germinativa, koyu boyanan iri nukleolusuna
da makula germinativa denir. Graaf folikiilleri biiyiiyerek 2,5 cm 'lik bir ¢apa
ulagtiklarinda ovaryum yiizeyine dogru stigma adi verilen ¢ikinti yaparlar. Bundan
sonra ovulasyon gergeklesir. Ovulasyondan 24-36 saat Once teka interna hiicreleri
gibi graniiloza hiicrelerinde de LH reseptorleri belirir, LH artisina bagl olarak lokal
bir faktdr olan mayoz bolinmeyi uyaran madde salinir. Oosit | bu maddenin etkisi
altinda, birinci mayotik béliinmesini tamamlar, bdylece oosit II ve 1. kutup hiicresi
(polar body) meydana gelir. Ardindan Oosit 1l hemen ikinci mayoz bdliinmenin
metafaz evresinde kalir. Graaf folikiiliiniin baskisiyla stigma bolgesi iskemiye ugrar,
buradaki doku zayiflar ve yirtilma olur. Bununla beraber folikiil sivisinin artigida bu
noktaya yaptigi basingla yirtilmasina sebep olur (Kierszenbaum 2006; Ross ve
Pawlina 2014; Junqueira ve Carneiro 2006; Tekelioglu 2002) .

Ovulasyon: Ovulasyon, hormon aracili bir islemdir ve sekonder oositin
serbestlesmesi ile sonuglanir. Olgun folikiiliin riiptiire olmas1 ve Graaf follikiiliinden
sekonder oositin atilmasidir. Diside ovulasyon zamaninda ovaryumdan c¢ogunlukla
sadece bir oosit serbest birakilir, ancak ayni zaman diliminde iki ya da daha fazlasi
da atilabilir. Ovulasyonla oositin atilmas1 menstrual siklusun ortalarinda, yani 28
giinliik bir siklusun yaklagik 14. giinii civarinda meydana gelir. Uyarimi olusturan,
on hipofiz bezinden salgilanan luteinizan hormondaki (LH) bir dalgalanmadir. Kanda
LH’daki artigtan sonra birka¢ dakika i¢cinde ovaryumun kanlanmasi artar ve plazma
proteinleri kapiller veniillerden sizarak Odeme sebep olur. Lokal olarak,
prostaglandinler, histamin, vazopressin ve kollajenaz salinir. Graniiloza hiicreleri
daha fazla hyaluronik asit iretirler ve gevsek bir hal alirlar. Kollajen yikimiyla
iskemi olusur ve folikiil dis duvarinda bir zayiflamaya yol acar. Bununla beraber
antral s1v1 basincinin artmasi ve teka eksternanin diiz kaslarinin kasilmasi, folikil dis
duvarininda riiptiire olmasi ovulasyona neden olur. Zona pellusida ve etrafindaki
korona radiata ve kumulus ooforus hiicreleriyle birlikte oosit ve ¢ok az antral sivi
ovaryumu terk eder ve tubalarin fimbriyalar1 tarafindan nazikge siipiiriilerek
abdominal ostiumuna alinir. Kas Kontraksiyonu ve silyali hiicrelerin aktivitesinin
olusturdugu itici gii¢ ile ovum, dollenebilecegi yere, oviduktun infundibulumuna
girer. Boylece kumulus kiitlesinin peritoneal gegisi engellenir. Ddllenmis ovuma

zigot ismi verilir. Zigot yariklanmaya baslar ve yaklasik 5 giin siirecek bir yolculukla
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uterusa tasmir. Ovum ovulasyondan sonraki ilk 24 saat i¢inde dollenmezse II.
mayotik bolinmeyi tamamlamaz dejenerasyona ugrar ve fagosite edilir ve
menstriiasyon ile digart atilir

Korpus Luteum: Ovulasyon tamamlandiktan sonra, ovaryum ig¢inde kalan
graniiloza ve teka interna hiicreleri korpus luteumu olusturur. Ovaryumun korteks
bolgesinde yerlesen korpus luteum, progesteron ve dstrojen hormonlarini salgilayan
endokrin bez gorevi goriir. Progesteron yeni ovaryum folikiillerinin gelismesini
engelleyerek ovulasyona engel olur. Folikiil sivisinin bosalmasi ile folikiil duvari
bliziiliir ve katlantili hale gelir. Folikiil boslugunda bir miktar kanama olur. Bu kan
burada koagiile olur ve daha sonra yerini bag dokusuna birakir. Bu bag dokusu ile
giderek ortadan kaldirilmakta olan kan pihtist artiklar: korpus luteumun en i¢ kismina
yerlesir.

Ovulasyonun ardindan graniiloza hiicreleri boliinmez fakat biiyiikliiklerinde
biiyiik bir artig goriilir. Bunlar korpus luteum parenkimasinin biiylik bolimiinii
Olusturur ve graniiloza lutein hiicreleri ismini alir. Bunlar steroid salgi yapan
hiicrelerin 6zelliklerine sahiptirler. Teka interna hiicreleri de teka lutein hiicrelerini
olusturarak korpus luteumun olusumuna katilirlar. Bu hiicreler graniiloza lutein
hiicrelerine benzer yapidadir, ancak daha kii¢liktiir ve daha koyu boyanirlar. Bu
hiicreler korpus Iluteum duvarmin katlantilarinda yerlesirler. Korpus luteumun
irettigi progesteron, LH iiretimi lizerinde baskilayict bir etkiye sahiptir. Gebelik
meydana gelmedigi zaman, korpus luteum 10-14 giin yani menstriiel siklusun sadece
ikinci yarist boyunca kalir (menstriilasyon korpus luteumu). Bu siireden sonra, LH
eksikligi korpus luteumun dejenere olmasina yol agar. Gebelik meydana gelirse,
plesenta tarafindan tiretilen koryonik gonadotropin korpus luteumu uyarir. Bdylece,
korpus luteum 6 ay kadar bir siire kalir ancak daha sonra yavas yavas etkisini
kaybeder. Buna gebelik korpus luteumu denir. Gebelik korpus luteumu ayn1 zamanda
bir polipeptid hormon olan relaksin salgilar. Bu hormon simfisiz pubisin bag
dokusunu yumusatip gevseterek dogumun kolaylagsmasina yardimer olur (Ross ve

Pawlina 2014; Junqueira ve Carneiro 2003; Kierszenbaum 2006).
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4.3. IMPLANTASYON

Blastosistin dis tabakasi trofektodermin (TE), endometriyumun luminal epiteli
(LE) ile etkilesime girmesine implantasyon denir. Bu olayda genetik olarak
farkliliklar1 olan embriyonik ve maternal dokular aralarinda basarili bir kaynasma
meydana gelir. Cesitli deneysel c¢alismalarda, endometriyumun embriyonun
implantasyonu igin gostermis oldugu degisiklerle meydana gelen bu doneme
implantasyon penceresi adi verilmistir. Endometriyumda yapisal, hiicresel ve
molekiiler bir¢ok olay implantasyon penceresi ile kontrol edilir ve boylece
endometriyumun embiryoyu kabul edisini saglayan molekiiler markerlar1 ortaya
cikarir. Bunlar sitokinler, adezyon molekiilleri, pinopodlar ve diger endometriyal
proteinlerin miktarlarinda degisiklikler seklinde siralanir (Gokgimen ve ark. 2004;
Sarani ve ark. 1999; Kimber, 2000).

Insanda oositinin déllenmesi tuba uterinanin genellikle ampulla bolgesinde olur.
Zigot pasif olarak uterusa dogru tasmirken yariklanmaya baslar. Daha sonra
gerceklesen mitozlarla, siki bir hiicre toplulugu olan morula olusur. Zona pellusida
ile oOrtili bulunan morula, zigotla yaklasitk aymi biyiikliiktedir. Zigotun
segmentasyonu sonucu ortaya ¢ikan hiicrelere blastomer denir. Uterin tiibiin
liimeninden aktarilan sivinin giderek birikmesi sonucunda morulanin merkezinde bir
bosluk olusur. Hiicrelerin olusturdugu bu i¢i sivi dolu kiireye, blastosist denir.
Blastomerler periferik bir tabaka (trofoblast) seklinde diizenlenirler. Bu tabaka i¢
hiicre kitlesi denen bir hiicre toplulugunun blastosist bosluguna dogru ¢ikinti yaptig
noktada kalinlagmistir. Gelisimin bu evresi ovulasyondan sonraki yaklasik 4 ya da
5’inci giinlere rastlar. Blastosist uterus liimeninde bir ya da iki giin kalir. Burada
endometriyum salgis1 icinde endometriyum ylizeyiyle temas eder. Blastosist
evresinde, zona pellusida giderek incelir ve daha sonra kaybolur. Bu sayede
mukozay1 delme kapasitesine sahip trofoblastlarin endometriyuma dogrudan temas
etmesine olanak saglar. Bundan hemen sonra trofoblast hiicreleri hizli bir sekilde
cogalmaya baslayarak, endometriyumun da yardimiyla embriyonun beslenmesini
saglar. Bu evre esnasinda embriyo i¢ hiicre kitlesi hafif¢e biiyiir (Ross ve Pawlina
2014, Kierszenbaum 2006).

Blastosist evresindeki embriyo, dollenmeden sonraki 5-7. giinler arasinda

uterusa gelir. Zona pelusidasindan kurtulmus olan blastosist, embriyoblastlarin

33



bulundugu bolgeden endometriyuma yaklasir (apozisyon evresi), blastosist
endometriyumun glandiiler epiteline yapisir (adhezyon evresi) ve son olarak da
endometriyuma yapisan blastosist endometriyum igine dogru ilerler (invazyon evresi)
(Sekil 4.3.1).

Implantasyon, insan endometriyum dokusuna 6zel bir siiregtir ve endometriyum
‘implantasyon penceresi’ olarak adlandirilan zaman dilimi i¢inde embriyoyu kabul
eder (Staun-Ram ve Shalev 2005). implantasyon penceresi dstrojen ve progesteronun
endometriyum iizerine progranlanmis etkisidir. Insanda implantasyon penceresi
LH’1n ani artisindan 6 giin sonra baslar ve 10. giinde tamamlanir (Ross ve Pawlina
2014). Implantasyonun basarili olmasi saglikli bir gebeligin baslangicidir. Bu
donemde blastosistte ve endometriyumda ayr1 ayr1 meydana gelen birtakim genetik
ve genetik olmayan degisiklikler ve birbirleriyle olan iletisim sonucunda
implantasyon meydana gelir. Gerek embriyo hiicreleri kendi aralarinda, gerek
endometriyum bez ve stromal hiicreleri kendi aralarinda, gerekse embriyo-
endometriyum hiicreleri birbirleriyle endokrin, parakrin ve otokrin {iriinlerle
haberlesme halindedir. Bu iiriinlerin bazilar1 steroid hormonlar, insan koryonik
gonadotropin (hCG), biiyiime faktorleri, sitokinler, yapigmay1 saglayan molekiiller,
hiicre dig1 matriks proteinleri ve prostaglandinlerdir (Dey ve ark. 2004).

Implantasyon déneminde endometriyumda meydana gelen en énemli hiicresel
degisiklik limen epitel hiicrelerinin pinopod denilen yapilara doniismesidir.
Pinopodlar, yiizey epitelinde sadece 1-2 giin siireyle uzayan yapilar olup
yiizeylerinde Musin-1 (MUC-1) molekiilii bulunmaktadir. MUC-1, blastosistin
adezyonunu engeleyen bir molekiildiir ve implantasyon bolgesinde MUC-1’in
bulunmadig1 ancak adezyonda 6nemli rol oynayan laminin, kollajen IV, fibronektin,
integrin gibi adezyon molekiillerinin miktarinin arttig1, doniistiiriicti biiylime faktori
o (TGF-a), kollajen IV, IL-11 ve tiimor nekrozis faktor a (TNF-a))’ nin ise invazyon
sirasinda fonksiyon gosterdigi bildirilmektedir. Stroma da ise damarlarin artmasi ve
gecirgenlikteki artiga bagli olarak 6dem ve desidual tepkime meydana gelir. Desidual
tepkime, endometriyumun her yerinde meydana gelir ve c¢ogalan stromal
fibroblastlarin bir farklilagmasidir. Desidual tepkime Ostradiyol ve progesteron ile
onceden hazirlanmis endometriyumun blastokist tarafindan uyarilmasi ile meydana

gelir. Desidua olusumu COz, prostaglandinler-PGF2a, PGE2, histamin gibi kimyasal
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ve fiziksel uyaranlar ile de meydana gelebilir. Desidual hiicreler glikojen, alkalin
fosfataz, a-aktin, prolaktin ve biliylime faktorlerini {iretirler. Bu maddeler
trofoblastlarin ¢ogalmasi ve farklilasmasi igin O6nemlidirler (Aplin ve ark. 2001,
Giray 2001).
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Sekil 4.3.1. Implantasyon asamalar1 (http://www.jle.com/en/revues, Erisim: 24.01.2018).

4.3.1. implantasyonun Sinyallesme Olaylar

Blastosist ve LE arasindaki sinyallesme, hiicrelerden salinan molekiiller yoluyla
ortaya ¢ikabilecegi gibi, membrana bagli sinyal molekiilleriylede ortaya ¢ikabilir.
1994°te yapilan bir ¢alismada, fare endometriyumunun yiizey epiteline blastosistin
baglanmasindan hemen 6nce Heparin Binding-Epidermal Growth Factor (HB-EGF)
salgilandig1 gosterilmistir. HB-EGF, progesteron ve Ostrojen kontrolii altindaki
stroma tarafindan eksprese edilir. HB-EGF, hiicre ¢ogalmasinda ostrojenin etkilerine
medyator olarak rol alir. Gebeligin 2. ve 3. giinlerinde LE'de HB-EGF eksprese
edecek mRNA bulunmaz ancak, olasilikla blastosist baglanma zamanindan 6-7 Saat
once, LE’in apikalinde blastosiste komsu bolgede eksprese edilir (Paria ve ark. 2000,
Kimber 2000).

Prostaglandin ve prostasiklin (PGI-2) sentezinde o6nemli bir enzim olan
siklooksijenaz 2 (Cox-2) erken implantasyonun gerceklesmesindeki olaylar icin

gerekli bir dizi sinyallesmenin merkezi olarak goriinmektedir. Cox-2 eksik disilerde,
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ovulasyon, dollenme hatalar1 ve implantasyon yetersizliklerini de igine alan ¢oklu

tireme basarisizliklarina rastlanmaktadir (Chakraborty ve ark. 1996). Cox-2’ den

olmadig1

disilere, PGI-2

desidual

tepkinin  ve

implantasyo

nun

gerceklesmesinde ¢ok etkili olmustur. Bu durumda PGI-2'nin; 6nemli bir Cox-2

triinii oldugu, uterin stromal degisikliklerin meydana geletirerek implantasyon

sagladigt ileri siirtilebilir. PGI-2’nin implantasyondaki esas rolii, desidual tepkimenin

bir 6zelligi olan artmis vaskiiler gegirgenligi saglamak olabilir (Paria ve ark. 2000).
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Sekil 4.3.1.1. Implantasyonun molekiiler diizenlenmesi (http://www.reproduction-online.org,

Erisim: 23.05.2018).

Implantasyondan LE'de baz1 degisiklikler meydana gelir. Implantasyon aninda

LE hicrelerinin polaritesi, apikal membrandaki bazolateral markerlarin ortaya

¢ikmasi ile ortadan kaybolur. Hiicreler daha yassilasir ve mikrovillus sayisi azalir.

Birgok tiirde mikrovilluslarin yerini pinopodlar almaya baglar. Bazal membran

kalinligida olduk¢a fazla incelir.

Hiicre ylizeyi

molekiillerinin  apikolat

eral

dagiliminda degisiklikler meydana gelir. Insanlarda LE’nin yeniden organizasyonu

diger memelilerdekine ek unsurlari igerir. Ovulasyondan yaklasik 6 giin sonra LE

hiicrelerin mikrovilluslar1 yerlerini pinopodlaraa birakirlar. Tekrarlayan biyopsileri

calismalarinda, pinopodlarin kadinlarda 48 saatten daha az siirede ortadan
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kaybolduklar1 ortaya konulmustur. Menstriiel siklusun 20 ve 22. giinleri arasinda
pinopodlar degisir ve bireye dzgii hale gelir. insanda bu durum beklenen alicilik
penceresi ile uyum gostermektedir. Ayrica, pinopodlari tasiyan hiicre kiimelerinin
hiicre katmaninda bulunduklar1 yere yapisarak yerlestikleri kaydedilmistir. Bundan
dolay1 bu tiir pinopodlar insan embriyolar1 i¢in 6nemli tutunma alanlar1 olustururlar
(Bentin-Ley ve ark 1999). Insanda uterus LE hiicrelerinin E-kadherin, 6, 1 ve 4
integrin gibi baz1 bazolateral adezyon molekiil serilerinin embriyonun tutunmasini
icin apikaldan eksprese ettikleri bilinmektedir (Duc- Goiran ve ark. 1999). Bu hiicre
serilerinin yapiskanliklarina Muc-1 gibi bazi anti-adeziv faktorlerin azaltilmasi

katkida bulunabilir (Susan 2000).

4.3.1.1. Integrinler

Kalsiyum bagimli hiicre ile hiicreler arast madde baglantisini saglayan
transmembran glikoproteinleridir. o ve B olmak iizere iki alt birimden olusan
heterodimer yapisindadirlar. Farkli 18 adet o ve 8 adet P biriminin farkh
birliktelikleri sonucu 29 adet integrin ortaya cikmistir (Reel ve ark. 2010).
Endometriyumun desidual ve ekstravilloz sitotrofoblast hiicrelerinden eksprese
edilen adeziv molekiilleridir. Bunlar, hem hiicre disi matriks (bazal lamina)
bilesenleri arasindaki adezyonda hemde hiicrelerarasi adezyonda rol alirlar. LE
kaynakli integrinlerin luteal sathanin yarisinda implantasyon penceresini gevrelerler
ve desidual integrinler olusur olusmaz bir iist regiilasyona gecerler. Integrin alt
tiniteleri LE’den siklusun luteal safhasinda eksprese edilmektedir. Alt uniti siklusun
20. giliniinde ortaya ¢ikmakta ve implantasyon tamamlandiginda subunitleri ile bir
arada bulunurlar. Bu yoniiyle implantasyon penceresi i¢in ideal bir belirtectir. Bes ve
birinci alt unitleri de mevcut olup hem heterodimer toplulugunu harekete gegirmerir
hemde integrini, RGD (glisin, arjinin ve aspartik asitten olusan 3 amino asitlik peptit)
serilerine baglanmakta ve trofoblastt LE’e tutturmak igin hiicre-hiicre etkilesimlerini
baglatmaktadir. Bes (V) dimeri aym1 zamanda uterus epitelinde ve trofoblastta
bulunmaktadir. Bdylece zincirleme etkilesimler sayesinde embriyonun uterusa
sabitlenir. Trofoblastlardan eksprese eilen fibronektin ve vitronektin endometriyal
integrinlerle etkilesim kurar. Fakat ekspresyonu 6nemli biiyiime faktorlerine baglidir
(Merviel ve ark. 2001): Doniistiiriicti Biiyiime Faktorii (TGF ) i azaltir, Interlokin-1,
6 (IL-1, 6) ve Timér Nekroz Faktor (TNF ) ekspresyonunu artirir. Epidermal
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Biiyiime Faktorii (EGF) ekspresyonunu artirmaktadir (Duc- Goiran ve ark. 1999;
Merviel ve ark. 2001; Tabibzadeh 1992). Desidual stromal hiicreler tarafindan
eksprese edilen TGF, metalloproteinaz doku inhibitoriinii arttirarak trofoblastin
toplam jelatinolitik aktivitesini inhibisyona ugratir. Bu sebeple de trofoblast
invazyonunda diizenleyici bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. IL-1 ve IL-6 sitokinler,
trofoblastlar tarafindan sentez edilen laminin ve kollajen reseptorlerinin (B1 ve B2)
eksprese edilmeleri i¢in uyar1 verir. Bu sitokinler trofoblast hiicreleri tarafindan
kendileri i¢in de sentezlenir ve kendi ekspresyonlarini indiiklemek i¢in otokrin veya
parakrin hareket ettikleri bildirilir. Ostrojen, progesteron ve hCG gibi hormonlar IL-1
ve IL-2 ekspresyonunda, genel olarak negatif modulasyon sergiler. IL-1 ve IL-2,
trofoblast hiicrelerinin  ¢ogalma, invazyon ve farklasmasinda Onemli rol
oynadiklarindan, trofoblast fonksiyonlar1 i¢in Kilit faktor olabilirler (Das ve ark 2002;
Duc- Goiran ve ark. 1999). Embriyonun endometriyuma tutundugu asamada,
buradaki yeni integrin subunitleri, blastosistin implantasyon i¢in gerekli kapasiteye
kavusmus oldugunun gostergesi kabul edilir. Laminine baglanan integrin alt unitleri,
implantasyonun siirdiigii esnada endometriyal epitelin bazal membraninda
bulunmaktadirlar. Ayni1 sekilde endometriyumda eksprese edilmekte ve trofoblastik
fibronektine baglanmaktadir (Merviel ve ark. 2001; Tabibzadeh 1992). Insanlarda
yapilan bir ¢aligmada, in vitro fertilizasyon (IVF) tedavisi gormekte olan kadinlardan
embriyo transferinin yapilacagi giin olarak koryonik gonadotropin hormonu (hCG)
verilisinden 5 giin sonra alinan endometriyum biyopsileri ve goniilliiler tarafindan
verilen blastosistlerde gRT-PCR ile adezyon molekiilleri ve hiicrelerarast madde
bilesenlerinin gen analizi incelenmistir. qRT-PCR sonucu adezyon molekiillerinden
olan integrinin, oE alt biriminin trofoblast hiicrelerinde a9, aV, Bl ve B8’ in ise
endometriyum epitel hiicrelerinde sentezlendigi belirtilmis ve ayrica bu calismada
kullanilan endometriyum ve blastosist ayr1 ayri analiz edilmistir. Embriyo-
endometriyum etkilesimi, etik sorunlardan dolay1 insanlarda incelenemediginden bu
genlerin varli@1 insanlarda implantasyon sirasindaki rollerini aciklamakta yetersiz
kalmaktadir (Haouzi ve ark. 2011). Gestasyonun 3, 4 ve 5. glinlerinde si¢anlardan
alinan embriyolarda integrin B3 sentezinin morula sathasindan blastosist agamasina
dogru artmis oldugu, 6zellikle trofoblast hiicrelerinde ve i¢ hiicre kitlesinde yogun

oldugu rapor edilmistir. Ayrica Ishikawa hiicreleri ile kiiltire edildiginde apikal
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hiicrelerde integrin B3’ e rastlanirken, bazal hiicrelerde goriilmemistir. Siganlardan
elde edilen embriyolarin bir kismi Ishikawa hiicreleri ile kiiltiire edildiklerinde
blastosistin bu hiicrelere tutundugu ve trofoblast hiicrelerinin sitoplazmasinda
goriilen integrin B3’ iin membranda yer aldigi, sadece Kkiiltiir kabina birakilan
blastosistlerde ise integrin B3 dagilimnin sitoplazmada devam ettigi izlenmistir.
Integrin B3’ {in sitoplazmadan hiicre membranma yonelimin, embriyo ve
endometriyum arasinda bir parakrin etkilesim sonucu oldugunun kaniti olmaktadir

(Kaneko ve ark. 2011).

4.3.1.2. Kaderinler

Kaderinler Ca** bagimli birer transmembran glikoproteinleridir (Stemmler
2008). Hiicre-hiicre arasinda homotipik veya heterotipik baglanma yaparlar. Kaderin
stiper ailesinin simdiye kadar belirlenen birkag¢ alt grubu mevcuttur. Bunlar klasik
(tip I) kaderinler, tip II kaderinler, dezmozomal kaderinler ve protokaderinler. Hiicre
dis1, transmembran ve hiicre i¢i olmak {izere {i¢ bolgesi bulunan kaderinler ii¢ adet
sitoplazmik proteinle iligkilidir: a-katenin, B-katenin ve y- katenin. Kaderinler
bulunduklar1 dokuyla iliskili isimlendirilir. Epitel hiicrelerinde E-kaderin, plasentada
P-kaderin, endotel hiicrelerinde V-kaderin, noral dokularda ve kasta N-kaderinler ve
kalp kasinda H-kaderinler bulunmaktadir (Dai ve ark. 2002; Tsuchiya ve ark. 2006).
E-kaderin geni susturulmus farelerde hasarli preimplantasyon embriyo gelisimi ve
implantasyon basarisizligi goriilmiistiir (Larue ve ark. 1994; Riethmacher ve ark.
1995). B-katenin, fare blastosistlerinde hiicre-hiicre etkilesim alanlarinda
sentezlenmektedir. Endometriyumda E-kaderin, epitel hiicrelerinin lateral bolgesinde
hiicre membraninda yerlesir ve bu durum hiicre-hiicre baglanti komplekslerinde

onemli role sahiptir (Poncelet ve ark. 2002).

4.3.1.3. Trofinin-Tastin-Bystin Kompleksi

Esas olarak trofinin membran proteinlerindendir. Insan trofoblast hiicreleri ile
endometriyum hiicreleri arasindaki hemofilik hiicre adezyonunun medyatoridiir.
Trofinin, adezyondaki aktifligi saglamak igin bystin yardimiyla sitoplazmik bir
protein olan tastine baglanarak kompleks bir yap1 olusturur. Trofinin ve tastin, insan
LE’in erken sekretuvar safhasinda, apikal yiizeyde acgiga ¢ikmaktadirlar. Sekretuvar
periyodun ortasinda da hizla ortadan kaybolur. Implantasyon alaninda, trofininin, TE
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ve LE'in karsit apikal yiizeylerinde agiga ¢iktigi goriilmektedir (Susan 2000; Fukuda
ve Sugihara 2012).

4.3.1.4. Heparan siilfat proteoglikan (HSPG)

Heparan siilfat proteoglikan, LE'e embriyonun tutunmasinda rol oynayan bir
diger faktordiir. HSPG'nin bazal membran sekli perlecan, inkiibasyonun ardindan
blastosistin etrafin1 ¢gevreleyerek mRNA ve proteininin eksprese edilmesi blastokistin
baglanma yeterliligini kazanmasi ile uyumludur. Béylece HSPG, TE'i LE'e baglayan
destekleme ligandi1 olarak islevini gerceklestirir. Fare embriyolart HSPG’la iliskili
proteinlere tutunabilmektedir (Carson ve ark 1993; Chen ve ark 2008).

4.3.1.5 Musin-1 ve Musin-4 (MUC-1, MUC-4)

Mucl, iireme sistemi epitelinin yiizeyinde bulunan bir transmembran musin
glikoproteinidir ve hiicre ylizeyinin mikroorganizmalardan, degradatif enzimlerden
korunmasinda rol oynar. Ayrica hem normal hem de malign kosullarda hiicre-hiicre
ve hiicre-ekstraselliiler matriks etkilesimlerinde inhibitdr olarak gorev yapar
(Brayman ve ark 2004). Ayrica Muc-1 gibi asir1 glikozilatlh musinler LE'de
maskeleme islevi goriirler. LE'deki Muc-1'in standartlarin altindaki blastokistlerin
yapismasini Onleyen secici bir bariyer oldugu tahmin ediliyor. Sigcanlarda diger
musin olan Muc-4’tiir. Implantasyon zamaninda gézden kaybolur. Muc-4 preresevtif
LE'deki baglanmay1 engellemeye yonelik bariyer islevine benzeyen bir fonksiyona
sahiptir. Muc-1 ve Muc-4 ovaryum hormonlarmin kontrolii altinda agiga
¢ikmaktadirlar (Chervenak ve Ilisley 1998; Meseguer ve ark 1998).

Insanlarda Muc-1 ekspresyonu embriyonun tutundugu bolgede ve altindaki
epitelyum hiicrelerinde bulunmaz iken komsu hiicrelerde ekspresyonu devam
etmektedir. Bunun sebebinin Muc-1’in antiadheziv etkisinin azalmasi sonucu uterus
epiteli ile blastokistin basarili implantasyonunu saglamak oldugu diisiiniilmektedir.
Fare, rat ve domuz gibi bazi memelilerde ise, insanlarin aksine, blastokist
implantasyonu siiresince uterus epitelinin apikal yiizeyinde Muc-1 ekspresyonunun
azalarak devam ettigi gosterilmistir (Paszkiewicz-Gadek ve ark 2008).

4.3.1.6. Selektinler
» L- Selektin; Selektinler diger adezyon molekiillerinden farkli olarak protein-

protein seklinde baglanma 6zelligiyle karbonhidratlara baglanabilir ve karbonhidratl
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proteinler olarak islev goriirler. Selektinlerin ligandlar1 ise heterotipik olarak
baglanma gosterdikleri sialil lewis* (sLe*) ve sialil lewis® (sLe®) gibi fukosilize ve
sialilize glikoproteinlerdir. Platelet selektin (P-selektin), Lokosit selektin (L-
selektin), Endotelyal selektin (E-selektin) gibi {izerinde bulunduklari hiicre tipine
gore isimlendirilirler (Terekeci ve ark. 2008). Insanda L-selektinin trofoblast
hiicreleri tarafindan olusturuldugu ve annenin endometriyum epitel ylizeyindeki
oligosakkarit ligandlarina baglandig1 bildirilmektedir (Genbacev ve ark. 2003).
Blastosist uterusa geldiginde, endometriyum yiizeyi glikokaliks ile Ortiiliidiir.
Blastosist burada MUC-1 tarafindan tasinan L-selektin ligandina zayif baglanma
gosterir ve endemetriyum epiteli iizerinde yuvarlanma hareketi yapar. Yuvarlanma
hareketi sirasinda insan blastosistinden hCG ve bircok faktorler salgilanarak
endometriyum epiteli tropinin liretmek {izere uyarilir. Blastosistin baglandigi bolgede
pinopodlarda MUC-1 sentezi azalir ve trofoektoderm ile endometriyal epitel arasinda
tropinin-tropinin baglantistyla giiclii bir iletisim olusturulur (Aplin ve ark. 2001).
Yine L-selektin ligandlarindan MUC-1 molekiilii ile iligkili sLex’in endometriyum
yiizey epitelinde ve bez epitel hiicrelerinde lokalize oldugu, implantasyon penceresi
sirasinda ise miktarinda artis gézlenmistir (Hey ve Aplin 1996; Red-Horse ve ark.
2004; Lai ve ark. 2005). Ligand miktarindaki artis implantasyon basarisi ile
iligkilendirilmistir (Wang ve ark. 2008).

4.3.1.7. Sitokinler

» Timor Nekroz Faktorii-o (TNF-a); TNF-a, tireme organlari,
preimplantasyon embriyolar1 ve endometriyum gibi ¢esitli dokularda eksprese olan
cok yonlil sitokinlerdendir. Endometriyumda fibroblastlar, immunkomponent
hiicreler, glandular epitelyal hiicreler ve vaskiiler hiicreler gibi TNF-a eksprese eden
cesitli hiicre tipleri mevcuttur (Ross ve Pawlina 2014). TNF-a, pre- ve
periimplantasyonda yiiksek derecede eksprese olmasma karsin gebelik esnasinda
limitli eksprese olmaktadir. Insan, fare ve ratlarda TNF-a’nin yiiksek ekspresyonu,
ayn1 zamanda meydana gelen yavru sayisini azaltir veya implantasyonu engeller
(Sanford ve ark 1992).

> Lésemi Inhibitor Faktor (LIF); LIF bir IL-6 tipi sitokini olup, farelerde
implantasyon ig¢in kritik oldugu gosterilmis bir¢ok sitokinden birisidir. LIF mRNA ve

proteini, blastokist implantasyonundan hemen 6nce murin endometriyal glandular
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epitelde maksimum seviyede eksprese edilir. Ayn1 sekilde kadinlarda LIF, uterusun
blastokist implantasyonuna uygun hale geldigi sekretuvar fazin ortalarinda luminal
ve glandular epitelde yiiksek seviyede eksprese olur Gebelik boyunca ise LIF mMRNA
ve proteini ilk trimesterde desiduada eksprese edilir (Shuya ve ark 2011). LIF’in
sitotrofoblastlarda fibronektin sentezini arttirarak ve hCG sentezini azaltarak
trofoblastlarin fenotipini daha invazif olma yoniinde degistirdigi gosterilmistir

(Suman ve ark. 2013; Salleh ve Giribabu 2014).

4.3.1.8. Bilyiime Faktorler

> Heparin Baglayici-Epidermal Biiyiime Faktorii (HBEGF); implantasyon
zamaninda kritik olarak gorev alan faktorlerden biri de HB-EGF’dir. HB-EGF
tarafindan diizenlenen c¢ok ¢esitli hiicresel aktivitenin plasental dokularin olusmasi
gibi embriyonik gelisimde 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir. Stromal hiicrelerdeki
HB-EGF regiilasyonu, desidualizasyon i¢in uterusun hazirlanmasinda temel rol
oynayabilecegini gostermektedir (Jessmon ve ark 2009).

» Doniistiiriicii  Biiyiime Faktorii-a (TGF-a); EGF’e benzer seckilde
proliferasyon, migrasyon, farklilagma ve hiicrelerin remodelinginde rol oynar.
Fonksiyonunu  EGF  reseptoriine  baglanarak  gergeklestirir.  TGF-a’nin
implantasyonda ve desidualizasyonda rolii oldugu bilinmektedir (Tamada ve ark
1997). Blastosist sekillenmesinde TGF-B1, hiicreler arasinda siki baglantilarin
kurulmas1 ve trofoektoderm hiicrelerinin farklilasmasinda rol oynar (Bulgurcuoglu

ve ark. 2003).

4.3.1.9. Embriyodan Salinan Sinyaller

Erken hamilelik faktorii (EPF), preimplantasyon faktorii (PIF), trombosit aktive
edici faktor (PAF), biiylime faktorleri, interferon gama ve insan Kkoryonik
gonadotropin (IFNy, hCG) ve prostaglandin embriyodan salinan ve implantasyonu
etkileyen faktorlerdendir. EPF, biiylime ve immiin diizenleyici 6zellikte, embriyonik
yasamin devami ve biiyiimesi icin gereklidir. insanda erken gebelik faktorii, maternal
serum, fetal serum, amniyotik serum ve plasental atiklarda ve idrarda tespit edilmistir
(Ozbek ve ark. 2013). PIF ise preimplantasyon evresindeki embriyolarda
tiretilmektedir (Rosario ve ark. 2005). Antijenik stimiilasyon sonucu bazofillerden

salman PAF farelerde fertilizasyondan kisa bir siire sonra varolan gegici
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trombositopeniden sorumludur (O’Neill 2005). IFNy normal insan uterin
endometriyumunda immun yanitin olusmasi, biliyiimesi ve farklilasmasinda rol
oynarken, hCG, progesteron ve Ostrojen varliginda desidualizasyonun devamindan

sorumludur (Kodaman ve Taylor 2004).

