Cukurova Medical Journal
CUKUROVA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

ARASTIRMA / RESEARCH

Cukurova Med | 2019;44(Suppl 1):434-446
DOI: 10.17826/cum;(.573200

Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin deneysel Asherman
modeli izerine antiapoptotik ve proliferatif etkisi

Antiapoptotic and proliferative effect of bone marrow-derived mesenchymal stem

cells on experimental Asherman model

Samil Oztiirklﬁ, Pinar Kilicaslan Sénmezzﬁ, IThan Ozdemiﬁ@, Yunus Emre Topdagﬁ@,

Mehmet ibrahim Tuglu®

1Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksek Okulu, Canakkale, Turkey

2Manisa Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Manisa, Turkey
3Atatiirk Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali, , Erzurum, Turkey
4Gaziantep Sanko Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali, Gaziantep, Turkey

Cukurova Medical Journal 2019;44(Suppl 1):434-446.

Abstract

Purpose: We investigated the effects of stem cell therapy
as an alternative to surgical methods and medical
treatments in endometrial injuries in Asherman syndrome
(AS).

Materials and Methods: In this study, AS model was
created chemically in rats. The bone marrow-derived
mesenchymal stem cells isolated from the tibia and femoral
bone of male individuals of the same species (BMDSC)
were given to female rats with asherman syndrome and the
changes in the endometrium were evaluated by
histopathological parameters. Asherman + medium,
Asherman + niche, Asherman + BMDSCs, Asherman +
BMDSCs + niche were formed in four groups.

Results: It was observed that increased endometrial
thickness, gland count and vascularization and decreased
fibrous areas and apoptotic cell death with regeneration in
epithelium and lamina propria in treatment groups. No
histopathologic changes were observed in the right uterine
horns, which were evaluated as control group. .
Conclusion: BMDSCs and Niche applications can
contribute to the clinic by reducing the formation of
adhesion within the mechanisms causing infertility. These
positive results are promising in terms of transporting
Asherman studies to the clinic.It has been shown that
BMDSCs and Niche may contribute to the clinic by
treatment with adhesion molecules in mechanisms that
cause infertility.

Keywords: Mesenchymal stem cell, Asherman syndrome,
apoptosis, infertility, histology.

Oz

Amag: Bu calismada Asherman sendromundaki (AS)
endometriyal hasarlarda cerrahi yontemlere ve medikal
tedavilere alternatif olarak kék hiicre tedavisinin etkileri
arastirilmistir.

Gereg ve Yontem: Bu ¢alismada sicanlarda AS modeli
kimyasal olarak olusturuldu. Ayni tiriin erkek bireylerinin
tibia ve femur kemiginden izole edilen kemik iligi kaynaklt
mezenkimal kok hiicreler (KIMKH) AS olusturulan disi
sicanlara  verilerek endometriyumda meydana  gelen
degisiklikler histopatolojik parametrelerle degerlendirildi.
Asherman+  besiyeri, Asherman+ nis, Asherman+
KIMKH, Asherman+ KIMKH+ nis olmak iizere toplam
dért grup olusturuldu.

Bulgular: Tedavi gruplarinda epitel ve lamina
propriyadaki  rejenerasyonla  birilkte  endometriyal
kalinligin, bez sayisinin ve vaskularizasyonun arttigt, fibréz
alanlarin = ve apoptotik  hiicre  Sluminin  azaldigt
g6zlenmistir. Kontrol grubu olarak degerlendirilen sag
uterin hornlarda ise her hangi bir histopatolojik degisiklik
gorilmemistir.

Sonug: KIMKH ve Nis uygulamalarinin, infertiliteye
neden olan mekanizmalarin igerisinde yer alan adezyon
olusumunu azaltarakedavi ile klinige katki saglayabilecegi
gosterildi. Bu olumlu sonuglar Asherman calismalarinin
klinige tasinabilmesi agisindan imit vericidir.

Anahtar kelimeler: Mezenkimal kok htcre, Asherman
sendromu, apoptozis, infertilite, histoloji
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GIRIS

Asherman  sendromu  (AS) veya intrauterin
adezyonlar (TUA), teshis edilen vaka sayisinin her
gecen giin artmast ile infertilte, amenore, abortus gibi
problemlerin ortaya c¢ikmasina sebep olan bir
durumdur. Bu durum siklikla rahim kiirtajindan sonra
ortaya ¢tksa da herhangi bir rahim ameliyatt AS'a
sebep olabilir. AS'lu bircok kadinin amenore ya da
hipomenoreast  bulunmakta  fakat  bazlarinin
menstriiel diizeyi normal seyredebilmektedir. AS’lu
kadinlarin  ¢ogu menstrilel bozukluklarin yaninda
infertilite veya tekrarlayan spontan distk ile
basvururlarl. Son yillardaki klinik uygulamalarda AS
ve TUA’lar esanlamli olarak kullanilmaktadir. Fakat
buna ragmen AS’u i¢in menstriel diizensizlik, normal
olmayan plasentasyon ve pelvik agr sikdyetlerin
olmast da gerekir?. AS, gebelik komplikasyonlari veya
pek ¢ok jinekolojik ameliyatlardan sonra da meydana
gelebilen uterin yapisiklik sorunu olarak karsimiza
cikmaktadir. Insidansindaki artis nedeniyle alternatif
tedavi araysslart  siirmektedir®. TUA’larin  gercek
insidanst genis bir hasta grubunun olmasindan dolay:
bilinmemektedir. Tesadiifen tespit edilen vakalardan,
dogum sonrast kurtaj yapilan vakalar ve diger cok
genis spektrumlar degerlendirildiginde, %00.3-21.5
arast insidans bildirilmistir*. Bunlardan obstetrik tipi
olmayan sebepleri igerisinde, kiiretaj, uterin septum
rezeksiyonu, histeroskopik myomektomi, abdominal
myomektomi genis yer tutmaktadir?>.

