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OZET

Ekiz Yilmaz, T. (2018). Endometriozis Patogenezinde Endoplazmik Retikulum
Stresinin Rolii. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve
Embriyoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Endometriozis, endometrial dokunun uterus disinda var olup biiyiimesidir. Besin
tilkkenmesi, hipoksi vb. nedenler, katlanmamis proteinlerin endoplazmik retikulum (ER)
liimeninde birikmesine yol acarak ER stresine neden olur ve katlanmamis protein yaniti
(UPR) indiiklenir. Periton sivis1 (PS) hiicreden ve proteinden zengin bir sivi olup,
endometriozis patogenezinde Onemli rol oynar. Calismamizda, endometriozis
patogenezinde ER stresinin roliiniin in vivo olarak parafin bloklarda ve in vitro olarak
endometriozisli PS uygulanan endometrial stromal hiicrelerde UPR yolaklar1 iizerinden
gosterilmesi amaglandi.

Normal, 6topik ve ektopik endometrium dokulari menstrual siklus fazlarina
ayrildi. p-IRE1, p-PERK ve ATF6 sinyal proteinleri agisindan immunohistokimyasal
olarak degerlendirildi. Endometrial stromal hiicreler, %10-%20 konsantrasyonda
kontrol ve endometriozisli PS ile 10-30-60dk ve 24-48saat muamele edildi.
Hiicrelerdeki p-IRE1, p-PERK ve ATF6 ekspresyon diizeyleri immunositokimyasal
olarak degerlendirildi. Veriler istatistiksel olarak karsilastirildi.

p-IREL, erken proliferatif fazda ektopik endometrium bez epitelinde ve stromal
hiicrelerde; erken sekretuar fazda bez epitelinde, normal, 6topik endometriuma kiyasla
artmis bulundu. p-PERK, ektopik endometriumdaki bez epiteli ve stromal hiicrelerde
gec proliferatif fazda normal, 6topik endometriuma kiyasla artip, ge¢ sekretuar fazda
normal endometriuma kiyasla azaldigi saptandi. ATF6, erken sekretuar faz haricinde
ektopik endometrium bez epitelinde normal, 6topik endometriuma kiyasla artmig
bulundu. Yiiksek konsantrasyonda endometriozis PS verilen endometrial stromal
hiicrelerde, kontrole kiyasla, 10-30-60dk’lardaki p-IRE1 ve p-PERK artis gosterdi.
Endometriozis PS verilen endometrial stromal hiicrelerde her iki konsantrasyonda da p-
IRE1’1n 24 ve 48. saatlerde 10-30-60dk’ya kiyasla azaldig1 gortildii.

Caligmamizda endometriozis patogenezinde UPR yolaklarinin aktive oldugu; p-
PERK/p-IRE1’mn stromal hiicrelerde periton sivisina yiiksek doz maruziyet sonucu
arttig1 gosterilmistir. Bu sinyal proteinleri endometriozis tanisina ve tedavi araglarinin
gelistirilmesine yonelik potansiyel biyo-belirtecler olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Endometriozis, Endoplazmik Retikulum Stresi, Periton Sivisi,
Primer Insan Endometrial Stromal Hiicreler, Endometrium

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 21864
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ABSTRACT

Ekiz Yilmaz, T. (2018). The Role of Endoplasmic Reticulum Stress in Endometriosis
Pathonegesis. Istanbul University, Institute of Health Science, Histology and
Embriology Department. PhD Thesis. istanbul.

The growth of endometrium outside of the uterus is called endometriosis.
Nutrient depletion, hypoxia etc. cause endoplasmic reticulum (ER) stress by
accumulation of the unfolded proteins in the lumen of the ER and induce the unfolded
protein response (UPR). Peritoneal fluid (PF) is cell and protein rich liquid and plays an
important role in the pathogenesis of endometriosis. The aim of this study was to
demonstrate the role of ER stress in endometriosis pathogenesis in vivo and in
endometrial stromal cells treated with PF in endometriosis in vitro via UPR pathways.

Normal, eutopic and ectopic endometrium tissues were divided into menstrual
cycle phases. p-IRE1l, p-PERK and ATF6 proteins were analyzed
immunohistochemically. Endometrial stromal cells were treated with %10-%20
concentration of control and endometriosis PF for 10-30-60min and 24-48hr. p-IREL, p-
PERK and ATF6 expression levels in cells were evaluated immunocytochemically. The
data were compared statistically.

p-IRE1 increased in ectopic endometrial gland epithelium and stromal cells in
early proliferative phase; in the gland epithelium in early secretory phase, compared to
normal, eutopic endometrium. p-PERK also increased in ectopic endometrial gland
epithelium and stromal cells in the late proliferative phase compared to normal, eutopic
endometrium and decreased in late secretory phase compared to normal endometrium.
ATF6 increased in ectopic endometrial gland epithelium compared to normal, eutopic
endometrium except for the early secretory phase. p-IRE1 and p-PERK increased in
stromal cells treated with high concentration of endometriosis PF in 10-30-60min
compared to control. p-IRE1 decreased at 24 and 48 hr in stromal cells treated with both
concentrations of endometriosis PF compared to 10-30-60min.

It has been shown that activated UPR pathways in endometriosis pathogenesis
and increased p-PERK and p-IRE1 as a result of high dose exposure to peritoneal fluid

in stromal cells. Thus, these signal proteins can be used as potential biomarkers both for
the diagnosis of endometriosis and the development of therapeutic tools.

Key Words: Endometriosis, Endoplasmic Reticulum Stress, Peritoneal Fluid, Primary
Human Endometrial Stromal Cells, Endometrium

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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1. GIRIS VE AMAC

Ik olarak 1860 yilinda Von Rokitansky tarafindan tespit edilen endometriozis,
endometrial dokunun uterin kavitenin disinda ektopik olarak biiylimesi ile karakterize
edilen yaygin bir jinekolojik hastalik olup, reprodiiktif yastaki kadinlarin %10 unu,
infertil kadinlarin ise %50’sini etkilemektedir (Delbandi ve ark. 2013; Rizner 2015).
Pelvik agri, dismenore ve fertilitenin azalmasina bagli olarak yasam kalitesini diisliren
endometriozis ile ilgili cok sayida arastirma yapilmasina ragmen patogenezi hala tam
olarak bilinmemektedir (Goteri 2010; Tasuku Harada ve ark. 2001). Ektopik
endometrial hiicreler varligin1 siirdiiriip implante olabilmek i¢in, apoptozdan kurtulmali,
peritona yapisabilmeli, altinda yatan hiicre disi maddeyi degrade edebilmeli,
neovaskularizasyon olusturabilmeli, streoidogenik kapasite kazanmali ve immiin
gozetleme sisteminden kurtulmalidir. Bu nedenle endometriozise duyarliligi arttiran ¢ok
yonlii faktorler bulunmaktadir (Lin 2012).

Endoplazmik retikulum (ER), hormonlar, biiylime faktorleri ve membran
reseptorleri gibi membran proteinlerinin ve salgilanan proteinlerin sentezi,
olgunlagmasi, katlanmasi ve siralanmasinda, kalite kontroliiniin yapilmasinda ve
proteinlerin nihai hiicre i¢i ve hiicre dis1 hedeflerine ulastirilmasinda vazgegilmez rol
oynayan bir hiicre organelidir (Yung ve ark. 2011; Burman ve ark. 2018; Morris ve ark.
2018). Diger yandan, besin tilkenmesi, hipoksi, iskemi, glikozilasyon durumundaki
degisiklikler, pH degisiklikleri, zayif vaskularizasyon, kalsiyum homeostazindaki
degisiklikler, oksidatif stres, viral ya da bakteriyal enfeksiyon ve ¢esitli ajanlarla tedavi
gibi nedenlerle ER homeostazinda herhangi bir hasar olmasi, hatali katlanmis ya da
katlanmamis proteinlerin ER liimeninde birikmesine yol acar. Bu birikim ER stresine
neden olur. Bu durumda ER hayatta kalimi arttirmak adina ER fonksiyonundaki
karisikligin ve ER stresinin iistesinden gelmek i¢in, katlanmamis protein yaniti (UPR)
denilen spesifik sinyal yolaklarini aktive eder (Yung ve ark. 2011; Wang ve ark. 2018).

ER stresinde UPR’1n 3 sinyal yolagi ile diizenlendigi belirtilmistir: protein kinaz
RNA benzeri endoplazmik retikulum kinaz (PERK), inositol-gerektiren kinaz 1 (IRE1)
ve aktive edici transkripsiyon faktorii-6 (ATF6) (Jager ve ark. 2012; Repo ve ark. 2014;
Rahman ve ark. 2018). Bu sinyal yolaklar1 yanlis katlanmis proteinleri tespit etmek i¢in
sensor gibi gorev alirlar (Morris ve ark. 2018). Her bir ER stres sensorii UPR’1n farkli

kollarin1 aktive ederek ER homeostazini onarmak i¢in bir takim koruyucu



mekanizmalar1 aktive eder. Eger bu mekanizmalar ER stresini baskilamak icin yeterli
olamazlar ve ER stresi devam ederse, apoptotik yolagin aktivasyonu ile hiicre apoptoza
gider (Dicks ve ark. 2015).