4.4, RATLARDA DiSi UREME SiSTEMIi

Sicanlarda, disi genital sistemi oositin tutuldugu ve embriyolarin gelistigi bolge
olmasi gibi genel ozellikleri bakimindan insandakine benzemekle birlikte farkliliklar
goriilmektedir. Sicanlarin sag ve solda olmak iizere iki ayr1 uteruslar1 vardir. Her iki
uterus da kan damarlar1 bakimindan c¢ok zengindir. Dolayisiyla mevcut yapi
sicanlarin bir batinda ¢ok sayida yavru dogurabilmesine olanak saglamaktadir (Dilsiz
2008).

Uretral ve vajinal acikliklar1 ayridir. Vajinay1 kapatan membran pubertede yok
olur. iki ayr1 uterus kaudal tarafta birlesir ve vajinaya iki farkli serviksle acilir.
Vesicae urinaria ve rektum ile komsuluklar1 vardir. Kraniyal kisimda ovaryumlar
bulunmaktadir (Dilsiz 2008). Sicanda ovaryumlar bobreklerin arka yiiziinde bir dizi
folikiil kitlesi seklinde izlenmektedir. Eriskin gebe olmayan siganda genellikle
ovaryumlar iyi geligsmistir. Tuba uterinalar ise kiiclik oldukga siki kivrilmis tiibiiler

yapilar olup ovaryumlardan uterusa dogru bilateral olarak uzanan yapilardir (Dilsiz
2008).

4.4.1. Ratlarda Uterus Yapisi

Uterus endometriyumunu doseyen epitel kemirgen tiirlerinde yalanci ¢ok katl
prizmatik epitel olup lamina propriyada gevsek bag dokusu i¢inde artmis ndtrofil ve
lenfosit yogunlugu belirgindir. Hemen altinda ise lamina submukoza ile devam eder.
Endometriyum bezlerini tunika submukoza i¢indeki lamina propriyasina yerlesmis
basit ya da dalli tiibiiler bezlerdir. Kemirgenlerdeki endometriyumda bezler yer
almaz ve son derece vaskiilerdir. Miyometriyum uterusun tunika muskularisini
olusturmaktadir. Kalin i¢ sirkiiler tabaka ile dis longitudinal diiz kas katmanindan
meydana gelmistir. I¢ ve dis kas katmanlar1 arasinda ise biiyiik kan damarlar1 yer
almaktadir. Perimetriyum, gevsek diizensiz bag dokusu yapisindadir ve ¢ok sayida
lenfatik damar igerigi de belirgindir. Uterusun her iki kornusu yan yana gelerek

vajinay1 olusturmak iizere birlesirler. Ancak her bir uterusun kendi serviks yapisini
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olusturdugu bilinmektedir. Her bir serviksin duvarlar1 kalin kas yapisi1 seklindedir.
Serviksin ac¢ikligi oldukg¢a kiiciik olmakla beraber doguma izin verecek sekilde
genisleyebilme 6zelligi gosterir (Dilsiz 2008).

Rodentlerde desidual endometriyum bes farkli boélge icermektedir: 1- Bazal
bolge, 2- Kapsiil, 3- Antimezometriyal desiduama, 4- Mezometriyal desiduama ve 5-
Glikojenik bdlge. Ratlarda gebeligin erken donemlerinde meydana gelen
desidualizasyon ve implantasyon, uterusun antimezometriyal bolgesinde ozellikle
primer desidual bolgede gergeklesir. Antimezometriyal desidua bolgesinin ig
tabakasi embriyoyu saran yassi hiicrelerden, ara tabakasi poligonal hiicrelerden,
miyometriyuma komsulugundaki dis tabakasi ise predesidual hiicrelerden

olusmaktadir (Ozcan 2010).

4.4.2. Ratlarda Hormonal Diizenleme ve Siklus Tayini

Insanlarda menstrual siklus olarak adlandirilan {ireme déngiisii kemirgenlerde
oOstrus siklusu olarak adlandirilmaktadir. Yaklasik 4-5 giin siiren Ostrus siklusu kisa
olmasindan dolay1 iireme dongiisii siiresince meydana gelen degisiklikleri aragtirmak
icin bu hayvanlarin tercih edilmesini saglamistir (Caligioni 2009; Dixon ve ark.
2014).

Ostrus siklusunun evrelerini belirlemek icin vajinal smear sitolojisini incelemek
en ¢ok kullanilan yontemdir. Vajinal sekresyonlar 10 pl. serum fizyolojik iceren
plastik pipetin sigan vajenine yerlestirilerek sivinin 6nce igeriye enjekte edilmesi
sonra geri alinmasi yoluyla elde edilebilir. Nemlendirilmis pamuk uglu swab
yardimiyla da vajinal 6rnek alinabilir. Kullanilan bir diger yontem de klasik yayma
cubuklar1 ile vajinal materyal alinmasidir. Alinan siirlintiiler cam lama yayilarak
%95°1ik alkol ile tespit edildikten sonra Giemsa, Toluidin mavisi, Papanicolaou,
Hematoksilen-Eozin veya Diff-Quick yontemleri ile boyamasi yapilarak 1s1k
mikroskobu altinda incelenir (Dilsiz 2008). Her bir evrenin 6zelligi vajinal smearda
incelenen epitelyal hiicreler, kornifiye hiicreler ve l0kositler arasindaki orana
dayanmaktadir. Buna gore proostrus, Ostrus, metadstrus ve didstrus olarak 4 evreden
olusur (Marcondes ve ark. 2002). Vajinal smeara gore proostrus 12, Ostrus 12-14,
metdstrus 21 saat ve diostrus evresi 57 saat siirer (Rigvanli ve ark. 2003).

Ostrous siklusu siiresince prolaktin, LH ve FSH diisiik seviyededir ve prodstrus

evresinin ortasindan sonra artmaya baglar. Proostrus sirasinda dstrojen seviyesi artar
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ve ovaryum follikiilleri hizl1 bir sekilde biiyiir. Ovulasyon LH artigindan sonra dstrus
evresinde meydana gelir. LH atimli (pulsatile) salinir ve en yiiksege prodstrusta, en
diisiige de Ostrusta gelir. LH atim1 (pulse) gonodotropin-releasing hormon (GnRH)
salimmminin  yiiksekligine baglidir. LH dalgalar1 prodstrustaki preovulatuvar
follikiillerde (preovulator follikiil 0,9-1,0 mm ¢apinda) ovulasyonun gergceklesmesine
ve korpus luteum sekillenmesine sebep olur. iki farkli preovulatuvar FSH dalgasi
mevcuttur. Birinci dalga LH dalgas1 ile ilgiliyken, ikinci dalga ovulasyon sonrasi
inhibindeki diistislele iliskilidir. Progesteron salinimi da metostrus ve didstrus
evrelerinde artar, didstrus evresinden sonra azalir. Daha sonra progesteron degeri
ikinci en yiiksek seviyesine proostrus evresinin sonunda gelir. Bu hormonal etki
prodstrus ve Ostrus fazinda folikiil gelisimini, dstrus fazinin hemen hemen ortasinda
ovulasyonu, metostrus fazinda korpus luteum olusumunu gergeklestirir. Didstrus

fazida dinlenme fazidir (Marcondes ve ark. 2002; Paccola ve ark. 2013).

4.4.3.Vajinal Sitoloji

» Proostrus; Vajinal yaymalarda, erken proostrusta daha az mukus ile daha
temiz bir goriiniim yer alir. Intermediyer hiicreler kadar parabazal hiicreler de daha
belirgin izlenir. Ancak ortamda hala hiicre debrisi vardir. Prodstrusta ise yaymanin
rengi daha agik ve mukus daha nadir izlenmektedir. Hiicreler predominant olarak
intermediyer hiicreler seklindedir ve parabazal hiicreler nadirdir. Lokositlere
neredeyse hig rastlanamaz (Dilsiz 2008).

> Ostrus; ostriis siklusu siiresince histolojik olarak bakildiginda; prodstrustan
Ostrusa gegiste, yayma bu donemde temiz ve hiicreler ile doludur. Hiicre igeriginde
intermediyer hiicreler, yiizeysel hiicreler ve ¢ekirdeksiz (keratinize) hiicreler vardir.
Ostrusta yaymanin neredeyse tamami erken dstrusa hakim olan keratinize yiizeysel
hiicrelerden olusmaktadir. Ostrus ilerledik¢e gruplar olustururlar. Nadir de olsa
saglam nukleuslar1 olan birkag¢ intermediyer hiicreye rastlanilabilir (Dilsiz 2008).
Ayirca yiizey epitelinde proliferasyon olmaz ancak hiicre boyutu en yiiksek seviyede
seyrettiginden epitelde kalinlagsma goriilmektedir. Baz1 yerlerde epitelin yalanci ¢ok
katli olarakta izlenir. Apoptotik indeks bu evrede artar. Uterus kavitesi iyice genisler
ve sivi birikimi artar. Yiizey epitelindeki bu degisiklikler embriyonun implante

olmasini saglar (S6zen 2008; Dixon ve ark. 2014).
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» Metostrus; Siklusun bu evresindeki goriiniim siklikla ¢ok sayidaki
16kositlerin ve intermediyer hiicrelerin hakimiyetindedir. Bu evre ilerledik¢e daha
cok intermediyer hiicre ortaya g¢ikar. Bunlar genellikle koyu renkli ve kiigtiktiir.
Parabazal hiicrelere hala rastlanilabilmektedir. Ayrica biiyiik intermediyer hiicreler
ve lokositler de varligini siirdiirmektedir (Dilsiz 2008).

» Diostrus; Cok az alinabilen vajinal materyal vardir ve o6zellikle hiicresel
debris ile birlikte salgi materyalinin kalintilarini igerir. Bazi parabazal ve
intermediyer hiicreler izlenebilir. Genellikle eger saptanabilirse az sayida lokosit

varligina rastlanir (Dilsiz 2008).

4.4.4. Ratlarda implantasyon

Siganlar olgunluga 2-4 ayda ulasir. Uremeleri icin optimal verimlilik siiresi 9-10
aydir. Ciftlesmeden yaklasik 30 dk. sonra vaginada vaginal plak olusur. Vaginal plak
gebelikle ilgili ilk bulgudur. Sertlesen plak 12 saatte atilir. Ureme siklusunun kisa
olmasi deney siiresi agisindan avantaj saglamaktadir. Insanlarda 28 giinde izlenen
menstriiel dongii, ratlarda 4-5 giinde gergeklesir. Dolayisiyla siganlar ile yapilan
bir¢ok ¢alisma daha kisa zamanda tamamlanabilmektedir. Bu da ¢alismalarda ratlarin
tercih edildigi modellerin goriilme sebebini olusturur (Dilsiz 2008).

Sicanlarda apozisyon, adezyon ve invazyonun 6 saatte meydana geldigi son
derece hizli bir implantasyon goriiliir. Zona pellusidanin kaybindan sonra uterus
liimeni blastosisti Orter. Blastosist endometriyumun anti mezometriyal kenarina
mezometriyal yonlendirmelerle i¢ hiicre kitlesinin bulundugu noktadan tutunur.
Blastosist epitel tabakasi ile iligki kurduktan sonra blastosistin duvarindaki
trofoblastik hiicreler tarafindan yapilan fagositozla epitelyal penetrasyon baslar. i¢
hiicre kitlesinin mezometriyal yonlendirmesi blastosistin bir paket halinde desidual
zona invaze olmasini saglar. Primer desidual zonun farklilanmasiyla embriyonun
biiylimesi i¢in trofoblast ile maternal kan saglayan plasenta sekillenir.

Apozisyon, adezyon ve invazyonun hizli olmasi yliziinden erken implantasyonun
fiziksel mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in fare ve siganlar iyi bir aday degildir.
Ancak, trofoblastik tutunmanin olmadig1 durumlarda desidual cevap ortaya ¢iktig1 ve
gebe farelerde desidualizasyon bolgesi kolayca ayirt edilebildiginden dolay1 fare ve
siganlarda desidualizasyon mekanizmasinin ¢alisilmasi i¢in iyi bir modeldir (Lee and

DeMayo, 2004).
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4.5. KOK HUCRE

Insanoglunun var olusundan giiniimiize kadar gelen hastaliklari yenme ve
yaslanmay1 Onleme cabalar1 suana kadar tibbin ¢ekici giicii olmustur. Saglik ve
biyoteknoloji alaninda yeni bir cagin baslangicindayiz ve gegen on yillarda hayal bile
edilemeyen ¢ok fazla tibbi uygulama giinlimiiz gelismelerinde hayata ge¢mis bir
kismuda ge¢mek iizeredir. Bu uygulamalardan bugiin yiiriirlikte olan ve yakin
gelecekte etkisni daha ¢ok gosterecek en dikkat ¢ekici gelismeler hiicre ve hiicresel
uygulamalar alaninda olmaktadir. Arastirmalarin sayisindaki ve neticesindeki olumlu
gelismeler tedavide kullanilabilecek insan hiicre ¢esit ve kaynaklarina her giin bir
yenisini eklemekte ve gittikge artan talepler bu hiicre ve dokulara olan ihtiyact
gostermektedir.

Kendini yenileme ozelligindeki kok hiicreler (KH), viicutta ve laboratuar
ortamlarinda, uygun uyaranlarla, bir¢ok 0&zellesmis hiicre tipine doniisebilmen
hiicreler olarak tanimlanmaktadirlar. Asil 6nemli olan durum ise bu hiicrelerin
farklilasmamis hiicre formunda elde edilebilmeleridir. KH, ‘‘islevsel olarak
farklilasmamis ve heterojen ¢ogalma potansiyeli olan’ hiicreler olarak
tanimlanmaktadir. Baska tanimlara gore KH, boéliinerek kendini yenileyen (self-
renewal), sayilarini siirekli sabit tutatar 6zellesmis gorevleri yerine getiren organlari

olusturan ve farklilagma yetenegi maksimum seviyede olan dncii hiicredir (Weissman
2000).

4.5.1. Farkhlasma ve Plastisite Kapasitesi

KH’lerin bir viicut hiicresi gibi belirli bir amaca yonelik farklilasmamis olmalar:
onemli bir KH belirteci olsa da, belirli uyaranlarla diger hiicrelere doniisebilme
yetenekleri bilimsel arastirmalar agisindan daha ¢ok dikkat ¢eker. Plastisite ya da
Differansiyasyon bir hiicrenin farkli hiicrelere doniisebilme yetenegine; degisik
hiicrelere donlisme potansiyelinede “Farklilasma Kapasitesi” denilir. Farklilagma;
hiicre iletisimlerinin sonucunda ortaya ¢ikan bilylime ve farklilasma faktorlerinin,
sitokinlerin birlikte etkisiyle gegirdikleri degisimi tanimlar. Farklilagmadan Once
Kh’ler devamli béliinerek sayilarini artirmaya calisirlar. Kendilerini yenileme
olayiyla KH’lerin belirli bir sayida sabit tutulmasina olanak taninir. Kendini

yenileme ve farklilasma yetenegine sahip KH’lerde iki farkli bolinme goriiliir;
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» Simetrik boéliinme; bu tip bolinmede hiicreler koken aldiklarr hiicrenin
biitiin 6zelliklerine sahip iki yavru hiicre meydana gelir. Bu bdliinmeyle hiicreler
ozelliklerini degistirmeden sayilarini ¢ogaltirlar. KH havuzunu sabit tutabilmek icin
asimetrik boliinme gerekli olsada embriyonun gelisim siirecinde ve doku tamirinde
gerekli olan yeni hiicrelerin olusabilmesi i¢in simetrik bdliinme de olmalidir.
Ozellikle dokularda fonksiyonel harabiyet durumu ortaya ¢iktiginda bu
mekanizmayla oncii hiicreler olusturularak en kisa zamanda onariminin garantisi
almir. Bu sirada KH’ler de simetrik olarak boliinerek yeni KH’ler olusturulur (Can
2014).

» Asimetrik boliinme; boliinme sonucu iki farkli hiicre olusur. Bu hiicrelerden
biri ana hiicrenin tiim Ozelliklerini korumaya devam ederken, digeri projenitor
hiicreyi meydana getirir. Projenitor hiicre ard arda gegirdigi boliinmelerle terminal
farklilasmaya ugrar ve esas islevsel olacak olgun hiicreye farklanir. KH’lerin kendi
kendilerine ¢ogalma veya farklilagmalarinda diger kok hiicreler ve farklanmamis
hiicreler arasindaki iliski; sitokinler, ekstraseliiler matriks bilesenleri, adezyon
molekiilleri, biiylime faktorleri ve mikrogevrenin fizyo-kimyasal kosullar1 (pH,
iyonik ortam vb.) etkili olmaktadir. Farklanmay1 uyaran etkenler kaldirilirsa, birgok
hiicrede boliinme dongiisii tekrar baslayabilir. In vitro olarak KH’lerin belirlenmis
bir hiicre hattinda farklilasmasina “yonlendirilmis farklilasma™ ad1 verilir. Bu olayin
gerceklesmesi i¢in ya hiicrenin genetik programi degistirilir ya da mikrocevresinin
fiziksel ve kimyasal oOzellikleri degistirilir. Bir KH’nin farklilagsmasi ig¢in dort
alternatif yol vardir (Martin-Rendon ve Watt 2003).

Asimetrik boliinmede, hem intraseliiler hem de ekstraseliiler etkenler birlikte ¢ok
siki kontrol edilmesiyle saglanir. Farkli nislerdeki hiicrelerin kaderleri de farkli
olmaktadir. Mikrogevre kok hiicrelerin sayisini, hiicre digi matriks bilesenleri, komsu
hiicreler ve eksprese edilen proteinlerle kontrol eder. Ornegin Drosophila’da
overlerde KH’lerin boliinme ekseni nis tarafindan belirlenir; mitoz mekigi nise dik
actyla sekillenir. Bu durum nise yakin taraftaki hiicrelerin, kok hiicre 6zelligini
korurken uzaktakiler farklanmasina neden olur. Hiicredeki asimetri, bazi1 protein
gruplarinin, organellerin ve RNA’ nin yavru hiicrelerden sadece birine aktarilmasiyla
basartya ulasir. DNA’nin asimetrik dagildigini bildiren ¢alismalarda mevcuttur.

Boliinmenin sonunda esas DNA, yavru hiicrelerden birisine gecerken, prekiirsor
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hiicreye doniisecek olanda ise yeni DNA sentezi ger¢eklesir. Bu mekanizma KH’ler,
yeni sentezlenen DNA’da olusacak mutasyonlardan korunmakta ve sahip oldugu
genomu bozulmadan koruyabilmektedir. Ozellikle doku islevlerinin harabiyet
durumlarinda bu mekanizmayla kok hiicrelerin Oncii hiicrelere doniiserek kisa
zamanda onarimi garanti altina alir (Can 2014).

Hiicrelerin boliinme kapasiteleri kromozomlarin u¢ kisminda bulunan, telomer
denilen DNA zincirleriyle belirlenir. Telomer ne kadar uzun olursa, hiicreler o kadar
cok sayida bolinme gecirir. Bunu saglayacak olanda telomeraza enziminin
aktivitesidir. KH’lerde bu enzimin aktivitesi ¢ok fazladir, bu sebeple ¢ok sayida
boliinebilirler (Matur ve Solmaz 2011).

a. Transdeterminasyon: Ozellesmis bir hiicre olusturmak icin planlanmis bir
oncti hiicrenin baska bir 6ncii hiicreye doniismesi ve o KH’ye ait serilerin
olusturulmasidir.

b. Transdiferansiyasyon: Farklilasmis hiicrenin farkli bir dokuya ait
farklilagmis bir hiicre fenotipini kazanmasidir. Burada hiicrenin gen ekspresyonu
degisir ve tamamiyla farkli ekspresyonlar1 hiicre tipine doniisiir. Ornegin normal
memeli gelisimi sirasinda, 6zofagustaki diiz kas ve ¢izgili kas formasyonu verilebilir.
Diiz kas hiicreleri iskelet miyozitlerini olusturmasi transdiferansiyasyona ornegidir
(Patapoutian ve ark 1995). Patolojide metaplazi kavrami, bir transdiferansiyasyon
modeli olarak kabul edilebilir. Metaplazide, bazi mide epitel hiicreleri veya KH’leri
bagirsak epitel hiicrelerine doniisiir (intestinal metaplazi) (Matur ve Solmaz 2011).

c. Dediferansiyasyon (geriye farkhlastirma): Farklilasmis bir hiicrenin veya
bir hiicre grubuna farklilasmak i¢in planlanmis hiicrenin, 6ncii formlarina giderek
tamamen farkli bir hiicreyi olusturmak {izere baska kola kaymasina
dediferansiyasyon denilir. Bu tipte bir farklilasmaya, semenderlerde ekstremite
amputasyonunun ardindan kas hiicrelerinin farkli hiicreler farklilagsmalart 6rnek
olarak verilebilir (Martin-Rendon ve Watt 2003). in vitro olarak indiiklenmis
pluripotent kok hiicreler bu yontemle elde edilir. Bunun i¢in viral plazmid gibi
vektorler kullanilir. Somatik hiicrelere, viral veya non-viral vektorler kullanilarak
Oct3/4, c-Myc, Sox2 ve KIf4 gibi genleri aktif hale getirerek embriyonik kok
hiicrelerine farklanma saglarlar (Ullah ve ark. 2015).
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d. Hiicre fiizyonu: Bir hiicre yonlendigi hiicre dizileriyle fiizyonu yeni
yonlendigi hiicre dizilerinin olusumuna sebep olur. Tedavi amagli klonlama buna en
giizel 6rnektir. Klonlamada bir hiicre grubuna farklanmaya programlanmis hiicrenin
cekirdegi, ¢ekirdeksiz bir oosit igerisine transfer edilerek tekrar programlanabilir ve
boylece degisen gevre sartlarinda olgun ¢ekirdegin yeniden programlanmasi ile gok
saylda dokularin olusumu saglar. Fibroblastlarin miyoblastlarla fiizyonu benzer
sekilde olugur (Campbell ve ark 1996; Amabile ve Meissner 2009).

e. Yonlendirilmis farklanma: In vitro olarak, KH’lerin belli bir ¢izgide
farklilasmasinin saglanmasi veya yonlendirilmis farklilasma; ya belirlenmis kimyasal
ve fiziksel sartlar yerine getiril ya da dogrudan genetik programin degistirilmesiyle
basartya ulasilir. Ornegin; yetiskin bir KH’nin adiposite farklilasmas1 icin kiiltiir
ortamina belirli miktarlarda indometazin, deksametazon ve insiilin gibi dogal hormon
ve suni kimyasal maddeler eklenir. Bu maddelerin in vivo olarak KH’lerin yag
hiicresine doniisiimiinii uyarip uyarmadiklar1 bilinmese de, in vitro ortamda bu yolla
elde edilen adipositler in vivo karsiliklartyla kiyaslanacak diizeyde olgunlasirlar.
Ayni yontemle in vitro askorbik asit, deksametazon ve p-gliserofosfat ilave

edildiginde osteojenik farklilasma saglanir (Matur ve Solmaz 2011).

4.5.2. Mikrocevre (Nis)

Kok hiicreler, kendilerine destek saglayan ve bu diizenleyici sinyallerin
iletilmesine olanak saglayan bir ¢cevreye ihtiyac duyarlar. “nis” olarak adlandirilan bu
mikrogevre, hiicrelerin diizenlenmesi ve islevlerinin kontrol edilebilmesi i¢in gerekli
hiicresel ve molekiiler faktorleri icermektedir. Baz1 dokularda bu mikrogevre hem
kok hiicreleri hem de bu hiicrelerin Onciillerini diizenleyici etki gostermektedir
(Zhang ve Li 2008).

Nigler, kok hiicrelere destek saglamakta, yasamlar1 i¢in uygun ortami
olusturmakta, proliferasyonlarin1  diizenlemekte ve farklilasmalarma yon
vermektedir. Bu alanda gergeklestirilen ¢alismalar olduk¢a Onemli bilgiler
vermektedir. Ornegin; her nis sistemi, fiziksel etkilesimi saglayan ve kok hiicrenin
asimetrik veya simetrik olarak boliinmesine neden olan Notch gibi 6zel
molekiillerden yararlanmaktadir. Bir niste ¢ok yonlii kok hiicreler bulunabilmektedir.
Kok hiicrelerin ¢ogu, niste kalacak bir ogul hiicre ve farklilasmak icin nisten

ayrilacak bir ogul hiicreyi olusturmak icin asitmetrik olarak boliinmektedir. Bununla
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birlikte, simetrik bolinme de gergeklesmektedir. Kok hiicreler, doku hasar
gelistiginde mikrocevrelerinden ayrilarak hasarin gelistigi bolgeye go¢ etmektedir.
Bu nedenle mikrogevredeki kok hiicre sayisinin dengelenmesi olduk¢a onemlidir

(Conway ve Schaffer 2012; Krause ve ark. 2013).

4.5.3. Kok Hiicre Cesitleri

Bugiine kadar KH’ler ile ilgili olarak farkli siniflandirmalar yapilmistir. Bunlar
arasinda en fazla kabul goreni; KH’lerin esasinda iki farkli kaynaktan elde edildigni
bildirenidir. Bu iki farkli kaynak genel itibariyle:

» Embriyonik olan ve

» Embriyonik olmayan KH’ler seklindedir.

4.5.3.1. Embiryonik Kok Hiicreler (EKH)

Embriyo gelisimin erken safhalarinda blastosist asamasindaki i¢ hiicre
Kitlesinden izole edilen pluripotent hiicrelerdir. Viicuttaki herhangi bir hiicreye
doniisebilme yetenegindedirler. EKH’den elde edilen hiicreler embryoid cisim olarak
adlandirilmaktadir. Bunlar plasenta disinda embriyonik germ yapraklarindan
ektoderm, mezoderm ve endoderm tabakalarindan kokenlenen her hiicre tipine
farklilasabilirler (Wobus 2001). Kompleman yardimiyla toplanan i¢ hiicre kitlesi
icerisinde fare embriyonik fibroblastlarinin bulundugu bir kiiltiire alinir. Bu hiicre
tabakasi besleyici hiicre tabakasi (feeder layer) olarak adlandirilir ve besleyici
tabakadaki hiicreler boliinme ve ¢ogalma agisindan inaktif durumdadirlar. Sadece
EKH’lerin farklilasmadan ¢ogalmasini saglarlar. Farelerde EKH’ler besleyici tabaka
olmaksizin losemi engelleyici faktdor (LIF) oldugunda da farklilasmadan
cogalabilmektedirler. Alt pasajlarla alti ay sonra i¢ hiicre kitlesinden milyonlarca
EKH serisi elde edilebilmektedir. Insan EKH’leri pluripotent ve farklilasmamis
hiicre belirteglerinden LIN28, Nanog, Thy-1, SSEA-3, SSEA-4, CD9, CD24,
oktamer baglayict protein (Oct-4) ve alkalen fosfataz ekspresyonlar1 vardir
(Trounson 2006). Bu ekspresyonlara sahip hiicreler in vitro ortamlarinda uzun siire
yiiksek derecede telomeraz aktivitesi gosterirler. EKH’ler kendi kendilerini
yenilemedeki kapasiteleri sinirsizdir  ve tim fetal ve eriskin dokulara

farklilasabilirler.
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» Embriyonik olamayan kok hiicreler; herhangi bir doku veya organdaki
farklilagmis hiicreler arasinda yerlesen farklilasmamis hiicrelere denir. Tipik kok
hiicre ozelliklerine sahiptirler. Kendini yenileyebilme ve i¢inde bulundugu doku
Ozellesmis hiicrelerine farklilagabilirler. Bu hiicrelerin organizmadaki temel
gorevleri, bulunduklar1 dokuyu tamir etmek ve dokunun biitiinliigiinii korumaktir. Ug
farkli grupta toplanarak incelenirler:

1- Hematopoetik kok hiicreler
2- Stromal (mezenkimal) kok hiicreler

3- Diger eriskin kok hiicreler

4.5.3.2. Mezenkimal Stromal (Mezenkimal Kék) Hiicreler (MKH)

Canlilarda en fazla bulunan ve insan kok hiicrelerinin en karakterisitik 6zelligini
tasiyan hiicrelerdir. Aym1 zamanda mezenkimal kok hiicreler (MKH) eriskin kok
hiicre tipidir. Stromal kokenli olmalar1 sebebiyle genel olarak “destek hiicresi”
ozelligi tasidiklari i¢in, bu hiicrelerin tibbin bir¢ok alaninda kullanilmasinin temelini
olusturmaktadir (Conget ve ark. 1999). Geldigimiz su asamda hem teknolojik
gelismeler hemde tiptaki yenilikler rejeneratif tibbin 6nemli bir béliimiinii olusturan
MKH’lerin in vitro sartlarda elde edilip petri kaplarinda tiretilmesini saglanabiliyor.
Bir¢cok dokudan rahatlikla izole edilebilirler. Sayica ¢ogaltilmaya uygun, dayanikli
hiicrelerdir. Salgiladiklar faktorlerler icinde bulunduklari dokularin 6zel hiicrelerinin
fonksiyonlarma 6nemli katki saglarlar (Diefenderfer ve ark. 2003). Doku nisinin
Oonemli bilesenleri olmalar1 ve ¢ogunlukla immiinmodulator 6zellik tasimalarindan
dolayi biyiik ilgi gérmektedirler (Dominici ve ark. 2001).

MKH’ler bag dokusunun esas hiicreleridir. Adiposit, osteosit, kondrosit, miyosit,
gibi hiicrelere farklilasabilirler (Sekiya ve ark. 2004). Bununla beraber tiim
dokularda destek hiicreleri olan stromal hiicrelerin de kokenini olusturular. MKH’ler
1974 yilinda Fridenstein tarafindan ilk kez tanimlanmislardir. Fridenstein, fotal
buzag1 serumunda yaptig1 kemik iligi kiiltiirlerinde yapisma yetenegi olan, fibroblast
morfolojisine benzeyen hiicre kolonilerinden bahsetmis ve bunlarin kemik ve yag
hiicrelerine farklilasma yeteneginde olduklarini gostermistir. Aradan gegen yillar
yeni ¢alismalar esliginde hiicrelerin hematopoetik olmayan pluripotent kok hiicreler
oldugu ve ii¢ germ yapragindan kdken alan hiicrelere farklilastig1 ortaya konmustur.

Ik baslarda, “Kemik iligi stromal fibroblast’lar1 ve CFU-F (Colony forming unit
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fibroblast) gibi isimler verilen bu hiicreler giinlimiizde mezenkimal kok/ stromal
hiicre olarak tanimlanirlar (Gregory ve ark. 2005).

KH’ler, otolog veya allojenik olabilir ve sistemik yolla veya lokal olarak
uygulanabilirler (Sahin ve ark 2005). Arastirmacilar, MKH’lerin belirgin
Ozelliklerini tanimlamada bazen ¢eliski yasarlar. Cok sayida laboratuvar, birbirinden
cok da fazla farkliliklar1 olmayan protokolleri kullanarak MKH izolasyonu,
cogaltilmasi, farklilagmasi igin yonlendirilmesinde ¢esitli metotlar kullanmaktadir.
Farkli dokulardan morfolojik olarak birbirine benzeyen o6zelliklere sahip MKH’ler
elde edilebilmektedir. Fakat genede hiicrelerin farklilasma ve immiinomodulator
ozellikleri ile in vivo ortamda etkinligi konularinda hiicrelerin gelistirildigi
adaptasyon oldugu bildirilmektedir. Bundan dolay1 Uluslararasi Hiicresel Tedavi
Dernegi, gerek deneysel arastirmalar olsun gerekse pre-klinik c¢aligmalarda insan
MKH’lerini tanimlamada gerekli olan kriterleri Onermistir. Ayrica bu dernek
tarafindan isimlendirmesinde de, “kok hiicre” yerine “mezenkimal stromal hiicre” ya
da “multipotent mezenkimal stromal hiicre” seklinde adlandirilmalart onerilmistir.
Bunlara ek olarak farkli bir¢ok ¢alismada da hiicrelerin, konnektif dokular yaninda
endoderm ve ektoderm kokenli hiicrelere dontisebilme 6zelliklerinin de gosterilmesi,
bu hiicrelerin birgok arastirici tarafindan “MKH” olarak nitelendirilmesine neden
olmaktadir. MKH tanimlanmasindaki en yaygm kullanilan o&zellikler; stromal
karakterde yiizey antijenlerinin ekspresyonu, plastik ylizeye yapisma ve multipotent
farklilagsma potansiyelidir (Silva ve ark. 2003).

MKH’lerin temel bilim arastirmalarinda ve klinik kullanimdaki en Onemli
dezavantaji, ¢ok az sayida elde ediliyor olmalarindan dolay1 in vitro ortamda
cogaltilmalarinin gerekliligidir. Cogalmalar1 i¢in kiiltiir ortaminda pasajlanmalari
sonucu maruz kaldiklari ¢esitli uyaranlar ve faktdrler immiinolojik, fenotipik ve diger
biyolojik 6zelliklerinde farkliliklara yol agmaktadir (Tuli ve ark. 2003). MKH’ler ile
yapilan temel arastirmalarin biiylik bir kisminda in vitro ortamda gelistirildikleri i¢in
tanimlanmis 6zellikleri in vivo Ozelliklerini yansitmaktan oldukc¢a uzaklasmaktadir
Boyle bir durum 6zellikle klinik uygulamalarinda dezavantaj olmaktadir. In vitro
olarak pasajlanarak ¢ogaltilmaya bagl hiicre yaslanmasi, sitogenetik bozukluk ve
azda olsa malign transformasyon riski bulunmaktadir. Ayni zamanda uluslararasi

kabul gormiis akreditasyon kosullarina uygun hiicre isleme laboratuvarlarini
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olusturmadaki zorluklar, cogunlukla klinikte kullanimina engel olmaktadir (Tae ve
ark. 2006). Art1 yonii ise 6zellikle 2000°1i yillarin ortalarindan gliniimiize uygulama
sayist giderek artan MKH klinik uygulamalarinda bu hiicrelere baglh ciddi

komplikasyonlara rastlanmamustir.