AS tedavisinde tekrar adezyon olusumlari operasyon
basarisint gblgeler ve lezyon ortaya ctkmastyla direkt
iliskilidir. Adezyonlar cok farkl: sekillerde ve uterusun
iliskili oldugu bircok farkli dokuyla ortaya
cikabilmektedir (Resim 1). Histereskopik islem
sonrasinda rahim ici ara¢c (RIA), uterin yiizeylerin
temasini engelleyen fiziksel engelleme yapar. RIA’lar
adezyolizizden sonra yeniden adezyon formasyonunu
onledigini bildiren ¢ok sayida makale olmasina
ragmen  birinci  smuf  bir  calisma  heniz
bulunmamaktadir.  RIA’nin  kullanilan  tipinin
arastirmalarla 6nemi ortaya cikarilmistir. Copper T
modelleri  i¢in yanitt
tetikleyebilecekleri kiciik
olduklart  icin  uterin temastint
engelleyemedikleri  ileri Kiretaj
sonrasinda  Gstrojen endometriyum
lzerine olumlu etkisi gosterilmis olmasina ragmen bu
olumlu etkilerin gebelik ve tekrar adezyon olusup
olusmadigini gésteren bir calisma yoktur. Intaruterin
adezyonlar icin tedavi segeneklerinin hem kisitlt hem

uterusta  inflamatuar
bildirilmistir.  Ayrica
yuzeylerin
strilmustir?4,
tedavisinin
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de eksik oldugunu goériiyoruz. Bu nedenle kék hicre
teknolojisinden faydalanmak ve akut stirecte etkin bir
tedavi secenegi gelistirmenin AS tedavisi icin 6nemli
oldugunu disiindiik. Bu amagla son yillarda Gzerinde
sayisiz calismalar yapilan ve yakin gelecegin 6nemli
klinik sorunlarini ¢bzecegini disindigimiz kok
hicreleri kullandik.

Resim 1. Asherman Sendromu (Intrauterin
adezyon) sematik goriintim.
http://planbwellness.com/ adhesion.

Kendini yenileme 6zelligindeki kék hiicreler (KH),
laboratuvar  ortamlarinda, uygun
uyaranlarla, bircok  Ozellesmis  hiicre  tipine
doniisebilen hiicreler olarak tanimlanmaktadirlar. Asil
o6nemli olan durum ise bu htcrelerin farklilagsmamis
hiicre formunda elde edilebilmeleridir. KH, “islevsel
olarak  farklilasmamis ve heterojen ¢ogalma
potansiyeli olan” hticreler olarak tanimlanmaktadir®.
KH, kendilerine destek saglayan ve bu diizenleyici
sinyallerin iletilmesine olanak saglayan bir cevreye
ihtiya¢ duyarlar. “Nis” olarak adlandiridan  bu
mikrogevre, hiicrelerin diizenlenmesi ve iglevlerinin
kontrol edilebilmesi icin gerekli hiicresel ve molekdler
faktorleri icermektedir. Bazt dokularda bu mikrocevre
hem KH’i hem de bu hicrelerin 6nciillerini
diizenleyici etki gostermektedit’”. KH, doku hasart
gelistiginde mikrogevrelerinden ayrilarak hasarin
gelistigi  bolgeye gb¢ etmektedir. Bu nedenle
mikrogevredeki kok hiicre sayisinin dengelenmesi
oldukca Onemlidit®?. Mezenkimal kok hucreler
(MKH) canlilarda en fazla bulunan ve insan KH’inin
en karakteristik 6zelligini tastyan hiicrelerdir. Aynt
zamanda MKH eriskin koék htcre tipidir. Stromal
kokenli olmalart sebebiyle genel olarak “destek
htcresi” 6zelligi tagidiklart igin, bu hiicrelerin tibbin
bircok alaninda kullanilmasinin temelini
olusturmaktadir’®. Organizmanin en zengin kok
htcre kaynaklarindan biri olan kemik iligi, MKH’ler

vicutta  ve
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icin ana kaynak sayilmaktadir. Kemik iliginde,
mezodermden koken alan hematopoetik, endotel ve
mezenkimal kok/projenitér hiicreler bulunmaktadir.
Kemik iligi disinda bir¢ok dokudan da MKH izole
edilebilmektedir. Solid dokulardan hiicre
izolasyonunda enzimatik yontemler
kullanilmaktadir!!. Elde edilmesi ve ¢ogaltilmasi kolay
olan KH, endometriyal restorasyon icin son
zamanlarda kenar tedavi olmaktan uzaklasip merkezi
tedavi secenegi olmaya baslamistir. Ozellikle kemilk
iliginden elde edilen kok hiicreler (KIMKH) en stk
kullanilan kék hiicre kaynagi haline gelmistir.