ER stres yoklugunda, GRP78 ER transmembran proteinleri olan PERK, IRE1 ve
ATF6’nin luminal kisimlarina bagli halde bulunarak bu proteinlerin aktivasyonunu
engeller ve inaktif durumda kalmalarini saglar. ER stresi olustugunda ise GRP78, UPR
efektorlerinden ayrilir ve yanlis katlanmis proteinlere direkt olarak baglanir. GRP78,
PERK, IREIl ve ATF6’dan ayrilinca, bu efektorlerin blokaji ortadan kalkar, her bir
efektor oligomerizasyon ve konformasyonal degisiklikler gecirir ve iligkili olduklart alt
yolaklar aktive olur (Schonthal 2012; Hughes ve Mallucci 2018; Morris ve ark. 2018).

ER stresi ile endometriozis iligkisi agisindan bakildiginda, dinamik sekretuar
ozellik gosteren 6zellesmis epitelde ER stresi baskin olarak goriiliir. Endometrial bezler
de bu ozellesmis epitele ornek gosterilebilir. Sitoplazmik proteinlerin aksine, hiicre
yiizeyine salgilanan proteinler ekzositoz tasinim i¢in uygun glikozilasyon, katlanma ve
saperonlarla etkilesime ihtiya¢ duyarlar. Dolayis1 ile salgi is ylikii arttik¢a buna paralel
olarak ER proteinlerine olan ihtiyag da artar. Protein yanlis katlanmasini takiben ER
stresi sirasinda sitokin uyarisi ve lipit peroksidasyon aktivasyonu gerceklesir. Tiim bu
durumlar endometrioziste belirgindir (Taylor RN 2009; Wiest ve ark. 1990). Yapilan
calismalarda, endometriozis patogenezinde yer aldigi diistiniilen, epitelyal-mezenkimal
ve mezenkimal-epitelyal gecis benzeri siireglerin, artmig oksidatif stresin ve
anjiyogenez mekanizmalarinin ER stresi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Matsuzaki,
2012; Van Langendonckt, 2002; Rocha ve ark. 2013; Shin ve ark. 2015; Zeeshan ve
ark. 2016; Wang ve ark. 2016; Kuo ve ark. 2013).

Bu bilgilere ek olarak, endometriozis patogenezinde GRP78’in roliinii aragtirmak
amaciyla grubumuzun yaptifi bir c¢aligmada, insan normal endometriumunda ve
endometriozisli kadinlarin 6topik ve ektopik dokularinda GRP78 ekspresyonu in vivo
olarak degerlendirilmis, ektopik epiteldeki GRP78 immiinoreaktivitesinin ayn1 hastanin
otopik endometriumuna kiyasla istatistiksel olarak daha fazla oldugu gozlenmistir.
Ektopik endometriumda artmis GRP78 ekspresyonu, endometriozis patogenezinde
UPR’1n rolii oldugunu diisiindiirmiistiir (Guzel ve ark. 2010).

Bu bilgiler 1s1ginda, ¢alismamizin in vivo kisminda amacimiz, endometriozis
patogenezinde ER stresinin etkisini ve roliinii agikliga kavusturmak ve bu etkiyi UPR’1n

hangi yolak ya da yolaklar1 iizerinden gosterdigini belirlemektir. Bu amagla, daha 6nce



endometriozisli hastalardan alinip patolojiye gelen ve parafine gdmiilmiis halde bulunan
otopik ve ektopik endometrium dokulari ile normal endometrium arsiv dokular1 geriye
doniik  (retrospektif) olarak toplandi, menstrual siklus fazlarina ayrildi ve
immunohistokimyasal analiz ile her bir UPR sinyal yolag: (p-IREL, p-PERK ve ATF6)
acisindan karsilagtirmali olarak degerlendirildi.

Diger yandan, 1970’li yillarin sonlarinda arastirilmaya baslanan periton sivisi,
peritonun karin i¢ duvarmmi Orten parietal ve i¢ organlarin ylizeyini Orten viseral
yapraklar1 arasinda kalan periton boslugunda bulunur ve bu iki zar arasindaki
sirtinmeyi engeller. Periton sivist makrofaj, eritrosit, mezotelyal hiicre, endometrial
hiicre, lenfosit, eozinofil ve mast hiicrelerini igeren hiicreden ve proteinden zengin bir
stvidir. Ektopik lezyonlar da, pelvik peritonda periton sivisi iginde bulunurlar. Dolayisi
ile periton sivisinda bulunan hiicresel ve biokimyasal bilesenlerin, endometriozis
patogenezinde 6nemli rol oynadigr diistiniilmektedir (Halme ve ark. 1988; Koutsilieris
ve ark. 1991). Periton sivisi, hastalikla ilgili potansiyel tasidigi genis bilgilerden dolayi,
endometriozis lizerine yapilan arastrimalarin odak noktasi olmustur (Mulayim ve Arici
1999). Dolayistyla, periton sivisi igerikleri ve bu igeriklerin endometriozis gelisimindeki
etkileri, endometriozis patogenezini daha iyi anlayabilmek i¢in onemli bir hedeftir
(Cost'n ve ark. 2010; Berbic ve Fraser 2011).

Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizin in vitro kismida amacimiz, endometriozisli
periton sivisinin, insan primer endometrial stromal hiicrelerdeki ER stresi iizerine
etkilerini ortaya koymak, in vivo ¢aligmamiza paralel olarak, endometriozis olusumu ve
ilerleyisinde herhangi bir etkisinin olup olmadigimi incelemek ve bu etkiyi UPR’in
hangi yolak ya da yolaklar1 iizerinden gosterdigini belirlemektir. Bu amagla, insan
primer endometrial stromal hiicreler, konsantrasyona ve zamana bagli olarak kontrol ve
endometriozisli periton sivilar1 ile muamele edildi ve bu hiicrelerdeki p-IRE1, p-PERK
ve ATF6 ekspresyon diizeyleri immunositokimya analizi ile karsilastirmali olarak

degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uterus Anatomisi ve Histolojisi

Anatomik olarak pelvisin orta hattinda bulunan, 6nde mesane ve arkada rektuma
komsu yerlesik olan uterus; tek, i¢i bos, armut seklinde ve kalin duvarli, boyutlar
degiskenlik gosteren kasli bir organdir. Boyu ortalama 7 cm, {ist kisminda genisligi 5
cm ve kalinligi da 2,5 cm’dir. Gebe olmayan uterus liimeni yaklasik 10 ml hacminde
iken, doguma kadar 5 litreden daha fazla hacme sahip olabilir (Dalgik ve Yildirirm 2009
p. 21; Ross ve Pawlina 2011 p. 848; Gartner 2017 pp.541-542). (Sekil 2.1).
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Sekil 2-1: Uterus anatomisi- Miiftiioglu ve ark. (2009)’dan.
Uterus anatomik olarak 2 bolgeye ayrilir:

Govde, uterusun iist 2/3’liikk biliyiik kismidir. Anteriyor yiizeyi diize yakin olup,
posteriyor yiizeyi konvekstir. Govdenin tuba uterinalarin agildig1 yerin iistiinde bulunan,
genislemis yuvarlak pargasina fundus denir.

Serviks, uterusun alta dogru daralarak vajinaya ag¢ilan 1/3’lik silindir bigimli
kismidir. 1 cm’lik kisa bir parga olan istmus, serviks ile uterus gévdesini birbirinden

aywrir. Serviksin liimeni, diger adi ile servikal kanal, her iki ucunda da internal os ve



eksternal os olarak adlandirilan dar acikliklara sahiptir. Internal os, uterus liimenine
acilirken eksternal os vajinaya agilir (Dalgik ve Yildirim 2009 p. 21; Ross ve Pawlina
2011 p. 848; Gartner 2017 p. 542). (Sekil 2.1).

Uterusun duvar1 li¢ tabakadan olusmaktadir. Bu tabakalar liimenden disa dogru
asagidaki gibidir.

1. Endometrium; ince, i¢ tabaka olup, uterusun mukozasidir.

2. Miyometrium; Damardan zengin, kalin diiz kas tabakasidir. Tuba uterinanin ve
vajinanin kas tabakasi ile devamlilik gosterir.

3. Perimetrium; Uterusu kaplayan ince dis serdoz tabakadir (visseral periton
tabakasi). Miyometriuma sikica tutunmustur. Pelvik ve abdominal periton ile
devam eder. Perimetrium anteriyor yiizeyin bir kismin1 kaplarken posteriyor
ylizeyin tamamini kaplar. Anteriyor yiizeyin idrar kesesine komsu olan kismi ise
adventisya ile kaplidir (Dalgik ve Yildirim 2009 p.21; Ross ve Pawlina 2011 pp.
848-849). (Sekil 2.2).