4.5.3.3 Mezenkimal Stromal Hiicre Kaynaklari

Organizmanin en zengin kok hiicre kaynaklarindan biri olan kemik iligi,
MKH’ler i¢in ana kaynak sayilmaktadir. Kemik iliginde, mezodermden koken alan
hematopoetik, endotel ve mezenkimal kdk/projenitor hiicreler bulunmaktadir. Kemik
iligi disinda bir¢ok dokudan da MKH izole edilebilmektedir. Solid dokulardan hiicre
izolasyonunda enzimatik yontemler kullanilmaktadir. Kemik/ periost, kas dokusu, dis
pulpas1 ve maksillofasial dokular, karaciger, lipoaspirasyon materyalleri, kordon
kani, kordon stromasi, plasenta, amniyon sivisi, sinovial sivi, hatta periferik kandan
da adezyon ozellikleri nedeniyle aynstirilarak ¢ogaltilabilmeleri miimkiindiir
(Alhadlag ve Mao 2004). Mezenkimal kok hiicrelerin, elde edildikleri dokudan
bagimsiz olarak plastik doku kiiltiir kaplarina yapisabilme, fibroblastoid morfoloji
gosterme, ¢ok yonli farklilasabilme ve bazi ylizey isaretleri tasimalar1 gibi birgok
ozellikleri vardir. Bu 6zellikler biiyiik dl¢lide benzerlik gosterir. Ancak farklilasma
kapasitesi ve fonksiyonel oOzelliklerinde, kdken alinan doku tipine goére bazi
degisiklikler olabildigi de gdsterilmistir. Bulunduklari mikrogevreye ve organizmada
thtiyag duyulma haline bagli olarak, MKH’lerin biyolojik o6zellikleri ve
fonksiyonlarinda 6nemli degisiklikler oldugu da gosterilmistir. Bununla iligkili
olarak da spesifik bir dokunun onarmmi i¢in, o bdlgeden elde edilen kdk hiicrelerin
kullaniminin avantajlari olacagi giindeme gelmistir.(Hwang ve ark. 2014).

Periferik kanda MKH varligi ise tartigmalidir. Periferik kanda osteojenik
farklilagma yetenegi olan nonhematopoetik ve MKH karakterinde hiicreler oldugu
gosterilmistir. Ozellikle agir hasar olan durumlarda, kemik kirig, multiorgan
yetmezligi hallerinde periferik kandan MKH izole edildigi gosterilmistir (Zou ve ark.
2014). Mezenkimal kok hiicrelerle yapilan g¢alismalar hep in vitro oldugundan,
hiicrelerin ~ dokularda yerlesimi, yuvalart/ nis (niche) bolgeleri detayh
incelenmemistir; yine de Ozellikle son zamanlardaki caligsmalarda, hiicrelerin

dokularda perisitler gibi perivaskiiler yerlesimde oldugu, komsu hiicrelerin
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olgunlagma, farklilasma ya da sessiz kalma gibi hiicresel fonksiyonlarin1 koordine

ettikleri bildirilmistir (Farini ve ark. 2014).

4.5.3.4. Mezenkimal Stromal Hiicrelerin In Vitro Cogaltilmasi

MKH’ler, kemik iligi de dahil bulunduklart dokularda ¢ok az sayida elde
edilmektedirler. Cok adeziv olduklarindan bulunduklar1 dokulardan yeterli sayida
elde edilmelerinde zorluklar olusmaktadir. Hem Klinik uygulamalari, hemde deneysel
arastirmalarinda yeterli hiicre eldesi i¢in in vitro ortamda c¢ogaltilmalar
gerekmektedir. Cogalan hiicrelerin in vitro sartlarda proliferasyon ve farklilasma
yeteneklerini koruduklar1 bilinmektedir. In vitro ¢ogaltilan MKH’ler 151k veya faz
kontrast mikroskopi ile incelendiginde hiicrelerin ig seklinde oldugu ve fibroblast
benzeri hiicre topluluklari olusturduklari bilinmektedir. Diisiik konsantrasyonda
kiltir edildiginde koloni formasyonuna meyilli olduklari, yiiksek hiicre
konsantrasyonunda ise yanyana dizilmis hiicre gruplart halinde g¢ogaldiklari
gozlenmektedir (Zou J ve ark. 2014).

MKH’lerin en fazla bulundugu yer kemik iligidir. Farkli ¢alismalarda kemik iligi
aspirasyonunda 1x10® mononiikleer hiicereye yaklasik 2 ile 100 arasinda degisen
saylida MKH karsilik geldigi gosterilmistir (Colter ve ark 2001). MKH’lerin plastik
kiiltir kaplarina yapisabilme, fibroblast benzer morfoloji, multipotent farklilasma ve
bazi yiizey belirtegleri CD105, CD73, CD90 tagimalar1 gibi ortak 6zellikleri vardir.
Fakat farklilagma potansiyeli ve fonksiyonel &zelliklerinde koken aldiklari doku
tipine gore degisiklikler olabilmektedir. Bu sebeple spesifik bir bdlgenin tedavisi i¢in
o bolgeden kok hiicre alinmasi gerekmektedir (Karadz ve ark. 2013; Zou ve ark.
2014; Potdar ve Jethmalani 2015).

4.6. SERBEST RADIKALLER VE OKSIDATIF STRES

Oksidatif stres, biyolojik sistemlerde serbest radikaller ile bunlara kars1 ortadan
kaldiric1 etkiye sahip antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanir
(Sekil 4.6.1). Reaktif oksijen tiirleri azimsanmayacak kadar yiiksek reaktivitedeki
molekiiller olup, mitokondriyum basta olmak iizere hiicre organellerinde gergeklesen
normal metabolizmanin sonucu olarak veya radyasyon, yiiksek oksijen basinci,
inflamasyon, iskemi-reperflizyon, yaslanma ve kimyasal ajanlara maruz kalma gibi
nedenlere baglh olarak ortaya ¢ikarlar (Yan ve Sohal 1998; Yan 2014). Hiicrelerdeki
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oksidasyon rediiksiyon bozuklular1 protein, lipid, DNA dahil olmak iizere hiicrenin
biitiin bilesenlerine peroksidaz ve serbest radikal {iretimi ile toksik etki eder. Ayrica
bazi reaktif oksijen metabolitleri oksidasyon rediiksiyon olaylarinda hiicre i¢i haberci
gibi hareket eder. Bdylece oksidatif stres normal hiicre i¢i sinyal iletiminde
bozulmalara neden olabilir. Basta kanser olmak tizere ateroskleroz, inflamatuvar
bozukluklar, diyabet, kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklar gibi bir¢ok hastaligin
patogenezinden oksidatif stres sorumludur (Motor ve ark. 2014; Aydin ve ark. 2012;
Ogiit ve Atay 2012).

Serbest radikaller biyolojik sistemlerde olduk¢a dayaniksiz ve ayni zamanda
reaktif molekiillerdir, elektronlar1 rahatlikla hiicredeki diger molekiillerle etkilesime
girerer ve oksidatif stres meydana getirirler. Normal hiicresel metabolizma sirasinda
serbest radikaller olusabilir. Ayn1 zamanda ¢esitli dis etkenlerde ortaya ¢ikmasina
neden olabilir. Organizmadaki pro-oksidan ve anti-oksidan dengenin bozulmasi
olarak oksidatif stres tanimlarken kullanilir. Radikaller; temel hiicresel bilesenlerden
olan niikleik asitler, lipidler ve proteinlerde hasara yol acgabilir. Olusan hasar
amiloidoz, yasa bagh bagisiklik yetersizligi, ateroskleroz, kanser, senil demans ve
hipertansiyon gibi gesitli hastaliklarda ortaya ¢iktigi ve biyolojik yaslanmada rol
aldig1 bilinmektedir (Kopani ve ark., 2006).

Oksidatif denge Yaslanma
Inflamasyon

Yiiksek Oz basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

AntiOkSidanIar %

' 4
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/ | \
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Membran lipidleri Proteinler Niikleik asitler

Sekil 4.6.1. Oksidatif denge (Ozcan ve ark. 2015)
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4.6.1. Serbest Radikal

Reaktif ve kisa omiirlii olup dis yoriingelerinden birinde eslesmemis elektron
iceren bilesiklerdir. Serbest radikaller, hiicrede enerji tiretimi i¢in gerekli olan birgok
reaksiyon tarafindan veya normal bir metabolizmanin devami olarak tiretilmektedir.

Ug yolla olustugu kabul edilmektedir (Kiling K ve Kiling A 2002).

1- Normal bir molekiiliin kovalent bagli herbir parcasinda ortak elektronlardan

birisinin kalarak homolitik boliinmesi.
2- Normal molekiiliin bir elektron kaybina ugramasi

3- Normal molekiile bir elektron eklenmesi
Uretilen radikaller membran lipitlerine, hiicre i¢i proteinlere ve niikleik asitlere
etki ederek yap1 ve fonksiyonlari lizerinde degisikliklere yol agtig1 ve hiicresel hasar

olusturdugu ¢ok iyi bilinmektedir.

4.6.1.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Atmosferdeki oksijen, molekiiler oksijen (O2) ya da dioksijen olarak
isimlendirilir. Normal oksijenin ¢ok az bir kismi mitokondri basta olmak iizere
hiicresel kompartimanlardaki metabolizma sirasinda indirgenerek reaktif oksijen
tiirlerine doniisiir. Reaktif oksijen tiirleri; Hidroksil radikali (OH), Siiperoksit radikali
(O2) ve Hidrojen peroksit (H202)dir. Hidroksil radikali ve siiperoksit radikali serbest

radikal, hidrojen peroksit ise prooksidandir (Navarro ve Boveris 2004).

4.6.1.2. Siiperoksit radikalleri (O2)

Oksijenli solunum yapan hiicrelerde molekiiler oksijenin (O2) bir elektron alarak
indirgenmesi sonucunda siiperoksit radikalleri olusur. Ozellikle i¢ mitokondri zar1
elektronca zengin bir ortam oldugu i¢in bu zarda ve ksantin oksidaz gibi
flavoenzimlerce endojen olarak olusturulur. Ayrica indirgenmis geg¢is metallerindeki

otooksidasyonu siiperoksit radikali meydana getirebilir (Valko ve ark. 2005).

4.6.1.3. Hidrojen peroksit (H207)

Serbest radikal degil ama ROS kapsamina girer ve serbest radikal olusumunda
Oonemli rol oynar. Hiicresel kompartimanlarda bulunan glikoz oksidaz, iirat oksidaz
ve D-aminoasit oksidaz gibi enzimler olarak hidrojen peroksit olusturur. H202

ozellikle proteinlerdeki hem grubundaki demirle tepkimeye girerek, yiiksek
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oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturur. Reaktif demir formu ¢ok
giiclii oksitleyici 6zelliklere sahiptir ve hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu gibi
radikal tepkimelere sebep olmaktadir. Ancak katalaz enzimi tarafindan su ve oksijene

parcalanarak ortamdam uzaklastirilir (Aksin 2012).

4.6.1.4. Hidroksil radikalleri (OH)

yartlanma omrii 10-9 saniye olan son derece reaktif radikallerdir. Hidroksil
radikali ROS’larin en gii¢lisiidiirler ve metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu ve
Haber-Weiss reaksiyonu sonucunda H202 olusmaktadir. Olustugu bolgede tiyoller ve
yag asitleri gibi cesitli molekiillerden bir proton kopararak yeni radikaller olusturur.

Boylece hiicrede hasara neden olur (Ayala ve ark. 2014; Yin ve ark. 2011).

4.6.2. Nitrik Oksit ve Nitrik Oksit Sentaz

Nitrik Oksit (NO), ilk baslarda endotel kaynakli gevsetici faktor adiyla bilinen
ve eslesmemis bir elektron tasiyan yiiksiiz bir molekiildiir (Burke ve ark. 2013). NO,
molekiil agirligi 30,006 gr/mol olup serbest radikal yapisindadir. Yar1 6mrii 20-30
sn’dir. Lipofilik 6zellige sahip NO, yiiksek konsantrasyonlarda oksijensiz ortamda
oldukea stabildir ve suda ¢oziilebilir. Diislik konsantrasyonlarda ise ortamda oksijen
varliginda stabilitesini koruyabilmektedir (Lowensein ve ark. 1994; Star 1993).

Reaktif nitrojen tiirlerinden biri olan NO, {izerinde yiikk tasimamasi ve
eslenmemis elektron bulundurmasi 6zelligi onu 6nemli bir mesajc1 yapar. Yiiksiiz
oldugu icin hiicre membranindan hicbir bariyerle karsilasmadan kolayca gecer ve
eslenmemis bir elektrona sahip olmasi nedeniyle hizli reaksiyona girer (Moncada ve
Higgs 2002; Ebrahimzadeh ve ark. 2010).

NO, pek ¢ok hiicrede nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi tarafindan
katalizlenen reaksiyon ile sentezlenmekte ve L-arginin ile Oz molekiilleri, NO ve
sitriillin molekiillerine doniistiiriilmektedir. NO’ in sentez reaksiyonu sirasinda
molekiiler O2’ nin yani sira kofaktor olarak flavin mononiikleotid (FMN), flavin
adenin diniikleotid (FAD), nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADP),
tetrahidrobiopterin (BH4) ve Hem kullanilir. Bu kofaktorler arasinda elektron
transferleri gergeklesir (MacMicking ve ark. 1997; Alderton ve ark. 2001).

L-Arjinin- NO yolu ile NOS enziminin ¢esitli fonksiyonlari tanimlanmis ve

farklir hiicrelerdeki tiirevleri bulunmustur. NO, ii¢ farklit NOS enzimi tarafindan
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arjininden sentezlenir (Sugiura ve Ichinose 2011). Bunlar nNOS (noronal, NOS 1),
iINOS (indiiklenebilir, NOS 2), eNOS (endotelyal, NOS3). Bu enzimler Yapisal
(Constitutive) NOS (cNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS) olmak {izere baslica iki
ana gruba ayrilir. Endotel (eNOS) ve noron (nNOS) kaynakli NOS, cNOS grubuna
dahildir. Hiicre i¢inde devamli bir sekilde var olan ve kas kasilmasi ile néronal iletim
igin aralikli olarak ve kii¢iik miktarlarda (picomol- nanomol) NO iireten bir enzimdir.
Noronal yapilar, endotel hiicreleri, miyokard ve trombositlerde bulunur. Kofaktor
olarak Ca?/kalmodulin bagimhdir. Ca?*‘un yiikselmesi kalmodulinin NOS‘ a
baglanmasin1 uyarir ve siiratli bir sekilde pikomolar diizeylerde NO sentezlenir
(Tejero ve Stuehr 2013).

Sentezi uyarilabilen iNOS ekspresyonu mikrogevredeki sitokin dengesine
baghdir. Cesitli uyaranlara (sitokinler, mikroorganizmalar, tiimor hiicreleri gibi)
cevap olarak NO sentezi yapar. Bir kez eksprese edildiginde yiiksek miktarlarda ve
daha uzun siire NO sentezleyebilir (Tejero ve Stuehr 2013). Indiiksiyon sonrast NO
sentezi saatlerce hatta giinlerce devam edebilir. Fakat uzun siireli NO sentezi asiri
miktarda oldugunda dokularda harabiyete neden olur. L-arjinin analoglar1 ve
glukokortikoidler enzim indiiksiyonunu inhibe edilebilmektedir. Enzim, bilinen bu
ozelliklerinden dolay1 indiiklenebilir NOS veya kalsiyum bagimsiz NOS olarak
adlandirilmistir (Hevel ve ark. 1991; Dawson 1995; Leppéanen ve ark. 2013).

NOS; NADPH, flavoproteinler, kalmodulin, oksijen ve tetrahidrobiopterinin
varhiginda L-arjinini NO‘ya ve sitrulline doéniistiiriir. NOS I (nNOS)- 111 (eNOS)
noronal endotel hiicrelerinde yerlesir ve enzim aktivasyonu i¢in hiicre i¢i kalsiyum
artigina gereksinim duyar. NOS II sentezi i¢in Ca ihtiyag duymaz. NOS enzimlerinin
tiimii arjinin analoglarinca inhibe edilir (Fidanci1 ve Giimiis 2011).

Farkli NOS izozimleri tarafindan sentezlenen NO, farkl fizyolojik fonksiyonlara
sahiptir (Lowenstein ve Snyder 1992). NO bir kere sentezlendikten sonra hizla hedef
dokulara yol alir ve hiicre iginde guanilat siklaz enzimini aktive eder ve diiz kas
kasilmasini saglayan siklik guanozin monofosfat (cGMP) miktarim1 artirir. Bu
biyokimyasal olaylar vaskiiler toniis, diiz kas kasilmasi ve kan akisinin
regiilasyonunda 6nemli rol oynar. Ayni zamanda trombositler i¢indeki guanilat siklaz
aktivitesini artirarak trombosit adezyon ve agregasyonunu azaltir (Michie ve ark.

1988; Moat ve ark. 1993). Mikroorganizmalarin mitokondriyel proteine bagli demir
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bilesikleriyle reaksiyona girerek DNA sentezini bozar ve olmelerine yol agar.
Vazodilatasyona yol agarak 16kosit migrasyonunu arttirir. Sonugta antimikrobiyal ve
fagositik aktiviteyi arttirarak inflamasyon genislemesini engelemye katkida bulunur
(Campisi ve ark. 2002).

NO olustuktan sonra; 1) Met-hemoglobin, nitrite ve nitrata doniiserek inaktive
olur; 2) Siiperoksit anyonlar1 ile birleserek peroksinitrite doniisiir. Peroksinitrit,
hidroksil radikalleri ve tirozinle birleserek nitrotirozini olustururlar. 3) ¢cGMP* yi

artirarak diiz kas gevsemesine sebep olmaktadir (Ozkan ve Yiiksekol 2003).

4.6.3. Oksidatif Stresin Etkileri

Oksidatif stres faktorlerinin basinda serbest radikal olusumu yer alir. Bu
molekiiller yapisal molekiillerden elektron alarak, molekiillerin yapisint ve
fonksiyonlarin1 degistirerek hiicre zarin1 ve genetik materyali etkileyerek degisik
hiicre hasarlarina yol agmaktadir. Bu radikaller canli organizmalarda sitoplazmik,
mitokondriyel ve ekstraselliiler formlar1 olan, nitrik oksit sentaz (NOS), siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) gibi antioksidan enzim
sistemleri ile seruloplazmin, , askorbik asit (vitamin C), transferrin, indirgenmis
glutatyon (GSH) ve alfa tokoferol gibi antioksidanlar tarafindan yikilarak ortamdan
uzaklastirilir. Bu sistem diizgiin ¢calismadiginda ise serbest radikallerin asir1 iiretimi
ile oksidatif stres diyabet, iskemik hasar, kanser, yaglanma gibi bir¢ok hastaliklara
yol actig1 bildirilmektedir (Shi ve ark. 2012; Keane ve ark. 2015; Liu ve ark. 2015).

Reaktif oksijen tiirlerinin hiicrede artis1 ya da antioksidanlarin bazi patolojik
stiregler sonucunda azalmasiyla oksidatif denge bozulur. ROS miktarinin artmasiyla
bu dengenin bozulmast neticesinde hiicre membranlarinda hasar, hiicre ici
proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda bozulma ve DNA’da yapisal hasar meydana

getirir ve hiicre hasar gortir.
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4.7. APOPTOZIS

Yiiksek yapili organizmalarda hiicrelerdeki 6lim iki farkli mekanizma ile
gerceklesir. Birincisi klasik hiicre 6liimii nekrozdur. Ikincisi apoptozisdir ki
apoptozis ¢ogunlukla tek tek hiicreleri etkiler. Cok farkli fizyolojik ve patolojik
sartlarda ortaya ¢ikabilir ve genellikle enflamasyonda séz konusu olmaz (Oztiirk
2002).

[k kez 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 Apoptozis terimini kullanilmustir. Kerr,
fizyolojik olarak olen hiicrelerin niikleuslarinda yogunlagsmis kromatin pargalarini
gozlemlemis ve organellerin iyi korundugunu fark etmistir. Bu olayada biiziisme
nekrozu adini vermistir (Kerr ve ark. 1972). Apoptozis birgok genin aktif oldugu bir
sistem olup, Yunancada sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlayan apo (= ayri) ve
ptozis (= diisen) kelimelerinin birlestirilmesi ile olusmus bir kelimedir (Ozvaran
2004). Hicrenin yasami boyunca anabolik ve katabolik dengesini siirdiirmesini
saglar. Ornek olarak kemik iliginden siirekli olarak hiicre iiretimi siirerken ayni
zamanda giinde neredeyse 5x10*! kan hiicreside apoptozis ile ortadan kaldirilir. Yine
bagrsak epitelin siirekli yenilenmesi, uterusun i¢ yiiztindeki hiicrelerin menstriiasyon
sonunda uzaklastirilmasi apoptozis mekanizmasiyla gerceklesir. Apoptozis ayni
zamanda, hasar gormiis veya organizma igin tehlikeli olabilecek hiicrelerin yok
edilmesinde de gorev alir. Viriisle enfekte hiicreler ve hasarli DNA da apoptozisle
ortadan kaldirthir. DNA hasr1 olan hiicreler kanserlesebilecegi igin apoptozisle
oldiirtilmesi olduk¢a 6nem tasir (Erdogan 2003).

Hiicrenin 6mrii hiicre tipine gore degismektedir. Bagirsak hiicreleri 3—5 giin
islev goriip oliirken, derideki epidermal hiicreleri 20-25 giinliik bir yasarlar. Diger
taraftan kalp kasi hiicreleri ve noronlar ise 6miir boyu yasarlar. Bu 6liimlerin hepsi
fizyolojik sartlarda cereyan ettigi i¢in, fizyolojik hiicre 6liimii olarak da adlandirilir.
Apoptozisle hiicre 6liimii; enerji kullanilarak, hiicresel yaralanma ve enflamasyon
olmaksizin, profesyonelce gergeklestirilir. Programli hiicre Oliimiiniin, biitiin
organizmalarda, gelismede ve homeostazin siirdiiriillmesinde olmazsa olmaz bir role

sahiptir (Tomatir 2003).

4.7.1. Apoptozis Morfolojisi
Apoptozisde esas morfoloji, nukleusda kromatin yogunlasmasi ve daha sonra

parca parca ayrilmasidir (Galle 1997). immun elektroforez yapildiginda ‘ladder
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pattern’ olarak isimlendirilen merdiven seklinde bir goriiniim olusur (Walker 1999).
Normalde saglik bir hiicrede birbirini takip eden 7 kirilma meydana geldiginde
onarilabiliyorken, apoptoziste yaklagik 300000 kirilma meydana gelir ve hiicre
onarimi yapilamaz (Zhang ve Xu 2002).

Apoptozisin erken evresinde hiicre komsu hiicrelerden ayrilir, 6zellesmis
tutunma organellerini kaybeder ve biiziismeye baslar, bir ka¢ dakika gibi kisa bir
stirede hacimlerinin 1/3’{inti kaybederler. Bu goriiniim sebebi muhtemelen plazma
membraninda bulunan iyon kanallar1 ve pompalarinda ki aktivasyonun
bozulmasindan kaynaklanir (Wijsman ve ark. 1993). Apoptotik hiicrelerin doku
kesitlerinde 151k mikroskobuyla incelendiginde, hiicreler etrafinda agik bir parlama
goriilmektedir (Oktem ve ark. 2001).

Ileri asamada plazma membraninda tomurcuklanmalar meydana gelir ve hiicre,
sitoplazma ile igerisinde kromatin pargalart olan sitoplazmalara parcgalanir. Bu
olusumlar apoptotik cisimcik olarak adlandirilir. Apoptotik hiicreler makrofajlar
tarafindan taninir ve fagosite edilir (Dayan ve ark. 2000). Apoptotik hiicrelerin
taninmasi, membranindaki degisikliklerle olur. Normalde saglikli hiicrelerde hiicre
membraninin i¢ tabakasinda olan fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz
enzimiyle membranin dis tarafina gé¢ eder. Fagositoz yapan hiicrelerin vitronektin,
lektin Ozelligindeki reseptorleri fosfotidilserin ile baglanir ve fagositozu uyarir
(Oktem ve ark. 2001).

Apoptozis, bir hiicrede, bliziisme ve ¢evre hiicrelerle olan temasin ortadan
kalkmasiyla karakterizedir. Hiicresel biiziismenin nedeni Na, K, CI tasiyici sistemin
durmasidir. Hiicre i¢i ve dis1 arasinda hareket olmaz artik. Apoptotik uyarimla hiicre,
hacminin yarisina diiser, cevre ile olan baglantilarim1 keser ve mikrovilluslari
kaybolur. Elektron mikroskobunda go6zlenen degisikliklerde, oncelikle plazma
membraninin sekli bozulur ve kabarciklanmalar olusur ki bu yap1 ‘zeiozis’ olarak
tamimlanir. Membrandaki tomurcuklar ve ardindan pargalara ayrilmasinda

transglutaminaz enzimi etkili olmaktadir (Tomatir 2003).

4.7.2. Apoptozis Mekanizmalar:
Hiicrenin otomatik saati olan genlerindeki aktivasyon veya cevreden gelen
uyaranlarla apoptozis baslamaktadir. Apoptozis uyar1 almis hiicrelerde primer

baslatilabilir ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak gelisir. Hiicreyi disardan
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uyaranlar arasinda; timor nekroz faktdrii (TNF), koloni uyarici faktorler, néron
biiytime faktorii, insiilin benzeri biliyiime faktorii (IGF), IL-2 gibi maddelerin
ortamda azalmasi yer alir (Sekil 4.7.2.1). Ayrica glukokortikoidler, radyasyon,
ilaglar, cesitli antijenlerde apoptozis mekanizmasimnin baglamsinda 6nemli yere
sahiptir. Otoimmun hastalik gelisiminde rolii olan bazi proteinler, virlisler de TNF
reseptorii  iizerinden  hiicreyi apoptozise gotiirmektedir. Normal sartlarda
organizmada apoptozisi uyaran ve engelleyen c¢ok sayida gen bulunmaktadir

(Erdogan 2003; Giirbilek ve ark. 2004; Oktem ve ark. 2001; Bender ve ark. 2005).
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Sekil 4.7.2.1. Apoptozisin regiilasyonu (Aksit ve Bildik 2008).

Hiicre i¢i uyaranlar ise; sitokinler, kalsiyum hiicre ig¢inde artisi, TNF, timor
slipressor gen olan p53’in aktive olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar,
glukokortikoidler ve onkojenlerin (c-myc gibi) roliiniin oldugu bilinmektedir. Ayrica
sitotoksik antikanser ilaglar, hipertermi, radyasyon ve hipoksi gibi nekroz
olusturabilen etkenler hafif dozlarda apoptozise neden olabilmektedir. Her ne kadar

apoptozisde hiicre oliimii ¢evreye rahatsizlik vermeksizin gelisse de bazen apoptozis
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dolayli yoldan ¢evre dokuda nekroza sebep olabilir ya da tam tersi nekroz apoptozisi
baslatabilir (Oktem ve ark. 2001).

Apoptozisteki olaylar; DNA hasarina genlerin yaniti, hiicre membranimin 6lim
sinyallerini alimas1 (Fas ligandi) ve hiicreye dogrudan proteolitik enzim girisi
(granzim) olmak iizere ¢ farkli sekilde isleyebilir (Roshal ve ark. 2001).
Apoptoziste belirli {i¢ anahtar bilesen vardir. Bunlar; Bcl-2 ailesi proteinleri,
kaspazlar ve Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1) proteinidir. Bu
molekiillerinin ~ biyokimyasal aktivasyonu, DNA fragmentasyonu, kromatin
yogunlagmasi, apoptozisde gozlenen mitokondriyal hasar, niikleus membrani
kirilmasi, ve apoptotik cisimlerin sekillenmesi gibi morfolojik degisikliklerden
sorumludur (Staley ve ark. 1997). Giiniimiizde apoptozis siirecinde rolii olan
biyokimyasal ve genetik komponentlerin aydinlatilmasiyla birlikte apoptozun
aktivasyonuna ya da inhibisyonuna ilgili ¢alismalar; AIDS, kanser ve otoimmun
hastaliklar basta olmak iizere bir¢ok hastalikta yeni tedavi olanaklarini giindeme

getirmektedir.

4.7.3. Apoptozisin Regiilasyonu

Bcl-2 / Bax gen ailesi apoptozis diizenlemesini saglayan genlerdir. Bu ailenin
toplam 20 iiyesi tanimlanmustir; bazilar1 apoptoz inhibitorii (antiapoptotik), bazilar
ise apoptozisi uyarict ve proapoptotik genler olarak tanimlanir (Nagata 1997).
Apoptotik sinyal alindiktan sonra Bax (proapoptotik) proteinleri, mitokondri zarinin
iyon gecirgenligini (permeabilitesini) azaltir. Bu azalma nedeniyle bir takim
degisiklikler ortaya g¢ikar ve sitokrom c ve AIF (Apoptozis Inducing Factor) gibi
mitokondri zari1 iginde yer alan faktorler sitoplazmaya gegerler (Kaneda ve ark.
1999). AIF dogrudan yogunlasmis kromatine ve parcalanan niikleusa yonelirken,
sitoplazmaki sitokrom c apoptozun en son basamaginda gorev alir. Sitokorm c bir
sitoplazma proteini Apaf-1’e baglanarak prokaspaz-9’u aktive eder ve olusan bu
kompleks ‘apoptosom’ olarak adlandirilir. Prokaspaz-9’un aktivasyonu, bir seri

kaspaz aktivasyonunu baslatir (Nagata 1997; Tomatir 2003).
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5. GEREC VE YONTEM

Calismamiz, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 01/03/2016 tarih ve 77637435-13 karar numarali onay1 ile

yapilmistir. Calisma i¢in herahngi bir kurum ya da sahis destegi alinmamustir.

5.1. Deney Hayvanlarimin Temini ve Bakim

Calismada MCBU-DEHAM’ nden temin edilen agirliklar1 200-250 gr. civarinda
degisen erigkin 60 adet disi ve 3 adet erkek Wistar albino cinsi sigan olmak {izere
toplam 63 adet sigan kullanildi. Kullanilacak deneklerin daha o6nce o6zellikle
ciftlesmemis ve herhangi bir c¢alismada kullanilmamis olmasmna dikkat edildi.
Deneysel uygulamalari ve bakimlari MCBU-DEHAM’nde yapildi. Ratlarin
laboratuar kosullarina adaptasyonunu saglamalart i¢in 22°C sicaklikta, 12 saatlik
karanlik ve aydmlik periyodunda, yem ve musluk suyu serbest olarak (ad libitum)
verildi. Ayrica 2 haftalik bir siirecte ele alistirma (handling) yontemi ile ratlarin
deney yapan kisiye alismalari saglandi. Asherman olusturmak icin operasyonlar,
deney hayvanlarinin bulundugu ortamdan uzak ve sessiz bir ortamda yapilmis olup,
uygulamalar sirasinda ani hareketlerden kaginilarak stres olusturulmamaya g¢alisildi.

Calismamizda, kimyasal yontem kullanilarak trikloro asetik asitle AS modeli
olusturdugumuz deneklere, erkek sicanlarin tibia ve femur kemiklerinden elde edilen
ve pasaj i asamasina kadar ¢ogaltilan KIMKH’ler, deneysel model olusturulduktan
hemen sonra intraperitoneal olarak enjeksiyonla transplante edilerek tedavi amaciyla
10 giin boyunca tekrarlayan sekilde verilerek, adezyon meydana gelmis ve kapanmis
uterin kornuyu agabilmeyi ve tedaviden sonra ¢iftlestirmeyle saglikli yavrular ve
implante olmus embriyolar elde etmeyi amagladik. Ayrica saglikli gebelik elde
etmek i¢in implantasyon siireclerini etkileyen onemli bir faktor olarak, kok hiicre
uygulamasinin molekiiler mekanizmalarinin rolii ve bunlart etkileyen faktorlerin
arastirilmas1 ve infertil hastalarin tedavisine katkida bulunulmasi amaglandi. Bu
amagla AS modeli olusturulan siganlarin hem gebelik olusturulmadan 6nce hem
gebelik olustuktan 12 giin sonra gruplarin uterus dokular: alinarak histopatolojik ve
immiinohistokimyasal olarak incelendi. Histokimyasal olarak Hematoksilen- Eozin
ve Masson- Trikrom boymasi yapildi ve endomteriyumun histolojik yapisi, bez

sayist, inflamasyon olusumu, endomteriyal kalinlik ve fibrozis agisindan
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degerlendirmesi yapildi. Immiinohistokimyasl boyama olarak c¢-Kit, PCNA, eNOS,
TGF- B1, VEGF, Laminin, Fibronektin, L- Selektin boyamalar1 yapilarak molekiiler
etkilesimler ortaya konulmaya calisildi. Ayrica TUNEL metdoduyla apoptotik siire¢
de degerlendirildi. Bununla beraber alt gruplardan ii¢linciisiinde yavrularin dogmasi

beklendi ve morfolojik degerlendirilmesi yapildi.

5.2. Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre Eldesi

Calismada kemik iligi kaynakli stromal kék hiicre (KIMKH) eldesi icin erkek
siganlarin tibiasindan ve femurundan alinan kemik iligi hiicreleri ayrismay1 takiben
25cm?’1ik kiiltiir kabinda % 15 fotal buzag: serumu (FBS) (50113, Biochrom, Berlin,
Germany), 100 Ul/ml. Amfoterisin (A2612, Biochrom, Berlin, Germany), 50
pgr./ml. Gentamisin (A2712, Biochrom, Berlin, Germany), 100 Ul/ml. Streptomisin
(A2213, Biochrom, Berlin, Germany), 100 Ul/ml. penisilin ve 200 mM L-glutamin
(K0282, Biochrom, Berlin, Germany) ilave edildigi a-MEM (F0915, Biochrom,
Berlin, Germany) kiiltiir vasatinda 37°C’de ve %5 CO2’e ayarlanmis ortamdaki
inkiibatorde cogaltildi. Ugiincii giiniin sonunda kok hiicreler ve yiizeye tutunmayan
hiicreler vasatin degistirilmesi sonucu ortamdan uzaklastirildi. Sonra kiiltiir kabina
yapisan hiicrelerin besiyeri, konfluent olana kadar iki giin arayla degistirildi (Tuglu
ve ark. 2010).

Hemen hemen 16-18 giin sonra, inverted mikroskop (1X71, Olympus, Japan)
altinda hiicrelerin ¢cogalmalar1 kontrol edildi; kiiltiir kabinin tabani %70-80 oraninda
hiicre ile doldugunda (%70-80 konfluente ulasildiginda) pasajlanmaya baslandi.
Birincil kiiltiir sifirinct pasaj (P0O) olarak kabul edilerek, birincil kiiltiirden sonra her
alt-kiiltiir islemi sonrasi pasaj sayilar1 P1, P2, P3 olarak belirlendi (Niemeyer ve ark.
2010).