Bu calisgmada sicanlarda intrauterin  adezyon
olusumunu tamimlayan AS modeli kimyasal olarak
olusturularak, aynt tiriin erkek siganlarinin femur
kemiginden izole edilen KIMKH tedavi siireci takip
edilmis uterusta meydana gelen degisiklikler
histopatolojik ~ parametreletle  degetlendirilmistit.
Tedavi edici etkisi bir¢ok calismada ortaya konulan
kok hiicrelerin AS tizerinde tedavi edici 6zelliklerinin
olup olmadigt ortaya konulmustur. AS sonrast
endometriyum histolojisi, histokimyasal boyamalarla
ve immiinohistokimyasal olarak kék hiicreler; Stro-1
(Mesenchymal stem cell marker antibody) ile hiicre
cogalmast; PCNA (Proliferating cell nuclear antigen)
ile ve apoptoz; TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling) ile H-score
tzerinden degerlendirilmistir

GEREC VE YONTEM

Caligmamiz, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
01/03/2016 tarih ve 77637435-13 karar numaralt
onay1 ile yapilmustir. Calisma icin herhangi bir kurum
ya da sahis destegi alinmamustir.

Deney hayvanlarinin temini ve bakimi

Caligmada Manisa Celal Bayar Universitesi- Deney
Hayvanlart  Arastirma  Merkezinden ~ (MCBU-
DEHAM) temin edilen agirhklart 200-300 gr
civarinda degisen eriskin 20 adet disi ve 3 adet erkek
Wistar albino cinsi sican olmak tzere toplam 23 adet
sican kullamldi. Kullantlacak deneklerin daha 6nce
ozellikle ciftlesmemis ve herhangi bir ¢alismada
kullanilmamis  olmasina dikkat edildi. Deneysel
uygulamalart  ve bakimlart MCBU-DEHAM’de
yapildi.  Deneklerin ~ laboratuvar  kosullatina
adaptasyonunu saglamalart icin 22°C sicaklikta, 12
saatlik karanlk ve aydmnlk petiyodunda, yem ve
musluk suyu serbest olarak (ad libitum) verildi.
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Calismamizda, kimyasal yoéntem  kullanidarak
trikloroasetik asitle  AS modeli olusturdugumuz
deneklere, erkek sicanlarin femur kemiklerinden elde
edilen ve pasaj ¢ asamasina kadar cogaltilan
KIMKH, deneysel model olusturulduktan hemen
sonra intraperitoneal (i.p) olarak enjeksiyonla
transplante edilerek tedavi amactyla 10 giin boyunca
tekratlayan sekilde verildi. Histokimyasal olarak
Hematoksilen- Eozin (H&E) boyamast yapildi ve

endomteriyumun  histolojik  yapisi, bez  sayis,
inflamasyon olusumu, endometriyal kalinlik ve
fibrozis actisindan  degerlendirmesi  yapildi.

Inflamasyon nétrofil ((-) inflamasyon yok, (+) hafif
inflamasyon, (++) orta inflamasyon, (+++) yogun
inflamasyon) yogunluguna gore semikantitatif olarak,
fibrozisi ise ((-) fibrozis yok, (+) hafif fibréz alan,
(++) orta fibréz alan, (+++) yogun fibréz alan)
fibréz alanlarin  yogunluguna goére semikantitatif
olarak degerlendirildi. Immiinohistokimyasal boyama
olarak Stro-1 ve PCNA boyamalart yapilarak
molekiler etkilesimler ortaya konulmaya calisilds.
Ayrica  TUNEL metoduyla apoptotik siire¢ de
degerlendirildi.

Resim 2. Trikloroasetik asitle sol uterin hornda
deneysel Asherman modelinin olusturulmasi.

Deneysel Asherman modeli ve kok hiicre
uygulamalari

Implantasyon basaristzlik modeli olarak AS kimyasal
olarak trikloroasetik asitle disi sicanlarda uterusun tek
hornunda olusturuldu. Ketamin/ksilazin anestezisi
altinda orta hat insizyonu ile abdomen acilarak sag ve
sol uterin hornlar belitlendikten sonra sol uterin
horna 0.1 ml (Resim 2) triklorasetik asit (IL 33,
Istanbul Tlac Sanayi ve Ticaret AS, Umraniye,


http://dshb.biology.uiowa.edu/stromal-cell-line_2
https://en.wikipedia.org/wiki/Proliferating_cell_nuclear_antigen
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Istanbul, Tirkiye) uygulanmasindan bir giin sonra
deney  gruplarna  gére  tedavi  uygulamalar
gerceklestirildi'?

Gruplar

G1: Asherman +BY (n=5); sol utetin horna 0.1 ml
trikloroasetik asit uygulandiktan sonra bir sonraki giin
taze hazirlanan besiyeri (BY) 10 giin boyunca i.p
olarak 1 ml verilen grup.

G2: Asherman + Nis (n=5); sol uterin horna kimyasal
olarak intrauterin 0.1ml trikloroasetik asit uyguland.
Bir gin sonra 10 gin boyunca hucreleri
uzaklagtirilmis 1ml 48 saatlik besiyeri (nis) i.p olarak
uygulandi.

G3: Asherman + KIMKH (n=5); sol uterin horna
kimyasal olarak intrauterin 0,1ml trikloroasetik asit
uygulandt. Bir sonraki giin KIMKH santrifiij edilerek
yeni besiyetine eklenip 10 gun boyunca 1x10°/ml i.p
olarak uygulandu.

G4: Asherman + KIMKH + Nis (n=5); sol uterin
horna kimyasal olarak intrauterin 0,1ml trikloroasetik
asit uygulandi. Bir giin sonra 48 saatlik besiyeride
bekletilmis KIMKH 10 giin boyunca 1x109/ml ip
olarak uygulandu.