Perimetrium S o
Myometrium”

Sekil 2-2: Uterus histolojisi-‘IU Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal1 preparat arsivi’nden alinmstir.

2.1.1. Endometrium Histolojisi

Endometrium, uterusun mukozal tabakasi olup, tek katli prizmatik epitelden ve

onun altindaki lamina propriyadan olusur. Epitel, silli prizmatik hiicreler ve sil



icermeyen sekretuar prizmatik hiicrelerden olusurken, lamina propriya miyometriuma
kadar uzanan ve yiizey epitelinin lamina propriyaya ¢Okmesi ile olusmus basit,
dallanmus tiibiiler bezler igerir. Bu bez hiicreleri ylizey epiteline benzerlik gosterse de
silli hiicre igermezler. Ayrica lamina propriya, retikiiler liflerden yogun diizensiz siki
bag dokusu ozelliginde olup, yildizsi hiicre, makrofaj ve l6kosit gibi hiicrelerden de

zengindir (Dalgik ve Yildirim 2009 p. 21; Gartner 2017 pp. 542-543) (Sekil 2.3).

Endometrium iglevsel olarak 2 tabakadan olusur:

1. Fonksiyonel tabaka: Menstruasyon sirasinda dokiilen yiizeyel tabakadir. 2 alt
tabakadan olusur:

a. Ince kompakt tabaka; sikica paketlenmis bag dokusudur ve uterus
bezlerinin boyun kismini ¢evreler.

b. Kahn spongiyoz tabaka; uterus bezlerinin genislemis, sarmagsik
seklindeki govdelerinin bulundugu, 6demli yapidaki bag dokusundan olusur.

2. Bazal tabaka: Yaklastk 1 mm kalinliginda olup, bazalde yerlesik dar bir
tabakadir. Uterus bezlerinin basladigi kor uglari igerir ve menstruasyon
sonrasinda yenilenecek olan fonksiyonel tabakaya kaynak olusturur. Kanlanmasi
ayri oldugu i¢in menstruasyon sirasinda dokiilmez (Dalgik ve Yildirim 2009 p.
21; Gartner 2017 p. 543).



Sekil 2-3: Endometrium histolojisi (erken proliferatif faz) -<IU Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali preparat arsivi’nden alinmustir.

Ureme ¢aginda gebelik olmadig1 takdirde, endometriumun fonksiyonel tabakasi,
menstrual siklus sirasinda ovaryumdan salgilanan Gstrojen ve progesteron
hormonlarinin etkisi altinda, her ay morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere ugrayarak
uterusu embriyo implantasyonuna ve embriyonik gelisim silireglerine hazirlar (Sekil
2.4). Eger embriyo implante olup gebelik gerceklesir ise menstrual siklus biter ve

endometrium gebelik fazina gecer (Ross ve Pawlina 2011 p. 849).

2.1.1.1. Menstrual Siklus Fazlari

1. Menstrual Faz: Menstruasyonun 1. giinii menstrual siklusun baslangicidir.
Yiizey epiteli, bezlerin apikal kisimlari, stroma ve kan dolu vendz bosluklar
iceren fonksiyonel tabakanin biiylik boliimii endometriumdan ayrilir. 4-5 giin
stiren ve vajinal yol ile disar1 atilan menstrual kanama gergeklesir (Dalgik ve
Yildirim 2009 p. 27; Solakoglu 2015 p. 467).

2. Proliferatif Faz: Menstrual kanamanin yaklagik 4. ve 5. giinde bittigi anda
baglayan bu evre, yaklagik 9 giin siirerek 14. giine kadar devam eder.

Endometrium yiizey epitelinin yenilenmesi, bag dokusunun, lamina propriyadaki



spiral arterlerin ve bezlerin yeniden yapilanmasi ile fonksiyonel tabakanin
yenilenmesi evresidir. Hem epitelde hem de lamina propriyadaki hiicrelerde
mitoz goriiliir. Fazin erken evresinde yiizey epiteli yeniden olusur ve
endometriumu orter. Bu siire¢ gelisen ovaryum folikiillerinden salgilanan
ostrojen hormonu ile kontrol edilir. Bu proliferasyon ve tamir fazinda
endometriumun kalinligr 2-3 kat artarak 2-3 mm olur ve igerdigi su miktar1 da
artar. Spiral arterler uzar, tiibiiler bezlerin bazal bolgelerindeki epitel hiicreleri
yukariya dogru gog¢ ederek bezlerin sayist ve uzunlugu artar. Bezler heniiz
kivrilmamis olup diizdiir, limenleri dardir ve hiicreler bazal kisimlarinda
glikojen depolamaya baslar (Dalgik ve Yildirim 2009 p. 27; Ross ve Pawlina
2011 p. 850; Gartner 2017 p. 546).

Luteal Faz: Ovulasyon sonrasinda baslayan luteal faz yaklagik 13 giin siirer. Bu
donemde korpus luteum biiyiir, gelisir ve islevsel hale gelir. Luteal faz, korpus
luteumun granuloza lutein hiicrelerinden salgilanan progesteron ve az da olsa
teka lutein hiicrelerinden salgilanan Ostrojen hormonu etkisi altindadir. Bu
hormonlarin etkisi ile bezler biriken glikojen salgisiyla genisler, kivrimlari artar
ve tirbiison seklini alir. Ayrica bag dokusu igindeki 6dem ve vaskularizasyon
artis1 ile endometrium kalinlasarak yaklasik 5-6 mm olur. Sekresyon iirtinii ilk
once hiicrelerin bazalinde toplanirken sekresyon firetimi bitince hiicrenin
apikaline gecerek bez liimenine salgilanir. Bu glikojenden zengin sekresyon
plasenta olusumuna kadar embriyoya besin saglar. Spiral arterler yiizeyel
kompakt tabaka i¢ine dogru biiyiir ve daha kivrimli hale gelir. Ven6z ag daha
karmagik hale gelir ve biiyilk vendéz bosluklar olusur. Direkt arterio-venoz
anostomozlar bu dénemde goriilen en 6nemli yapidir. Luteal faz siklusun 28.
giiniinde tamamlanir ve yeni bir menstrual siklus baglamis olur. Gebeligin
olusmas1 sonucu artmig progesteron seviyesi ile iligkili olarak endometriumdaki
stromal hiicrelerin biiyliylip sitoplazmalarinda lipit ve glikojen depolamasiyla
desidual reaksiyon gergeklesir (Dalgik ve Yildirim 2009 p. 27; Ross ve Pawlina
2011 p. 850; Gartner 2017 pp. 546-547).

Iskemik Faz: Fertilizasyon gerceklesmedigi zaman menstrual siklusun sonuna
dogru korpus luteumun gerilemesine bagli olarak kandaki progesteron ve
Ostrojen hormonlarinin azalmasi, iskemik fazi baglatir. Progesterondaki

azalmaya bagli olarak spiral arterlerin aralikli olarak kasilmas1 ile



endometriumun fonksiyonel tabakasinda kanlanma azalir. Hipoksik hasara giren
hiicreler damar gegirgenligini arttiran ve lokositlerin gociine sebep olan
sitokinleri salgilar. Lokositler bazal membran ve diger ekstraseliiler matriks
elemanlarin1 parcalayan kolejenazlari ve matriks metalloproteinazlar: serbest
birakir. Yaklagik 2 giin sonra, spiral arterlerin kalic1 olarak kasilmasi sonucu
fonksiyonel tabaka oksijensiz kalir. Bu hipoksik kosul ve iskemi sonras1 bezlerin
sekresyonlar1 durur, endometrium sudan yoksunlasip biiziisiir ve endometriumun
fonksiyonel tabakasinda nekroza neden olur. Nekroza ugrayan doku menstrual
fazda dokiiliir (Dalgik ve Yildirnm 2009 p. 27; Ross ve Pawlina 2011 p. 852;
Gartner 2017 p. 545).