Laminar flow steril kabinde gergeklestirilen pasaj isleminde; besiyeri ve
tutunmayan hiicreler dokiildiikten sonra, flask yiizeyi 3-4 ml steril PBS (Phosphate
buffer saline, L1815, Biochrom, Berlim, Germany) ile yikandi. Yaklagik 1.5-2 ml
9%0.25 tripsin-EDTA (L2143, Biochrom, Berlin, Germany) solusyonu ilave edilerek,
CO:2 inkiibatérde 4-5 dk inkiibe edildi. inverted mikroskopta hiicrelerin yiizeyden
ayrildig1 goriildiikten sonra, tripsinin etkisini ortadan kaldirmak icin flasklara, 4 ml
besiyeri eklendikten sonra hiicreler 15 ml’lik tiiplere alinarak 1000 rpm’de 5 dk
santrifuj edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, pelete 1 ml besiyeri eklenip,
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homojenizasyon i¢in pipetlendi. Arkasindan, hiicre sayimi i¢in eppendorf tiipiine 100
pl hiicre siispansiyonu eklendi. Hiicre silispansiyonun iizerine 100 pl tripan mavisi
solusyonu eklendi. Thoma laminda 151k mikroskobu altinda hiicre sayimi
gerceklestirildi. Daha sonra hiicreler, uygun oranlarda besi ortamiyla seyreltilerek,
1x10° hiicre yogunlugunda 75 cm?lik kiiltiir flasklarma (T-75 kiiltiir kaplarina)
ekimi yapildi ve iki glinde bir besi ortami degistirilerek kiiltiir islemine devam edildi
(Karaoz ve ark. 2009).

5.3. Kok Hiicre Sayimm

Kemik iliginden izole edilen kok hiicreler i¢in her pasaj islemi sirasinda,
dondurma ve ¢ozdiirme islemleri sonrasinda ve karakterizasyon islemleri 6ncesinde
gerceklestirilen hiicre sayimlart Karaéz ve ekibinin (2009) metoduna uygun olarak
gerceklestirildi.

Hiicre saymmi i¢in; sayim kamarasi olarak Thoma lami1 kullanildi. Lam, diiz bir
zemin iizerine alindi, sayim alani g¢ergevesi lizerine lamel kapatildi. Tripan mavisi
ilave edilmis slispansiyondan 50 pl alinarak, Thoma laminin iki yaninda bulunan
kanallarin ortasinda lamelin lam ile birlestigi noktaya pipetin ucu ile tam orta
noktasindan hiicre solusyonu sayim alanina pipetlendi. Sayim, 151k mikroskobunda,
x40 objektifte gerceklestirildi. Toplam hiicre sayilar1 asagidaki formule gore
hesaplandi; Canli hiicre sayis1 = Boya almamis hiicre sayisi/Toplam hiicre sayist x
100.

5.4. Kok Hiicre Karakterizasyonu

KiMKH’leri P3’ e kadar cogaltildiktan sonra Karakterizasyonu indirekt
immunohistokimyasal yontemle anti-Stro-1 (MAB4315, Millipore) ve anti-c-Kit (sc-
168, Santa Cruz Biotechnology) antikorlar1 kullanilarak gergeklestirildi. Stro-1 (+) ve
c-Kit (+) olan P3’ teki hiicreler, mezenkimal kok hiicre olarak kabul edildi (Kara6z
ve ark. 2009).

Hiicrelerin bir kismi1 8 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi ve konfluent olan
hiicreler fosfat tamponunda (PBS, Phosphate buffer saline) hazirlanmis %4 liik
paraformaldehid (pH 7,4) ile 30 dk fikse edildikten sonra 3x5’er dk PBS (00-3002,
Invitrogen, CA, USA) ile yikandi. Bir sonraki asamada %0,1’lik Triton-X100
(T8787, Sigma, St.Louis, USA) soliisyonu ile 15 dk inkiibe edildi ve tekrar PBS ile
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yikama islemi gergeklestirildi ve %3 hidrojen peroksit (1.08600, Merck, Darmstadt,
Germany) ile 30 dk bekletildi ve boylece endojen peroksidaz aktivitesi inhibe edildi.
PBS ile yikama islemi yapildiktan sonra bloklama serumuyla bir saat inkiibe edilen
hiicreler yikanma yapilmadan sadece serumun alindiktan sonra anti-Stro-1 ve anti-
c-Kit primer antikorlar1 ilave edilerek 18 saat inkiibe edildi. Bu asamadan sonra
tekrar 3x5’er PBS ile yikandi ve sonra biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz
sekonder antikoru (85-9043, Invitrogen® -Histostain Plus Bulk Kit, CA, USA)
soliisyonu ile 30 dk boyandi. Her bir sekonder antikor 3x5’er dk PBS ile yikandi.
Immunreaktiviteleri goriiniir hale getirmek i¢in diaminobenzidin (DAB, 00-2020,
Zymed, CA, USA) ile 5-8 dk boyandi. Ayrica primer antikorun yerine PBS konarak
negatif kontrolleride yapildi. Son olarak Mayer’s hematoksilen (72804E, Microm,
Walldorf, Germany) ile artalan boyamasi yapildi. Ardindan distile su ile yikandiktan
sonra kapatma medyumu (AMLO060, Scytek, Logan, Utah, USA) ile kapatild1 ve 151k
mikroskobunda (BX43, Olympus, Japan) incelenerek degerlendirildi.

5.5. Deneysel Asherman Modeli ve Kok Hiicre Uygulamalari

Implantasyon basarisizlik modeli olarak Asherman sendromu Kimyasal olarak
trikloro asetikasitle disi si¢anlarda uterusun tek hornda olusturuldu. Ketamin/ksilazin
anestezisi altinda orta hat insizyonu ile abdomen agilarak sag ve sol uterin hornlar
belirlendikten sonra sol uterin kornuya 0,1 ml (Resim 5.5.1) triklorasetik asit (IL 33\,
Istanbul llac Sanayi ve Ticaret AS, Umraniye, Istanbul, Turkey) uygulanimindan bir
giin sonra deney gruplarina gore uygulamalar gergeklestirildi (Kilic ve ark., 2014).
Gruplar:

Asherman +BY (G1); Taze hazirlanan besiyeri verilen grup,

Asherman + Nis (G2); 48 saatlik besiyeri verilen grup,

Asherman + KIMKH (G3); besiyerisi uzaklastirilmis sadece KIMKH verilen grup,
Asherman + KIMKH + Nis (G4); KIMKH’ler besiyerisiyle birlikte verilen grup
olmak {izere toplam dort grup olusturuldu.

Her bir grup 3 alt gruba ayrilarak incelendi.
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Alt gruplar:
Gl

Asherman + BY (G1-1,
n=5)

G2

Asherman + Nis (G2-1,
n=5)

G3

Asherman + KIMKH (G3-1,
n=>5)

G4

Asherman + KIMKH + Nis
(G4-1, n=5),

Asherman + BY 12. giin
implantasyon (G1- 2, n=5)

Asherman + Nig 12. giin
implantasyon (G2-2, n=5)

Asherman + KIMKH 12.
glin

n=5)

implantasyon (G3-2,

Asherman + KIMKH + Nis
12. giin implantasyon (G4-2,
n=5)

Asherman +
dogan (G1-3, n=5)

BY yeni

Asherman + Nis yeni dogan
(G-2-3, n=5)

Asherman + KIMKH yeni
dogan (G3-3, n=5)

Asherman + KIMKH + Nis
yeni dogan (G4-3, n=5)

Toplam her grupta 5 denek olmak tizere 60 disi sican kullanildi. Ayrica kok

hiicre izole etmek icin 3 adet erkek sican sakrifiye edildi.

Tedaviden 10 giin sonra gruplardan alt birincileri grup denekler (G1-1, G2-1, G3-1,

G4-1) sakrifiye edilerek uterus dokulart alindi. Gruplardan alt ikinci grup denekler
(G1-2, G2-2, G3-2, G4-2) gebelikleri belirlenerek 12. giin sakrifiye edildi.
Gruplardan alt tgiincii grup denekler (G1-3, G2-3, G3-3, G4-3) ise yeni doganlar

elde edilene kadar yasatildi. Ugiincii gruplarin morfolojik degerlendirmeleri sonunda

AS olusturulan anne denekler anestezi altinda sakrifiye edildi, yavrular ise deney

hayvanlarina teslim edildi.

69



NS
L1

, L

..

p
q
&
£

Tablo 5.5.1. Gruplarin olusumu ve denek sayilarinin dagilimi (Eksiler
gruplarda deneyden sonra 6len hayvan sayilarini ifade etmektedir).




Resim 5.5.1. Deneysel Asherman modeli.

G1-1: Asherman + BY (n=5): Sol uterin horna kimyasal olarak intrauterin
0,1ml trikloroasetik asit uygulandi. Deney olusturulduktan sonra 10 giin boyunca
Iml besiyeri intraperitoneal (iP) olarak uygulandi. 10 Giin sonra bu grubun
hayvanlar1 sakrifiye edilerek sag ve sol uterus dokulari fiksatife alinarak histolojik
takibi yapildi.

G1-2: Asherman + BY (n=5): Sol uterin horna kimyasal olarak intrauterin
0,1ml trikloroasetik asit uygulandi. Deney olusturulduktan sonra 10 giin boyunca
1ml besiyeri IP olarak uygulandi. 10 Giin sonra sitolojik smear bakilarak prodstrus
ve Ostrus donemindeki hayvanlar gebe kalmalari i¢in erkek siganlarla ayni kafese
konuldu. Erkeklerle ayni kafese konulduktan 1 giin sonra vaginal smear alinarak
sperm varlig1 tespit edilenler ve sperm goriilen denekler gebe olarak kabul edildi.
Gebeligin 12. giinii implantasyon degerlendirmesi i¢in hayvanlar sakrifiye edilerek
sag ve sol uterin dokular fiksatife alindu.

G1-3: Asherman + BY (n=5): Sol uterin horna kimyasal olarak intrauterin
0,1ml trikloroasetik asit uygulandi. Deney olusturulduktan sonra 10 giin boyunca
1ml besiyeri IP olarak uygulandi. 10 Giin sonra sitolojik smear bakilarak prodstrus
ve Ostrus donemindeki hayvanlar gebe kalmalari i¢in erkek siganlarla ayni kafese
konuldu. Erkeklerle ayni kafese konulduktan 1 giin sonra vaginal smear alinarak
sperm varlig1 tespit edilenler ve sperm goriilen denekler gebe olarak kabul edildi.
Yeni doganlarin morfolojik incelenmesi yapildi.

G2-1: Asherman + Nis (n=5): Sol uterin horna kimyasal olarak intrauterin

0,1ml trikloroasetik asit uygulandi. Deney olusturulduktan sonra 10 giin boyunca
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hiicreleri uzaklastirilnuis 1ml 48 saatlik besiyeri (nis) IP olarak uygulandi. 10 Giin
sonra bu grubun hayvanlar sakrifiye edilerek sag ve sol uterus dokular fiksatife
aliarak histolojik takibi yapildu.

G2-2: Asherman + Nis (n=5): Sol uterin horna kimyasal olarak intrauterin
0,1ml trikloroasetik asit uygulandi. Deney olusturulduktan sonra 10 giin boyunca
hiicreleri uzaklastirilmis 1ml 48 saatlik besiyeri (nis) IP olarak uygulandi. 10 Giin
sonra sitolojik smear bakilarak prodstrus ve Ostrus donemindeki hayvanlar gebe
kalmalar1 i¢in erkek sicanlarla aymi kafese konuldu. Erkeklerle aymi kafese
konulduktan 1 giin sonra vaginal smear alinarak sperm varligi tespit edilenler ve
sperm goriilen denekler gebe olarak kabul edildi. Gebeligin 12. giinii implantasyon
degerlendirmesi i¢in hayvanlar sakrifiye edilerek sag ve sol uterin dokular fiksatife
alindi.

G2- 3: Asherman + Nis (n=5): Sol uterin horna kimyasal olarak intrauterin
0,Iml trikloroasetik asit uygulandi. Deney olusturulduktan sonra 10 giin boyunca
hiicreleri uzaklastirilnus 1ml 48 saatlik besiyeri (nis) IP olarak uygulandi. 10 Giin
sonra sitolojik smear bakilarak proostrus ve Ostrus donemindeki hayvanlar gebe
kalmalar1 i¢in erkek sicanlarla ayni kafese konuldu. Erkeklerle ayni kafese
konulduktan 1 giin sonra vaginal smear alinarak sperm varlig1 tespit edilenler ve
sperm goriillen denekler gebe olarak kabul edildi. Yeni doganlarin morfolojik
incelenmesi yapildi.

G3-1: Asherman + KIMKH (n=5): Sol uterin horna kimyasal olarak intrauterin
0,1ml trikloroasetik asit uygulancaktir. Deney olusturulduktan sonra, KIMKH’ler
santrifiij edilerek yeni besiyerine eklenip 10 giin boyunca 1x10%ml IP olarak
uygulandi. 10 Giin sonra bu grubun hayvanlar1 sakrifiye edilip sag ve sol uterus
dokular fiksatife alinarak histolojik takibi yapildi.

G3-2: Asherman + KIMKH (n=5): Sol uterin horna kimyasal olarak intrauterin
0,1ml trikloroasetik asit uygulancaktir. Deney olusturulduktan sonra, KIMKH’ler
santrifiij edilerek yeni besiyerine eklenip 10 giin boyunca 1x10%ml iP olarak
uygulandi. 10 Giin sonra sitolojik smear bakilarak prodstrus ve dstrus donemindeki
hayvanlar gebe kalmalar1 i¢in erkek siganlarla ayn1 kafese konuldu. Erkeklerle ayni
kafese konulduktan 1 giin sonra vaginal smear alinarak sperm varlig1 tespit edildi ve

sperm goriilen denekler gebe olarak kabul edildi. Gebeligin 12. giinii implantasyon
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degerlendirmesi igin gebe hayvanlar sakrifiye edilerek sag ve sol uterin dokular
fiksatife alindu.

G3- 3: Asherman + KIMKH (n=5): Sol uterin horna kimyasal olarak
intrauterin 0,1ml trikloroasetik asit uygulancaktir. Deney olusturulduktan sonra,
KIMKH’ler santrifiij edilerek yeni besiyerine eklenip 10 giin boyunca 1x108/ml iP
olarak uygulandi. 10 Giin sonra sitolojik smear bakilarak prodstrus ve Ostrus
donemindeki hayvanlar gebe kalmalari i¢in erkek sicanlarla aynmi kafese konuldu.
Erkeklerle ayn1 kafese konulduktan 1 giin sonra vaginal smear alinarak sperm varligi
tespit edildi ve sperm goriilen denekler gebe olarak kabul edildi. Yeni doganlarin
morfolojik incelenmesi yapildi.

G4-1: Asherman + KIMKH + Nis (n=5): Sol uterin horna kimyasal olarak
intrauterin 0,1ml trikloroasetik asit uygulancaktir. Deney olusturulduktan sonra,
P3’te 48 saat bekletilmis KIMKH ve nis birlikte 10 giin boyunca 1x10%/ml iP
olarak uygulandi. 10 giin sonra bu grubun hayvanlar1 sakrifiye edilip sag ve sol
uterus dokular fiksatife alinarak histolojik takibi yapildi.

G4-2: Asherman + KIMKH + Nis (n=5): Sol uterin horna kimyasal olarak
intrauterin 0,1ml trikloroasetik asit uygulancaktir. Deney olusturulduktan sonra,
P3’te 48 saat bekletilmis KIMKH ve nis birlikte 10 giin boyunca 1x10%ml ip olarak
uygulandi. 10 Giin sonra sitolojik smear bakilarak prodstrus ve Ostrus donemindeki
hayvanlar gebe kalmalari icin erkek sicanlarla ayni1 kafese konuldu. Erkeklerle ayni
kafese konulduktan 1 giin sonra vaginal smear alinarak sperm varlig1 tespit edildi ve
sperm goriilen denekler gebe olarak kabul edildi. Gebeligin 12. giinii implantasyon
degerlendirmesi i¢in gebe hayvanlar sakrifiye edilerek sag ve sol uterin dokular
fiksatife alindu.

G4- 3: Asherman + KIMKH + Nis (n=5): Sol uterin horna kimyasal olarak
intrauterin 0,1ml trikloroasetik asit uygulancaktir. Deney olusturulduktan sonra,
P3’te 48 saat bekletilmis KIMKH ve nis birlikte 10 giin boyunca 1x10%ml iP
olarak uygulandi. 10 Giin sonra sitolojik smear bakilarak prodstrus ve Ostrus
donemindeki hayvanlar gebe kalmalar1 i¢in erkek siganlarla aymi kafese konuldu.
Erkeklerle ayni1 kafese konulduktan 1 giin sonra vaginal smear alinarak sperm varlig
tespit edildi ve sperm goriilen denekler gebe olarak kabul edildi. Yeni doganlarin

morfolojik incelenmesi yapildi (Tablo 3.6.1).
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5.6. Vajinal Yayma Islemi

Siklus ve gebelik tespiti i¢in disi sicanlardan saat 15.00-16.00 arasinda vajinal
smear yayma teknigi kullanild1 ve 6rnekler toplandi. Bu islemi gergeklestirmek icin
mikro pipete 0,5 ml serum fizyolojik ¢ekildi. Pipet ucuyla vajinadan igeri serum
fizyolojik piskiirtiildi. Pipetin ucu ¢ikartilmadan, negatif basing olusturularak
puskiirtiilen serum fizyolojik tekrar pipetin i¢ine ¢ekildi. Cekilen sivi temiz bir lamin
tizerine alindi ve metanol ile 5 dk tespiti yapildi. Ardindan hizli hematoksilen ve
eozin boyama yontemiyle boyandi ve Ostrus siklus donemleri sitolojik olarak 1s1k
mikroskop (BX43, Olympus, Japan) altinda degerlendirildi (Cora ve ark. 2015).
Ayrica gebelik olusturulacak gruplarin denekleri bu yontemle prodstrus ve Ostrus
evresi belirlendikten sonra ti¢ disi sican ve bir erkek sigan olmak {izere kafeslere
alinarak ciftlesmeye birakildi. Ertesi giin gebelik i¢in birakilan disilerden vajinal
smear alindi ve H&E boyamas: ile sperm varligi tespit edilen sigcanlarin gebelik
birinci gilinleri tespit edildi. Bdylece implantasyon 12. giin deneklerden &rneklerinin

alinmasi i¢in ¢izelge tutuldu.

5.7. Doku Orneklerinin Almmasi ve Takibi

Sol uterin horna kimyasal uygulanarak Asherman olusturulan birinci gruplarin
uterus dokulari, tedavinin ardindan (10 giin sonra) genel anestezi altinda servikal
dislokasyonla  sakrifiye  edilerek  alindi.  Dokular,  histokimyasal ve
immiinohistokimyasal incelemeler i¢in %10’luk formalin soliisyonu ile 48 saat tespit
edildi. Formalinde tespit edilen dokulardan, fiksatifin uzaklastirilmas: igin 1 gece
akarsu altinda yikandi. Daha sonra dehidratasyon amaciyla 30’ar dakika %60, 70, 80
ve %100’e artan etil alkol serilerinden gegirildi. Sonra 15 dakika bire bir oraninda
ksilen-alkol karisimina ve seffaflastirma amaciyla 30 dk iki degisim ksilende tutuldu
ve 60°C’lik etiivde 15 dakika bire bir oraninda ksilen-parafin uygulanip 60 dk iki
degisim parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklara (Tablo
5.7.1) gdmiildii.
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Tablo 5.7.1. Parafin Takip Protokolii

ISLEM MADDE SURE
TESPIT %10 FORMALIN 48 SAAT
TESPIT SOLUSYONUNUN | AKARSU 1 GECE
UZAKLASTIRILMASI
DEHIDRATASYON %50 ALKOL 30 DAKIKA
%60 ALKOL 30 DAKIKA
%70 ALKOL 30 DAKIKA
%80 ALKOL 30 DAKIKA
%90 ALKOL 1 SAAT
%95 ALKOL 1 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
SEFFAFLASTIRMA ALKOL: KSILEN (1:1) 30 DAKIKA
KSILEN 1 SAAT
KSILEN 1 SAAT
INFILTRASYON KSILEN-PARAFIN (1:1) 30 DAKIKA
(60°C ETUVDE)
PARAFIN 1 SAAT
PARAFIN 1 SAAT
GOMME PARAFIN

5.8. Histokimyasal Boyama

Dokularin gémiildiigii parafin bloklardan 4-5 pum’lik kesitler Rotary mikrotom
(RM 2135, Leica) ile alindi. Su banyosanina birakilip ardindan lam iizerine alinan
kesitler parafinin uzaklasitirilmast igin 1 gece 60°C’lik etiivde tutulduktan sonra,
30’ar dk olacak sekilde iki ksilen serisi uygulandi. Rehidratasyon islemi yapilarak
%95’den %60’a azalan alkol serilerinden gecirildi ve 5 dakika akarsuda yikandi.
Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) ile 2-5
dk boyamanm ardindan, fazla boyayr dokudan uzaklastirmak i¢in 5 dk akarsuda
yikand1 ve 1 dk Eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire)
ile boyandi. Akarsuda yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve %95’lik alkol
serilerinden gegirilen ve daha sonra havada kurutulan Kesitler, seffaflastirma
isleminde 30 dk iki degisim ksilende tutulduktan ve entellan (UN 1866, Merck,
Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 5.8.1). Kamera atagmanli (SC50,
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Olympus, Germany) 1sik mikroskobunda (BX43, Olympus, Japan) fotograflari

cekildi ve gruplar arasindaki farkliliklar anlamlilik degerlendirildi (Giirpinar ve ark.
2012).

Tablo 5.8.1. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

iSLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60°C etiivde 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN 30 DAKIKA
KSILEN 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2 DAKIKA
%80 ALKOL 2 DAKIKA
%70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA AKARSU 5 DAKIKA
BOYAMA HEMATOKSILEN 2-5 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
DIFERANSIYASYON ASIT-ALKOL 1-2 SANIYE
YIKAMA AKARSU 5 DAKIKA
BOYAMA EOZIN 1 DAKIKA
YIKAMA AKAR SU 5 DAKIKA
%80 ALKOL 1 DAKIKA
%95 ALKOL 1 DAKIKA
KSILEN 30x2 DAKIKA
KAPATMA ENTELLAN

Masson Trikrom boyamasi igin; parafin bloklardan 4-5 um’lik kesitler alindu.
Lam iizerine alinan kesitler parafinin uzaklasitirilmasi i¢in 1 gece 60°C’lik etlivde
tutulduktan sonra, 30’ar dk olacak sekilde iki ksilen serisi uygulandi. Rehidratasyon
islemi yapilarak %95’den %60’a azalan alkol serilerinden geg¢irildi ve 5 dakika
distile suda yikandi. Weighert’s ¢alisma ¢ozeltisinde 10 dk tutuldu. Weighert’s
calisma ¢ozeltisi i¢in stok A ve stok B c¢ozeltileri esit hacimlerde karistirilarak
hazirlandi. 10 dk akarsuda yikandi. Biebrich Scarlet-Asit fuksin ¢ozeltisi 15 dk
uygulandi. Distile su ile ¢alkandiktan sonra Fosfomolibdik asit-fosfotungustik asit
cozeltisinde 15 dakika tutuldu. Kesitler yikanmadan anilin mavisi ¢ozeltisi igine

aliarak 5 dakika boyandi. Distile su ile calkananan kesitler asetik asitte 1 dk tutuldu.
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Daha sonra akarsuda yikama yapilarak alkol serilerinden gegirildi ve ksilen iginde 1
ssat bekletildi. Son olarak entellanla kapama islemi gerceklestirildi (Tablo 5.8.2).

Tablo 5.8.2. Masson- Trikrom Boyama Protokolii

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60°C etiivde 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN 30 DAKIKA

KSILEN 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2 DAKIKA
%80 ALKOL 2 DAKIKA
%70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 5 DAKIKA
BOYAMA WEIGHERT’S CALISMA | 10 DAKIKA
COZELTISI: STOK A VE STOK B
YIKAMA AKAR SU 10 DAKIKA
BOYAMA BIEBRICH SCARLET-ASIT | 15 DAKIKA
FUKSIN
YIKAMA DISTILE SU 5 DAKIKA
BOYAMA FOSFOMOLIBDIK ASIT- 1 DAKIKA
FOSFOTUNGUSTIK ASIT
BOYAMA ANILIN MAVISI 5 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 5 DAKIKA
ASETIK ASIT 1 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 5 DAKIKA
%80 ALKOL 1 DAKIKA
%95 ALKOL 1 DAKIKA
KSILEN 1 SAAT
KAPATMA ENTELLAN

5.9. indirekt Immunohistokimyasal Boyama

Kesitler bir gece deparfinizasyon i¢in 60 C°’lik etiivde tutulduktan sonra, 30 dk
iki degisim ksilen ile seffaflagtirma islemi yapildi. Sonra azalan alkol serilerinden
%95’ten %60’a rehidratasyon saglamak i¢in gecirildi ve ardindan distile suda 10 dk
bekletildi. Dakopen (IM3580, Immunotech, France) ile smirlar ¢izildi ve %0,5’lik
tripsin (800.729.8350, ScyTek, Utah, USA) soliisyonunda 37°C’de 15 dk tutuldu.
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Doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla %3’lilkk hidrojen peroksit
uygulandi. 3x5 dk PBS ile yikanan doku kesitleri bir saat bloklama solusyonu (TA-
125-UB, Lab Vision, Fremont, CA) ile muamele edildi. Bloklama soliisyonu
dokudan wuzaklastirilarak yikama yapilmadan primer antikorlar anti-Stro-1
(MABA4315, Millipore), anti-c-Kit (sc-168, Santa Cruz Biotechnology), anti-Laminin
(sc-5582, Santa Cruz Biotechnology), anti-Fibronektin (sc-18825, Santa Cruz
Biotechnology), anti-L-Selektin (sc-13505, Santa Cruz Biotechnology), anti-
TGFbeta-1 (sc-146, Santa Cruz Biotechnology), anti-VEGF (ab1316, Abcam), anti-
PCNA (orb11245, Biorbyt), anti-eNOS (sc-654, Santa Cruz Biotechnology) ile +4°C
‘de 18 saat yani bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin 3x5 dk PBS ile yikanan kesitler,
biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz sekonder antikoru (85-9043, Invitrogen® -
Histostain Plus Bulk Kit, CA, USA) ile 30 dk boyandi. Ardindan 3x5 dk PBS
soliisyonu ile yikanan Kkesitler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun
goriiniirligiinii saglamak i¢in DAB ile 3-5 dk boyandi. Mayer’s hematoksilenle
(72804E, Microm, Walldorf, Germany) artalan boyamasi yapildi ve sonra distile su
ile 10 dk yikanan kesitler kapatma medyumu (AMLO060, Scytek, Logan, Utah, USA)
ile kapatildi (Tablo 5.9.1). Kamera atagmanli (SC50, Olympus, Germany) 1sik
mikroskobunda (BX43, Olympus, Japan) goriintiileri alindi. Immunohistokimyasal
pozitivite H-skor ile hesaplanarak gruplar arasindaki farklilik One-Way ANOVA
testi ile degerlendirildi. (Giirpinar ve ark. 2012).
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Tablo 5.9.1. Indirekt Immunohistokimya Boyama Protokolii

ISLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60 °C etiivde 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN I 30 DAKIKA
DEPARAFINIZASYON KSILEN II 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2 DAKIKA
%80 ALKOL 2 DAKIKA
%70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
PBS PBS 3x5 DAKIKA
HAVUZCUK OLUSTURMA DAKO PEN
TRIPSIN 37°C etiivde 15 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
PEROKSIDAZ BLOK %3 HIDROJEN PEROKSIT 5 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
BLOKLAMA Bloklama soliisyonu 1 SAAT
PRIMERANTIKORLAR 18 SAAT+4°C
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
SEKONDER ANTIKOR BIYOTINLE ISARETLI 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
STREPTAVIDIN 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
BOYAMA DAB (Diamino benzidine) 3-5 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3x5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA MAYER’S HEMATOKSILEN 5 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
KAPATMA ENTELLAN

5.10. TUNEL Boyamasi

Hiicre o6liimiiniin belirlenmesinde apoptotik hiicreleri boyama olanagi saglayan

Terminal Transferase dUTP Nick End Labeling (TUNEL, S7101, Millipore,

USA) yontemi kullanildi. Alinan kesitler deparafinizasyon islemini takiben 6nce

distile suda daha sonra 3x5 dk PBS solusyonu ile yikandi. Sonra PBS solusyonu ile

1/500 oraninda seyreltilen 20-ug/ml Proteinaz-K oda sicakliginda 15 dk uygulandi.
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PBS ile yikamayi takiben 5 dk %3’liik H202 ile muamele edildikten sonra yeniden
3x5 dk PBS ile yikandi. Ornekler Equilibration buffer ile oda 1sisinda 5 dk
tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli ortamda 37°C de 1 saat bekletildi. Siirenin
ardindan Stop Wash Buffer ile 10 dk ve sonra Antidioksigenin Peroksidaz Konjugati
ile 30 dk muamele edilen 6rnekler 3x5 dk PBS ile yikandi. Ardindan DAB ile
boyamasi yapildi, ardindan distile su ile yikandi. Artalan boyamasi Mayer’s
Hematoksileni ile yapildi (Tablo 5.10.1). Kor yontemle TUNEL pozitif hiicreler
saptandi ve ortalamalar istatiksel olarak degerlendirildi (Glirpinar ve ark. 2012).

Tablo 5.10.1. TUNEL Boyama Protokolii

iSLEM MADDE SURE
DEPARAFINIZASYON 60 °C etiivde 1 GECE
DEPARAFINIZASYON KSILEN | 30 DAKIKA
DEPARAFINIZASYON KSILEN II 30 DAKIKA
REHIDRATASYON %95 ALKOL 2 DAKIKA
%80 ALKOL 2 DAKIKA
%70 ALKOL 2 DAKIKA
%60 ALKOL 2 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
PBS 3x5 DAKIKA
HAVUZCUK OLUSTURMA DAKO PEN
PROTEINAZ-K (oda 1s1sinda) 15 DAKIKa
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
PEROKSIDAZ BLOK %3 HIDROJEN PEROKSIT 5 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
EQUILIBRATION BUFFER 5 DAKIKA
ENZIiM Tdt ENZIMI (37°C etiivde) 1 SAAT
STOP WASH BUFFER 10 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x1 DAKIKA
ANTI-DIOKSIGENIN PEROKSIDAZ KONJUGATI 30 DAKIKA
YIKAMA PBS 3x5 DAKIKA
BOYAMA DAB 10 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 3x5 DAKIKA
ARTALAN BOYAMA MAYER’S HEMATOKSILEN 3 DAKIKA
YIKAMA DISTILE SU 10 DAKIKA
KAPATMA ENTELLAN
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5.11. Istatistik

Calismamizin birinci gruplarindan elde edilen bulgularda inflamasyon, fibrozis,
bez sayisi ve endometrial kalinhik H&E ve Masson- Trikrom boyamalariyla
belirlenerek istatistiksel anlamliliklar tespit edildi. Degerlendirmede 0= cok az
inflamasyon ve az fibrozis, 1= az inflamasyon ve orta fibrozis, 2= orta inflamasyon
ve cok fibrozis, 3= cok inflamasyon ve ¢ok fazla fibrozis olarak incelendi ve
istatistiksel farkliliklar belirlendi (Gan ve ark., 2017).

Ikinci grupalarin sag ve sol hornlarindaki implante olmus embriyo sayilari
belirlendi ve istatsitigi yapildi. Ugiincii grupalrin ise yeni dogan sayilar1 belirlenrek
morfolojik degerlendirme yapildi ve gruplar arasindaki anlamlilik belirlendi. Ayrica
Immunohistokimyasal boyama sonuglart H-skor ile incelenerek degerlendirildi.
Boyanma oran1 semikantitatif olarak derecelendirildi; hiicrelerin %1’den azinda
boyanma varsa 0; hiicrelerin %1- 10’unda boyanma varsa 1+; hiicrelerin %]11-
50’sinde boyanma varsa 2+; hiicrelerin %51-80’inde boyanma varsa 3+; hiicrelerin
%80’inden fazlasinda boyanma varsa 4+ olarak degerlendirilidi. Ayrica boyanma
siddeti 0 = boyanma yok; 1 = soluk; 2 = orta dereceli; 3 = yogun olarak kor yontemle
belirlendi. Sonra “(1+boyanma siddeti/3) x boyanma oran1” formiilii ile toplam skor
hesaplandi. Sonugta elde edilen veriler One Way-ANOVA Tukey istatistik testiyle
karsilastirildi ve p<0,05 sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (Giirpinar
ve ark. 2012).

5.12. Histolojik Inceleme

Doku takibi yapilarak 4-5 pm’lik kesitler alinan dokular hematoksilin ve
eozinle boyandiktan sonra kantitatif goriintii isleme yazilimi (ImageJ- NIH Image)
kullanilarak endometriyal kalinlik belirlendi. Endometrial kalinlik 6lgiimleri, her bir
kesitin lateral kenarlarindan elde edildi; 6l¢iim sonucu liimen yiizeyleri ve serdz
membranlar arasindaki dikey mesafeler olarak tanimlandi. Ayrica bez sayilari,
stromadaki bez bollugunun oldugu noktalar belirlenerek rastgele dort alandan sayim
yapilarak ortalamasi alinarak belirlendi. Bununla beraber H&E’le boyanan kesitlerde
inflamasyon ve masson trikrom boyanan kesitlerde fibrozisin yogun oldugu alanlar

tespit edilerek histolojik skorlama {izerinden semikantitatif olarak degerlendirildi.
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6.BULGULAR

6.1. KIMKH Tammlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde sican tibia ve femur bdlgesinden toplanan KIMKH besiyeri
igerisinde konfluent olana kadar kiiltliri yapildi. Hiicrelere iig¢iincii pasaja kadar
pasajlama islemi yapildiktan sonra tedavi i¢in yeterli hiicre yogunlugunun oldugu
tespit edildi. invereted mikroskopta incelendiginde hiicrelerin fibroblast benzeri ig
seklinde oldugu ve hiicre ¢ekirdeginin ortada yerlesim gosterdigi goriildii (Resim
6.1.1).

Resim 6.1.1. KIMKH’lerin kiiltiir ortaminda yerlesip, ¢ogalmis 4. pasajdaki hiicrelerin
inverted mikroskop goriintiileri.