KIMKH eldesi

Calismada KIMKH eldesi icin erkek sicanlarin
femurundan alman kemik iligi hiicreleri ayrismay1
takiben 25cm?lik kiiltir kabinda % 15 f6tal buzag
serumu (FBS) (80113, Biochrom, Berlin, Germany)
ve a-MEM (F0915, Biochrom, Berlin, Germany)
kultir vasatinda 37°C’de ve %5 COz’e ayarlanmis
ortamdaki inktbatérde c¢ogaltildl. Birincil kaltar
sifirinct pasaj (PO) olarak kabul edilerek, birincil
kiltirden sonra her alt-kiltir islemi sonrast pasaj
sayilart P1, P2, P3 olarak belitlendi!3. Thoma laminda
15tk mikroskobu altinda hiicre sayimi gerceklestirildi.
Daha sonra htcreler, uygun oranlarda besi ortamiyla
seyreltilerek, 1x10¢ hiicre yogunlugunda 75 cm?lik
kultir flasklarna (T-75 kultir kaplarina) ekimi yapild:
ve iki giinde bir besi ortami degistirilerek kiltiir
islemine devam edildi'#.

Kok hiicre karakterizasyonu

KIMKH P3e kadar cogaltildiktan
karakterizasyonu  indirekt immunohistokimyasal
yontemle anti-Stro-1 (MAB4315, Millipore) antikoru
kullanilarak gerceklestirildi. Stro-1 (+) olan P3’ teki
hticreler, mezenkimal kok hiicre olarak kabul edildil4.

sonra
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Istatistiksel analiz

Immunohistokimyasal boyama sonuglart H-skor ile
incelenerek  degetlendirildi. Boyanma  orant
semikantitatif olarak derecelendirildi; hucrelerin
%71’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 degetlendirildi. Ayrica boyanma
siddeti 0 = boyanma yok; 1 = soluk; 2 = orta dereceli;
3 = yogun olarak kor yontemle belirlendi. Sonra
“(1+boyanma siddeti/3) x boyanma orant” formula
ile toplam skor hesapland1. Sonugta elde edilen veriler
One Way-ANOVA  Tukey istatistik  testiyle
karsilagtirildt ve p<0.05 sonuglar istatistiksel olarak
anlamlit kabul edildi®>.

KIMKH'de Stro-1 imminreaktivitesi

450
400
350
300
250
200
150
100

50

ORT. +SD

T

Kontrol Stro-1

Sekil 1. KIMKH’in Stro-1 ile boyanma sonucunda
H-skorlama ile analizinde tamimlamalari
dogrulandi,

Kont: Boyama kontroli, KIMKH: Kemik Tligi Kaynakli
Mezenkimal Kok Hucreler.

BULGULAR

Hiicre kiltirinde sigan femur bélgesinden toplanan
KIMKH besiyeri igerisinde konfluent olana kadar
kualtird yapidi. Hucrelere tgiinci pasaja  kadar
pasajlama islemi yapildiktan sonra tedavi icin yeterli
hiicre yogunlugunun oldugu tespit edildi. Inverted
mikroskopta incelendiginde hiicrelerin fibroblast
benzeri ig seklinde oldugu ve htcre ¢ekirdeginin
ortada yerlesim gosterdigi gorildi (Resim 3). Hucre
kiltirinde  dérdiinct  pasajdaki KIMKH  kiiltiir
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kabinda konfluent oldugunda kék hiicre belirtecleri
olarak Stro-1 (Resim 4) aktivitesi pozitiflik acisindan
immunohistokimyasal olarak dogrulandi. Dérdinct
pasajdaki KIMKH’in immunohistokimyasal

Resim 3. KIMKH’in kiltir ortaminda yerlesip,
cogalmig 4. pasajdaki hiicrelerin inverted mikroskop
gorintileri. KIMKH: Kemik ligi Kaynakli Mezenkimal Kok
Hiicreler

Histokimyasal Bulgular

AS olusturdugumuz deneysel modelimizin birinci
gruplarinda hem sag ve sol uterin hornlar hem de
gruplar kendi aralarinda karsilastirilarak
degerlendirildi. Calismamizda sol uterin hornlart
asitle muamele edilerek hasar olusturulan sicanlara
intraperitoenal olarak 10 giin boyunca farkl tedavi
ajanlart  uyguladkk ve 10  gin  sonra
endometriyumlarinda meydana gelen degisiklikleri
stk mikroskop altinda  degerlendirdik. H&E
boyalariyla boyandilar ve uygulamalar sonunda
dokularda meydana gelenhistolojik ve fonksiyonel
olarak endometriyum kalinhig1, stromadaki bez sayust,
infalamasyon ve fibrozis agsindan  degisiklikler
incelendi. Besiyeri ve nis uygulanan (G1, G2)
gruplarimizda endometriyumun ve epitelin yogun bir
sckilde dejenere oldugu, fibrozise bagl sinesi
alanlarinin asirt arttigi, bez sayisinin sadece KIMKH
ve KIMKH ile nisinin birlikte (G3 ve G4) uygulandigi
gruplara goére anlamli sekilde azaldigr (p<0.001)
g6zlemlenmistir. Yine bu gruplarda bezlerin hem
sayisinda digis hem de bez epitelinin  tibiler
yapisinin bozuldugu gorilmistiir (Resim 5). Ayrica
inflamasyonun G1 ve G2 gruplarinda yogun olarak
izlendigi, G3 ve G4 gruplarina gore istatistiksel olarak
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sonuglari istatistiksel olarak karsilastirildiginda, Stro-
1 immunoreaktivitesinin kontrol boyamaya gore
anlamli bir sekilde (p<<0.001) arttg: tespit edildi (Sekil

1.