Ovaryum déngusii
p N S
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folikdl folikal folikdl luteum olugur albikans
gonler |11 T3l Tgl 171 Tol Tyl TygTyTygT Tz T TigT T T TogT TosT Top T T4
I I | |
Folikiler evre Ovulasyon Luteal evre

Gonadotropin seviyeleri
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Giinler
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Sekil 2-4: Menstrual siklus boyunca hormon diizeyleri- Solakoglu (2015)’den.
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2.1.2. Endometriumun Damarlanmasi

Endometrium menstrual siklus sirasinda fonksiyonel tabakanin periyodik
degisiminde Ozel Oneme sahip olan, essiz bir kan damar1 sistemine sahiptir.
Miyometriumun orta tabakasindaki stratum vaskulareden kaynaklanan 6-10 adet arkuat
arterler dallanarak radial arterleri olusturur. Radial arterlerin ana kolu endometriumun
fonksiyonel tabakasina dogru devam edip Yyiiksek diizeyde sarmal hale gelerek spiral
arter adin alir. Spiral arterden ¢ikan ¢ok sayida arteriyol gogunlukla anastomozlasarak
fonksiyonel tabakanin bezlerine ve bag dokusuna zengin kapiler ag1 destegi saglar.
Kapiler yatak lakiina ad1 verilen ince duvarh dilate segmentler icermektedir (Sekil 2.5).
Endometriumu drene eden vendz sistemde de lakiina bulunabilmektedir. Menstrual
siklus sirasinda diiz arterler ve spiral arterlerin proksimal pargalart degismezken, spiral
arterlerin distal pargalar1 Ostrojen ve progesteron etkisi ile dejenerasyon ve
rejenerasyona ugrar. Bazal tabakanin kanlanmasi ise arkuat arterlerden ¢ikan kisa diiz
arterler tarafindan saglanir (Ross ve Pawlina 2011 p. 850; Solakoglu 2015 p. 465;
Gartner 2017 p. 543). (Sekil 2.5).

epitel kapiller

LLLT
- nn::mng“‘%r eosase

dometriyum

|
-

terin arter

— miyometriyum

Sekil 2-5: Endometriumun damarlanmasi- Ross ve Pawlina (2011)’den.
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2.2. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER), hormonlar, biiylime faktorleri ve membran
reseptorleri gibi membran proteinlerinin ve salgilanan proteinlerin  sentezi,
olgunlagsmasi, katlanmasi ve siralanmasinda, kalite kontroliiniin yapilmasinda ve
proteinlerin nihai hiicre i¢i ve hiicre disi hiicresel hedeflerine ulastirilmasinda
vazgegilmez rol oynayan bir hiicre organelidir (Yung ve ark. 2011; Burman ve ark.
2018; Morris ve ark. 2018). Bir hiicre her dakikada 4x10° protein iiretir ve bu
proteinlerin en az tigte birinin katlanmasi ve islenmesi sorumlulugunu ER tasir (Burman
ve ark. 2018). Heniiz katlanmamis yeni sentezlenen hidrofobik alanlara baglanabilen
cok sayida saperon proteininin varligi ile optimal protein katlanmasi kolaylastirilip,
protein—protein agregasyonu onlenir. Fizyolojik kosullar altinda protein katlanmasi ve
fonksiyonu, N-baglh glikolizasyon ve disiilfir baglarinin olusumu ile de kolaylastirilir
(Morris ve ark. 2018). Besin tilkenmesi, hipoksi, iskemi, glikozilasyon durumundaki
degisiklikler, pH degisiklikleri, zayif vaskularizasyon, kalsiyum homeostazindaki
degisiklikler, oksidatif stres, viral ya da bakteriyal enfeksiyon, ¢esitli ajanlarla tedavi
gibi nedenlerle ER homeostazinda herhangi bir hasar olmasi, hatali katlanmis ya da
katlanmamis proteinlerin ER limeninde birikmesine yol agar. Bu birikim ER stresine
neden olur. Bu durumda ER, hayatta kalimi arttirmak adina ER fonksiyonundaki
karisikligin ve ER stresinin tistesinden gelmek i¢in, katlanmamis protein yaniti (UPR)

denilen spesifik sinyal yolaklarini aktive eder (Yung ve ark. 2011; Wang ve ark. 2018).

2.2.1. Katlanmamis Protein Yamiti (UPR)

UPR, ER stresi altinda hiicresel olim veya hayatta kalma yanitlarim
belirlemekten sorumludur (Hong ve ark. 2017). ER stresinde UPR’1n 3 sinyal yolag: ile
diizenlendigi belirtilmistir: protein kinaz RNA benzeri endoplazmik retikulum kinaz
(PERK), inositol-gerektiren kinaz 1 (IRE1) ve aktive edici transkripsiyon faktorii-6
(ATF6) (Jager ve ark. 2012; Repo ve ark. 2014; Rahman ve ark. 2018). Bu sinyal
yolaklar1 yanlis katlanmis proteinleri tespit etmek i¢in sensor gibi gorev alirlar (Morris
ve ark. 2018). Her bir ER stres sensoriic UPR’in farkli kollarmi aktive ederek ER
homeostazini onarmak i¢in bir takim koruyucu mekanizmalar1 aktive eder. Bu
mekanizmalar; (1) ER’ye yeni sentezlenmis protein giriginin azaltilmasi amaciyla
protein translasyonunun gegici olarak zayiflatilmasi, (2) protein katlanma kapasitesinin

arttirilmast amaciyla ER genlerinin, molekiiler saperonlarin ve enzim diizeylerinin
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arttirilmasi, (3) lizozom aracili otofaji ya da ER iligkili protein yikimi (ERAD) yolu ile
hatali katlanmis ya da katlanmamis proteinlerin yitkiminin arttirilmasidir. (Yung ve ark.
2011; Sano ve Reed 2013; Yang ve ark. 2016). Eger bu mekanizmalar ER stresini
baskilamak i¢in yeterli olamazlar ve ER stresi devam ederse, apoptotik yolagin

aktivasyonu ile hiicre apoptoza gider (Dicks ve ark. 2015).

2.2.1.1. UPR Yolak Aktiflenmesi

ER stres yoklugunda, GRP78 ER transmembran proteinleri olan PERK, IRE1 ve
ATF6’nin luminal kisimlarina bagli halde bulunarak bu proteinlerin aktivasyonunu
engeller ve inaktif durumda kalmalarini1 saglar. ER stresi olustugunda, yanlis katlanmig
proteinlerin varliginda, GRP78, UPR efektorlerinden ayrilir ve yanlis katlanmis
proteinlere direkt olarak baglanir. Bu durumun 2 etkisi olur. Birincisi, GRP78 yanlig
katlanmis polipeptidin GRP94 gibi baska saperonlarca yeniden katlanmasi i¢in hala
katlanabilir durumda kalmasin1 ya da polipeptidin yikimi i¢in ER’den ¢ikartilmasini
saglar. Ikincisi, GRP78’in PERK, IREl ve ATF6’dan ayrilmasi, bu efektorlerin
blokajin1 ortadan kaldirir. Reseptorlerin her birinin oligomerizasyon ve konformasyonal
degisiklikler gecirmesiyle, bu proteinler ve iligkili olduklar1 alt yolaklar aktive olur

(Schonthal 2012; Hughes ve Mallucci 2018; Morris ve ark. 2018). (Sekil 2.6).

2.2.1.2. Aktiflenen UPR Yolaklarinin Alt Yolaklar:

IRE1 fungiden metazoanlara kadar bulunan, UPR’1n filogenetik olarak en ¢ok
korunmug ER stres sensoriidiir. IRE1’1m ER liiminal alt bolgesi, katlanmamuis peptitleri
tespit eder. Sitoplazmik bolgede yer alan kinaz ve endoribonukleaz alt bdlgeleri de
bilgiyi alt yolak efektorlerine iletir (Tufanli ve ark. 2017). GRP78’den ayrilmasi sonucu
IRE1 dimerizasyon ve otofosforilasyon gecirerek sitoplazmik kinaz ve endoriboniikleaz
aktivasyonu gerceklesir (Hughes ve Mallucci 2018). IREI’m endoriboniikleaz
aktivasyonu sonucu (1) X-box baglayici protein 1 (XBP1) mRNA’s1 kirpilir ve XBP1s
olarak isimlendirilen aktif transkripsiyon faktorii olusur. XBP1s ATF6 ile birlikte ER
saperonlarini ve ER-iligkili protein yikim (ERAD) mekanizmasini kodlayan ¢ok sayida
genin ekspresyonunu saglar (Tufanli ve ark. 2017). (2) mRNA’nin IRE1 bagiml
yikiminin (RIDD) kontrolii saglanir ve XBP1’e zit olarak ER-iligkili mRNA’larin
yikimi gergeklesir. Bu sayede ER’ye gelen protein miktar1 azaltilarak ER’deki protein

katlanmasi da azaltilmis olur (Hughes ve Mallucci 2018).
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PERK, GRP78’in PERK’ten ayrilmasi sonucu dimerize olup otofosforilasyon
gecirerek aktive olur. Bunu takiben dkaryotik translasyon baglatma faktorii-2 (elF2)’nin
alt Unitesi olan elF2a’nin fosforilasyonu gergeklesir. Fosforile olan elF2a, protein
sentezini inhibe eder. Bunun sonucu olarak genel translasyon azaltilir ve buna bagh
olarak da ER’de protein katlanmasi siireci azaltilmig olur. Diger yandan ise ATF4’lin
transkripsiyonunu aktive eder. ATF4 nukleusa transloke olarak UPR hedef genlerinin
transkripsiyonunu indiikler (Morris ve ark. 2018). Ayni1 zamanda ATF4 protein
katlanmas1 ve birikmesi, metabolizma, besin alinimi, gen ekspresyonu, oksidatif stresin
hafifletilmesi, otofaji ve apoptozun diizenlenmesi ile iliskilidir (Baird ve Wek 2012;
Schonthal 2012). Asiri ER stres ortaminda ATF4, biiyiime durdurucu DNA hasar
protein 34 (GADD34) ve C/EBP homolog protein (CHOP) gibi pro-apoptotik
faktorlerin ekspresyonlarini aktive eder (Burman ve ark. 2018; Morris ve ark. 2018).