Hiicre kiiltiiriinde dérdiincii pasajdaki KIMKH’ler kiiltiir kabinda konfluent
oldugunda kok hiicre belirtegleri olarak Stro-1 (Resim 6.1.2) ve c-kit aktivitesi

pozitiflik (Resim 6.1.3) agisindan immunohistokimyasal olarak dogrulandi.

10 ym

Resim 6.1.2. KIMKH’lerin Stro-1 antikor ile boyanmis pozitif immunohistokimya

goriintiileri.
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Dérdiincii  pasajdaki KIMKH’lerin immunohistokimyasal sonuglari One Way-

ANOVA Tukey testi ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda, Stro-1 ve c-Kit

immunoreaktivitesinin kontrol boyamaya gore anlamli bir sekilde (p<0,001) arttig1

tespit edildi (Tablo 6.1.1).
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10 ym

Resim 6.1.3. c-kit antikor ile boyannms KIMKH’lerin pozitif immunohistokimya

goriintiileri.

Tablo 6.1.1. KIMKH’lerin c-kit ve Stro-1 ile boyanma sonucunda H-skorlama ile analizinde
tanimlamalar1 dogrulandi, KONT: Boyama kontrolii.
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ORT. +5D

200

100

Stro-1 ve c-kit ile KIMKH Tanimlamasi

T

Kontrol Stro-1

Kont vs Stro-1 *** p<0,001
Kont vs c-kit *** p<0,001.
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6.2.Vajinal Yayma Bulgular1

Vajinal yayma islemi ikinci gruplarimizda olusturdugumuz gebeliklerin
giinlerini belirlemek i¢in yapildi. Bu nedenle AS olusturulmus ve 10 giinliik besiyeri,
nis, kok hiicre ve kok hiicre+nis tedavileri tamamlanmis sicanlar prodstrus ve Ostrus
sikluslar1 belirlendikten sonra erkek sicanlarla ayni kafeslere alindilar. Ertesi giin
tekrar vajinal yayma yapilarak ciftlesmenin olup olmadigi yaymada tespit edilen
sperm varligina gore yapildi. Vajinal yaymalarinda sperm gozlemlediklerimiz
denkeleri gebe kabul ettik ve 12. giin genel anestezi altinda sakrifiye ederek
implantasyon sayilarini belirlemeye calistik. Vajinal yaymalarda sican spermlerinin
kanca seklinde bas ve uzun bir kuyruk yapist oldugu goézlemlendi. Sperm
gozlemledigimiz vajinal yayma preparatlarindaki hayvanlarin hepsinin gebe
olduklar1 deney sonlandirilitken gézlemlendi. Grupalarin ikinci ve Tgiincii alt
gruplari vajinal yayma preparatlarindaki sperm bulgularina gore kategorize edildiler.
Bununla beraber yaymanin parlak renkte oldugu, intermedier hiicrelerin yogun,
parabazal hiicrelerin ve mukusun nadir goriildiigii preperatlarin prodstrus grubuna ait
yayma oldugu belirlendi. Keratinlesmis siiperfisiyal hiicrelerden olusan grubun
ostrus grubu yaymalarin ait oldugu tespit edildi. Sitoplazmik vakuollerin yer aldigi
sikica paketlenmis ¢ok sayida niikleuslu epitel hiicresi ve ¢ok sayida artmis notrofil

gbzlenen grubun metostrus siklusundaki siganlara ait oldugu belirlendi.
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VAJINAL YAYMA

CIFTLESMEDEN ONCE

CIFTLESMEDEN SONRA

PROOSTRUS

1.GUN GEBELIK

OSTRUS

1. GUN GEBELIK

METOSTRUS

1. GUN GEBELIK

Resim 6.2.1. Asherman sendromu modeli olusturulan gruplarin vajinal yayma
preparatlarinin 1s1k mikroskop ile degerlendirilme sonuglari, H&E.



6.3. Gebelik Olusturulmayan Gruplarin Histokimyasal Bulgular:

Implantasyon basarisizlik modeli olarak AS modeli olustrudugumuz deneysel
modelimizin birinci gruplarinda hem sag ve sol uterin hornlar hemde gruplar kendi
aralarinda karsilastirilarak degerlendirildi. Calismamizda sol uterin hornlar1 asitle
muamele edilerek hasar olusturulan siganlara intraperitoenal olarak 10 giin boyunca
farkli tedavi ajanlar1 uyguladik ve 10 giin sonra endometriyumlarinda meydana gelen
degisiklikleri 151k mikroskop altinda degerlendirdik. Rutin histokimaysal
boyamalardan H&E ve Masson-Trikrom boyalariyla boyandilar ve uygulamalar
sonunda dokularda meydana gelen morfolojik, histolojik ve fonksiyonel degisiklikler
incelendi (Resim 6.3.1). Calismada tiim denek gruplarinda tek tarafli Asherman
modeli olusturuldu (Kilig ve ark., 2014). Sol uterin horn asetik asitle muamele
edilerek hasar olusturulurken sag uterin horn ise kontrol olarak tutuldu ve herhangi
bir kimyasalla ya da mekanik unsurla hasar meydana getirilmedi. AS olusturulduktan
sonra tedavi amagli ajanlar 10 giin araliksiz uygulandi. Uygulamalardan 10 giin sonra
uterus Ornekleri alinarak endometriyum kalinligi, stromadaki bez sayisi,
infalamasyon ve fibrozis a¢isindan sonuglar1 incelendi. Besiyeri ve nis uygulanan
(G1-1, G2-1) gruplarimizda endometriyumun yogun bir sekilde dejenere oldugu,
sinesi alanlarinin asir1 arttig1, bez saysmnin sadece KIMKH ve KIMKH ile nisinin
birlikte (G3-1 ve G4-1) uygulandig1 gruplara gore anlamli sekilde azaldig: (p<0,001)
gozlemlenmistir. BY ve nis uygulanan gruplarin endometriyum epitelinin ortadan
kalktig1, lamina propriyasinda ise yogun fib6z alanlarin olstugu izlenmistir. Yine bu
gruplarda bezlerin hem sayisinda diisiis hemde bez epitelinin tiibiiler yapisinin
bozuldugu goriilmiistiir (Resim 6.3.1). Ayrica inflamasyonun BY (G1-1) ve nis (G2-
1) verilen gruplarda yogun olarak izlendigi, KIMKH (G3-1) ve KIMKH ile nisinin
(G4-1) birlikte verildigi gruplara gore istatistiksel olarak da anlamli farklarin oldugu
belirlenmistir (p<0,0001). Inflamasyon acisinda KIMKH (G3-1) ve KIMKH + nis
(G4-1) uygulanan gruplar arasinda ise anlamli fark saptanmamistir (p >0,05).
KIMKH ve KIMKH ile nisinin birlikte uygulandig1 gruplarda inflamasyon, fibrozis,
bez sayist ve endometriyal kalinlik agisindan BY ve nis verilen gruplara gére dnemli
histolojik degisimler belirlenmistir. Istatistiksel olarak p<0,05 anlamliliklar tespit

edilmistir.

86



ALT BIRINCi GRUPLARIN TEDAVi UYGULAMALARI
SAG UTERIN HORN

(E: Endometriyum, M: Miyometriyum, P: Perimetriyum, L: Liimen, kisa ok: endometrial bez, uzun ok: epitel)

SOL UTERIN HORN

BY (G1-1) NiS (G2-1)

(E: Endometriyum, M: Miyometriyum, P: Perimetriyum, L: (E: Endometriyum, M: Miyometriyum, P: Perimetriyum, L:

Liimen, kisa ok: sinesi, uzun ok: kan d 1, yildiz: inflamasyon) Liimen)

=

100 pm

R LAY . - i : 3
KiMKH (G3-1) KiMKH+NIS (G4-1)
(E: Endometriyum, M: Miyometriyum, P: Perimetriyum, L: (E: Endometriyum, M: Miyometriyum, P: Perimetriyum, L:
Liimen, kisa ok: epitel, uzun ok: kan damari, yildiz: inflamasyon) Liimen, kisa ok: epi

.

T

Resim 6.3.1. Alt birinci gruplarin tedavi uygulamasi sonrasi endometriyumun goriintiileri,
H&E.
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ALT BIiRINCi GRUPLARIN TEDAVi UYGULAMALARI

SAG UTERIN HORN

(L: Liimen, kisa ok: endometrial bez, uzun ok: epitel)

SOL UTERIN HORN

BY (G1-1) NIS (G2-1)

(L: Liimen, kisa ok: sinesi, uzun ok: kan damari, ( Kisa ok: kan damari, yildiz: inflamasyon, L:

KiMKH (G3-1) S (G4-1)
(L: Liimen, kisa ok: epitel, uzun ok: kan damari, (L: Liimen, kisa ok: epitel, uzun ok: kan damari,
yildiz: inflamasyon)

Resim 6.3.2. Alt birinci gruplarin tedavi uygulamast sonrasi endometriyumun goriintiileri,
H&E.
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ALT BIiRINCi GRUPLARIN TEDAVi UYGULAMALARI

SAG UTERIN HORN
(L: Liimen, kisa ok: epitel, uzun ok: kan damari)

SOL UTERIN HORN
BY (G1-1) NiS (G2-1)

(L: Liimen, kisa ok: sinesi, uzun ok: kan damari, (F: Fibrozis, yildiz: inflamasyon, L: liimen)

. d L - F /‘J - . — . ' - i - ‘ ":
KIMKH (G3-1) KIMKH+NIS (G4-1)

(L: Liimen, kisa ok: epitel, uzun ok: kan damari, (L: Liimen, kisa ok: epitel, uzun ok: kan damari,

Resim 6.3.3. Alt birinci gruplarin tedavi uygulamast sonrasi endometriyumun goriintiileri,
H&E.
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Gruplardan elde edilen uterus kesitlerinin, H&E boyanarak mikroskop
degerlendirilmesinde, AS modelinde epitelin sinesiler nedeniyle bilyiik bolimiiniin
ortadan kayboldugu, endometriyum yiizey epitelinin tedavi gruplarindan KIMKH
(G3-1) ve KIMKH ile nisi (G4-1) birlikte uygulanan grupta ¢ok fazla olmak iizere
rejenerasyonun basladigi, diizgiin tek kath prizmatik yapiya doniistigii, BY (G1-1)
ve Nis (G2-1) tedavisi uygulanan gruplarda ise rejenerasyonun hemen hemen
gerceklesmedigi gozlemlenmistir (Resim 6.3.4 ve Resim 6.3.5). Nis (G2-1)
grubundan bazi deneklerde sol uterin hornun kalin bagirsakla yapistigi, benzer
sekilde BY (G1-1) sol uterin hornlarmin da bazi deneklerde peritona yapistigi
goriilmistiir. Yine BY (G1-1) ve Nis (G2-1) gruplarinin stromal bezlerinde ve kan
damarlarinda belirgin azalma oldugu gozlendi. KIMKH (G3-1) ve o&zellikle
KIMKH+Nis (G4-1) gruplarinda kok hiicre uygulmasinin stromal bezlerin sayisinda
ve vaskiilarizasyonda belirgin sekilde artisa sebep oldugu goriildii (Resim 6.3.2,
Resim 6.3.3).

SAG UTERIN HORN

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
ool 45 Ala|o] 2| [sse/g]o] || |»]

E=EE=)

Resim 6.3.4. Sag birinci alt grubun ImagJ] programu ile yapilmis endometriyum kalinlig

Ol¢limii.
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SOL UTERIN HORNLAR

Image Process Analyze Plugins Window Help

10jolc|off <[+ Al o] 2| [w]=/s]s] | | |=]

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Oloja|oE 4 |+|8|Ala|@] 2| |pajsfsle] | | |»]|||Dlolc/ofE | +NAlQ|o] o] s/ glo] | | [»]

Resim 6.3.5. Sol birinci alt gruplarin (G1-1, G2-1, G3-1, G4-1) imagJ program ile yapilmis
endometriyum kalinlig1 6lgtimleri.
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Sag ve sol birinci alt gruplarin hepsinde endometriyum kalinligi, lamina
propriyadaki endometriyal bez sayist ve inflamasyon acgisindan degerlendirme
yapilarak gruplar arasindaki farkliliklar SPSS programinda tek yonlii varyans analiz
yontemlerinden biri olan One-Way ANOVA Tukey testi ile istatiksel olarak ortaya
konulmustur. Tiim parametrelerde KIMKH + nis (G4-1) ve sadece KIMKH (G3-1)
uygulamalar: sonrasi endometriyal kalinligin ve bez sayisinin arttig1, inflamasyonun

ise azaldig1 belirlenmistir.

Tablo 6.3.1. Alt birinci gruplarin inflamasyon orani.

inflamasyon

3,5

2,5

2 T
15 _
0
G1 G2 G2 G4

Alt birinci gruplar

ORT+SD

[y

BY (G1-1) vs Ni$ (G2-1) **p<0,01,
BY (G1-1) vs KIMKH (G3-1) **p<0,001
BY (G1-1) vs KIMKH+NIS (G4-1) ****p<0,0001,
NIiS (G2-1) vs KIMKH (G3-1) *p<0,05
NIiS (G2-1) vs KIMKH+NIS (G4-1) **p<0,001,
KIMKH (G3-1) vs KIMKH+NIS (G4-1) p>0,05

Inflamasyon agisindan gruplar arasindaki istatistiksel (Tablo 6.3.1) olarak en
fazla anlamlibk BY (G1-1) ve KIMKH+ Nis (G4-1) gruplart arasinda
(***p<0,0001), sonrasinda Nis (G2-1) ile KIMKH +Nis (G4-1) ve BY (G1-1) ile
KIMKH (G3-1) (**p<0,001) arasinda olarak belirlenmistir. Nis (G2-1) ile KIMKH
(G3-1) arasinda inflamasyon yoniinden *p<0,05 olarak tespit edilmistir. KIMKH
(G3-1) ve KIMKH + Nis (G4-1) gruplar1 arasinda inflamasyon yoniinden istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0,05).
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ALT BIiRINCi GRUPLARIN TEDAVI UYGULAMALARI

SAG UTERIN HORN
(MASSON- TRIKROM)

SOL UTERIN HORN
(MASSON- TRIKROM)

Resim 6.3.6. Sol birinci alt gruplarin histokimyasal boyamayla fibréz alanlarin gosterildigi
goriintiiler, Masson-Trikrom.
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Asherman deneysel modellerinde epitel dokudaki yapisikliklar sonucunda
lamina propriyadaki fibroblastlarin asir1 kollajen sentezlemesi sonucu fibréz bir
yapiya doniistiigii bildirilmektedir (Gan ve ark., 2017). Calismamizda tedavi gruplari
arasinda fibrozis agisindan farkliliklar oldugunu gdzlemledik. Ozellikle BY (G1) ve
Nis (G2) gruplarinda fibrozisin en fazla arttignt KIMKH (G3) grubunda biraz daha
azaldig1 ve KIMKH +Nis (G4) grubunda kontrol olarak tutulan sag uterin hornlarin
fibroz alanlarma benzer fibrotik alanlar olusturdugu goriilmiistiir. Fibrozisi
gostermek ig¢in histokimyasal boyalardan {iglii boyama olan Masson- trikrom

boyamasi yapilmstir (Resim 6.3.6).

Tablo 6.3.2. Alt birinci gruplarin fibrozis oranlari.

Fibrozis

3.5

r
25 I
1

15 1

1
) I

0

61 ) G3 G4

Alt birinci gruplar

N

OTR-SD

BY (G1-1) vs NiS (G2-1) p>0,05,
BY (G1-1) vs KIMKH (G3-1) **p<0,01
BY (G1-1) vs KIMKH+NIS (G4-1) ****p<0,0001,
NIiS (G2-1) vs KIMKH (G3-1) p>0,05
NIiS (G2-1) vs KIMKH+NIS (G4-1) ****p<0,0001,
KIMKH (G3-1) vs KIMKH+NIS (G4-1) *p<0,05

Fibrozis acisindan (Tablo 6.3.2) gruplar karsilastirildiginda, istatistiksel olarak
en fazla anlamlihk BY (G1) ile KIMKH + Nis (G4) ve Nis (G2) ile KIMKH + Nis
(G4) arasinda ***p<0,0001, sonrasinda BY (G1) ile KIMKH (G3) **p<0,01 ve en az
anlamhiik KIMKH (G3) ile KIMKH+Nis (G4) arasinda *p<0,05 tespit edilmistir.
BY (G1) ile Nis (G2) ve Nis (G2) ile KIMKH (G3) gruplar arasindaki p degeri
p>0,05 olarak belirlendiginden bu gruplar arasinda fibrozis yoniinden anlamli fark

bulunamamustir.
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Tablo 6.3.3. Alt birinci gruplarin fibrozis, inflamasyon, endometriyal kalinlik ve bez
sayilari.

Inflamasyon Fibrozis Endometrial kalinlik  Bez sayist
BY (G1) 2,4+0,51 2,7+048 138,72+ 26 542
NIS (G2) 1,6 +0,51 2,3+0,48 154,24 + 26 541
KIMKH (G3) 0,9+ 0,56 1,7+ 0,48 228,96 + 26 10 +2
KIMKH-NIS (G4) | 05+0,52 0,9+0,73 315,35+ 32 14 +3
Sag horn 02+030  0,7+0,53 333,15+ 18 16 +3

Inflamasyon, endometriyal kalmlik, fibrozis ve bez sayisi agisindan olgiimler
(Tablo 6.3.3) ve semikantitatif anlizler sonucu alt birinci gruplarin ortalama ve
standart sapma degerleri karsilagtirildiginda inflamasyon ve fibrozisin BY (G1-1) ve
Nis (G2-1) gruplarinda yiikseldigi, diger gruplarda sag uterin horn degerlerine
yaklastig1 goriilirken, bez sayisi ve endometriyal kalinhigin yine BY ve Nis
gruplarinda azaldigi, tedavilerinde kok hiicre igeren gruplarda KIMKH (G3-1) ve
KIMKH+ Nis (G4-1) ise yiikseldigi saptanmustir. Istatistiksel olarak p<0.05 degeri
tizerinden BY ile Nis gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmazken, BY (G1-1) ve Nis
(G2-1) ile KIMKH (G3-1) ve KIMKH+Nis (G4-1) gruplar1 kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamlilik belirlenmistir.

6.4. Gebelik Olusturulan Gruplarin Histokimyasal Bulgular:

Calismamizin alt ikinci gruplarini olusturan deneklerin hepsinin gebe kalmalari
saglandi ve histokimyasal degisiklikler tespit edildi. Calismamizin alt ikinci
gruplarin denekleri (BY (G1-2), Nis (G2-2), KIMKH (G3-2) ve KIMKH + Nis (G4-
2) prodstrus ve Ostrus doneminde oldugu belirlenerek c¢iftlestirilmek iizere erkek
kafesine alindi. Vaginal smear metoduyla sperm varligi belirlenen hayvanlar gebe
kabul edildi. Gebelikleri tespit edilen denekler 12 giin sonra sakrifiye edilerek
embriyolar fiksatife alind1 ve histolojik takibi yapilarak H&E boymasi yapildi. BY
(G1-2) ve Nis (G2-2) gruplarmin sol hornlarinda implantasyonu tamamlamis
embriyolara rastlanmadi. Tiim alt ikinci gruplarin sag uterin hornlar1 (Tablo 6.4.1)
ile KIMKH (G3-2) ve KIMKH + Nis (G4-2) gruplarmin hem sag hemde sol uterin

hornlarinda implante olmus embriyolara rastlandi (Tablo 6.4.2).
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ALT iKiNCi GRUPLAR VE IMPLANTASYON ORANLARI

SAG UTERIN HORN
(Yildiz: Embriyo, DB: Desidua bazalis)

SOL UTERIN HORN
(MASSON- TRIKROM)

BY (G1-2)

irsak, uzun ok: sol uterin horn)

NiS (G2-2)

(Uzun ok: Sinesi, L: Liimen)
By N RR

>4

L o
A & »
/.')':A; 2 ..':J'.

KIMKH (G3-2)
(Yildiz: Embriyo)
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Resim 6.4.1. Asherman sonrasi tedavi edilen gruplardaki sag ve sol uterin hornlara implante
olmus embriyolar, H&E.

Tablo 6.4.1. Alt ikinci gruplarin sag ve sol hornlarina implante olan embriyo sayilart.

Sag ve sol uterin horn implantasyon sayisi
10
9
8
7
o 6
: :
G 4
3
2
1
0
G1-2 G2-2 G3-2 G4-2
Alt ikinci Gruplar

BY (G1-2) vs NiS (G2-2) p>0,05,
BY (G1-2) vs KIMKH (G3-2) *p<0,05
BY (G1-2) vs KIMKH+NIS (G4-2) ****p<0,0001,
NiS$ (G2-2) vs KIMKH (G3-2) p>0,05
NIS (G2-2) vs KIMKH+NIS (G4-2) ****p<0,0001,
KIMKH (G3-2) vs KIMKH+NIS (G4-2) **p<0,01
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Tablo 6.4.2. Alt ikinci gruplarin sol horndaki implantasyn sayilari.

Sol uterin horn implantasyon sayisi
45
4 _
35
3
(]
7 2,5
g 2 T
15
1
05 [
, L mm
G1-2 G2-2 G3-2 G4-2
Alt Ikinci Gruplar

BY (G1) vs Ni$ (G2) p>0,05,
BY (G1) vs KIMKH (G3) p>0,05
BY (G1) vs KIMKH+NIS (G4) ***p<0,001,
NiS (G2) vs KIMKH (G3) p>0,05,
NIS (G2) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
KIMKH (G3) vs KIMKH+NIS (G4) *p<0,05

Tablo 6.4.3. Alt ikinci gruplarin sol horndaki implantasyon sayilari ve alt ti¢iincii gruplarin
yeni dogan sayilart.

BY NiS KiMKH KIiMKH+NI$
G1-2 G2-2 G3-2 G4-2
Sol horn implantasyon 0,33+0,5 0 15+0,57 3,2+0,83
Sag+ sol horn implantasyon 433+0,57 | 4,75+0,5 6+ 0,81 8,2 +0,83
BY Nis KIMKH | KIMKH+NI$
G1-3 G2-3 G3-3 G4-3
Yeni dogan yavrular 4,66 +0,57 5+0,81 6,6 + 0,89 8,6+ 0,54

Vajinal yayma preparatlarinda sperm goriilen hayvanlarin timiiniin gebe
olduklar1 deney sonlandirilirken gézlemlendi. Gruplarin ikinci ve li¢iincii alt gruplari
vajinal yayma preparatlarindaki sperm bulgularina goére kategorize edildiler (Resim
6.4.1 ve Resim 6.4.2). ikinci alt grupalar 12. giiniin sonunda {iciincii alt gruplar ise
yavrular dogana kadar takip edildiler. ikinci alt gruplarin implante olmus embriyo

sayisi belirlendikten sonra takibe alinarak rutin boyamalardan H&E ve
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immiinohistokimyasal boyamalarla immiinreaktiviteleri gosterildi. Implantasyon
sayilar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05). BY
ile NIS ve NiS$ ile KIMKH arasinda anlamli fark bulunamamustir (p>0,05), BY ile KIMKH
arasinda *p<0,05, BY ile KIMKH+NIS arasinda ****p<0,0001, NIS ile KIMKH+NIS
****n<0,0001 ve KIMKH ile KIMKH+NIS **p<0,01 olarak istatistiksel anlamliliklar
belirlenmistir. Ayrica alt {iglincii gruplarin yeni dogan sayilart belirlendi alt ikinci
gruplardaki implantasyon sayilariyla karsilastirildi ve beklendigi gibi karsilagtirma
sonucunda anlaml farklilik goriilmedi (p>0,05) (Tablo 6.4.3).

Kolon

Sag utlrin horn
> )

Resim 6.4.2. Asherman sonrasi tedavi edilen gruplardaki sag ve sol uterin hornlara implante
olmus embriyolar.

6.5. Gebelik Olusturulmayan Gruplarin immiinohistokimyasal Bulgulari

6.5.1. c-Kit

Siganlarda  kimyasal ajan  kullanilarak ~ deneysel ~Asherman  modeli
olusturulduktan sonra meydana gelen adezyonlar1 ve énemli bir infertilite sorununu
ortadan kaldirmak igin KIMKH’ler kullanildi. KiMKH’lerin endometriyum
rejenerasyonundaki roliinli aydinlatmak i¢in immiinhistokimyasal boyamalar yapildi.
Deneysel modelin alt birinci gruplann (BY-G1-1, NiS-G2-1, KiMKH-G3-1,
KIMKH+NIS-G4-1) 10 giinliik tedaviden sonra sakrifiye edilerek endometriyum
kesitleri alindi ve immiinohistokimyasal boyamalari yapildi. Gebelik olmayan
gruplarin uterus Kesitlerinin, c-kit antikoru ile boyanarak degerlendirilmesi yapildi
(Resim 6.5.1.1, Resim 6.5.1.2).
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ALT BiRINCi GRUPLARIN ¢c-KiT BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Yildiz: c-Kkit pozitif hiicreler, L: Liimen)

SOL UTERIN HORN
BY (G1-1) NiS (G2-1)

(E: Endometriyum, M: Miyometriyum, P: Perimetriyum, kisa ok: (E: Endometriyum, M: Miyometriyum, P: Perimetriyum, L:
dometriyal bez, uzun ok: sinesi) Liimen, uzun ok: endometriyal bez

R 2000 L
KIMKH+NIS (G4-1)
(Yildiz: c-Kit pozitivi L: Liimen, ok: end triyal bez)
R of > ;

Resim 6.5.1.1. Alt birinci gruplarin endometriyumda c-Kit boyanma goriintiileri.
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ALT BIiRINCi GRUPLARIN c-KiT BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Kisa ok: stromadaki c-kit pozitif hiicreler, L: liimen, uzun ok: miyometriyumdaki pozitif hiicreler)

T50um |
SOL UTERIN HORN
BY (G1-1) NiS (G2-1)
(Ok: endometriy‘f_:ll“bez) ’ (Yildiz: c-kit ozitfiicreler, uzun ok: eometri al bez

-

= 0 ASYE T,
4 . SR
l} Qx‘ F g \.‘.‘ =

=1

e y : X . -
KIMKH (G3-1) KiMKH+NIS (G4-1)

Yildiz: c-Kit pozitivitesi, L: Liimen, ok: endometriyal bez
T * x v X (7 r

Resim 6.5.1.2. Alt birinci gruplarin endometriyumda c-Kit boyanma goriintiileri.
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ALT BIiRINCi GRUPLARIN c-KiT BOYAMASI
SAG UTERIN HORN

(Kisa ok: stromadaki c-kit pozitif hiicreler, uzun ok: pozitif endometriyal bez hiicreler)

. ‘_

SOL UTERIN HORN
BY (G1-1) NiS (G2-1)

Uzun ok: c-kit pozitif hiicreler)

,,,J%“_ P Lf

T

KIMKH (G3-1) KIMKH+NIS (G4-1)

(Ok: c-kit pozitif endometriyal bez hiicreler) (Uzun ok: pozitif endometriyal bez hiicreleri, kisa ok: c-kit pozitif

Resim 6.5.1.3. Alt birinci gruplarin endometriyumda ¢-Kit boyama goriintiileri.
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Tablo 6.5.1.1. Asherman modelinde tedavi gruplarinin endometriyumdaki c-Kit
dagilimina etkisi.

c-Kit immunreaktivitesi

350

300

250 L
200
150
100
50 ' '
0
G2 G3 G4

Kontrol Gl

ORT+DV

Alt Birinci Gruplar

BY (G1) vs Ni$ (G2) p>0,05
BY (G1) vs KIMKH (G3) ***p<0,001
BY (G1) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001
NIS (G2) vs KIMKH (G3) **p<0,01
NiS (G2) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001
KIMKH (G3) vs KIMKH+NIS (G4) *p<0,05
KIMKH+NIS (G4) vs Kontrol (Sag horn) *p<0,05

c-Kit antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda uterus yapisinda
ylizey epiteli, endometriyal bezler ve miyometriyumda pozitif alanlar gozlendi
(Resim 6.5.1.3). Alt birinci ve ikinci grubun (BY-G1-1 ve NIiS-G2-1) c-kit
pozitivitesinin endometriyal bezler etrafinda ¢ok soluk boyanma seklinde oldugu
goriildii. Sadece kok hiicre verilen grubun (KIMKH-G3-1) c-kit poztifliginin hem
endometriyal bez hiicrelerinde hem miyometriyumda hemde stromada oldukga
yogun boyanmalar seklinde oldugu gozlendi. Ozellikle c-kit antikorunun en fazla
pozitif immiinreaktivitesi KIMKH ve nisinin verildigi (KIMKH+NIS-G4-1) grup ile
ayni grubun sag uterus hornuna ait dokularda goriildii. Boyanmalar H-skor ile
degerlendirildi ve KIMKH+NIS grubunda c-kit immunoreaktivitesinin diger gruplara
gore en fazla anlamli artis gosterdigi saptandi (Tablo 6.5.1.1). Gruplardan BY ile
NIS arasinda istatistiksel anlamlilik olmadig (p>0,05), yine KIMKH+NIS ile kontrol
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(sag uterus horn) grubunun karsilagtiritlmasinda anlamliligin diger gruplara gore en

diisiik seviyede oldugu tespit edildi (*p<0,05).

6.5.2. PCNA

Deneysel Asherman modelinde meydana gelen adezyonlar1 ortadan kaldirmak
icin KIMKH’ler kullamldig1 calismamizda uterus ornekleri PCNA pozitivitesi
yoniinden degerlendirildi ve rejenerasyon hakkinda bulgular ortaya konuldu.
Deneysel modelin alt birinci gruplart (BY-G1-1, NiS-G2-1, KiMKH-G3-1,
KIMKH-+NIS-G4-1) 10 giinliik tedaviden sonra sakrifiye edilerek kesitleri alind1 ve
PCNA boyamalar1 yapildi. Gebelik olmayan gruplarin uterus kesitlerinin, PCNA
antikoru ile boyanarak degerlendirilmesi yapildi (Resim 6.5.2.1, Resim 6.5.2.2).

Rejenerasyon belirteci olan PCNA immiinohistokimyasal boyamasinda alt
birinci gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik belirlenmistir (Tablo 6.5.2.1). PCNA
immiinreaktivitesi KIMKH (G3) ve KIMKH+NIS (G4) gruplarinda uterus yiizey
epiteli bagta olmak tizere, endometriyal bezlerde ve miyometriyumda kaslar arasinda
yogun olarak pozitivite gosterdigi gozlendi. BY (G1) ve NIS (G2) gruplarinda
boyanmalar daha c¢ok endometriyal bez hiicrelerinde goriilmekte fakat
immiinreaktivite soluk olarak tespit edilmistir. Gruplar arasinda en fazla anlamlilik
BY ile KIMKH+NIS ve NIS ile KIMKH+NIS arasinda ****p<0,0001 oldugu tespit
edildi. En disiik anlamlilk ise KIMKH ile KIMKH+NIS arasinda **p<0,01
gozlenmistir. Kontrol olarak tutulan sag horn o&rnekleri tedavi grubundan
KIMKH-NIS ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamililgin ****p<0,0001
oldugu goriilmiistiir. Bu veriler esasinda su anlama geliyor ki kok hiicreler hasarli
bolgeye bir sekilde ulasarak oOrtamin cevresini degistirerek veya salgiladigi
faktorlerle saglikli hiicreleri boliinmeye tesvik ederek proliferasyonun artmasina
katki saglamaktadir. Boylece hasarli bolge daha hizli bir seklide reaksiyon gostererek

doku tamirat1 yapilmaya baslar.
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Tablo 6.5.2.1. Asherman modelinde tedavi gruplarinin endometriyumdaki PCNA
dagilimina etkisi.

PCNA immunreaktivitesi

350

300

250

200

.
150 1
100
50
0
Gl G2 G3

Kontrol

ORT+ SD

G4
Alt Birinci Gruplar

BY (G1) vs NiS (G2) ***p<0,001,
BY (G1) vs KIMKH (G3) ***p<0,001,
BY (G1) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
NIS (G2) vs KIMKH (G3) ***p<0,001,
NiS (G2) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
KIMKH (G3) vs KIMKH-+NIS (G4) **p<0,01,
KIMKH+NIS (G4) vs Kontrol (Sag horn) ****p<0,0001
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ALT BiRINCi GRUPLARIN PCNA BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Y1ldiz: PCNA porzitif hiicreler, L: Liimen, kisa ok: bezlerdede pozitivite, uzun ok: epitelde pozitivite)

SOL UTERIN HORN

BY (G1-1) NIS (G2-1)

_(Yildiz: PCNA soluk posz alan, kisa ok: PCNA pozitif hiicreler) Ylldlz PCNA soluk pozitif alan, kisa ok: pozitif hiic eler

"KIMKH (G3 1) KIMKH+NIS (G4-1)

(L: Liimen, uzun ok: epitelde pozitivite, kisa ok: bezde pozitivite) Ok: endometriyal bez ve epitelde PCNA porzitiff hiicreler
» s . A ¢ T 3 =

Resim 6.5.2.1. Alt birinci gruplarin endometriyumda PCNA boyanma goriintiileri.

106



ALT BiRINCi GRUPLARIN PCNA BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Kisa ok: stromadaki PCNA pozitif hiicreler)

' 4":’“

7 - 4

€. g TR
& . - .-" b

Nis (G20

Ok: PCNA pozitif hiicreler

Resim 6.5.2.2. Alt birinci gruplarin endometriyumda PCNA boyanma goriintiileri.
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6.5.3. TGF-p1

Uterus dokularmin TGF-81 immiinohistokimyasal boyamasinda o&zellikle
miyometriyumdaki kas hiicreleri arasinda pozitivitenin arttii, endometriyum epiteli
ve bezlerin ¢evresinde de immiinreaktivite yogun olarak izlenmistir (Resim 6.5.3.1).
BY (G1-1) ve NIiS (G2-1) alt gruplarinin TGF-Bl pozitivitesi ydniinden
miyometriyum orta siddette diger alanlar ise soluk olarak boyanmistir. KIMKH (G3-
1) ve KIMKH+NIS (G4-1) alt gruplarinda ise TGF-pl reaktivitesi hem
miyometriyum hem endometriyal bezler hemde yiizey epitelinde yogun sekilde
boyanmustir (Resim 6.5.3.2). TGF-pl antikor boyamalar1 gruplar arasinda H-skor
lizerinde degerlendirilip karsilagtirmasi yapilmustir. BY ile NIS alt gruplari arasinda
istatistiksel anlamlilik saptanmamustir (p>0,05). BY ile KIMKH alt gruplar1 arasinda
anlamlilik ve BY ile KIMKH+NIS alt gruplar arasindaki anlamlilik oldukga yiiksek
olarak tespit edilmistir (****p<0,0001). NiS ile KIMKH ve KIMKH-+NIS gruplar
arasinda yine istatistiksel anlamlilik (***p<0,001) saptanmistir. Alt birinci
gruplardan KIMKH ile KIMKH+NIS arasindaki anlamlilik (**p<0,01) en az olarak
gozlenmistir. KIMKH+NIS ile Kontrol (sa§ horn) grubu arasinda da istatistiksel
olarak (***p<0,001) anlamlilik tespit edilmistir (Tablo 6.5.3.1). TGF-pl
immiinreaktivitesi KIMKH+NIS (G4-1) grubunda en yiiksek olarak belirlenmistir.
En az immiinreaktivite goriilenler ise BY ile NIS gruplar1 olmustur. Sonug olarak bu
durum bize kok hiicrelerin doku yenilenmesinde ve dejenere olmus dokunun

fonkisyonel biitiinliigiine kavusmasinda ne kadar etkin rol oynadigin1 gostermektedir.
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Tablo 6.5.3.1. Asherman modelinde tedavi gruplarinin endometriyumdaki TGF-$1
dagilimina etkisi.