Resim 4. KIMKH’in Stro-1 antikor ile boyanmig
pozitif immunohistokimya goriintiisii.
KIMKH: Kemik {ligi Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler

da anlamli farklarin oldugu belirlenmistir (p<<0.0001).
Inflamasyon agisindan G3 ve G4 gruplari arasinda ise
anlamli fark saptanmamistir (p>0.05). G3 ve G4
gruplarinda inflamasyon, fibrozis, bez sayist ve
endometriyal kalinlik agisindan G1 ve G2 gruplarina
gore 6nemli histopatolojik degisimler belirlenmistir.
Istatistiksel olarak p<0.05 anlamliliklar tespit
edilmistir (Tablo 2).

PCNA immunreaktivitesi

350
300 A T
250‘2
200'0_:
1500 —-
100

50

0
Kontrol G1 G2 G3 G4
Gruplar

Sekil 2. Asherman modelinde tedavi gruplarinin
endometriyumdaki PCNA dagilimina etkisi
BY: Besiyeri, KIMKH: Kemik iligi kaynakli kék hiicreler.
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Deneysel Asherman modelinde meydana gelen
adezyonlart ortadan kaldirmak icin KIMKH’ler
kullanildig1  calismamizda uterus 6rnekleri PCNA
porzitivitesi yoninden degerlendirildi ve rejenerasyon
hakkinda bulgular ortaya konuldu. Deneysel modelin

Horn

Sag Uterin

100 um

Kok hucrelerin Asherman modeli tizerine etkisi

gruplant  (BY-G1,  NIS-G2, KIMKH-G3,
KIMKH+NIS-G4) 10 giinlik tedaviden sonra
sakrifiye edilerek kesitleri alindi ve PCNA boyamalari
yapildi (Resim 5)

NiS$ (G2-1)

Resim 5. Deney gruplarinin tedavi uygulamasi sonrasi endometriyum goriintiileri

(H&E: Hematoksilen- cozin, BY: Besiyeri, KIMKH: Kemik iligi kaynall kék hiicrelet).
(E: Endometriyum, M: Miyometriyum, P: Perimetriyum, L: Liimen, kisa ok: sinesi, uzun ok: kan damari, yildiz: inflamasyon)

Rejenerasyon belirteci olan PCNA
immiinohistokimyasal boyamasinda gruplat arasinda
istatistiksel anlamlilik belirlenmistir (Sekil 2). PCNA

immiinreaktivitesi KIMKH (G3) ve KIMKH+NIS
(G4) gruplarinda uterus yiizey epiteli basta olmak
tizere, endometriyal bezlerde ve miyometriyumda
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kaslar arasinda yogun olarak pozitivite gosterdigi
gbzlendi. BY (G1) ve NIS (G2) gruplarinda
boyanmalar daha ¢ok endometriyal bez hiicrelerinde
gorildigh fakat immiinreaktivitesinin soluk oldugu
tespit edilmistir. Gruplar arasinda en fazla
anlamliligin G1 ile G3 ve G4 arasinda ****p<0.0001
oldugu tespit edildi. En distik anlamlilik ise G3 ile G4
arasinda **p<0.01 go6zlenmistir. Kontrol olarak
tutulan sag horn Srnekleri tedavi grubundan G4 ile

TUNEL Boyamasi
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istatistiksel olarak karsilastirildiginda  anlamliligin
PHEp<0.0001  oldugu gorulmistir. Bu  veriler
esasinda su anlama geliyor ki kék hicreler hasarl
bolgeye bir sekilde ulasarak ortamin ¢evresini
degistirerek  veya salgladigi  faktorlerle  saglikli
htcreleri bélinmeye tesvik ederek proliferasyonun
artmasina katki saglamaktadir. Bylece hasarli bélge
daha hizli bir seklide reaksiyon gostererek doku
tamirati yapilmaya baglamaktadir.

300
250

200

ORT+ SD

Kontrol

Alt Birinci Gruplar

-
150
100
50
0
Gl G2 G3 G4

Sekil 3. Asherman modelinde tedavi gruplarinin endometriyumdaki TUNEL dagilimina etkisi

BY: Besiyeri, KIMKH: Kemik iligi kaynakli kék hiicreler

Sag Uterin Horn (Kontrol)

(Yildiz: PCNA pozitif hiicreler, L: Liimen, kisa ok: bezlerde pozit
: PR WA

ivite, uzun ok: epitelde pozitivite)
v ! :
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Sol Uterin Horn
BY (G1-1)
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NiS$ (G2-1)
1ldiz: PCNA soluk pozitif alan, kis:

Tk

KiMKH+NIS (G4-1)

(Ok: endometriyal bez ve ¢j

50 pm

Resim 6. Deney gruplarinin endometriyumda PCNA boyanma goriintiileri

BY: Besiyeri, KIMKH: Kemik iligi kaynakli kék hiicreler

TUNEL Assay

Programli  hiicre 6limi mekanizmas: genellikle
embriyonik dokularda meydana gelirken, eriskin
dokuda da oksidan antioksidan dengenin bozulmast
ve dokudaki dejenerasyon apoptozutetikleyen 6nemli
sireclerdendir. Endometriyal hasarda  Gzellikle
epiteldeki hasar lamina propriyadaki bezlerin
olusumunu engelleyerek fonksiyonel —tabakanin
olusumunu  durdurur.  Dokudaki  fonksiyonel
islemlerin aksakligi apoptozigin 6nemli tetikleyici
durumlardan biridir. Asherman modelinde adezyon

olusumu ile devam eden stirecte
apoptozuntetiklendigi ~ ve  dokuda  apoptotik
hiicrelerin  arttign  gézlemlenmigtir  (Resim ~ 6).