ATF6, ATF60 ve ATF6P olmak iizere 2 izoformdan olusur. ikisi de ER
transmembran reseptorleri olarak sentezlenen nadir transkripsiyon faktorleridir (Jager
ve ark. 2012). ER stresi sonucu GRP78’den ayrilarak aktive olan ATF6, aktif bir
transkripsiyon faktorii tiretmek i¢in, ER’den Golgi’ye giderek Site-1 ve Site-2
proteazlar1 tarafindan sirayla amino terminal ve sitoplazmik karboksi terminal alt
bolgelerine parcalanir. Parcalanan sitoplazmik ATF6 nukleusa transloke olur ve protein
katlanmasi, protein sekresyonu ve ERAD’da gorev alan ¢ok sayida gen ekspresyonunu
(BIP, protein disiilfat izomeraz (PDI), GRP78, GRP94, XBP1, CHOP) uyararak,
hiicrenin ER stresi ile basa ¢ikabilmesine destek saglar (Schonthal 2012; Burman ve
ark. 2018).
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Sekil 2-6: ER stresi sonucu aktive olan UPR sinyalizasyonunun alt yolaklar1 (Hu ve ark.
2012).

2.3. Endometriozis

Endometriozis hastaligi, Von Rokitansky tarafindan 1860 yilinda tespit edilmis
olup (Delbandi ve ark. 2013) endometrial dokunun uterin kavitenin disinda ektopik
olarak biiylimesi ile karakterize edilen yaygin bir jinekolojik hastaliktir vereprodiiktif
yastaki kadinlarin %10’unu, infertil kadinlarin ise %50’sini etkilemektedir (Rizner
2015). Bu ektopik lezyonlar genellikle pelvik organlarda ve peritonda lokalize olup,
(Burney ve Giudice 2012) siklikla ovaryumlarda, anterior ve posterior kuldesakta, genis
ligamentler ile utero-sakral ligamentlerde, uterusta, uterin tiiplerde, sigmoid kolonda ve
apendikste; (Macer ve Taylor 2012) seyrek olarak da bobrek, idrar kesesi, akciger ve
hatta beyin gibi viiciidun diger kisimlarinda da bulunabilir (Pritts ve Taylor 2003).
(Sekil 2.7).
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Sekil 2-7: Endometriozis implantasyon bolgeleri
‘https://medical-dictionary.thefreedictionary.com/endometriosis’den alinmistir.
Hastaligin gelisimini agiklamak amaciyla ¢6lomik metaplazi (Meyer’in teorisi),
vaskiiler ve lenfatik metastaz (Halban’in teorisi), embriyonik kalint1 teorisi ve
kok/progenitor hiicre teorisi gibi gesitli teoriler 6ne siiriilse de (Delbandi ve ark. 2013),
endometriozis gelisiminde en ¢ok kabul géren teori retrograd menstruasyon teorisidir

(Sampson 1927).

2.3.1. Endometriozis Patogenezinde One Siiriilen Teoriler

2.3.1.1. Retrograd Menstruasyon Teorisi

Bu teoriye gore menstruasyon kanamasi sirasinda, endometrial pargalar uterin
tiipler boyunca retrograd yolla peritona go¢ ederler. Endometriozisli kadinlarda bu
parcalar periton duvarina yapisarak hayatta kalabilir, ekstraseliiler matriksi parcalayip
prolifere olabilir ve yeni damarlar gelistirerek ektopik lezyonlar olusturabilir (Delbandi
ve ark. 2013; Braza-Boils ve ark. 2015).

2.3.1.2. Colomik Metaplazi Teorisi

1942 vyilinda Gruenwald, Ozellikle ovaryumda olmak {izere, periton
boslugundaki organlar da dahil herhangi bir organin mezotel hiicrelerinin endometriuma
farklilasma gegirebilecegini iddia etmistir. Colomik metaplazi teorisi olarak bilinen bu
diistince bir ¢ok yazardan destek gorse de, ¢6lomik metaplazi isleyisi spekiilatif

kalmistir (Gruenwald 1942). Steroid hormonlarin ya da eksojen bilesiklerin normal
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mezotel hiicrelerinin  endometriotik hiicrelere farklilagsmasini  indiikledigi kabul
edilmektedir. Bu teorinin gegerliligi, adet gormeyen kadinlarda ve hormon tedavisi
goren erkeklerde de ara sira endometriozis varliginin  goriilebilmesine
dayandirilmaktadir. Bu teori i¢in bir diger destek de, mezotelin bulundugu her yerde
endometriozisin bulunabilir olmas1 tahminidir. Plevral kavitede, diyaframda, beyinde ve
diger organlarda endometriozisin goriilebilmesi bunu dogrulamaktadir. Diger yandan,
pelvik bolge disindaki alanlarda da endometriozisin goriilebilmesi, endometrial
hiicrelerin dolasim ya da lenf sistemi yoluyla metastaz yaptigi diisiincesini
desteklemektedir (Jubanyik ve Comite 1997).

2.3.1.3. Kok Hiicre Teorisi
Bu teoriye gore, endometriumun bazal tabakasindan, ya da kemik iliginden
koken alarak dolasima gegen kok hiicreler, farkli anatomik bolgelerde endometriotik

dokuya farklilagabilir (Cristescu ve ark. 2013).

2.3.1.4. Dogrudan Transplantasyon Teorisi
Bu teori, pelvik cerrahi ya da epizyotomi onarim sirasinda endometrial dokunun
dogrudan transplantasyonunun, perineumda ve abdominal yaralardaki endometriozis

varligina dayandirilir (Cristescu ve ark. 2013).

2.3.1.5. Lenfatik ve Vaskiiler Disseminasyon Teorisi

Endometrial dokunun anormal lenf ve damar yoluyla uterus disi dokulara
yayildigin1 One siiren bu teori, perine, kasik, abdominal insizyonlara yayilim ile
desteklenmektedir. Pelvik endometriozisli hastalarin otopsi serilerinde pelvik lenf
nodlarinda %29 oraninda endometriozise rastlanmistir. Ayrica retroperitoneal bolge
lenfatik agidan zengin oldugundan, izole retroperitoneal lezyon saptanan hastalarda

yayilimin lenfatik yolla oldugu diisiiniilmektedir (Moore ve ark. 1988).

2.3.1.6. Indiiksiyon teorisi

Colomik metaplazi teorisinin bir varyanti olarak sunulmustur. Baz1 hormonal veya
biyolojik faktorlerin, farklilagmamis hiicrelerin endometrium dokusuna farklilagmasina
yol actig1 ileri siiriilmiistiir. Bu maddelerin eksojen veya endometriumdan salinan

faktorler oldugu disiiniilmektedir (Vinatier ve ark. 2001).
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2.3.2. Endometriozis Siniflandirmasi

Endometriozis siniflandirilmasi i¢in bugiine kadar c¢ok sayida sistem One
siiriilmiistiir. Giiniimiizde en yaygm olarak kullanilan sistem ise Amerikan Ureme
Sagligi Dernegi (ASRM)’nin 1996’da revize ettigi evreleme sistemidir (Sekil 2.8, Sekil
2.9). Bu sistem ilk olarak 1979 yilinda yaymlanmis ve daha sonra 1985 ve 1996’de
tekrar diizenlenmistir (Khazali 2016).

Bu evreleme sistemine gére endometriozis I. evre: minimal, Il. evre: hafif, I1l.
evre: orta ve IV. evre: siddetli olmak tizere 4 evrede siniflandirilir (Vercellini ve ark.
2014). Bu smiflandirma, endometriotik lezyonlarin goriiniisii, boyutu ve derinligi;
kuldesak boslugunun tikanma derecesi ile pelvik adezyonlarin varligi, yayilimi ve
tiirleri g6z Online alinarak yapilir. Lezyonlarin morfolojik goriintimleri kirmizi (kirmizi,
kirmizi—-pembe ve seffaf lezyonlar); beyaz (beyaz, sari-kahverengi ve peritoneal
hasarlar) ile siyah (siyah ve mavi lezyonlar) olarak kategorize edilir (ASRM 1997).

= Minimal Endometriozis (Evre I): Bu evrede genellikle pelvisteki organlarda
veya etrafinda kiigiik lezyonlar ya da siskinlikler mevcuttur.

» Hafif Endometriozis (Evre I1): Lezyonlar I. evreye gore daha invaziv olabilse
de, yara ya da yapisiklik yoktur ve organlarin hasar1 hala olduk¢a siirlidir.

* Orta Siddetli Endometriozis (Evre I11): Bu evrede doku pelvik yan duvarlar
dahil olmak {iizere pelvik bolgedeki organlara invaze olmaya baslar. Yara ve
yapisiklik olabilir.