TGF- Beta 1 Immunreaktivitesi
450
400
350
300
(]
@ 250
*
= 200 T
o
150
100
50
0
Kontrol G1 G2 G3 G4
Alt Birinci Gruplar

BY (G1) vs Ni$ (G2) p>0,05,
BY (G1) vs KIMKH (G3) ****p<0,0001,
BY (G1) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
NIiS (G2) vs KIMKH (G3) ***p<0,001,
NIS (G2) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
KIMKH (G3) vs KIMKH+NIS (G4) **p<0,01,
KIMKH+NIS (G4) vs Kontrol (Sag horn) ****p<0,0001
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ALT BIRINCI GRUPLARIN TGF-p1 BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Uzun ok: epitel pozitivitesi, L: Liimen, Yildiz: Tgf-B1 pozit alan, kisa ok: bez pozitivitesi)

SOL UTERIN HORN
BY (G1-1) Nis (G2-1)
(Ok: Tgf-p1 pozitif epitel ve stromal hiicreler) (Ok: Tgf-p1 pozitif bez hiicreleri, Yildiz: Tgf-p1
poif ala)

¥

KIMKH (G3-1) KIMKH-+NIS (G4-1)
(L: Liimen, Yildiz: Tgf-B1 pozit alan) (Uzun ok: epitel pozitivitesi, L: Liimen, Yildiz: Tgf-
3 -

Resim 6.5.3.1. Alt birinci gruplarin endometriyumda TGF-B1 boyanma goriintiileri.
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ALT BIRINCI GRUPLARIN TGF-$1 BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Ok: epitel ve bez hiicreleri Tgf-B1 pozitivitesi)

SOL UTERIN HORN

BY (G1-1) NiS (G2-1)

Resim 6.5.3.2. Alt birinci gruplarin endometriyumda TGF-p1 boyanma goriintiileri.
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6.5.4. eNOS

Endometriyal adezyon olusturmak i¢in kimyasal ajanla Asherman modeli
olusturulan ve olusan adezyonlarin ortadan kaldirilmasi, 6zellikle akut donemde
yapilacak tedavinin etkilerini ortaya koymak icin gerceklestirilecek dogru tedavi
secenegini belirlemek adina c¢alismamizi gergeklestirdik. KIMKH’lerin uterin
adezyonlar tzerindeki roliinii belirlemek amaciyla yapilan deneysel calismada
oksidatif stresin Asherman olusumundan sonra olusan klinik tablo nedeniyle
yukseldigi bilinmektedir. Nitrik oksit dnemli bir oksidatif stres belirtecidir. Alt
birinci gruplarimizdaki NOS aktivitesininde degisimini belirlemek adma uterin
dokudaki endoteliyal NOS sentezinin immiinohistokimyasal yontemle dagilimi tespit
edildi (Resim 6.5.4.1). Denejerasyonun fazla oldugu, epitelin ortadan kalktigi,
sinesilerin olustugu BY (G1-1)) ve NIS (G2-1) alt birinci gruplarinda eNOS
immiinreaktivitesi en yiiksek olarak gozlendi. BY ve NIS alt birinci gruplarinda
eNOS immiinreaktivitesi oldukga yogun olarak izlenirken, KIMKH (G3-1) ve
KIMKH+NIS (G4-1) gruplarinda pozitivitenin azaldig1, kontrol olarak tutulan sag
uterin dokudaki immiinreaktiviteye yakin degerlere ulastig1 gbzlemlendi. Kok hiicre
uygulamasinin  eNOS immunoreaktivitesini olduk¢a anlamli sekilde azalttigi
(****p<0,0001) tespit edildi. BY ile NIS ve KIMKH+NIS ile Kontrol gruplar:
arasinda istatistiksel anlaml fark goézlemlenmedi (p>0,05). BY ile KIMKH, BY ile
KIMKH+NIS, NIS ile KIMKH+NIS ve NIS ile KIMKH gruplar1 arasinda
istatistiksel anlamlilik en yiliksek olarak tespit edildi (****p<0,0001). En diisiik
anlamlihik KIMKH ile KIMKH+NIS gruplari arasinda gozlendi (*p<0,05) (Tablo
6.5.4.1).
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Tablo 6.5.4.1. Asherman modelinde tedavi gruplarinin endometriyumdaki eNOS
dagilimina etkisi.

eNOS immUnreaktivitesi

400

350 T T
300
250
200
150 =
100
50
0
G1 G2 G3

Kontrol (Sag
Horn)

ORT+5D

G4

Alt Birinci Gruplar

BY (G1) vs Ni$ (G2) p>0,05,

BY (G1) vs KIMKH (G3) ****p<0,0001,
BY (G1) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
NIiS (G2) vs KIMKH (G3) ****p<0,0001,
NIS (G2) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
KIMKH (G3) vs KIMKH+NIS (G4) *p<0,05,
KIMKH+NIS (G4) vs Kontrol (Sag horn) p>0,05
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ALT BIRINCI GRUPLARIN eNOS BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Uzun ok: kan damar1 eNOS pozitivitesi, L: Liimen, kisa ok: eNOS pozitif hiicreler)

BY (G1-1)
Uzun ok: smesl, Ylldlz. eNOS p
" L R Y

KIMKH (G3-1)

eNOS D osz alan) )

(Kisa ok: eNOS pozitif hiicreler, L: Liimen, Yildiz:

NIS (G2-1)

s1nesl Yildiz: eNOS pozitif hucreler
- 77

Ry, h < y

KiMKH+NIS (G4-1)
(Kisa ok: eNOS pozitif hiicreler, L: Liimen, Yildiz:
eNOS pozitif alan)

Resim 6.5.4.1. Alt birinci gruplarin endometriyumda eNOS boyanma goriintiileri.
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ALT BIiRINCIi GRUPLARIN eNOS BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Uzun ok: kan damar1 eNOS pozitivitesi, kisa ok: eNOS pozitif hiicreler)

KiMKH (G3-1)
(Ok: eNOS pozitif hiicreler)

4 . 74 i
KiMKH+NIS (G4-1)
(Kisa ok: eNOS pozitif hiicreler, Uzun ok: Bez
epiteli eNOS pozitif hiicreler)
P A ST

o

Resim 6.5.4.2. Alt birinci gruplarin endometriyumda eNOS boyanma goriintiileri.
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6.5.5. VEGF

Periton i¢i KIMKH uygulamasi sonrasi1 uteruslarda VEGF immunoreaktivitesi
kan damarlan etrafinda goriildii (Resim 6.5.5.1). VEGF boyanmasimin KIMKH+NIS
(G4-1) grubunda diger tedavi gruplarina gore artis (*p<0,05) gosterdigi izlendi
(Tablo 6.5.5.1). VEGF'lin, vaskiiler endotelyal hiicre mitozunu indiikleyerek kan
damarlarinin  gecirgenligini artirdigt ve vaskiiler endotelyal hiicrelerden gen
ekspresyonunu modiile ederek endometriyal neovaskiilarizasyonu destekledigi
bilinmektedir. Ozellikle fibroz alanlarin artis1 vaskiiler alanlarinin azlmasina sebep
olabilmektedir. Deney gruplarimizdan alt birinci gruplarda VEGF ekspresyonu igin
yapilan immiinohistokimyasal boyamada VEGF immiinreaktivitesinin damarlarin
cevresinde yogun olmak iizere lamina propriya ve miyometriyum igerisinde de
meydana geldigi gozlenmistir (Resim 6.5.5.2). KIMKH’lerin nisiyle (G4-1) birlikte
verildigi grupta diger gruplara gére anlamli bir atisin oldugu tespit edilmistir. BY
(G1-1) ve NiS (G2-1) gruplarinda immiinreaktivitenin olduk¢a diisiik degerlerde
oldugu, KIMKH (G3-1) ve KIMKH+NIS (G4-1) gruplarinda ise immiinreaktivitenin
oldukea arttif1 gdzlendi. Istatistiksel olarakda gruplar arasinda karsilastirmalarda BY
ile NIS gruplar1 arasinda (p>0,05) istatistiksel olarak anlamli fark gdzlenmezken, BY
ile KIMKH, BY ile KIMKH+NIS, NIS ile KIMKH ve NiS ile KIMKH+NIS gruplari
kiyaslandigina ****p<0,0001 olarak oldukca anlamli fark gériilmiistiir. KIMKH ile
KIMKH+NIS grulari aralarinda kiyaslandiginda *p<0,05 ve KIMKH+NIS ile Kontrol
grubu kiyaslandiginda ***p<0,001 olarak anmalilik tespit edilmistir (Tablo 6.5.5.1).
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Tablo 6.5.5.1. Asherman modelinde tedavi gruplarinin endometriyumdaki VEGF
dagilimina etkisi.

VEGF immdlnreaktivitesi

400

350

300

=250
"]

+ 200
&

© J1s0

100

50

0

G2 63 Ga

Kontrol Gl

Alt Birinci Gruplar

BY (G1) vs Ni$ (G2) p>0,05,
BY (G1) vs KIMKH (G3) ****p<0,0001,
BY (G1) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
NiS (G2) vs KIMKH (G3) ****p<0,0001,
NIiS (G2) vs KIMKH-+NIS (G4) ****p<0,0001,
KIMKH (G3) vs KIMKH+NIS (G4) *p<0,05,
KIMKH+NIS (G4) vs Kontrol (Sag horn) ***p<0,001
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ALT BIRINCi GRUPLARIN VEGF BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(L: Liimen, kisa ok: VEGF pozitif hiicreler)

SOL UTERIN HORN
BY (G1-1) NiS (G2-1)
(Uzun ok: sinesi, L: Liimen, kisa ok: VEGF pozitif | (Uzun ok: sinesi, L: Liimen, kisa ok: VEGF pozitif
i hiicreler

¥
(G3-1)

KIiMKH

(L: Liimen, kisa ok: VEGF pozitif hiicreler)

") \p

Resim 6.5.5.1. Alt birinci gruplarin endometriyumda VEGF boyanma goriintiileri.
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ALT BIiRINCi GRUPLARIN VEGF BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Ok: VEGF porzitif hiicreler)

SOL UTERIN HORN
BY (G1-1) NiS (G2-1)

Resim 6.5.5.2. Alt birinci gruplarin endometriyumda VEGF boyanma goriintiileri.
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6.5.6. TUNEL

Programli hiicre 6liimii mekanizmas1 genellikle embriyonik dokularda meydana
gelirken, eriskin dokuda oksidan antioksidan dengenin bozulmasi ve dokudaki
dejenerasyon apoptozisi tetikleyen onemli siireclerdendir. Endometriyal hasarda
ozellikle epitelde ki hasar lamina propriyadaki bezlerin olusumunu engelleyerek
fonksiyonel tabakanin olusumunu durdurur. Dokudaki fonksiyonel islemlerin
aksaklig1 apoptozis i¢in 6nemli tetikleyici durumlardan biridir. Asherman modelinde
adezyon olusumu ile devam eden sliregte apoptozisin tetiklendigi ve dokuda
apoptotik hiicrelerin arttigi gozlemlenmistir (Resim 6.5.6.1 ve Resim 6.5.6.2).
Apoptotik siire¢ tedavi amagli kullanilan ajanlardan BY ve NiS gruplarinda (G1-1 ve
G2-1) en yiiksek seviyede seyrederken, KIMKH ve KIMKH+NIS gruplarinda (G3-1
ve G4-1) daha diisiik seviyelerde seyrettigi gbézlenmistir. Bu da demek oluyor ki
KIMKH’leri Asherman gibi dejeneratif hastaliklarda olusan apoptotik mekanizmay1
onemli derecede azaltabilmektedir. Istatistiksel karsilastirmalarda da bu olumlu tablo
anlamliliklarla teyid edilmistir. TUNEL pozitifliginde gruplar arasindaki en fazla
anlamhilik BY ile KIMKH ve NIS ile KIMKH+NIS gruplar1 arasinda
gbzlemlenmistir (****p<0,0001). KIMKH ile KIMKH+NIS gruplar1 arasinda en az
anlamlilik goriiliirken (*p<0,05), BY ile NIS gruplari arasinda ise istatistiksel olarak
anlamlilik gdzlenmemistir (p>0,05). NIS ile KIMKH gruplar1 arasinda anlamlilik
***p<0,001 seklinde tespit edilmistir. Ayn1 zamanda kontrol grubu olarak tutulan sag uterin

hornlarda ise KIMKH+NIS grubuyla kiyaslama yapilarak **p<0,01 anlamhilik gdzlendi
(Tablo 6.5.6.1).
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Tablo 6.5.6.1. Asherman modelinde tedavi gruplarinin endometriyumdaki TUNEL
dagilimina etkisi.

TUNEL Boyamasi

350

300

250

- T
200 T
150
100
50
0
G1 G2 G3 G4

Kontrol

ORT+ 5D

Alt Birinci Gruplar

BY (G1) vs NiS$ (G2) p>0,05,
BY (G1) vs KIMKH (G3) ***p<0,001,
BY (G1) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
NIiS (G2) vs KIMKH (G3) ***p<0,001,
NIS (G2) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
KIMKH (G3) vs KIMKH+NIS (G4) *p<0,05,
KIMKH+NIS (G4) vs Kontrol (Sag horn) **p<0,01
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ALT BIRINCi GRUPLARIN TUNEL BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Ok: TUNEL pozitif hiicreler)

e LTS )
R *Af - .-._it!;t’\\'\.u' 01
SOL UTERIN HORN
BY (G1-1) NiS (G2-1)
(Yildiz: TUNEL pozitif alan) (Ok: TUNEL pozitif hiicreler, Yildiz: TUNEL

pozitif alan)

N > 50 ym

g R, 3 B L . : £ e
KiMKH (G3-1) KiMKH+NIS (G4-1)
(Ok: TUNEL porzitif hiicreler)
o C o R ﬁ‘\‘\‘ 'g&;ﬁ{’%‘

[

Resim 6.5.6.1. Alt birinci gruplarin endometriyumda TUNEL boyanma goriintiileri.
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ALT BIiRINCi GRUPLARIN TUNEL BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Ok: TUNEL porzitif hiicreler)

Resim 6.5.6.2. Alt birinci gruplarin endometriyumda TUNEL boyanma goriintiileri.
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6.6. Gebelik Olusturulan Gruplarin Immiinohistokimyasal Bulgular

6.6.1. Laminin

Calismamizda periton i¢i BY (G1-2), NIS (G2-2), KIMKH (G3-2) ve
KIMKH-+NIS (G4-2) gruplarmin uterus dokusu &rneklerinde yapilan indirekt
immunohistokimyasal boyanma sonucunda Laminin immunoreaktivitesinin 6zellikle
membranlarda boyanmis olarak gozlemlendi (Resim 6.6.1.1). Embriyonun
endometriyuma adezyonunda Laminin 6nemli rol oynayan molekiillerdendir. Bu
nedenle implantasyonda oOnemi olduk¢a falza olan Laminin gruplarda ki
ekspresyonuna bakildi ve istatistiksel olarak anlamliliklar1 degerlendirirldi. BY ve
NIS gruplarinda gebelik olusturulmasina ragmen sol uterin hornda implante olmus
embriyolara rastlanmadi. Gebe birakilan ve 12. Giin sakrifiye edilerek uterus
dokular1 alinan 6renkler histolojik takipten sonra immiinohistokimyasal boyama icin
anti-laminin ile boyanarak degerlendirildi. BY ile NiS arasinda p>0,05 olarak tespit
edilen istatistiksel deger anlamlilik olmadigim1 gésterdi. BY ile KIMKH
kiyaslandiginda ***p<0,001, BY ile KIMKH+NIS arasinda ise ****p<0,0001 sekilde
olduk¢a anlamli fark saptanmustir. NIS ile KIMKH arasinda ***p<0,001 anlamlilik,
NiS ile KIMKH+NIS arasinda da ****p<0,0001 anlamlilik tespit edilmistir. KIMKH ile
KIMKH+NIS arasinda ise anlamlilk **p<0,01 olarak belirlendi. Sag gruplardaki
implante olmus embriyo dokular1 ile KIMKH-+NIS karsilastirildiginda da istatistiksel
olarak *p<0,05 anlamlilik g6zlendi (Tablo 6.6.1.1).
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Tablo 6.6.1.1 Asherman modelinde tedavi gruplarinin endometriyumdaki Laminin
dagilimina etkisi.

Laminin Imminreaktivitesi

350

300 T
250
200
150
100
50
0

G2 G3 G4

Kontrol Gl

ORT + 5D

Alt 1kinci Gruplar

BY (G1) vs NiS (G2) p>0,05,
BY (G1) vs KIMKH (G3) ***p<0,001,

BY (G1) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
NIS (G2) vs KIMKH (G3) ***p<0,001,
NiS (G2) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
KIMKH (G3) vs KIMKH+NIS (G4) **p<0,01,
KIMKH+NIS (G4) vs Kontrol (Sag horn) *p<0,05
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ALT IKINCi GRUPLARIN LAMININ BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Yildiz: Laminin pozitif alan, DB: Desidua bazalis)

SOL UTERIN HORN

BY (G1-2)

Uzun ok: Kahin barsak, Kisa ok: adeyonlu uterus
R B 2T

v

NiS (G2-2)
(Ok: Sinesi, L: Liimen)

‘100|xm

KIiMKH (G3-2)
(Ok: Laminin pozitif hiicreler, DB: Desidua
bazalis)

KIMKH+NIS (G4-2)
(Ok: Laminin pozitif hiicreler, DB: Desidua
bazalis)

Resim 6.6.1.1 Alt ikinci gruplarin endometriyumda Laminin boyanma goriintileri.
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ALT IKiINCi GRUPLARIN LAMININ BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Ok: Laminin pozitif hiicreler)

KiMKH (G3-2) MKH+NIS (G4-2)

Ok: Laminin pozitif hiicreler) Ok: Laminin pozitif hiicreler

Resim 6.6.1.2 Alt ikinci gruplarin endometriyumda Laminin boyanma goriintileri.
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6.6.2. L-Selektin

Calismamizda periton i¢i besiyeri, nis, kok hiicre ve kok hiicre + nis (G1-2, G2-
2, G3-2, G4-2) grubu uterus Orneklerinde yapilan indirekt immunohistokimyasal
inceleme sonucunda L-selektinin 6zellikle yiizey epiteli ve miyometriyum basta
olmak {izere dokularin biiyiik ¢ogunlugunda boyanmis olarak bulundu (Resim
6.6.2.1). Bu molekiiller embriyonun endometriyuma adezyonunda onemli roller
tistlenirler. Bu nedenle implantasyonda onemi oldukga falza olan L-selektinin
gruplarda ki ekspresyonuna bakildi ve istatistiksel olarak anlamliliklari
degerlendirildi. BY ve NIiS gruplarinda gebelik olusturulmasina ragmen sol uterin
hornda implante olmus embriyolara rastlanmadi. Embriyo implante olmus ve
olamamis dokular anti-L-selektin antikoru ile immiinohitokimyasal olarak boyanarak
degerlendirildiginde BY ile NIS kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark
olusmamistir. By ile KIMKH gruplar1 arasinda ***p<0,001 anlamlilik, BY ile
KIMKH+NIS gruplar arasinda ****p<0,0001 seklinde oldukca yiiksek derecede anlamlilik
oldugu, ayrica NIS ile KIMKH gruplari arasinda ***p<0,001 anlamllik, Nis ile
KIMKH+NIS arasinda da oldukca yiiksek anlamlilik tespit edilmistir (****p<0,0001).
KiMKH ile KIMKH+NIS arasinda ise anlamlilik *p<0,05 olarak belirlendi. Sag
gruplardaki implante olmus embriyo dokular1 ile KIMKH+NIS grubu
karsilastirildiginda da istatistiksel olarak p>0,05 seklinde anlamlilik goriilmedi
(Tablo 6.6.2.1).
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Tablo 6.6.2.1. Asherman modelinde tedavi gruplarmm endometriyumdaki

Selektin dagilimina etkisi.

L-Selektin Immunreaktivitesi
300
250 il
200
]
v
+
150
E
(@
100
50
0
Kontrol 61 G2 G3 G4
Alt ikinci Gruplar

BY (G1) vs Ni$ (G2) p>0,05,
BY (G1) vs KIMKH (G3) ***p<0,001,

BY (G1) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
NiS (G2) vs KIMKH (G3) ***p<0,001,
NIS (G2) vs KIMKH-+NIS (G4) ****p<0,0001,
KIMKH (G3) vs KIMKH+NIS (G4) *p<0,05,
KIMKH+NIS (G4) vs Kontrol (Sag horn) p>0,05
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ALT IKINCi GRUPLARIN L-Selektin BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Ok ve yildiz: L-Selektin pozitif hiicreler, DB: Desidua bazalis)

SOL UTERIN HORN

) NiS (G2-2)
fl Ok: L-Selektin pozitif hiicreler

-

¥

KiIMKH+NIS (G4-2)
Ok: L-Selekin pozitif hiicreler Ok: L-Selektin pozitif hiicreler

Resim 6.6.2.1 Alt ikinci gruplarin endometriyumda L-Selektin boyanma goriintiileri.
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ALT BIiRINCI GRUPLARIN L-Selektin BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Ok: L-Selektin pozitif hiicreler)

SOL UTERIN HORN

BY (G1-2)
O L-selkti pozitif hiicreler

~ KIMKH+NIS (G4-2)

NiS (G2-2)
Ok: L-Selektin pozitif hiicreler
"'\r:'- — »

Ok: L-Selektin pozitif hiicreler

Resim 6.6.2.2 Alt ikinci gruplarin endometriyumda L-Selektin boyanma gorintiileri.
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6.6.3. Fibronektin

Asherman deneysel modeli olusturdugumuz ¢aligmamizda periton i¢i BY (G1-
2), NIS (G2-2), KIMKH (G3-2) ve KIMKH+NIS (G4-2) tedavi gruplarinda indirekt
immunohistokimyasal boyama sonucunda fibronektin ozellikle yiizey epiteli, bez
epiteli ve miyometriyumda boyanmis olarak bulundu (Resim 6.6.3.1). Onemli
adezyon molekiillerinden olan fibronektin implantasyon sirasinda onemli roller
tistlenir. Bu nedenle implantasyonda ©6nemi oldukc¢a falza olan fibronektinin
gruplarda ki ekspresyonuna bakildi ve istatistiksel olarak anlamliliklari
degerlendirildi. BY ve NIS gruplarinda p>0,05 seklinde anlamlilik tespit
edilememistir. BY ile KIMKH gruplar arasinda gebelik olusturulmasina ragmen sol
uterin hornda implante olmus embriyolara rastlanmadi. Embriyo implante olmus ve
olamamis dokular anti- fibronektin antikoru ile immiinohitokimyasal olarak
boyanarak degerlendirildiginde, BY ile NIS grupalr1 arasinda ***p<0,001 anlamlilik,
BY ile KIMKH+NIS gruplari arasinda ise oldukga yiiksek istatistiksel anlamlilik
belirlenmistir (****p<0,0001). Nis ile KIMKH gruplar1 arasinda ***p<0,001 anlamlilik,
NiS ile KIMKH+NIS gruplar arasinda ****p<0,0001 anlamlihk, KIMKH ile
KIMKH+NIS gruplari arasinda **p<0,01 anlamlilik ve sag gruplardaki implante
olmus embriyo dokulari ile KIMKH+NIS gruplari karsilastirildiginda da istatistiksel
olarak *p<0,05 anlamlilik tespit edilmistir (Tablo 6.6.3.1).
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Tablo 6.6.3.1 Asherman modelinde tedavi gruplarimin endometriyumdaki
Fibronektin dagilimina etkisi.

Fibronektin Immunreaktivitesi

350

300

250

3 200
*
o

£ 150

100

50

0

Kontrol G1 G2 G3 G4
Alt ikinci Gruplar

BY (G1) vs NIS (G2) p>0,05,
BY (G1) vs KIMKH (G3) ***p<0,001,
BY (G1) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
NIiS (G2) vs KIMKH (G3) ***p<0,001,
NiS (G2) vs KIMKH+NIS (G4) ****p<0,0001,
KIMKH (G3) vs KIMKH+NIS (G4) **p<0,01,
KIMKH+NIS (G4) vs Kontrol (Sag horn) *p<0,05
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ALT iKiNCi GRUPLARIN FIBRONEKTIN BOYAMASI

SAG UTERIN HORN
(Ok: Fibronektin pozitif hiicreler)

SOL UTERIN HORN
BY (G1-2) Nis (G2-2)

Uzun Ok: kahn bagirsak, kisa ok: sinesi) Ok: Fibronektin pozitif hiicreler

5
p o‘,b-
)

.

KIMKH (G3-2) KIMKH-+NIS (G4-2)
Ok: Fibrongktin pozitif hiicreler ‘ Ok: Fibronektin pozitif hiicreler

Resim 6.6.3.1 Alt ikinci gruplarin endometriyumda Fibronektin boyanma goriintiileri.
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7. TARTISMA

Yaptigimiz ¢alismada; AS olusturdugumuz sigan uterusunda tedavi
uyguladigimiz BY, Nis, KIMKH ve KIMKH+ Nis gruplarmmn gebelik olusmadan ve
gebe kalan deneklerde implantasyon siirecinde uteruslarinda olusan degisiklikler
makroskobik, histolojik, immunohistokimyasal boyamalarla degerlendirildi. Bu
calismada histolojik goriintiiler gebelik olusmayan ve gebelik olusan gruplardan elde
edilen uterus orneklerinde incelendi. KIMKH ve nisinin AS neden oldugu
adezyonlarda ki rolii ve 12. giin implantasyon oranina etkisi arastirildi. Hiicrelerin
rejenerasyonun KIMKH ve nisi ile tedavi edilen gruplarda ilerledigi, yeni damar
olusumlarinin arttigit ve bezlerin daha belirgin hale geldigi, AS patolojisinde
kaginlmaz olarak olusan fibrozis ve inflamasyonun azaldigi, endometriyal kalinligin
arttigin1 gosteren histolojik bulgular elde edildi. Buna karsilik kok hiicrelerin sebep
oldugu higbir olumsuz patolojik bulguya rastlanilmadi. Gebe uterusunda KIMKH ve
KIMKH+ Nis ile olusan degisikliklerin protein diizeyinde yapilan analizinde
endometriyum kendi kok hiicresinin ve uygulamaya baglh kok hiicrelerin arttig1 Stro-
1 ve c-kit ile, matriks degisiklikleri laminin ve fibronektin ile, embriyo etkisi L-
selektin ile, vaskiilarizasyon VEGF ile, proliferasyon PCNA ile, rejenerasyon
TGFbeta-1 ile, oksidatif stres NOS (eNOS) ile H-score iizerinden ve apoptoz
TUNEL ile apoptotik indeks ile degerlendirildi. BY vNis tedavisi uygulanan
gruplarda ise immiinreaktivitenin KIMKH uygulanan tedavi gruplarina gore tam tersi
degisimler gosterdigi goriildii.

[UA’lara bagli amenore gelisimi 20. yiizyilin basinda ilk defa tanimlansa da,
daha sonra Asherman tarafindan 1948 yilinda bir hastalik olarak tanimlanmistir ve bu
nedenle Asherman Sendromu olarak da adlandirilir. Bu sendormun patolojisini
ortaya c¢ikarmak icin gergeklestirilen incelemelerde glandiiler dokunun da eslik
edebildigi avaskiiler fibroz bag doku bantlarinin yogun olarak izlendigi, genellikle
elektif gebelik sonlandirilmasindaki intrauterin adezyon riskinin disiik oldugu
bildirilmistir. Dogum veya diisiikten sonra ilk dort haftada, endometriyumun bazalis
tabakasi hasarlanmaya ¢ok uygundur, bu sebeple gerekli olmadik¢a bu donemde
kiiretaj islemi yapilmamalidir. AS insidansi son yillarda artan sezeryan ve uterin
cerrahiler sebebiyle yiikselmesinin yan1 sira bu konuyla alakali ayrintili tam

yaklagimlariin belirlenmesi ic¢in farkindaligin da arttigi goriilmektedir (March
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2010). Boylece bu sendromun tedavisindeki gelismlerin toplanip daha etkili bir
yontemin belirlenmesi olduk¢a 6nemli hale geldi. Bizde yaptigimiz ¢alismamizla son
yillarda populeritesi oldukg¢a artmig olan kok hiicreleri klinige sokabilecek deneysel
modelleme iizerinden yola ¢ikmak istedik. Elde ettigimiz sonuclarin ve gruplar
arasindaki istatistiksel degerlendirmelerin literatiire kazandirilmasiyla mezenkimal
kok hiicrelerin, tedavisi miimkiin olmayan veya olumlu yanitin ge¢ alindigi klinik
tablolarda alternatif tedavi segcenekleri arasinda yerini almasini kolaylasitiracaktir.
[UA’larin tedavisine ydnelik randomize kontrollii ¢alismalar bulunmamaktadir.
Standart tedavi direk go6zlemleyerek cerrahi ile adezyonlarin giderilmesidir.
Adezyonlarm giderilmesi ile gerek normal anatomiye sahip bir kavitenin
olusturulmasi1 gerekse fonksiyonel bir endometriyumun saglanmasi amaglanir.
Giincel tedavi yontemlerinde siklikla histeroskopi tercih edilir. Devamli sivi
infiizyonu ile basing uygulanarak gerektiginde mekanik keskin makas, elektrocerrahi
ve lazer eklenerek dogrudan gozlem altinda yapisikliklar giderilebilir. Cok daha ciddi
adezyonlarda servikal kanalin dilatasyonu sirasinda dikkat edilmelidir. Servikal
kanalda olusturulacak yanlis yollar nedeniyle kaviteye gecis olduk¢a zor olabilir ve
uterin perferasyona sebep olabilir. Hastalik agir ise anatomi net olarak
tanimlanamiyorsa transabdominal ultrasonografi veya laparoskopi esliginde islem
yapilmalidir. Histeroskopik adezyolizis sirasinda komplikasyon nadir olarak izlenir.
Akut olarak uterin perforasyon, sivi yiiklenmesi, dengesiz elektrolit seviyesi,
hemoraji ve enfeksiyon goriilebilir. Ge¢ donem komplikasyonu olarak ise tekrarlayan
adezyonlar ve sonraki gebelikte uterin riiptiir ile kendini gosterir. Uterin yapisikliklar
siklikla inkomplet abortus (%50), postpartum kanama (%24) ve elektif gebelik
sonlandirilmasi (%17) sonrasinda izlenmektedir (Salzani ve ark. 2007). Etyolojide
ise daha aza siklikla myomektomi, histeroktomi, tanisal kiiretaj, sezeryan, tiiberkiiloz
ve uterin kompresyon siiturleri ile adezyonlar bildirilmistir (Luk ve ark. 2007).
Histeroskopi AS’da altin standart olarak goriilse de bir¢ok hastada operasyon sonrasi
yeniden adezyon olusumu maalesef engellenmemektedir. Bu nedenle operasyon
sonrasinda yeni adezyon olusumunu 6nlemek amaciyla hormonal takviye, rahim igi
ara¢ veya balon kataterler kullanilabilir. Bu yontemlerin etkinligini tedavi edilmeyen

hastalarla karsilastiran galisma mevcut degildir. Islemden sonra kullanilan strojen
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ve progestin takviyesinin adezyonlar1 6nledigi sdylenmis olmasina karsin etkinligi
kanitlanmamustir (Goldenberg ve ark. 1995).

Rahim dokusu ameliyatla restore edilmesine ragmen, adezyonlarin yeniden
olusumu ve uterin ameliyatlarin komplikasyon riski, yeni tedavi segeneklerine olan
ihtiyaci ortaya ¢ikarmistir. Sinesi gibi intrauterin olusumlarin tedavisi i¢in; seri esnek
histeroskopiler (Robinson ve ark. 2008), intrauterin adhezyon bariyer sistemleri
(Abbott ve ark. 2004), taze amniyon grefti (Amer ve ark. 2006), seprafilm'in
intrauterin insersiyonu, (Tsapanos ve ark. 2002), histeroskopik cerrahi (Orhue ve ark.
2003) ve hyaluranik asit jelleri (Lin ve ark. 2013) gibi gesitli girisimler vardi.
Intrauterin dolgu maddeleri ile ilgili temel problemlerden biri, uterusta yabanci bir
cisim bulundugundan eszamanli antibiyotiklerin kullanilmasina duyulan ihtiyagtir.
Vajina ile temas halinde klinik veya subklinik pelvik enfeksiyonlar sekonder
infertiliteyi artirabilmektedir.

Son zamanlarda gelinen nokta su ki; cerrahi islemlerden sonra endometrial
dokunun yeniden iyilesebilmesi ve fonksiyonel aktivitesine devam edebilmesi i¢in
Ostrojen ve progesteron takviyesi birincil segenek olarak onerilmektedir. Tabi bu
Onerinin etkileri her hastada ayni sekilde etkisini gostermemektedir. Bazi
aragtirmacilara gore oral Ostrojen takviyesinin sistemik yan etkileri kac¢inilmaz
oldugundan mikro boyutta Ostradioliin vajinal uygulanmasinin endometrial &stradiol
konsantrasyonunu daha fazla artirdig1 rapor edilmektedir. Ama hala Gstrojenin bu
sekildeki uygulamalarinin da hastalarda ¢esitli kontrendikasyonlara sebep oldugu
bilinmektedir (Tourgeman ve ark. 1999). Bu tarz problemler arastirmacilarin yeni
tedavi anlayislar1 i¢in daha ¢ok ¢alismalarina neden olmaktadir. Otrojen ile yapay
hormon tedavisi, endometriyal proliferasyon ve anjiyogenezin desteklenmesi i¢in
siklikla kullanilmaktadir (Chen ve ark. 2013). Diisiik 0Ostrojen, fibroblastlarin
proliferasyonunu artirarak endometriyal fibrozis i¢in bir risk faktorii olabilmektedir.
Ayrica, siddetli AS'lu hastalarin ¢ogu tek basina Ostrojene hicbir yanit
vermemektedir. Arastirmalarda hormon uyarmmi altinda endometriyal biiylimeyi
indiikleyen kok hiicrelerin kullanimi etkinligini artirmaktadir. Ciinkii AS'da
adezyonlarin ana nedeni olan kok / progenitdr hiicre kaybinin olmasidir. Bu nedenle,
yetiskin olarak siddetli AS'da hormon tedavisi tek basina yetersizdir. Kok hiicreler,

adet dongiisii sirasinda yeni endometriyumun kaynagidir. Gelecek ¢alismalarda
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hormon stimiilasyonu altinda proliferasyonu ve farklilagsmasinin in vivo ve in vitro
olarak dogrulamak i¢in yeni hipotezler gelistirilmelidir.