Apoptotik stire¢ tedavi amagh kullanilan ajanlardan
Gl ve G2 gruplarinda en yuksek seviyede
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seyrederken, G3 ve G4 gruplarinda daha dusik
seviyelerde seyrettigi goézlenmistir. Bu da demek
oluyor ki KIMKH Asherman gibi dejeneratif
hastaliklarda olusan apoptotik mekanizmayt 6nemli
derecede azaltabilmektedir. Istatistiksel
karsilastirmalarda da bu olumlu tablo anlamliliklarla
teyit edilmistir. TUNEL porzitifliginde ~ gruplar
arasindaki en fazla anlamlilik G1 ile G3 ve G4
gruplart arasinda gozlemlenmistir (****p<0.0001).
G3 ve G4 Gruplart arasinda en az anlamlilik
gorilirken (*p<0.05), G1 ile G2 gruplari arasinda da
p>0.05 olarak istatistiksel anlamlilik g6zlenmemistir.
G3 ile G4 gruplart arasinda anlamhilik ***p<0.001
scklinde tespit edilmigtit. Ayni zamanda kontrol
grubu olarak tutulan sag uterin hornlarda ise G4
grubuyla kiyaslama yapilarak **p<0.01 anlamhlik
go6zlendi (Sekil 3).
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Sag Uterin Horn

NiS (G2-1)

Resim 7. Deney gruplarinin endometriyumda TUNEL boyanma gériintiileri
Ok: TUNEL pozitif hiicreler
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TARTISMA

Yaptigimiz ¢alismada; AS olusturdugumuz  sican
uterusunda tedavi uyguladigimiz BY, Nis, KIMKH
ve KIMKH+ Nis gruplarinin uteruslarinda olusan
degisiklikler histolojik olarak degerlendirildi. Taze
hazirlanmis  besiyeri, 48 saatlik KIMKH ve
hiicrelerinden arindirilmis nisinin  AS’nun  neden
oldugu adezyonlardaki rolii aragtirildi. Hicrelerdeki
rejenerasyonun KIMKH ve nisi ile tedavi edilen
gruplarda ilerledigi ve bezlerin daha belirgin hale
geldigi, AS patolojisinde kaginilmaz olarak olusan
fibrozis ve inflamasyonun azaldig, endometriyal
kalinligin arttugini gosteren histolojik bulgular elde
edildi. Buna karsilik koék htcrelerin sebep oldugu
hi¢bir olumsuz patolojik bulguya rastlanilmadi.

[UA’lara bagli amenore gelisimi 20. yiizyilin basinda
ilk defa tanimlansa da, daha sonra Asherman
tarafindan 1948 yiinda bir hastalik olarak
tanimlanmistir ve bu nedenle Asherman Sendromu
olarak da adlandirilir. Bu sendromun patolojisini
ortaya c¢ikarmak icin gerceklestirilen incelemelerde
glandiler dokunun da eslik edebildigi avaskiler fibroz
bag doku bantlarinin yogun olarak izlendigi, genellikle

elektif gebelik  sonlandirilmasindaki — intrauterin
adezyon riskinin distk oldugu bildirilmistir. Dogum
veya  dusiikten sonra ik  dort  haftada,

endometriyumun bazalis tabakasi hasarlanmaya ¢ok
uygundur, bu sebeple gerekli olmadik¢a bu dénemde
kiretaj islemi yapilmamalidir. AS insidansi son
yillarda artan sezeryan ve uterin cerrahiler sebebiyle
yukselmesinin yani sira bu konuyla alakali ayrintili tani
yaklagimlarinin - belirlenmesi i¢in farkindahgin  da
artgl  gorilmektedir!.  Béylece bu  sendromun
tedavisindeki gelismelerin toplanip daha etkili bir
yontemin belitflenmesi oldukca 6nemli hale geldi.
Bizde yaptigimiz  caligmamizla son  yillarda
poptlaritesi oldukga artmis olan kok hicreleri klinige
sokabilecek deneysel modelleme Uzerinden yola
ctkmak istedik. Elde ettigimiz sonuclarin ve gruplar
arasindaki istatistiksel degerlendirmelerin literatiire
kazandirilmastyla mezenkimal —kok  hicrelerin,
tedavisi mimkiin olmayan veya olumlu yanitin gec
alindigs klinik tablolarda alternatif tedavi secenekleri
arasinda yerini almasini kolaylastiracaktir.

Rahim dokusu ameliyatla restore edilmesine ragmen,
adezyonlarin yeniden olusumu ve uterin ameliyatlarin
komplikasyon riski, yeni tedavi seceneklerine olan
ihtiyact ortaya c¢ikarmistir. Sinesi gibi intrauterin
olusumlatin tedavisi i¢in; seti esnek histeroskopiler!S,
intrauterin  adhezyon Dbariyer sistemleril’, taze
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amniyon grefti'®, seprafilm'in intrauterin
insersiyonu!?, histeroskopik cerrahi?® ve hyaluranik
asit jelleri®! gibi cesitli girisimler bulunmaktadir.
Intrauterin ~ dolgu  maddeleri ile ilgili temel
problemlerden biri, uterusta yabanct bir cisim
bulundugundan eszamanlt antibiyotiklerin
kullanilmasina duyulan ihtiyactir. Vajina ile temas
halinde klinik veya subklinik pelvik enfeksiyonlar
sekonder infertiliteyi artirabilmektedir.