= Siddetli Endometriozis (Evre IV): Bu evrede hastalik aktif olarak invaze olup,
pelvik bolgedeki organlari ve ovaryumlar etkileyebilir ve bu organlarda sekil

degisikliklerine yol agabilir (https://endometriosisnews.com/2017/07/13/stages-

of-endometriosis/)

Cok sik kullanilmasina ragmen bu sistem semptomlarin siklig1 ya da siddeti ve
tireme prognozu ile iliskili herhangi bir siniflandirmay1 icermez (Vercellini ve ark.
2014).


https://endometriosisnews.com/2017/07/13/stages-of-endometriosis/
https://endometriosisnews.com/2017/07/13/stages-of-endometriosis/
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Sekil 2-9: Endometriozis siniflandirma sistemi 11 (ASRM 1997)

2.3.3. Endometriozis ve Infertilite iliskisi

Tarihsel olarak endometriozis iliskili infertilite, kolay tespit edilemeyen, belirgin
ya da ¢ok yonlii anomaliler ile iliskilendirilmistir (Stilley ve ark. 2012). Minimal, hafif
ve orta evreli endometriozisi bulunan ¢ogu kadin anatomik olarak hamile kalmakta ve
hamileligin siirdiiriilmesinde zorluklar ¢ekmektedir (Burns ve Schenken 1999).
Endometriozis hastalarin % 50’sinin subfertil oldugu tahmin edilmektedir (Bulletti ve
ark. 2010).

2.3.3.1. Endometriozisin Hipofiz-Ovaryum Geri Bildirimi Uzerindeki Etkileri
Fertil bir kadinin normal siklusunda, hipofizden ovaryan folikiillerin gelisimini

indiiklemek i¢in FSH ve LH salgilanir. Ovaryum folikiillerinden salgilanan 6strojen ve
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progesteron hipofizde pozitif ve negatif geri bildirim mekanizmasi araciligiyla
ovulasyon i¢in bir sinyal olan LH pikinin dogru zamanlamasinda énem arz eder (Stilley
ve ark. 2012). Endometriozisli kadinlarda ise hipofiz-ovaryum eksenindeki islev
bozuklugunun geri bildirim yolagmi etkileyerek ovaryumdaki normal siklik
degisiklikleri engelledigi gosterilmistir. Ayrica bu kadinlarda menstrual siklustaki
folikiiler faz siiresinin daha uzun oldugu goriilmektedir (Cheesman ve ark. 1982; Cahill
ve ark. 1995). Buna ek olarak, endometriozis bulunan kadinlarda, LH seviyesinin diisiik
olmasi ile birlikte LH piki gecikmesi de goriiliir. Bu bulgularin ovaryumlardaki folikiil
gelisimine, ovulasyona ve korpus luteum gelisimine zarar verdigi diisiiniilmektedir

(Tummon ve ark. 1988; Bancroft ve ark. 1992; Cahill ve ark. 1995).

2.3.3.2. Endometriozisin Ovaryum-Folikiilogenez Uzerindeki Etkileri

Ovaryum folikiillerinin biiyiimesi menstrual siklusta folikiiler faz sirasinda,
ovaryumdan salgilanan hormonlarin dengesi ile kontrol edilir. Bu hormonlardan FSH
ile, folikiillerin biiyliyiip gelismesi saglanirken, hipotalamus-hipofiz-over ekseni geri
bildirim mekanizmasi da gelisen folikiillerden salgilanan Gstradiol, aktivin ve inhibin ile
kontrol edilir (Stilley ve ark. 2012).

Diger yandan endometriozisi olan kadinlarda folikiilogenez siirecinde hasar
oldugu bilinmektedir. Bu hastalarin ovaryumlarinda preovulatuar folikiillerin sayisinda,
folikiiler biiyiimede, dominant folikiil boyutunda ve folikiil dstrodiol konsantrasyonunda
azalmlar saptanmistir (Doody ve ark. 1988; Tummon ve ark. 1988; Dlugi ve ark. 1989;
Cahill ve ark. 1995). Buna ek olarak, endometriozis hastalarinin folikiil sivilarinda
Ostrojen, androjen ve progesteron seviyelerinin azalip, aktivin seviyesinin ise arttigi
gozlenmistir (Cahill ve ark. 1995). Ayrica, bu hastalarin folikiil sivilariin ve anormal
folikiiler ¢evreye yol agan sitokinler ve biiylime faktorleri gibi faktorler igerdigi ve bu
faktorlerin de endometriotik lezyonlarin korunmasma katki saglayabilecegi

gosterilmistir (Abae ve ark. 1994; Bahtiyar ve ark. 1998; Pellicer ve ark. 1998).

2.3.3.3. Endometriozisin Ovulasyon Uzerindeki Etkileri

Endometriozis hastalarinda folikiilogenez siirecine ek olarak ovulasyon
siirecinin de hasarli oldugu goriilmektedir. Normal ovulasyon sirasinda gerceklesen LH
piki ile, oosit-kiimiiliis kompleksinin folikiilden atilmasi igin granuloza hiicreleri, folikiil
bazal membram1 ve teka gibi koruyucu tabakalarin gecilmese olanak saglayacak

proteolitik enzimler, sitokinler, inflamatuar molekiiller ve steroid hormonlarda
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degisiklikler meydana gelir (Espey 1980). Endometriozis hastalarinda ise LH pikindeki
degisiklik ve folikiildeki LH reseptorlerinin yokluguna bagli olarak ovulasyonu
kolaylastiran bu siireglerde hasarlar meydana geldigi gosterilmistir (Ronnberg ve ark.
1984). Ayrica oositlerin korpus hemorajikumda sikisip kalmalar1 olarak tanimlanan
luteinizan ¢atlamamis folikiil sendromu (LUFS) endometriozis iliskili infertilite ile
iliskilendirilmistir (Donnez ve Thomas 1982; Mio ve ark. 1992; Kaya ve Oral 1999).

2.3.3.4. Endometriozisin Oosit Kalitesi Uzerindeki Etkileri

Endometriozisi olan kadinlarda var olan ovulasyon hasarlarina bagli olarak
saglikli kadinlara kiyasla daha az sayida oosit ovulasyonu gergeklesir (Cahill ve ark.
1995; Al-Fadhli ve ark. 2006; Kumbak ve ark. 2008). Diger yandan endometriozisli
kadinlarda oositi g¢evreleyen kiimiiliis hiicrelerinde apoptoz artist oldugu (Diaz-
Fontdevila ve ark. 2009) ve bu hiicrelerde goriilen 6liimlerin oosite gerekli destegin
saglanamamasindan Gtiirii diisiik oosit kalitesine yol agtigi gosterilmistir (Russell ve
Robker 2007). Buna ek olarak oosit kalitesi i¢in diger bir potansiyel gosterge de
morfolojidir. Oosit sitoplazmasinin i¢inde goriilen sitoplazmik granulasyon, sitoplazmik
granulasyonun merkezi lokalizasyonu ve vokuol varligr gibi hasarlar ile sitoplazmanin
disinda goriilen anormal birinci polar cisimcik ve genis perivitellin alan gibi hasarlar

endometriozisli kadinlarda fertilizasyon oranini1 diisiirmektedir (Rienzi ve ark. 2008).

2.3.3.5. Endometriozisin Embriyo Gelisimi Uzerindeki Etkileri

Endometriozis hastaliginin embriyo gelisimi iizerindeki olumsuz etkileri IVF
verilerinde ortaya ¢ikmaktadir. Endometriozisi olan kadinlarin embriyolarindaki
anormal nuklear ve sitoplazmik olaylar saglikli kadinlara kiyasla alti kat daha sik
goriilmektedir (Brizek ve ark. 1995). Bu hastalarda goriilen sitoplazmik fragmantasyon,
bulanik sitoplazma (Brizek ve ark. 1995), azalmis hiicre sayis1 (Pellicer ve ark. 1995;
Tanbo ve ark. 1995; Garrido ve ark. 2002), gelisimi ilerlemeyen embriyo oranindaki
artis (Yanushpolsky ve ark. 1998; Garrido ve ark. 2002) gibi bulgular transfer
edilebilecek blastosist sayisinin belirgin olarak azalmasia yol acar (Pellicer ve ark.
1995; Yanushpolsky ve ark. 1998; Garrido ve ark. 2002). Buna ek olarak endometriozis
hastalarinda, gelisen embriyo kalitesinin azaldig1 da gosterilmistir (Brizek ve ark. 1995;
Cahill ve ark. 1995; Garrido ve ark. 2002).