Calismamizda alternatif yontemlere katki saglayacak ve ontimiizde ki ylizyilin
belkide en oOnemli tedavi aract olacak kok hiicreleri kullanarak intrauterin
adezyonlar1 gidermeye ve onemli infertilite problemlerinden olan bu yapisikliklari
ortadan kaldirilmaya calisildi. Nitekim gruplardan elde edilen gerek makroskobik
bulgular; embriyo sayisi, yeni dogan sayisi, sakrifikasyon sonrasi endometriyumun
anatomik yapist gerekse mikroskobik olarak doku takibi sonucu elde edilen
histopatolojik bulgular bunu kanitlar nitelikte olmustur. Immiinohistokimyasal
bulgularimizda PCNA ve VEGF immiinreaktivitesinin anlamli artiglar gosterdigi
gbozlemlenmistir.  proliferasyonun tetiklendigi ve vaskiilarizitenin  artisinin
gerceklestigi goriilmiistiir. PCNA, Ki-67 ve VEGF pozitivitesi degerlendirilen
calismada ki bulgularla kiyaslandiginda anlamlilik derecesi benzerlik gdstermistir.
Yine mezenkimal kok hiicre karakterizasyonunda kok hiicre markerlarindan anti-
stro-1 ve anti- c-kit antikorlariyla tespit edilmistir. Eksperimental As modelinde
kullanilan adipoz kaynakli mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu i¢in CD(90+),
CD(45+) ve CD(49+) markerlariyla belirlendigi rapor edilmistir (Kili¢ ve ark.,
2014).

Endometriyal restorasyon i¢in kok hiicre tedavisi son zamanlarda kenar tedavi
olmaktan uzaklasip merkezi tedavi segenegi olmaya baslamistir. Ozellikle kemik
iliginden elde edilen kok hiicreler en sik kullanilan kok hiicre kaynagi haline
gelmistir. Bu hiicreler aspirasyon yoluyla direkt olarak kemik iliginden izole
edilirler. KIMKH'ler kapsamli gd¢ ve pluripotent potansiyeli nedeniyle hem insan
hem de kemirgenlerden rahatlikla elde edilebilirler. Endometriyal rejenerasyon ve
anjiyogenez etkileri olan kok hiicreler immiino-manyetik izolasyonu ile kemik
iliginden arindirilirlar (Nagori ve ark. 2014). Sonugta endometriyumu implantasyona
hazir hale getirirler.

Asherman sendromlu farelerde KIMKH intrauterin uygulamasi sonrasinda
hiicrelerin endometriyuma gog ettigi ve Y kromozomda CD45 igeren hiicrelerin
endometriyumdaki hiicrelerin binde biri kadar oldugu goriilmiistir. Hasarl
uteruslarda bu hiicre sayisi iki katina ¢ikmaktadir. Hasar olusturulmus horn ile

hasarli olamayan horn arasinda anlamli bir fark bulunmamustir. Fertilite agisindan
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3/10 olan oran, KIMKH ile 9/10’a ¢ikmustir. Ancak dogum siireci ve bebeklerin
biiyiikliikleri agisindan bir fark olusmamustir. Bu calisma KIMKH ile endometriyal
alicihgin arttirllarak  implantasyon basarisinin  kesinlikle gelistirildigine isaret
etmektedir. Ozellikle endometryiumun kendi kok hiicrelerinin olusan hasara bagl
olarak endometriyal rejenerasyonu saglayamadigindan disaridan uygulanan
transplantasyon kok hiicrelerinin kalict olduklar1 ve fonksiyon gostererek
implantasyon basarisint - artirdiklar1  gériilmiistiir. Erkek KIMH  kullanilmas:
nedeniyle Y pozitif hiicrelerin kolaylikla gosterilebildigi bu calismada, transplante
hiicrelerin ii¢ ay sonrasinda bile uterusta kalabildikleri ispatlanmistir (Alawadhi ve
ark. 2014). insan endometriyal dokusu her menstriiel siklusta rejenerasyonunu
kusursuz tamamlamada dinamizmi en kuvvetli dokulardandanir. Genel inanisa gore
endometriyumun fonkisyonalis ve bazalis katmanlarinda bulunan 6ncii hiicrelerin bu
dinamizimde rol oynadiklar1 konusunda olsada, endometriyumun rejeneratif
yeteneginde KIMKH’lerin de olduguna dair literatiir bilgisi mevcuttur (Gargett ve
Mesuda 2010).

Kok hiicrelerin uterusa hareketi, menstriiasyonla kaybedilen endometriyal
hiicrelerin yerine konulmasindan ziyade yaralanma veya gebelige karsi onarici bir
mekanizma olabilir. Aslinda, yeni bir ¢alismada, biitiin bu bahsedilenler igin erkek
kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin hi¢ katkida bulunmayabilecegini
diisiindiirmektedir (Cervello ve ark. 2012). Uterusa tutunan KIMKH'lerin sayisi
diistiktiir ve bu hiicreler tiim endometriyumun yerini almak iizere klonal genislemeye
maruz kalmaz; daha c¢ok, uterus onarimi ve rejenerasyonuna yardimci olan trofik
faktorleri salgilarlar (Curley ve ark. 2012; Wang ve ark. 2012). Siddetli Asherman
sendromunda gorildiigii gibi, agir hasar durumunda, kok hiicrelerin kisitl tedariki
onarim siirecinde simirlayic1 faktor olabilir. Azalmis bir kok hiicre havuzu veya
bunlar1 uterusa alma yetenegi, AS’ye muhtemelen katkida bulunur. Lokalize uterus
hornu hasarinda KIMKH'leri her iki uterus boynuzunun endometriyal stromasina da
sokulurlar. inflamasyon ve yaralanma bu hiicrelerin endometriyuma gelmesinde
onemli rol oynayabilir. Kok hiicreleri lokal olarak igine ¢eken sinyal yerine bu
hiicrelerin  biitiin uterus stromasma girisine neden olan sinyaller salindig1
diistiniilmektedir. Kiiciik bir hasar bile kok hiicrelerin toplanmasina yeterli olabilir ve

bu endometriyumun biyolojik yapistyla alakali olarak IVF oranmi artirmaya yénelik
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bir hamlesi olabilir. Erkek siganlarin tibia ve femur kemiklerinden elde ettigimiz
KIMKH’leri AS olusturdugumuz disi siganlara periton icinden transfer ederek tedavi
olanaklarini inceledik. Sonugta bahsedilenin aksine erkek sicanlardan elde edilen
KIMKH’ler Asherman modelinde etkisni ¢ok yiiksek seviyede gostererek kapanmis
olan uterin hornlarda da embriyo implantasyonuna olanak tanidgi gézlemlenmistir.
Son zamanlarda yapilmis giincel ¢aligmalardan birinde; fenol musilaj ile adezyon
olusturulmus deneysel modelde NF-kB ekspresyonunun seviyesine bakilmis ve
istatsitiksel degerlendirmesi H-skor iizerinden yapilmistir. Elde edilen bulgularda
NF-kB seviyesinin arttig1 rapor edilmistir. Ayrica implantasyon oraninada bakilarak
AS olusturulan gruplarda ortalama 5,9 embriyo implante oldugu gosterilmistir
(Wang ve ark. 2018). Bizde ¢alisma gruplarimizdan alt ikinci gruplarda sirasiyla
ortalama (BY-G1-2: 4,33 + 0,57, NiS-G2-2: 4,75 + 0,5, KIMKH-G3-2: 6 + 0,81,
KIMKH+NIS-G4-2: 8,2 + 0,83) implante olmus embriyo gozlenmistir. Bununla
beraber alt liciincii gruplardaki yeni dogan sayilarida bu sayisal verilere yakin
degerlerde bulunmustur.

Masson trikrom ile fibrozis oranlar1 degerlendirilerek hesaplamlar istatistiksel
olarakta incelenmistir. Skorlama semikantitafi olarak yapilarak fibrozisin gruplar
arasindaki anlamiliklar1 gosterilmistir. Wang ve ark. yaptigi calismayla paralellik
gosteren fibroz alanlar gozlemlenmistir. Fibrozis agisindan (Tablo 6.3.2) gruplar
karsilastinildiginda, istatistiksel olarak en fazla anlamlilik BY ile KIMKH-+NIS ve
NiS ile KIMKH+NIS arasinda (***p<0,0001), sonrasinda BY ile KIMKH
(**p<0,01) ve en az anlamlilik KIMKH ile KIMKH+NIS gruplar arasinda tespit
edilmistir (*p<0,05). BY ile NIS ve NiS ile KIMKH gruplar1 arasindaki p degeri
p>0,05 olarak belirlendiginden bu gruplar arasinda fibrozis yoniinden anlamli fark
bulunamamustir.

Son zamanlarda, endometriyum epitelyal ve stromal MKH'lerin, insan
endometriyumundaki bazal tabakasinda yetiskin MKH'ye benzeyen popiilasyonlari
cok nadir tamimlanmigtir (Gargett ve ark. 2016). Endometriyal kok hiicrelerin
kaynag1 heniiz belirsizligini koruyor. Fakat KIMKH'ler, menstiirel kan kaynakli
mezenkimal kok hiicreler ve adipoz kok hiicreler dahil olmak iizere birgok kaynak
icerdigi kabul edilmistir (Tan ve ark. 2016). Bunlarin hepsi endometrial

yaralanmalardan sonra meydana gelen doku hasarimi iyilestirmek igin giiglii bir
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egilim gosterir. Bu ii¢ tip kok hiicre arasinda insan ¢aligsmalarinda kok hiicre kaynagi
olarak en yaygim kullanilan1t KIMKH lerdir. 2011'deki ilk klinik vakada, agir [lUA ve
primer infertilitesi olan bir hastanmn uterin kavitesine otolog KIMKH
transplantasyonu uygulandi. Daha sonra, hastanin endometriyal kalinlig1 3,2'den 6,9
mm'ye ¢ikarildi ve in vitro fertilizasyon-embriyo transferi ile pozitif biyokimyasal
gebelik elde edilmistir (Nagori ve ark. 2011). Bununla birlikte, KiIMKH
transplantasyonunun endometriyal rejenerasyonu gelistirdigi kesin mekanizma
bilinmemektedir. Benzer sekilde, menstriiel kan kaynakli kok hiicrelerin 7 olgulu
deneysel, kontrolsiiz, prospektif 3 yillik bir klinik ¢alismada endometriyal kalinlik (7
denegin 5'inde) ve gebelik oranini (7 denegin 2'sinde) gelistirdigi bildirilmistir (Tan
ve ark., 2016). Bu hiicrelerle ilgili endiseler ise; adet hiicresi iiriiniiniin sterilizasyonu
ve saflastirma yontemlerindeki belirsizliklerdir. Diger taraftan AKH'ler, muhtemelen
yag dokusu eldesinde liposaksin i¢in invaziv isleme ihtiya¢ duyulmasi, yasla birlikte
azalan farklilasma potansiyeli ve saf hiicre elde edilmesinin diisiik olmasi
nedenleriyle insan calismalarinda heniiz kullanilmamistir (Gargett ve ark. 2016).
AKH’ler ilk olarak intarauterin uygulanmis diger uygulamalari intravendz
uygulamayi taklit eden intra-peritoneal uygulama seklinde olmustur. ilk uygulama
yolunun nedeni, hasarlarin akut fazinda kok hiicrelerin gécii, farklilagmasi ve hayatta
kalmas1 oranina noétrofil aktivasyonu ve c-reaktif protein ile iligkili zararh etkilerin
artmasindan kaynaklanmaktadir (Gargett ve ark. 2016).

Asherman modeli ilizerine tavsan ve kemirgenler basta olmak {izere bircok
hayvan kullanilarak deneysel modeller tasarlanmaya calisilmis ve uterin adezyonlar
icin alternatif tedavi yontemleri denenmistir. Ozellikle tavsanlar ve kemirgenlerde
mekanik hasarlar, fiziksel hasarlar, lazerli hasar olusturma modeli, kiiretaj model,
lipopolisakkaridli kiiretaj siitiiru ile enfeksiyon olusturularak adezyon gelistirilen
model ve %10 formalin, trikloroasetik asit, polietilen spang, fenil musilaj gibi
kimyasallar kullanilarak olusturulan deneysel modeller tasarlanmig ve fibrotik doku
azaltilmaya, vaskiilarizasyon artirilmaya ¢alisilmistir (Birkenfeld ve ark. 1991; Chen
ve rak. 2010; Liu ve ark. 2013). Biz bu modellerden, incelemelerimiz ve sunulan
bulgular esliginde Kili¢ ve ark. yaptig1 asit kullanilarak olusturulan modelle deneysel
diizenegimizi kurmay tercih ettik (Kilig ve ark. 2014). Ciinkii asitin olusturdugu

sinesiyle AS icin uygun adezyon sartlar1 olusturdugunu gozlemledik. Calismaya
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baslamadan Once ii¢ denekle On ¢alisma olusturuldu ve bu calisma neticesinde
gruplar ve deney diizeni olusturuldu. Sonugcta disi siganlarla gerceklestirdigimiz IlUA
modelinde hem morfolojik hem de histolojik pozitif sonuglar elde edildi. Birinci ve
ikinci grubumuzun alt gruplarindan ilkinde H&E ve Masson boyama sonuglarinda
tedavi gruplarimiza gére endometriyal kalinligin azalmasi, endometriyum epitelinin
dejenerasyonun maksimuma ¢ikarak miyometriyuma kadar hatta yer yer
miyometriyumda da nekrozun artmasi, fibr6z bag dokusu bantlarinin artmasi,
inflamasyonun artmasi, bez sayisindaki azalma gibi bulgularimizla tercihimizde hakli
cikaran bulgular olarak rapor edildi. Burada tarif edilen sigan [UA modeli ile
endometriyal yaralanma sorunlarina yeni yaklasimlarin etkinligini ve giivenligini
artiracak, bu alanlarda yapilacak kesiflere yeterince hizmet edebilecektir. Yaptigimiz
calismada KIMKH’lerin deneysel bir modellemede endometriyum rejenerasyonunda
rol oynadigimi ve ozellikle nisiyle birlikte hiicrelerin transplante edilmelerinin ¢ok
onemli oldugunu gozlemledik.

KIMKH’lerin hematopoietik olmayan hiicrelere farklilasabilecegi bilgisine
dayanarak; 2004 yilinda bir arastirma yapilmis ve tiim alicilarin endometriyal biyopsi
orneklerinde kemik iligi kaynakli endometrial hiicreler tespit edilmistir. Bu aragtima
bulgularina gore kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin tiim epitelyal hiicrelerin % 0,2
ila % 48'ini ve stromal hiicrelerin % 0,3 ila% 52'sini olusturdugu rapor edilmistir
(Taylor 2004). Baska bir ¢alismada, kemik iligi transplantasyonundan sonra, disi
farelerin uterus endometriyumunda erkek donérden tiiretilmis kemik iligi hiicreleri
bulunmusg ve bu hiicrelerden bazilarin epitelyal hiicrelere ayrildigi gézlemlenmistir
(Du ve Taylor 2007). Aynmi yil, baska bir grup, dolasimdaki CD45 + kemik iligi
hiicrelerinin, hamilelik sirasinda fare uterus epitelinin % 80'inden fazlasina katkida
bulundugunu gostermistir (Bratincsak ve ark. 2007). Ayrica, ¢ok yakin zamanda
yapilan bir caligmaya goére hastanin kemik iliginden izole edilen otolog kok
hiicrelerin intrauterin uygulamasinin endometriyumu yeniden canlandirildigi ve
sonrasinda gebeligin olustugu rapo edilmistir (Nagori ve ark. 2011).

Bu raporlar degerlendirildiginde, deneysel intrauterin sinesi modeli Kilig ve ark.
tarafinda denendikten sonra, endometriyumun rejenerasyonu ic¢in kok hiicrelerin
kullanilmasinin faydali oldugu ilk deneysel sican modeli ile rapor edilmistir (Kili¢ ve

ark. 2014). Bu calismada adipoz kok hiicreler tercih edilmis ve kronik sinesi
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olusturulan deneklerde tedavi saglanmaya calisilmistir. Adipoz kok hiicrelerle kemik
ilg1 kaynakli kok hiicerler morfoloji ve belirtecler yoniinden birbirine ¢ok benzer kok
hiicrelerdir. Elde edilisleri farklilik gosterir. Ciinkii adipoz kok hiicreler yag
dokusundan basit bir liposaksinlada elde edilebilmektedir. KIMKH’ler ise biraz daha
invaziv islemler gerektiren ama etkinligi literatlir bilgisine gore daha kuvvetli olan
hiicre gruplaridir. Transpalntason yapilan ¢aligmalarda endometrial dokuda yiizdelik
dilimlerinin daha fazla olduguda bildirilmistir (Taylor 2004). Bizde bu ¢alisma
modelini referans alarak deneysel ¢alismamizi gerceklestirdik. Akut donemde kemik
ilg1 kaynakli kok hiicrelerin yeterli konsantrasyonda transpalnte edildiginde gercek
anlamda infertilite sebebi olan AS’nun iistesinden gelinebilecegi kanaatindeyiz.
Ciinkii olusturdugumuz deneysel modelde sadece kok hiicrelerin endometriyum
dokusunun rejeneratif aktivitesindeki roliinii gostermekle kalmadik, akut uygulanan
ve hiicre sayisinin dokuda yeterli sayiya ulastiginda cok etkili bir antiadezyon ajan
profili elde edilebileceginide gozlemledik. Bulgularimizda bunu kanitlayacak
nitelikte sonuclar elde edildi. KIMKH transplante edilen gruplarimizda PCNA ve
VEGF aktivitesininde anlamli  sekilde yiikseldigi gosterilmistir. PCNA
immiinreaktivitesi KIMKH ve KIMKH+NIS gruplarinda uterus yiizey epiteli basta
olmak {izere, endometriyal bezlerde ve miyometriyumda kaslar arasinda yogun
olarak pozitivite gosterdigi gozlendi. BY ve NIS gruplarinda boyanmalar daha ¢ok
endometriyal bez hiicrelerinde goriilmekte fakat reaktivite soluk olarak tespit
edilmistir. Gruplar arasinda en fazla anlamliik BY ile KIMKH+NIS ve NIS ile
KIMKH+NIS gruplari arasinda oldugu tespit edildi (****p<0,0001).

Deney gruplarimizdan alt birinci gruplarda VEGF ekspresyonu ig¢in yapilan
immiinohistokimyasal boyamada VEGF immiinreaktivitesinin damarlarin ¢evresinde
yogun olmak {izere lamina propriya ve miyometriyum igerisinde de meydana geldigi
gozlenmistir. KIMKHlerin nisiyle (G4-1) birlikte verildigi grupta diger gruplara
gore anlamli bir atisin oldugu tespit edilmistir. VEGF vaskiiler permabiliteyi
artirarak neovaskiilarizasyonu indiikler ve wvaskiiler endoteliyal hiicrelerde gen
ekspresyonunu modiile eder. Ayrica embriyo implantasyonunda da kilit roller
iistlenir.

Deneysel caligmalarda progenitoér / kok hiicrelerin uterus endometriyumunda

yaral1 veya hasarsiz olarak yer alabilecegini ve uterus endometriyal stroma ve epitel
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hiicrelerine farklilasabilecegini bildirmislerdir (Taylor 2004). Adipoz kaynakli kok
hiicrelerin ilk olarak intarauterin uygulanmis, diger uygulamalar1 ise intravendz
uygulamayi taklit eden intra-peritoneal uygulama seklinde olmustur. ilk uygulama
yolunun nedeni, hasarlarin akut fazinda kok hiicrelerin gogii, farklilasmasi ve hayatta
kalmasi oranina nétrofil aktivasyonu ve c-reaktif protein ile iliskili zararh etkilerin
artmasindan kaynaklanmaktadir (Wu ve ark. 2011).

Akut fazda kok hiicrelerin intravendz uygulamasmin ardindan bu hiicrelerin
hasarli bolgeye gideceginin bir garantisi yoktur. Miyokard enfarktiisii modelinde
eksvivo uygulanan kok hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunun akcigerde hapsedildigi
bildirilmektedir. Ayni yazarlar, iskemik miyokardli sol ventrikiile kok hiicre
astlamasinin inflizyon kavitesini gelistirdigini gostermislerdir (Barbash ve ark.
2003). Diger yandan; kronik fazda; ndtrofil aktivasyonundaki azalma ve kok
hiicrelerin gelistirilmis kemotaksisi nedeniyle, intrauterin uygulama gerekli degildir.
Bu verilere dayanarak, kok hiicre uygulamasin1 damar yolu yerine dogrudan hasarl
bolgeye yakin alandan intarperitoneal olarak uygulamay: tercih ettik.

Asherman sendromu, infertiliteyle iliskili endometriyumun kaybi veya basal
tabakanin hasar1 sonucu ortaya ¢ikan intrauterin adezyonlar ve fibrozis ile
Karakterize bir hastaliktir. KIMKH’leri hasar olustugu zaman endometriyuma goc
ederler fakat endometriyum rejenerasyonunda karakterize hiicreler degillerdir.
Travma olusturularak gerceklestirilen fare adezyon modelinde KIMKH’lerin
transplante  edilmesiyle 1iyilestirme ve  hamilelik  olusturma  oranlari
degerlendirilmistir. Tek horna zarar verilen grupta hasarli ve hasarsiz boynuz
arasinda anlamli fark saptanmamis olup gebelik orani hiicre verilen grupla
verilmeyen grup arasinda anlaml fark saptanmistir. KIMKH’leri gebelik icin AS’lu
hastalarda 6nemi bir tedavi segenegi olmaktadir (Alawadhi ve ark. 2014). Murin
endometriyumu, epitel ve stroma iceren tek bir tabakadan olusur. Bu nedenle, murin
endometriumun uygun bir uterin endometriyal arastirma modeli oldugu
distiniilmektedir.

Eriskin kok hiicre popiilasyonunun insan endometriyumunda var olduguna dair
onemli kanitlar vardir ve bu nedenle endojen endometriyal kdk/progenitdr hiicrelerin
aktive olabilecegi veya kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin AS’da endometriyal

rejenerasyon ic¢in uterus kavitesine transplante edilebilecegi Onerilmektedir.
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Menstiirasyon ve dogurganlifa ulagsmada refrakter AS'lu kadinlarda sub-
endometriyal otolog kok hiicre implantasyonunun roliinii degerlendirildigi
arastirmada; gecmiste standart tedavi segenegi histeroskopik adeziyolizis ile basari
saglanmayan alt1 refrakter AS vakasi olan kadin caligmaya dahil edilerek
mononiikler kok hiicrelerin subendotelyal bolgeye implante dilmesiyle endometriyal
kalinlik degerlendirilmesi yapilmistir. Ayn1 zamanda Ostrojen tedavisi de uygulanan
kadinlarin endometriyumlarindaki kalinligin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1
rapor edilmistir (Singh ve ark. 2014). Kiiretajdan 6nce transplantasyonunu igeren, bu
calismada, embriyonun implantasyonu i¢in ideal bir endometriyum (Endometriyal
kalinlik<7 mm) olmamustir. Clinkii kemik iligindeki ger¢ek kok hiicre orani nispeten
diisiiktii. Ayrica, nakledilen hiicreleri endometriyum yiizeyinde hareketsizlestirmek
olduk¢a zordur. Bu nedenle mononiikler kok hiicre kaynagi degil kiiltiire edilmis
mezenkimal kok hiicreler implante edilmeli ve sayisinin artirilmasi igin tekrarlayan
sekilde uygulanmasi yapilmalidir. Calismamizda bu tarz olumsuzluklar1 géz ardi
etmeden 10 giin boyunca tekrarlayan sekilde 1x10%/ml hiicre deneklere
intraperitoneal olarak verilmistir. Ozellikle benzer ¢alismalardan farkli olarak kronik
degil akut donemde adezyonlar1 ortadan kaldirmaya g¢alistik. Ciinkii fibr6z doku
arttikca fonksiyonel endometriyumun geriye dondiiriilmesi olduk¢a zor olmaktadir.
Bu nedenle ¢alismamizi akut diizende olusturduk ve heniiz doku tamamen dejenere
olmadan kok hiicreleri hasarli bolgye gidecek kadar transplante etmeyi hedefledik.
Boylece elde ettigimiz bulgularda da gériildii ki KIMKH’leri dokuda hasar meydana
geldigi zaman o bolgeye hizlica niifuz ederek ortamin nisini degistirir ve hiicrelerin
apotoza siiriiklenmesini engeleyerek rejnerasyonu artirmaktadir. c-Kit antikoru ile
yapilan immiinohistokimyasal boyamalarda uterus yapisinda yiizey epiteli,
endometriyal bezler ve miyometriyumda pozitif alanlar gézlendi (Resim 6.5.1.3). Alt
birinci ve ikinci grubun (BY-G1-1 ve NiS-G2-1) c-kit pozitivitesinin endometriyal
bezler etrafinda ¢ok soluk boyanma seklinde oldugu goriildii. Sadece kok hiicre
verilen grubun (KIMKH-G3-1) c-kit poztifliginin hem endometriyal bez hiicrelerinde
hem miyometriyumda hemde stromada olduk¢a yogun boyanmalarin oldugu
gozlendi. Ozellikle c-kit antikorunun en fazla pozitif immiinreaktivitesi KIMKH ve

nisinin verildigi (G4-1) grup ile ayn1 grubun sag uterusuna ait dokularda goriildii.
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[UA, endometriyal yiizeylerin fibrotik doku ile kismi yer degistirmesini iceren
daha az siddetli durumdan olusur. TUA, ozellikle estradiol seviyeleri diisiik
oldugunda gebelikten sonra, travma veya enfeksiyonun bir sonucu olarak ortaya
cikar. Enfeksiyon ve inflamasyon, travmatize endometriyumun rejenere
edilememesine ve fibrotik doku birikiminde rol oynayan 6nemli siireglere katkida
bulunmasina bulunabilir (Gargett ve Healy 2011). Farelerde lipopolisakkarid
kullanilarak yapilan akut enflamatuar uterus hasar1 modelinde, transkripsiyonel
faktorlerinden SOX2, NANOG ve OCT4'lin ekspresyonunun tepe noktasina ¢iktigi
ve inflamasyonun azalmasiyla bu faktorlerin alt ¢izgilerine indikleri bildirilmektedir.
Bu durum akut hasarda onarim ve rejenerasyon i¢in hayati cevap olabilir. Bununla
birlikte, IUA’lu iireme c¢agindaki kadinlarda endometriyumda sadece NANOG asir1
eksprese edilir. Bu durum NANOG (Nanog homebox) ile SOX2 (Sex-determining
Y-box2) ve OCT4 (Octamer-binding protein) arasinda uyumsuzluk anlamina gelip
[UA'da endometriyal onarimda ve fibrotik doku ile yer degistirmede basarisizliga ya
da kusura yol agabilir. I[UA'nin patogenezinde spesifik transkripsiyonel faktdrlerin
roliinii tanimlamak i¢in daha fazla c¢alisma yapilmalidir. Bununla birlikte, bu
transkripsiyon faktorlerine ilgi uyandirmak akut uterus yaralanmasinin yam sira
[UA'nin olusumuna veya restorasyonuna dahil olabilecegini belirlemek oldukga
onemlidir (Xiao ve ark. 2017).

Uterus hasar1 olusturulmus c¢alismalardan birinde insiilin benzeri biiyiime
faktorii-1'in (IGF-1) potansiyel yararli etkisini arastirmak tizere sigan adezyon
modeli olusturularak KIMKHlerin salgiladigi IGF-1 ve I1L-10 seviyeleri RT-PCR ve
immiinblotlama ile tespit edilmistir. Ayrica bu molekiillerle iligkili a-SMA (alfa diiz
kas aktin) immiinhistokimyasal olarak tespit edilerek NF-kB (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells) yolagindaki rolleri endometriyal
rejenarsyonda rol oynayan molekiiler yolaklar arastirilmaya baslanmistir. IGF-1"{in
asir1 eksprese eden KIMKH'lerinin hasarli uterusa transplantasyonu, NF-xB sinyal
yolagimin aktivasyonunu artirarak IL-10 ekspresyonunu ve sekresyonunu
indiikleyerek yaralanmis uterusun fonksiyonel rejenerasyonunu gelistirdigi
gosterilmistir (Wang ve ark. 2018).

Uteruslarinda kesi atilarak hasar olusturulmus si¢anlarin uterin kavitelerine

tedavi olarak dogrudan enjekte edilen KIMKH’lerin, hiicre enjekte edilemeyen
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sicanlara gore daha kalin bir endometriyuma ve daha yiiksek bir endometrial hiicre
protein markerlart olan sitokeratin ve vimentin ekspresyonuna sahip oldugu
gosterilmistir. Bu, KIMKH'lerin sicanlarin uterus bosluklarma dogrudan
inflizyonunun, hiicre hasarina kars1 koruyan ve endometriyal hiicrelerin
rejenerasyonunu tesvik eden ozelliklerinin oldugu gosterilmistir (Zhao ve ark. 2015).
Gilincel caligmalarda bir tarafdan deneysel olarak olusturulan hasar ortadan
kaldirilmaya ¢alisilmakta diger taraftan ise kavite i¢i, damar i¢i, yada periton igi gibi
uygulama secenekleri denenmekte ve en etkili kok hiicre transfer ydntemi
belirlenmeye c¢alisilmaktadir. Biitiin bu gelismeler yakin gelecekte 6nemli bir
infertilite problemi olan AS’nun kok hiicresel tedavilerle iistesinden gelinecegini
diistindiirmektedir. Endometriyal kalinlik gruplara arasinda alt birinci grupalarda
Imagej goriintiileme program ile dlgiilerek yapildi. Endometriyal kalinhigin BY ve
NIS gruplarinda azaldig, tedavilerinde kok hiicre igeren gruplarda (G3-1 ve G4-1)
ise yiikseldigi saptanmustir. Istatistiksel olarak p<0,05 degeri iizerinden BY ile Ni$
arasinda anlamli fark bulunmazken, BY ve NIS ile KIMKH ve KiIMKH+NIS
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlilik belirlenmistir (Tablo 6.3.3).

Hu ve ark. IUA'larda endometrial kok hiicre ve fibrozisin markerlarmin roliinii
tanimlayan ilk raporu 2015 yilinda sunmusglardir. Endometrial kok hiicreler ve mikro
cevre (nig), endometriyumun yenilenmesinden sorumludur. Fibrozis markerlarini fare
adezyon modeli olusturarak gerceklestirilmis. Elde edilen bulgularda fibroziste
ekspresyonunlart artis gosteren a-SMA, TGF-p, CTGF, Kollajen III ve Kollajen |
endometrial kok hiicre farklilasma nisini degistirdiginden rejenerasyona engel oldugu
bildirilmistir. Endometrial kok hiicreler, IUA'lardaki fibroblastlar nedeniyle yanlis
yonlendirilirler. Bununla birlikte, [UA'larda spesifik mekanizma ve fibrozisin
yolunun daha fazla arastirilmasi gerekir (Hu ve ark. 2015). TGF-p Hasarli dokuda
homestaz1 regiile eden Onemli bir sitokindir. Bizim bulgularimizda ise AS
olusturulan deneklerin uteruslarindaki indirekt immiinohistokimyasal boyamalarda
TGF-B1 rejenerasyonla anlamli sekilde G4-1 ve G3-1 gruplarinda yiikseldigi tespit
edilmistir. TGF-B Imflamasyonda da ekspresyonu yiikselen bilen, fibroziste de
yiikselebilen bir marker olmasina ragmen rejeneratif dokuda da ekspresyonunun

arttig1 bildirmistir.
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c-Kit icin yapilan caligsmalarda kronik endometriyal iskemi modelinde sicanlarda
iskemi sonrasinda endometriyal hiicrelerin apoptoza ugradigt endometriyal
kalinligin, luminal ve bez epitel kalinliginin ve bez sayisinin azaldigi goriilmiistiir.
Bu azalmaya paralel bir sekilde c-kit sentezleyen hiicrelerin de azaldig1 saptanmustir.
Bu proteinin c-kit olarak endometriyal kok hiicreler i¢in farklilasma ve ¢ogalma
potansiyeli ile ilgili bir belirtectir (Hu ve Yuan 2011). Bizde ¢aligmamizda kok hiicre
uyguladigimiz gruplarda c-Kit pozitivitesinin arttigini, BY ve Nis verilen gruplarda
ise endometriyal hasarla paralel olarak pozitivitenin azaldig1 gosterilmistir.

Selektin boyamalariin incelendigi ¢alismalarda da adezyon molekiillerinin en
onemlilerinden biri olan selektinler impalantasyon penceresi olusumu ve
blastosistlerin buradan gecisleri ile ilgili énemli rol oynamaktadir. Implantasyon
oncesinde endometriyumun bu bolgesi kemokinler, biliyiime faktorleri ve MUC-1
gibi adezyon molekiilleri ile blastosistlerin yapisacagr pinopodlar olarak ortaya
cikmaktadir. Bir iki giin gibi kisa siirede olgunlasan bu pinopodlar mikrovilluslarin
uclarinda belirerek embriyo ile endometriyum arasindaki iligskiyi gerceklestirirler
(Sharma and Kumar 2012). Calismamizda da desidual alan, epitel ve
miyometriyumda belirgin L-selektin pozitifligi saptandi.