Calismamizda alternatif yontemlere katkt saglayacak
ve ontimizde ki yiizyilin belki de en 6nemli tedavi
aract olacak kok hiicreleri kullanarak intrauterin
adezyonlar ortadan kaldirilmaya ve o6nemli bir
infertilite problemi olan endometriyal sinesilerin
ustesinden gelinmeye calisildi. Mikroskobik olarak
doku takibi sonucu elde edilen histopatolojik bulgular
bunu kanitlar nitelikte olmustur.
Immiinohistokimyasal ~ bulgularimizda ~ PCNA
imminreaktivitesinin  anlamli  artiglar  g6sterdigi
gozlemlenmistir. Proliferasyonun tetiklendigi  ve
vaskilaritenin artigtnin  gergeklestigi  g&rilmistir.
PCNA, Ki-67 (Antijen KI-67) ve VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) pozitivitesi, yapilan diger
calismalarda ki bulgularla kiyaslandiginda anlamliik
derecesi benzerlik gostermistir'?. Yine mezenkimal

kok  hiicre  karakterizasyonunda  kék  hucre
markerlarindan  anti-stro-1  antikorlartyla  tespit
edilmistir. Eksperimental AS modelinde kullanilan
adipoz  kaynakli  mezenkimal = kok  hucre

karakterizasyonu icin CD (Custer of differentiation)
(90+), CD (45+) ve CD (49+) markerlariyla
belirlendigi rapor edilmistir!2.

Endometriyal restorasyon icin kék hiicre tedavisi son
zamanlarda kenar tedavi olmaktan uzaklasip merkezi
tedavi segenegi olmaya baslamstir. Ozellikle kemik
iliginden elde edilen kok hiicreler en stk kullanilan kok
hiicre kaynagi haline gelmistir. Bu hiicreler aspirasyon
yoluyla direkt olarak kemik iliginden izole edilitler.
KIMKH kapsamli gé¢ ve pluripotent potansiyeli
nedeniyle hem insan hem de kemirgenlerden
rahatlikla elde edilebilitler. Endometriyal
rejenerasyon ve anjiyogenez etkileri olan kék hiicreler
immino-manyetik izolasyonu ile kemik iliginden

arindirilirlar??, Sonugta endometriyumu
implantasyona hazir hale getirirler. Kok hiicrelerin
uterusa  harcketi, menstriiasyonla  kaybedilen

endometriyal hiicrelerin yerine konulmasindan ziyade
yaralanma veya gebelige karst onarici bir mekanizma
olabilir. Aslinda yeni bir c¢alismada, bitin bu
bahsedilenler icin erkek kemik iligi kaynakli kok
htcrelerin =~ hic  katkida ~ bulunmayabilecegini
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diisiindiirmektedir?. Uterusa tutunan KIMKH say1st
dustktiir ve bu hiicreler tim endometriyumun yerini
almak tzere klonal genislemeye maruz kalmaz; daha
cok, uterus onarimi ve rejenerasyonuna yardimet olan
trofik faktorleri salgilarlar®25,

Son zamanlarda, endometriyum epitelyal ve stromal
MKH, insan endometriyumundaki bazal tabakasinda
yetiskin MKH'ye benzeyen populasyonlart ¢ok nadir
tanimlanmistir?.  Endometriyal ~ kék — hiicrelerin
kaynagt heniiz belirsizligini koruyor. Fakat KIMKH,
menstiirel kan kaynakli mezenkimal kok hiicreler ve
adipoz kok hiicreler dahil olmak tzere birgok kaynak
icerdigi  kabul  edilmistir”.  Bunlarin  hepsi
endometriyal yaralanmalardan sonra meydana gelen
doku hasarini iyilestirmek icin gicli bir egilim
gosterir. Bu i¢ tip koék hiicre arasinda insan
calismalarinda kok hiicre kaynagi olarak en yaygin
kullanilant KIMKH dir.

AS’da Kklasik tedaviletle incelmis endometriyumun
duzeltilmesi olmamakta ve MKH
uygulamast ile basart saglanacags distnilmektedir. Bu
amagla yapilan bir calismada disi sicanlara kemik iligi
stromal kok hiicre 50.000 hiicre/mikrolitre olacak
sekilde introvendz inflizyonu yapilmis ve Uclnci
Ostruslarinda uteruslar: alinarak histolojik olarak
incelenmigtir. K6k hiicre uygulamast sonrasinda
endometriyal kalinligin arttigl, bez ve kapillerin
cogaldigr gbrilmistir. Sitokeratin, integrin B-3 ve
LIF (Leukemia inhibitory factor) ekspresyonlarinin
ozellikle  endometriyal — epitel — sitoplazmasinda,
vimentinin ise endometriyal stromal hiicrelerin
sitoplazmasinda pozitif oldugu gorilmistir. Kok
hticre uygulamast ile daha glicli bir boyanmanin
oldugu saptanmustir. Introvenéz yolla verilen 107 kék
htcrenin erkek donérlerden alinmasi yoluyla alict
uterusta Y kromozomunun gosterilmesi mimbkiin
olmustur. Ayrica Bromodeoxyuridine  (BrdU)
boyamasi ile hucrelerin Ugtinci  siklusta orada
olduklart 6zellikle de damar ¢evresinde yetlestikleri
saptanmistir. K&k hiicre uygulamasindan sonra TNF-
alfa (Tumor necrosis factor), IL-1(Interleukin) ve IT.-
6 mRNA’larinda da 6nemli bir azalma bulunarak kék
hticrenin etkisini inflamatuvar sitokinler tzerinden
gosterdigi ortaya konulmugtur?s.