Diger yandan caligmalarda endometriozisli hastalarin endometriumlarinda

goriilen anormal glutatyon peroksidaz ve Kkatalaz ekspresyonlar1 sonucu endometrial
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serbest radikallerdeki artisin da embriyo canliligi lizerinde negatif etkisi oldugu tahmin

edilmektedir (Ota ve ark. 2000; Ota ve ark. 2002)

2.3.3.6. Endometriozisin Uterus Reseptivitesi Uzerindeki Etkileri

Embriyonun implante olmasina olanak saglayan uterus reseptivitesi; hormonlart,
sitokinleri, adezyon molekiillerini ve diger faktorleri iceren kompleks bir siire¢ olup
basta aVP3 olmak {izere integrinlerin ekspresyonu ile belirlenir. Endometriozis
hastalarinin = %50’sinde endometrial aVP3 ekspresyonunun azaldigi ya da hig
goriilmedigi saptanmistir (Aghajanova ve ark. 2008; Donaghay ve Lessey 2007). Diger
yandan aVpB3 ekspresyonunun potansiyel uyaricisi olarak bilinen HOXO10
ekspresyonunun da (Eun Kwon ve Taylor 2004) endometriozisli kadmlarin
endometriumlarinda diistiigi gosterilmistir (Taylor ve ark. 1999; Eun Kwon ve Taylor
2004; Donaghay ve Lessey 2007; Vitiello ve ark. 2007). Ayrica bu hastalarda uterusda
diger implantasyon belirtecleri olan glikodelin A, osteopontin, 16semi inhibitor faktori
ve lizofosfatidik asit reseptor 3 ekspresyonlarinin da azaldigi saptanmistir (Giudice ve
ark. 2002; Wei ve ark. 2009). Endometriozis hastaliginda endometrial reseptivitenin
azalmasina yol acan bagka bir etken de, hastaligin endometriumda progesteron reseptor
diizensizligine yol agmasi ve progesteron hedefli genler {izerindeki etkilerine bagli

olarak luteal faz hasarnin goriilmesidir (Giudice ve Kao 2004; Holoch ve Lessey 2010)

2.3.3.7. Endometriozisin Embriyo Implantasyonu Uzerindeki Etkileri
Endometriozis bulunan kadinlarda implantasyon basarisizligi, saglikli kadinlara
kiyasla daha sik goriiliir (Simon ve ark. 1994; Arici ve ark. 1996; Cahill ve Hull 2000).
Bu da endometriozis iliskili infertiliteye yol acan diger bir faktordiir (Simon ve ark.
1994; Arici ve ark. 1996; Yanushpolsky ve ark. 1998; Cahill ve Hull 2000; Garrido ve
ark. 2000). Embriyo implantasyonundaki basarisizliklar, hormon diizey degisiklikleri,
embriyo anomalileri ya da endometrial anomaliler ile iliskili olabilir (Bazer ve ark.

2009).

2.3.3.8. Endometriozisin Fallop Tiipleri ve Embriyo Transferi Uzerindeki Etkisi
Gamet transportunu, endometriozisi olan kadinlarin periton sivilarinda
gerceklesen sitokin diizeylerindeki artis ve inflamatuar ¢evreden etkilenir. Periton

ortamindaki inflamasyonun tubal fonksiyonu ve tubal motiliteyi azalttigi, ayrica
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endometriozis ile iligkili diizensiz miyometrial kontraksiyonlarin da gamet transportuna

ve embriyo implantasyonuna zarar verdigi gosterilmistir (Holoch ve Lessey 2010).

2.4. Endometriozis Teshisi

2.4.1. Klinik Tam

Endometriozisin klinik tanisi i¢in agrili adet gérme, cinsel birlesme sirasinda
agr1 ya da aci, agrili sekilde idrara ¢ikma, kronik pelvik agri gibi semptomlarin
onciligiinde; yas, boy, kilo, etnik koken, ailede endometriozis dykiisii olup olmadigi ve
infertilite gibi bulgularla hastanin klinik ge¢misi incelenmelidir (Bazot ve Darai 2017).

Yogun regl gegiren kadinlarda goriilebilen 6strojen bagimli bir hastalik olarak,
menstrual siklus iligkili tekrar eden agrilar varhiginda yaygin olarak endometriozisten
stiphelenilir. Fakat bu agrilar endometriozisin kesin tanisi i¢in yeterli degildir. Ayrica
endometriozisli bir¢cok hasta menstrual olmayan kronik agrilara da sahiptir (Hsu ve ark.
2010). Buna karsilik, %2 ile %10 kadinda asemptomatik endometriozis oldugu
diistiniilmektedir (Spaczynski ve Duleba 2003).

2.4.2. Laparoskopi

Laparoskopik tanida endometriozis; peritoneal implantlar, ovaryan implantlar ve
adezyon iliskili derin infiltre nodiiller seklinde goriilebilir. Endometriotik lezyonlarin
rengi, boyutu ve morfolojisi kisiden kisiye degisiklik gosterir. Histopatolojik olarak
endometriozis tanisinin yapilabilmesi i¢in, endometrial epitel, endometrial bezler,
endometrial stroma ve hemosiderin yiiklii makrofajlar gibi yapilardan 2 ya da daha
fazlasinin varligi gerekmektedir (Hsu ve ark. 2010). Cogu calismada endometriozisin
gorsel tanis1 her zaman gergegi yansitmayabilir. Siipheli lezyonlarin sadece %54-67’1
histolojik olarak dogrulanmistir (Walter ve ark. 2001). Peritoneal lezyonlarin yalnizca
laparoskopik olarak goriintiilenmesi siirli dogruluk tasir. Dolayist ile tanisal
laparoskopide mutlaka atipik olanlar da dahil bu lezyon biopsilerinin dogrulanmasi
onem arz eder (Stegmann ve ark. 2008). Laparoskopi endometriomalarin teshisinde
kullanighdir ¢iinkii kolaylikla goriintiilenebilirler ve genellikle ovaryan adezyonlarla
iligkilidirler (Hsu ve ark. 2010).

2.4.3. Goriintiileme Yontemleri
Goriintiileme yontemlerinin endometriozis teshisindeki kullanimlar1 lezyonlarin

adezyonlarim1 ve ylizeyel peritoneal implantlar1 belirlemek igin yeterli ¢oziiniirliige
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sahip olmamasi sebebi ile kisithidir. Ultrasonografi ucuz ve kolay bir islem olmasina
ragmen degerlendirmesi kullanan kisiye gore degisir. Magnetik rezonans goriintiileme
(MRG) daha kesin ve dogru olup daha pahali bir islemdir. Pelvisin bilgisayarl
tomografisi (CT) pelvik organlar1 ¢ok iyi goriintiileyemez ve endometriozis tanisinda
kullanigh degildir (Hsu ve ark. 2010). Ultrasonografi biiyiik endometriozis lezyonlarinin
tanisinda  yaygin  olarak  kullanilan  bir  cihazdir. Transvajinal  ultrason
endometriomalarin, mesane lezyonlarimin ve rektovajinal septumdaki derin infiltre
nodiillerin tanisinda yardimci olur. Lezyonlar ultrasonda hipoekojenik linear kalinlagsma
ya da diizenli/dlizensiz konturlii nodiiller/kitleler agisindan belirlenebilir. Deneyimli
kisilerce kullanildiginda transvajinal ultrason ovaryan endometriozis tanisi i¢in yiiksek
Ozgiinliik ve hassaslik saglar. Transrektal ultrason ise rektal iliskili endometriozis ile
posterior mesane duvarindaki lezyonlarin tespiti i¢in kullanilabilir (Bazot ve ark. 2007).
MRG, endometriozisden siiphelenilen hastalara 6zellikle derin infiltre endometriozisin
cerrahi yaklasimi i¢in yardimci olabilir. Ultrason ve MRG birlikte Onerilir fakat
ultrasonla belirlenemeyen pelvik kitleler igin MRG daha kullanighdir. Ayrica
mesanedeki endometriozis ve rektosigmoid lezyonlarinin tanisinda ultrasona gore daha

tistlindiir (Hsu ve ark. 2010).

2.4.4. Serum Belirtegleri

Endometriozis tanisinda serum belirteglerinin kullanilabilmesi konusu hala
arastirilmaktadir. Bu alanda serum sitokinleri, matriks metalloproteinazlari, adezyon
molekiilleri ve anjiyogenez ya da inflamasyon belirtegleri arastirilmaktadir (Hsu ve ark.

2010).

2.4.5. Endometrial Sinir Lifleri

Endometriozis tanisi i¢in endometrial biyopsiler de bir arastirma konusudur. Son
calismalara gore endometriozisli kadinlarin endometriumlarinda, sinir liflerinin
sayisinda endometriozisli olmayan kadinlara kiyasla artis oldugu saptanmistir. Bu
liflerin endometriumun fonksiyonel tabakasindaki kiigiik miyelinsiz duysal C lifleri
oldugu bildirilmistir (Al-Jefout ve ark. 2009; Bokor ve ark. 2009).