Fibronektin icin yapilan caligmalarda kollajen, fibrin gibi diger molekiillere
baglanan bu ekstraseliiler matriks proteini reseptorleri araciligi ile adezyon ve
migrasyonu yonlendirdigi bilinmektedir. Ozellikle gastrulasyonda hiicre gogii icin
onemli rol oynayan fibronektin trofoblastik invazyonun da  Onemli
diizenleyicilerindendir. Desidual olgunlagma ilerledikge boyanma miktar1 azalan
fibronektinin, yedinci glinde iyice azaldig: literatiirde bildirilmektedir. Ekstraseliiler
matriks proteinlerinin desidual dokunun olgunlagmasi sirasinda yeniden yapilanmasi
implantasyon basarisinin énemli anahtarlarindan biridir (Kayisli ve ark. 2000).
Calismamizda da fibronektinin impalantasyon gergeklesen gruplarda (G3-2, G4-2)
pozitivitesinin anlamli sekilde arttig1 bulundu.

Laminin ile ilgili ¢alismalarda ekstraseliiler matriks proteini olan laminin ve
benzeri proteinler desidual olusum sirasinda endometriyal stromada degisik
kompozisyonlar icerisinde goziikiir. Implantasyon déneminde blastokist iizerinde
bulunan tim membranlarda var olmasi nedeniyle implantasyon penceresinde dnemli

oldugu diisiiniilmektedir (Kayislt ve ark. 2000). Calismamizda uterus 6rneklerinde
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yapilan  indirekt  immiinohistokimyasal  inceleme  sonucunda  Laminin
immiinoreaktivitesi; ¢alismamizda benzer bulgular 6zellikle de membranlar da olmak
tizere pozitif alanlarrin varligi gosterildi.

Intrauterin adezyon, hasarli endometriyumun yetersiz rejenerasyonu ile
karakterize olan yaygin bir uterus kavitesi hastaligidir. Son zamanlarda, iyilesme
siirecini tesvik etmek icin kok hiicre nakli dnerilmistir. insan amniyotik mezenkimal
kok hiicreleriyle yapilan calismada; transplantasyon tedavisi i¢in degerli bir kaynak
olan insan amniyotik mezenkimal stromal hiicrelerinin (hAMSC) kemirgen IUA
modellerinde endometrial rejenerasyonu gelistirip gelistiremeyecegi arastirilmustir.
Uterus hornlarindan birinde mekanik hasar olusturularak gerceklestirilen ¢aligmada
insan amniyotik stromal kok hiicreler transplante edilen grupta hasarli gruplara gore
fibr6z alanlardaki azalma ve bez sayisindaki artista istatistiksel olarak anlamili
farklar tespit edilmistir. Kok hiicre grubunda antieflamatuvar sitokinlerin mRNA
seviyelerinde de artis belirlenmistir. Sonu¢ olarak insan amniyotik stromal kok
hiicrelerinin  immiinmodulatér  6zellikleri ile hasarli dokuda rejenerasyonu
hizlandirdig1 rapor edilmistir (Gan ve ark. 2017). Tedai uygulamalarindan 10 giin
sonra uterus Ornekleri alimarak endometriyum kalinligi, stromadaki bez sayisi,
infalamasyon ve fibrozis agisindan sonuglar1 incelendi. Besiyeri ve nis uygulanan
(G1-1, G2-1) gruplarimizda endometriyumun yogun bir sekilde dejenere oldugu,
sinesi alanlarinin asir1 arttigi, bez saysiin KIMKH ve KIMKH+NIS gére anlamli
sekilde azaldig1 (p<0,001) gozlemlenmistir. Birinci ve ikinci gruplarin epitelinin
ortadan kalktig1, lamina propriyasini ise yogun fiboz alanlarin olsturdugu izlenmistir.
Bezlerin hem sayisinda diisiis hemde bez epitelinin tiibiiler yapisinin bozuldugu
goriilmiistiir (Resim 6.3.1). Inflamasyon acisindan gruplar arasindaki istatistiksel
(Tablo 6.3.1) olarak en ¢ok anlamlilik BY ve KIMKH+NIS arasinda (***p<0,0001),
sonrasinda Nis ile KIMKH+NIS ve BY ile KIMKH (**p<0,001) arasinda olarak
belirlenmistir. NIS ile KIMKH arasinda inflamasyon yoniinden *p<0,05 olarak tespit
edilmistir. KIMKH ile KIMKH+NIS gruplar1 arasinda inflamasyon y&niinden
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0,05). Asherman deneysel
modellerinde epitel dokudaki yapisikliklar sonucunda lamina propriyadaki
fibroblastlarin agir1 kollajen sentezlemesi sonucu fibroz bir yapiya doniistiigl

bildirilmektedir (Gan ve ark. 2017). Calismamizda tedavi gruplar1 arasinda fibrozis
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acisindan farkliliklar oldugunu gézlemledik. Ozellikle besiyeri (G1) ve nis (G2)
gruplarinda fibrozisin en fazla arttigi KIMKH (G3) grubunda biraz daha azaldig1 ve
KIMKH +Ni$ (G4) grubunda kontrol olarak tutulan sag uterin hornlarin fibrdz
alanlarma yaklastigi  goriilmistiir. Sonu¢ olarak gebelik olusturmadigimiz
gruplardaki histokimyasal bulgularda; inflamasyon, endometriyal kalinlik, fibrozis
ve bez sayist acisindan 6lgiimler (Tablo 6.3.3) ve semikantitatif anlizler sonucu alt
birinci gruplarin ortalama ve standart sapma degerleri karsilastirildiginda
inflamasyon ve fibrozisin BY ve NIS gruplarinda yiikseldigi, diger gruplarda sag
uterin horn degerlerine yaklastig1 goriiliirken, bez sayisi1 ve endometriyal kalinliginda
yine BY ve NIS gruplarinda azaldigi, tedavilerinde kdk hiicre igeren gruplarda
(KIMKH ve KIMKH+NIS) ise yiikseldigi saptanmstir. Istatistiksel olarak p<0,05
degeri iizerinden BY ile NIS arasinda anlamli fark bulunmazken, BY ve NIiS ile
KIMKH ve KIMKH+NIS gruplar kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamlilik
belirlenmistir.

Rejenerasyon endometriyal onarimda olduk¢a onemlidir. Bunun i¢in &zellikle
gecen on yilin oldukca dikkat ¢eken tedavi secenegi olarak kok hiicresel tedaviler
diisiiniilmeye baslanmistir. Farkli kaynaklardan kok hiicreler izole edilerek birgok
hastaligin tistesinden gelinmeye ¢alisilmaktadir. Bu konuda kok hiicreler ¢ok umut
verici sonuglar ortaya koymaktadir. Sistemik veya lokal uygulama secenekleri
denenerek en etkili yol belirlenmeye c¢alisiimaktadir. AS’yla ilgili kok hiicresel
tedavi ¢alismalar1 ¢ok kisitli olmakla birlikte deneysel modelin olusturulmasi ve
preklinik fazin tamamlanmasi acisinda intrauterin adezyonlarda kullanimi yok
denecek kadar azdir. Onemli bir infertilite ve genel yasam aktivitesini olumsuz
etkileyen sorunlari beraberinde getiren sinesilerin giderlimesi i¢in yeni tedavi
yontemleri tizerinde durulmaktadir.

Baslangicta endometriyumun yenilenmesi i¢in ii¢ yontem Onerilmisti. Birincisi,
doku miihendisliginin endometriyal tamir igin alternatif bir segenek saglamis
olmasidir. Uterusun essiz fiziksel 6zellikleri ve komplike hormonal ortami nedeniyle,
uterus rekonstriikksiyonuna yonelik raporlar nadir olmustur (Lin ve ark. 2013;
Kuramoto ve ark. 2015). lkincisi, skar olusumunu o6nlemek icin endometriyal
epitelyal hiicre infiizyonlarinin epitel onarim teknikleri i¢in kullanilmasidir. Bununla

birlikte, endometriyal epitelyal hiicrelerin toplanmasi, bu hiicrelerin son derece sinirlt
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in vitro proliferasyon kapasitesi ve oldukca invaziv toplama prosediirleri nedeniyle
basit bir islem olmamasidir (Song ve ark. 2015). Ugiinciisii, kok hiicre tedavisi,
hasarli dokunun onarimi ve / veya yenilenmesi i¢in biiylikk umut vaad etmesi
olmustur (Cervello ve ark. 2015). Calismamizda tigilincii tedavi Onerisi olan kok
hiicreleri deneysel olarak olusturulan gruplarimizda kullanarak hiicreleri transplante
ettigimiz gruplarda infertilite agisindan yeni ¢6ziim yollar1 bulmay1 amagladik.
1900’11 yillarin baglarinda arastirmacilar farkli kan hiicrelerinin hepsinin tek bir
hiicreden kokenlen aldigini fark etmislerdir. 1958 yilinda ilk in vitro fertilizasyon
IVF tavsanlarda gergeklestirilmistir. Teratokarsinomalarin embriyonik germ
hiicrelerinden kdken aldig1 ve embriyonal karsinoma hiicrelerinin bir gesit ana hiicre
kaynag1 oldugu 1960 yilinda farelerde gosterilmistir. Kanada’li arastirmacilar Ernest
McCulloch ve James Till; Fare kemik iligi hiicrelerinin nakilden sonra kendilerini
yenileyebildiklerini kantitatif olarak tanimlamislardir. 1968°de Ilk insan yumurtasi
IVF olarak elde edilmistir. 1978: Ilk tiip bebek Louise Brown, ingiltere’de diinyaya
gelmigtir. Blastosistlerin i¢ hiicre kitlelerinden fare embriyonik kok hiicreleri (EKH)
elde etmislerdir. In vitro ortamda pluripotent fare EKH’lerini ¢ogaltmak igin, gerekli
kiiltir sartlarii tanmimlamiglardir (Evans ve Kaufman 1981). Thomson ve ark.
1995°te Rhesus maymunlarindan ve marmosetlerden primat EKH’leri elde etmisler
ve in vitro olarak yerlestirilmistir (Thomson ve ark. 1998). Boylece insan
EKH’lerinin de in vitro ortamda cogaltilmasinin miimkiin olabilecegine isaret
edilmistir. Wisconsin  Universitesi'nden James Thomson ve ekibi, IVF
laboratuvarinda 36 embriyodan bes adet insan EKH serisi iirettiklerini rapor
etmiglerdir (Thomson ve ark. 1998). Bu kok hiicreler igin milad sayilirdi ¢linkii
sonrasinda arastirmalar ve beraberinde tartigmalar hizla yayildi. 2033 yilinda Science
Dergisi “Kok Hicreler” ile ilgili gelismeleri en 6nemli 10 tip olay1 arasinda
gostermistir. Peki neden kok hiicreler bu kadar 6nemli, bu hiicrelerle hastaliklar nasil
tedavi edilebilir? (Rejeneratif tip yada Reparatif tip); Viicudumuzdaki biitiin
hiicrelerin ana kaynagi ve dokularin, organlarin ana yapi tas1 olan KH’ler; sinirsiz
boliinebilme ve kendi kendilerini yenileyebilen; farklilasmamus, ancak farklilasmis
hiicrelere kaynaklik edebilen ve bu ozelligiyle hasarli dokuyu tekrardan prolifere
edip eski fonksiyonunu geri kazandirabilme 6zelligine sahip olan hiicrelerdir. 1960’1

yillarda KIMKH’leri ile baslayan kok hiicrenin hastaliklarda tedavi amagh
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kullanilma umudu; bugiin bilimsel, etik ve sosyal tartigmalar altinda son hizla
ilerlemektedir. KH’lerle tedavide veya son yillarda tedavi secenekleri arasinda en
cok umut veren hiicresel tedavide amag; hasar gormiis veya fonksiyonunda sikintilar
olan bir hiicre/doku veya organin islevini KH’leri kullanarak, tamir etmek veya
yenilemektir. Bunu gergeklestirebilmek igin “zarar gormiis dokuya, hasrali dokunun
fonksiyonunu yerine getirmeye olanak saglayacak sayi ve kalitede, izole edilerek
saflastirilmis olan hiicrelerin transferi” gerekmektedir (Ates 2016). Kok hiicre
merkezli uygulama tedavi yontemlerinin basarisi i¢in, doku miithendisligi, molekiiler
biyoloji, genetik, embriyoloji, hiicre biyolojisi ve klinik bilimlerin de bulundugu
multidisipliner bir yaklasima ihtiyag¢ vardir. Herhangi bir doku veya organ hasarinda;
o organin fonksiyonlarimi1 yeniden eski haline getirmeye yetecek say1 ve kalitede
hiicreyle tedavi saglanabilir. Hiicreye dayali ya da hiicre tabanli tedaviler;
insanlardaki pek c¢ok hastalik i¢in boyle bir tedavi stratejisi olarak ortaya ¢ikmustir.
KH’ler, hiicre tabanli tedavilerin vazgegilmezidir. Bizde biitiin bu tarihsel gelisimi ve
gelecek icin umut veren gelismelerinden dolayr kok hiicreleri AS’ tedavisi igin
ongordiik. Deneysel asamasit denenmeden hiicresel tedavideki basar1 goriilemez ve
klinik her zaman bir sonraki adim olarak kalir. Bu nedenle 6nemli bir infertilite sorun
olan uterin adezyonlarin ortadan kaldirilmasi igin cerrahi islemlere alternatif ve
tekrar niiks etmeyen bir tedavi unsuru belirlemeye calistik. Bulgularimiz
hipotezimizi fazlasiyla destekler nitelikteyi. Ciinkii gercek anlamda gruplar
arasindaki gerek morfolojik gerekse istatistiksel veriler. KIMKH endometriyal
hasrda yeterli sayida uygulandiginda iyi bir tedavi basarisi saglanacagi 1s1gini
yakmistir. Benzer ¢aligmalarda da sonuglar olumluydu. Dolayistyla bilim diinyasina
kok hiicre arastirmalart agisindan katki saglanmaya calisildi.

Kok hiicrelerin kendini yenileyebilme, farklilasabilme, ¢ogalabilme, doku ve
organlar1 olusturabilme yeteneklerinden dolayr organ nakillerinde ve birgok
hastaligin tedavisinde organ nakillerine veya olumsuz yan etkileri bulunan ilaglara
alternatif olarak kullanilma imkani1 bulunmaktadir. Giinlimiizde tedavi amagh
kullanilmak tizere, birgok kaynaktan kok hiicre elde edilebilmekte ve {izerinde en ¢ok
calisilan kaynaklar embriyonik kok hiicreler, hematopoietik ve mezenkimal kok

hiicreleri iceren kemik iligidir (Kollar ve ark. 2009).
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AS’da klasik tedavilerle incelmis endometriyumun diizeltilmesi miimkiin
olmamakta ve MKH uygulamasi ile basar1 saglanacagi diisiiniilmektedir. Bu amagla
yapilan bir caligmada disi sigcanlara kemik iligi stromal kok hiicre 50.000
hiicre/mikrolitre olacak sekilde introvendz inflizyonu yapilmis ve iiglinci
Ostruslarinda uteruslar1 almarak histolojik olarak incelenmistir. Kok hiicre
uygulamas1 sonrasinda endometriyal kalinligin arttigi, bez ve kapillerin ¢ogaldigi
goriilmistiir. ~ Sitokeratin, integrin -3 ve LIF ekspresyonlarinin ozellikle
endometriyal epitel sitoplazmasinda, vimentinin ise endometriyal stromal hiicrelerde
sitoplazmada pozitif oldugu goriilmiistiir. Kok hiicre uygulamasi ile daha gii¢lii bir
boyanmanm oldugu saptanmustir. Introvendz yolla verilen 107 kok hiicrenin erkek
dondrlerden alinmasi yoluyla alici uterusta Y kromozomunun gdsterilmesi miimkiin
olmustur. Ayrica Bromodeoxyuridine (BrdU) boyamasi ile hiicrelerin iigiincii
siklusta orada olduklar1 6zellikle de damar ¢evresinde yerlestikleri saptanmistir. Kok
hiicre uygulamasindan sonra TNF-alfa, IL-1 ve IL-6 mRNA’larinda da 6nemli bir
azalma bulunarak kok hiicrenin etkisini inflamatuvar sitokinler iizerinden gosterdigi
ortaya konmustur (Jing ve ark. 2014).

Insan endometriyum yaklasik 400 siklus gdsteren oldukea rejeneratif bir doku
olup her siklusta yaklagik 4-10 mm kalinlasmaktadir. Normalde endometriyumun
fonksiyonel tabakasindaki mitotik hiicreler bu rejenerasyonun ger¢eklesmesini
saglar. Buradaki kok hiicrelerin eksikligi veya bozuklugu yeterli bir endometriyum
kalinlasmasin1 saglayamadigindan implantasyonu engeller. Eriskin kok hiicrelerin
insan endometriyumunda oldugunun ilk kaniti, epitelden izole edilen hiicrelerde
EpCAM+ ve stromal hiicrelerde EpCAM- olarak %1’den daha az olacak sekilde
klonlanmasidir. Bunlar otuza yakin boliinme gosterirken matrijel icerisinde biiyiik
bez benzeri yapilar olusturmus ve birgok farkli hiicreye farklanmuslardir. Ozellikle
stromal olanlarin MKH benzeri hiicre olduklar diisiiniilmiistiir. Kenar populasyonu
denilen bir grup hiicre de vital DNA baglama boyast Hoechst 33342 ile boyanarak
ayristirtlmis  ve bunlarin  menstrual ve proliferatif fazda en c¢ok olduklar
bulunmustur. Bu hiicreler normal stromal kok hiicrelere oranla ¢ok daha hizli
cogalmakta ve bazal tabakada oOzellikle de kan damarlarmin etrafinda
goriilmektedirler. Bu hiicrelerin kiiltiir ortaminda endometriyal dokular1 yaptiklari in

vivo sartlarda ise rejenerasyonu saglayarak implantasyon basarisini artirdiklari
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gosterilmistir. MKH’lar adet kaninda da saptanmis olup endometriyal olanlara ¢ok
benzemekte MHCII molekiilii icermedikelri i¢cin de ¢ok az immunojenik
olmaktadirlar. Kemik iligi kokenli kok hiicreler endometriyumda ¢ok az miktarda
bulunmakta ancak burada biitiin hiicrelere doniisebilmektedir. Transplante
edildiklerinde ¢ok daha basarili bir sekilde bu hiicrelerin desidualize olmus
endometriyal fibroblastlara doniistiikkleri gosterilmistir. Dolasan endotelyal
progenitdr hiicrelerin de uterusta bulundugu ve %10 civarinda endometriyal
damarlanmaya katki sagladigr diisiiniilmektedir. Endometriyumun kendi kok
hiicreleri veya progentiorleri endometriyumda olabilecek rejenerasyon agisindan en
kapasiteli hiicrelerdir. CD146 ve PDGF resepdr beta ile ayristirilan bu hiicrelerin
MKH gibi davrandig1 gosterilmistir. Oldukca etkin ¢ogalan bu hiicrelerin hiicresel
tedaviler i¢in kullanilabilecegi diisliniilmiistiir (Gargett ve Ye 2012). Bununla
beraber bir¢ok calismada kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre uygulamasinin
hasarli fare uterusunda GFP+ (yesil floresan proteini) hiicreler olarak stromal ve
epitelyal boliimlerde 1. ay sonu itibariyle goriilmiistiir. Bu hiicrelerin inflamasyonu
engelleyip damarlanmay1 artirarak etkili oldugu gosterilmistir. Kok hiicrenin
transplantasyon sonrasi epitelyal, stromal ve endotelyal hiicrelere farklilandiklari
insan endometriyumlarinda da gosterilmistir (Gil-Sanchis ve ark. 2015). Sonug
olarak yapacagimiz calismamizda da Ongoriildiigli lizere kok hiicre uygulamalar
diger bir¢ok hastalikta oldugu gibi 6nemli bir infertilite sebebi olan Asherman
sondromunda ortaya ¢ikan ve implantasyon basarisizligi ile sonuglanan intrauterin
adezyonlar i¢in giderek artan bir sekilde kullanilacak hiicre davraniginin anlagilmasi
klinikteki etki i¢in en 6nemli faktor olacaktir.

Kardiyovaskiiler hastalilarla ilgili yapilan kok hiicre calismalarinda Akut
miyokard enfarktiisii geciren 69 hastaya koroner damar yoluyla otolog kemik iligi
MKH’si verilmis ve ventrikiil islevlerini artirdigini gostermislerdir (Chen ve ark.
2004). 2011 yilinda kronik iskemik kalp hastalig1 olan sekiz hastaya miyokard igine
otolog KIMKH verilmis, bolgesel olarak kasilabilirliginin arttigin1 ve diyastol/sistol
sonu hacimlerin kii¢iildiigiinii gézlemlemislerdir (Williams ve ark. 2011). 2015
yilinda yapilan randomize ¢ift-kdr ve plasebo-kontrollii bir ¢caligmada, iskemik kalp
yetmezligi olan 30 ila 80 yas araliginda bulunan 37 hastaya miyokard i¢ine otolog

KIMKH, 18 hastaya ise plasebo verilmistir. Birinci son nokta alt1 aylik takipte sol
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ventrikiil sistol sonu hacmi degisikliginin MRG ve bilgisayarl1 tomografi ile
Olciilerek belirlenmistir. Altinci ayda MKH’li grupta degeri azalirken, plasebo
grubunda artmistir (Mathiasen ve ark. 2015). Kronik total okliizyonu iizerine 2015
yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada; 15 hastaya rastgele gobek kordonundan elde edilmis
MKH’leri nakletmisler ve hastalarin enfarktiis alanlarinda belirgin bir azalma
saptarken, sol ventrikiildeki ejeksiyon fraksiyonunun belirgin bir sekilde arttigim
gozlemlemislerdir (Li ve ark 2015).

Koroner arterlern tikanmasi sonucu miyokard enfarktiisii sonucu kalp kasinin
zedelenmesi bolgesel kalp islevlerinde 6nemli kayiplara yol agmaktadir. Hiicresel
tedavilerle bu hasarin giderilmesi amaglanmaktadir. Bu amagla hasarli miyokarda
MKH aktarilmasi, kalp hastaliklari i¢in kalp nakli disinda tedavi segenegi olmayan
hastalar i¢cin umut verici goriilmektedir. By-pass cerrahisi ve reperfiizyon tedavisi bu
hastaliklar i¢in smirli tedavi secenekleri olmalarina ragmen oOliim riskini de
arttirmaktadir. MKH tedavisi ile hasarli kalp dokusuna gb¢ etmeleri saglanacak bu
hiicrelerle doku yenilenmesine bagli olarak iyilesmenin miimkiin olabilecegi
gosterilmistir. Kok hiicresel tedavinin en biiyiik getirisi ve sik tercih edilmesinin
sebebi, cerrahi bir islem gerektirmemesidir (Ke ve ark. 2011; Lai ve ark. 2011).

Norolojik hastaliklarda, MKH’ler ozellikle omurilik yaralanmalari, MS,
Parkinson ve amiyotrofik lateral skleroz gibi hastaliklarin tedavisinde ilgi ¢ekici
olmustur (Ucelli ve ark. 2011). Mezenkimal kok hiicreler bu hastaliklarin tedavisinde
kullanilmakta olup, uzun donem sonuglar1 beklenmektedir. 2014 yilinda yapilan
randomize, plasebo kontrollii faz II ¢alismasinda dokuz MS hastasina kilogram
basma 1-2x10° olacak sekilde MKH damar igi yolla verilmistir. Hastalarda daha
diisiik proinflamatuvar T hiicre profili, IFN-c oraninda azalma gibi tutarh
immiinolojik degisiklikler gdzlemlenmistir. Sonug¢ olarak hastalara verilen MKH’ler
immiinmodiilator ~ 6zellikleri ile inflamatuvar parametrelerin  diisiiriilmesini
saglamistir (Llufriu ve ark. 2014).

Omurilik yaralanmasi iizerine, yapilan calismada 10 hastaya intramediiller
olarak MKH vererek uzun donem sonuglari degerlendirmislerdir. Hastalardan
MKH’ler kemik iliginden izole edilmis, dort hafta boyunca kiiltiire edilerek
cogaltilmistir. Hastalara 8x10° MKH dogrudan omurilige, 4x10” MKH ise intradural

bosluga enjekte edilmis olup dort ve sekiz hafta sonra her bir hastaya ilave olarak
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5x10° hiicre daha enjekte edilmistir. Sonuglari degerlendirmek icin MRG ve
elektrofizyolojik kayitlar1 alinmig, alti aylik takipte 10 hastanin altisinda iist
ekstremitenin motor giicli iyilesme gostermis, liclinlin giinliik yasam aktiviteleri
artarak 1iyilesmis ve MRG’lerde bosluk boyutunun azalmasi gibi degisimler
gbzlemlenmistir (Park ve ark. 2012). Omurilik yaralanmalarinda etkin rejeneratif
tedavilerin yakin bir gelecekte miimkiin olabilecegi yapilan ¢alismalar sonucunda
gosterilmistir (Assungao-Silva ve ark. 2015).

Amiyotrofik lateral skleroz (ALS) hastalar1 iizerinde yapilan bir ¢calstmada ALS
olan 26 hastaya norotrofik faktor (NTF) salgilayan MKH’leri tek doz olarak
nakletmislerdir. Hastalarin %87’sinde ALS fonksiyonel derecelendirme skorunda
diisiis, tedaviden alt1 ay sonra hastalarda en az %25 iyilesme gozlemlenmis olan bu
calismayla ALS hastalarinda NTF salgilayan MKH tedavisi ile klinik yarar
saglanabilecegi sonucuna varilmistir (Petrou ve ark. 2016).

Iskelet sistemi ile ilgili olan gelisimsel anomaliler, kemik enfeksiyonlari, travma,
osteoartrit ve osteoporoz gibi dejeneratif hastaliklar ve tiimorlerde MKH kullanilmasi
yoniinde c¢alismalar planlanmaktadir. Kikirdak ve kemik onarimi gerekecek
hasarlarda, travma ve yaslilik sonucu ortaya g¢ikan osteroartritte mezenkimal kok
hiicrelerin kullanilmasi daha uygun goriilmektedir. En basarili sonuglar osteogenesis
imperfektali hastalarda elde edilmis; hastalarin boylarinda uzama, kiriklarda azalma
ve motor fonksiyonlarda diizelmeler bildirilmistir. Ancak bu amagcla tedavi edilen
hasta sayis1 olduk¢a azdir (Chanda 2010). Baska bir ¢alismada MKH’ler meniskiis
tedavisinde de Onemli bir alternatif olarak gorsterilmistir. Tedavi uygulamalari
kikirdak doku hiicreleri tlizerinde yogunlasirken, kemik ve kas dokusuna yonelik
MKH uygulamalar: i¢in deneysel diizeyde bir¢ok arastirma siirmektedir (Komiircii
ve Ozkan 2006). Immiinsupresif ve immiinmodulatuar etkileri nedeniyle MKH'ler
otoimmiin hastalik tedavisinde umut vericidir. Bu konuda deneysel arastirmalar
olmakla beraber klinik uygulama deneyimi giiniimiizde son derece kisitlidir (Ben-
Ami 2011). Ancak bu hiicrelerin kullanilabilmeleri diistiniilmektedir.

Tip 1 diyabet tedavisinde kullanilan ilk hiicresel tedavi “Edmonton yontemi”
olarak bilinen ve dondriin pankreas dokusundan ¢esitli enzimatik islemler sonrasinda
elde edilen hiicrelerin, cesitli kemoterapdtiklerle immiin sistemi baskilanmis olan

aliciya nakledilmesiyle 1999 yilinda uygulanmistir (Scully 2012). Giintimiizde halen

156



diyabet tedavisine yonelik MKH nakli calismalar1 deneysel agsamadadir ve ¢esitli kok
hiicre tiplerinde yapilan arastirmalara gére CD34+ kemik ilii ve kordon kani kok
hiicreleri, diger kaynaklardan elde edilen mezenkimal hiicrelere oranla daha iyi
sonuclar vermistir (El- Badri ve Ghoneim 2012). Yapilan ilk uygulamalar ¢ok
verimli bir sonu¢ gostermemistir. Her ne kadar yontem gelistirilmis olsa da dondr
sayisindaki azlik, elde edilen hiicre sayisinda yetersizlik ve alicinin uzun siire
boyunca immiin sisteminin baskilanmasi, s6z konusu yontemin kullanighiligini
azaltmaktadir.

Graft versus host hastaligi, kemik iligi nakillerinde donérden alinip hastaya kok
hiicrelerle birlikte verilen saglikli T-lenfositlerin aracilik ettigi siddetli immiinolojik
reaksiyon sonucu organ fonksiyon bozuklugu ile giden kompleks bir klinik sendrom
olup allojenik kok hiicre naklinden sonra en dnemli mortalite ve morbidite nedeni
olarak kabul edilir. Mezenkimal kok hiicreler son zamanlarda immiinmodiilator
etkileri ve immiin yaniti diizenlemeleri nedeniyle graft versus host hastaliginin
tedavisinde alternatif bir yaklasim olarak kullanilmaya baslanmislardir (Vianello
2008).

Karaciger sirozu ve hepatit hastalig1 icin MKH’ler umut kaynagi olmustur. Bu
alanda yapilan faz I ¢alismasinda dekompanse karaciger siroz hastaligi bulunan dort
hastaya periferal damar yoluyla otolog MKH (31,73x10°% vermislerdir.
Degerlendirirken birincil olarak yapilan islemin giivenligi ve fizibilitesi, ikincil
olarak ise son donem karaciger hastaligi skoru ve hastalarin yasam kalitesi goz
onlinde bulundurulmusg, hastalarda takip siirecinde herhangi bir yan etki
gozlemlenmemistir. Son donem karaciger hastaligi skoru 1’den itibaren 3-4 puan
artarak iyilesme goOstermistir (Mohamadnejad ve ark. 2007). Yine progresif ve
destriiktif seyir gosteren kronik inflamatuvar bir gastrointestinal sistem hastalig1 olan
Crohn hastaliginda olusan fistiil onariminda MKH uygulamasiyla ilgili faz I ve faz II
Klinik c¢alismalar1 yiiriitilmektedir. Faz 1 c¢alismalarinda, MKH’ye spesifik
ekspresyonlar1 gosterilmis ve biliyiime hizlar1 ¢alisilmis otolog adipoz doku kaynakli
MKH uygulayarak giivenilirligi ve uygulanabilirligi ¢alisilmistir. Kiiltiire edilen
hiicrelerin {igiincii pasajinda verilen MKH’lerin etkisi dort hastanin sekiz adet

fistiiliinde sekiz hafta boyunca haftada bir kontrol edilerek fistiillerinin altisinda
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sekizinci haftanin sonuna dogru disa bakan kisimlarinin epitelizasyonuyla kapandigi,
diger iki fistiiliin ise kismen diizeldigi gorilmiistiir (Garcia-Olmo ve ark 2009).

Endometriyumun uyarilmasini, ¢ogalmasini, oksidatif stres faktorlerine karsi
antioksidan tepkisini, bliylime faktorlerinin ekspresyonunu gostermek icin; PCNA,
eNOS, TGF-b ve VEGF antikorlariyla si¢can uterus dokularinda proliferasyon
belirtecleri olarak analiz ettik ve kok hiicre gruplarinda endometriyal dokuda belirgin
bir proliferasyon oldugunu saptadik.

Bu veriler, hiicre terapisinin siddetli AS hastalar i¢cin umut verici bir araci
oldugunu gosterir. Bununla birlikte dezavantajlar1 da mevcuttur. Kemik iligi yada
yag dokusundan elde edilme sekline gore enfeksiyon gelisebilecegi gibi agrilar1 da
siddetlendirebilir. Bu nedenle hiicre elde edilme yontemi de onemlidir. Ydntem
segerken hasta durumu mutlaka gz oniinde bulundurulmali ve enfeksiyona sebebiyet
verecek sartlar ortadan kaldirilmalidir. Deneysel asamada nitekim bu problemlerin
bir kismi yasandi. Hiicre elde edilmesinde degil fakat Asherman modeli
olusturulduktan sonra bazi hayvanlarda enfeksiyon gelisti ve bir kismi enfeksiyon
sebebiyle oldii.

Immiinhistokimyasal bulgularimizla tutarli olarak, kemik iligi kaynakli kok
hiicrelerin de endometriyal proliferasyonun desteklenmesinde Gstrojen kadar etkili
oldugunu bulduk. Ozellikle fibrozisin giderilmesi ve proliferasyonun artirlmasinda
oldukca etkili olduklarint goézlemledik. Calismamizin 6zgiinliigiinii, intrauterin sinesi
icin yeni deney modellerinin olusturulmasi ve bu modelleri gelistirecek yeni bulgular
ortaya koymast ve kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin, herhangi bir cerrahi
adezyonlara sebep olmadan endometrial dokunun rejenerasyonu tizerindeki restoratif
etkilerinin olduke¢a fazla olmasidir.

Biz biliyoruz ki, cerrahi operasyonlar sadece kavite icindeki adezyonlar
bdolmeye hizmet eder, ancak endometriyal rejenerasyon ve adezyon niiksii hakkinda
cok az sey yapabilir. Yani Asherman sendromlu kadinlar optimal klinik sonuglar
saglamak icin birden fazla yaklasim gerektirir. Kok hiicreler hala arastirma
asamasinda olmasina ragmen, bu alandaki yeni ilerleyen kesifler her giin yeni
terapdtik stratejilere yol agmaktadir. Bu ¢alismadaki bulgularin {ireme tibbinda kok

hiicre uygulamalarina 151k tutacagini umuyoruz.
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8. SONUCLAR

Endometriyal adezyon olusturmak igin kimyasal ajanla Asherman modeli
olusturulan ve olusan adezyonlarin ortadan kaldirilmasi, 6zellikle akut donemde
yapilacak tedavinin etkilerini ortaya koymak icin gerceklestirilecek dogru tedavi
secenegini belirlemek adina ¢alismamizi gergeklestirdik. Endometriyal hasarlarda
KIMKH’lerin tedavi edici o&zelliklerinin arastirildign  calisma  sonuglarinda;
endometriyal kalinligin, bez sayisnin ve vaskiilarizasyonun artmasi, fibréz alanlarin
azalmasi, adeziv alanlarda da embryolarin implante olmasi ve yeni dogan sayinin
artmis olmasi deneysel Asherman calismalarinin klinige tasinabilmesi agisindan timit
vericidir. Asherman modeli gergeklestirilen siganlarda gebelik Oncesi ve
implantasyon siireglerinde rol oynayan TGF-B1, PCNA, Laminin, Fibronektin ve L-
selektin  gibi  molekiillerin, KIMKH uygulamasi ile meydana gelen
endometriyumdaki dagilimlar1 ortaya konuldu. KIMKH ve Nis uygulamalarmin,
infertiliteye neden olan mekanizmalarin icerisinde yer alan adezyon molekiilleri

tizerinden tedavi ile klinige katki saglayabilecegi gosterildi.
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