mumkin

Baslangicta endometriyumun yenilenmesi igin g
yontem Onerilmisti. Birincisi, doku mithendisliginin
endometriyal tamir icin alternatif bir se¢enek saglamuis
olmasidir. Uterusun essiz fiziksel ozellikleri ve
komplike hormonal ortami nedeniyle,
rekonstritksiyonuna  yénelik  raporlar
olmustur?.?, Tkincisi, skar olusumunu énlemek icin

uterus
nadir
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endometriyal epitelyal htcre infiizyonlarinin epitel
onarim teknikleri icin kullanilmasidir. Bununla
birlikte, endometriyal epitelyal hiicrelerin toplanmast,
bu hiicrelerin son derece sinurlt in vitro proliferasyon
kapasitesi ve olduk¢a invaziv toplama prosediirleri
nedeniyle basit bir islem olmamasidir®. Uciinciisi,
kok hucre tedavisi, hasatli dokunun onarimi ve / veya
yenilenmesi icin biylik umut vaad etmesi olmustur?3.
Calismamizda uclncl tedavi Onerisi olan  kok
htcreleri deneysel olarak olusturulan gruplarimizda
kullanarak hiicreleri transplante ettifimiz gruplarda
infertilite agisindan yeni ¢6zim yollart bulmay:
amagladik. Tedavi uygulamalarindan 10 giin sonra
uterus Ornekleri alinarak endometriyum kalinligy,
stromadaki bez sayisi, infalamasyon ve fibrozis
acisindan  sonuglart incelendi. Besiyeri ve nis
uygulanan (G1, G2) gruplarimizda endometriyumun
yogun bir sekilde dejenere oldugu, sinesi alanlarinin
astri arttidl, bez sayisinin KIMKH ve KIMKH+NIS
(G3, G4) gore anlamlt sekilde azaldigr (p<<0.001)
gozlemlenmistir.  G1 gruplarina  ait  6rneklerde
epitelinin ortadan kalktigi, lamina propriyasint ise
yogun fib6éz alanlarin  olusturdugu  izlenmistir.
Bezlerin hem sayisinda distis hem de bez epitelinin
tubtler yapisinin bozuldugu goérulmustir (Resim 5).
Inflamasyon acisindan gruplar arasindaki istatistiksel
(Sekil 2) olarak en ¢ok anlamlilik G1 ile G4 arasinda
(***p<0.0001), sonrasinda G3 ile G4 ve G1 ile G3
arasinda (**p<0.001) olarak belirlenmistir. G2 ile G3
arasinda inflamasyon yoniinden anlamlhilik *p<0.05
olarak tespit edilmistir. G3 ile G4 gruplari arasinda
inflamasyon yontnden istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir.  Asherman deneysel modellerinde
epitel dokudaki yapisikliklar sonucunda lamina
propriyadaki fibroblastlarin astri kollajen
sentezlemesi sonucu fibréz bir yaptya doénistigi
bildirilmektedir®. Calisgmamizda tedavi gruplar
arasinda fibrozis agisindan farkliliklar  oldugunu
gozlemledik. Ozellikle besiyeri (G1) ve nis (G2)
gruplarinda fibrozisin en fazla arttigl, KIMKH (G3)
grubunda biraz daha azaldigi ve KIMKH +Ni$ (G4)
grubunda kontrol olarak tutulan sag uterin dokudaki
fibréz alanlarina yaklastigi géralmistir.

Immiinohistokimyasal bulgularimizla tutarli olarak,
kemik iligi kaynakli kék hiicrelerin de endometriyal
proliferasyonun desteklenmesinde 6strojen kadar
etkili oldugunu gésterdik. Ozellikle fibrozisin
giderilmesi ve proliferasyonun artirilmasinda oldukea
etkili olduklarini gézlemledik. Kemik iligi kaynaklt
kok hicrelerin, herhangi bir cerrahi adezyonlara
sebep olmadan endometriyal dokunun rejenerasyonu
tzerindeki restoratif etkileri gorilldd. Biz biliyoruz ki,


https://en.wikipedia.org/wiki/Leukemia_inhibitory_factor

Cilt/Volume 44 Yil/Year 2019

cerrahi

operasyonlar  sadece  kavite icindeki

adezyonlart bélmeye hizmet eder, ancak endometriyal
rejenerasyon ve adezyon niiksi hakkinda ¢ok az sey
yapabilir. Yani Asherman sendromlu kadinlar optimal
klinik sonuglar saglamak icin birden fazla yaklasim
gerektirir. Kok hiicreler hala aragtirma asamasinda
olmasina ragmen, bu alandaki yeni ilerleyen kesifler
her glin yeni terapétik stratejilere yol agmaktadir. Bu
calismadaki bulgularin tGreme tubbinda kok hucre
uygulamalarina 151k tutacagini umuyoruz.
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