2.5. Periton Sivisi

1970’11 yillarin sonlarinda arastirilmaya baglanan periton sivisi, peritonun karin ig¢

duvarini Orten parietal ve i¢ organlarin yilizeyini Orten viseral yapraklart arasinda kalan
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periton boslugunda bulunur ve bu iki zar arasindaki siirtinmeyi engeller. Periton
stvisinin  igerigi esas olarak, oOzellikle gelisen folikiiller ve korpus luteumdan
kaynaklanan ovaryan eksudadan (damar harabiyeti sonras1 ve damar sizintilariyla iliskili
olarak protein igerigi zengin sivi birikimi) olusur. Bu sivi ge¢isi muhtemelen yiiksek
lokal Ostrojen konsantrasyonuna bagli olarak vaskuler gecirgenligin artmasi sonucu
gercgeklesir. Bu sebeple periton sivisinin hacmi proliferatif fazda yiiksek diizeyde olmak
tizere menstrual siklus fazlar sirasinda degisiklikler gosterir (Koninckx ve ark. 1998).
Periton sivisinin hacmi, ayrica folikiiler aktiviteye, korpus luteum vaskularitesine ve
hormonal tiretime baghidir (Harada ve ark. 2001). Periton sivis1 ovaryan eksudaya ek
olarak plazma sizintisi ile peritonun ve pelvik organlarin lenfatik drenajindan olusur
(Rizner 2015). Diger yandan, makrofaj, eritrosit, mezotelyal hiicre, endometrial hiicre,
lenfosit, eozinofil ve mast hiicrelerini iceren hiicreden ve proteinden zengin bir sividir.
Ayrica sitokinler, biiyliime faktorleri ve kemotaktik faktorler ile bunlarin bilesenleri
peritoneal mikrogevrenin aktivitesini yansitir (Koninckx ve ark. 1998; Rizner 2015).
Kisiye gore degisen oranlarda 5-200 ml arasinda olabilir. Peritoneal kavite total yiizey
alam1 2m?’den biiyiiktiir. Bu alan periton sivisi ile kan dolasimi arasindaki maddelerin
kantitatif pasif diyalizine olanak saglar (Koninckx ve ark. 1998). Total protein
konsantrasyonu yiiksek olup ortalama seviyesi 40 mg/I’dir ve bu seviyeler yine
menstrual siklus fazlarina gore farklilik gosterir (Bersinger ve ark. 2012). Erken
proliferatif faza gore gec proliferatif faz ve erken sekretuar fazda daha yiiksek protein

konsantrasyonu oldugu gosterilmistir (Koninckx ve ark. 1998).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. In Vivo insan Endometrium Dokular:

Ankara Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’ndan, daha énce
endometriozisli hastalardan alinip patolojiye gelen ve parafine gémiilmiis halde bulunan
normal, otopik ve ektopik endometrium dokulari1 retrospektif (geriye doniik) olarak
toplandi. Tim dokular erken proliferatif, ge¢ proliferatif, erken sekretuar ve ge¢
sekretuar olmak {izere 4 menstrual siklus fazlarina ayrildi (Noyes ve ark. 1975).
Normal, 6topik ve ektopik endometrium dokulari, bu 4 menstrual siklus fazi i¢in her bir

siklusta 4’er 6rnek olacak sekilde gruplar ayrildi.

3.2. insan Endometrial Primer Stromal Hiicre Kiiltiirii

Tez c¢alismamiz; Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 13.04.2016 tarihli ve 83045809/604/136231 sayili olarak verilen onay ile,
etik konulara dikkat edilerek gergeklestirildi. Calismada IU Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’ndan, fertil olmasi kosulu ile 25-50 yas
araliginda olan ve benign patolojiler sebebiyle (myom vs) histerektomi yapilmis 3
hastadan alinan endometrium 6rnekleri kullanilarak primer endometrium stromal hiicre

kiltiiri yapildi.

3.2.1. insan Endometrial Primer Stromal Hiicre Kiiltiirii Prosediirii
1. Endometrium kiiretaj doku petri kabina alind1.

2. 2ml Hank’s Balance Salt Solution (HBSS) eklendi.

3. Doku steril cerrahi bigakla ile 1000 pl’lik pipet ucuyla ¢ekilebilecek kadar
kiiciilttildii.

4. 7ml endodigest (300 mL HBSS, 125 mg of (1mg/ml ) Kollajenaz B, 12.5 mg of
DNAaz | (0.1mg/ml), 3 ml 10X Penisilin/Streptomisin) petri kabina eklendi.

5. 10 mI’lik pipetle doku soliisyonu toplanip 50 mI’lik falkon tiipe alindi.
6. Petri kab1 8 ml endodigest ile yikand1 ve toplanip ayni falkon tiipe eklendi.

7. Falkon tiipiin kapag1 kapatilip parafilmlendikten sonra 37°C su banyosunda 45 dk

hafif sallanarak bekletildi ve her 5 dk’da bir hiicrelerin kiimelesmesini engellemek
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amaci ile el ile hafif¢e calkalandi. 15 dk’da bir de 10ml’lik pipetle soliisyon c¢ekilip
falkonun duvarina garptirmak suretiyle 3 kez ¢ek birak yapildi.

8. Falkon tiip su banyosundan alinip, %10 fetal bovin serum (FBS) ve %1 antibiotik-
antimikotik soliisyon igeren 20 ml DMEM/F12 medium eklendi.

9. 1800 devirde 8°C’de 10 dk santrifiij edildi.
10. Siipernatant atildiktan sonra 10 ml DMEM/F12 eklenerek pipetle karigtirildi.

11. Stromal hiicrelerin ayristirilmas1 amaciyla hiicre soliisyonu bir petri kabinin
tizerinde 70 pum’lik filtre siizgecinin farkli noktalarina damlatilmak suretiyle filtre

edildi. Stromal hiicreler petri kabina siiziiliirken epitel hiicreleri stizgegte kalmis oldu.

12. 10 ml DMEM/F12 ile siizge¢ damla damla yikanarak filtrede kalan stromal

hiicrelerin petri kabina aktarilmasi saglandi.
13. 20 ml hiicre s1vis1 2 adet T75 flaska 10 ml olacak sekilde konuldu.

14. 37°C’de %5 CO> ortaminda konfluent olana kadar inkiibe edildi.
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Sekil 3-1: Primer insan endometrial stromal hiicre kiiltiirii asamalari.
Endometrium kiiretaj doku (A), bistiiri ile kiigiiltilmiis endometrium dokusu (B), santrifiij

sonrasi dibe ¢oken endometrial hiicreler (C), endometrial stromal hiicre izolasyonu (D).
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Sekil 3-2: Endometrial stromal primer Kiiltiir hiicreleri 1. Giin (A), 3. Giin (B), 7. Giin (C)
3.3. Periton Sivisi

Periton sivilar1 U Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali’ndan saglandi. Orta siddetli (evre III) ya da siddetli endometriozisi (evre
IV) olan 3 hastadan ve endmetriozisi olmayan fertil 3 hastadan periton sivis1 6rnekleri
toplandi. Periton sivilari, hastalarin batinlar1 agilir agilmaz batin bolgesinin serum
fizyolojik ile yikanmasi ve yikama sollisyonunun enjektor ile geri toplanmasi yolu ile
elde edildi. Her hastaya aym1 miktarda yikama soliisyonu verilerek konsantrasyon
farkliliginin 6niine ge¢ildi. Hizlica laboratuvara getirilen periton sivilar1 1500g’de 30
dakika 4°C’de santrifiij edildikten sonra siipernatant kism1 0,2 pm’lik filtreden gegirildi

ve kullanilacagi ana kadar -80°C’de dondurulup saklandi.

3.4. Hiicre Kiiltiirii Deney Prosediirii

Primer insan endometrium doku kiiltiiri sonrasinda ayristirilan stromal hiicreler
%10 FBS ve %1 antibiotik antimikotik iceren DMEM/F12 mediumunda kiiltiire edildi.
Hiicreler yaklasik 10. giinde konfluent olduktan sonra pasajlandi. Deneylerimiz 2. pasaj

hicreleri ile kuruldu.
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Kiiltiire edilen primer endometrial stromal hiicreler 2 gruba ayrildi:

1. Endometriozis grubunda; endometriozis hastalarindan alinan periton

s1vist endometrial stromal hiicre kiiltiri ortamina eklendi.

2. Kontrol grubunda; endometriozisi olmayan fertil hastalardan alinan

periton sivist endometrial stromal hiicre kiiltiirli ortamina eklendi.

Bu gruplarda, periton sivisinin endometrial stromal hiicreleri iizerindeki, diisiik
ve yiiksek konsantrasyonda ve kisa ve uzun vadedeki etkilerinin degerlendirilmesi
amaci ile konsantrasyon denemeleri yapilan bir 6n calisma yapilarak, stromal hiicrelere
uygulanacak periton sivisinin diisiik ve yliksek konsantrasyon oranlarina karar verildi.
Yapilan denemelerde %20 konsantrasyon iizerindeki periton sivisinin stromal
hiicrelerde toksisite gosterdigi ve hiicreleri 6lime gotirdiigi belirlendi. Bu veriler
dogrultusunda, endometrial stromal hiicrelere eklenecek olan periton sivisinda diisiik
konsantrasyon (%10 periton sivisi+%90 medium) ve yiiksek konsantrasyon (%20
periton s1visi+%80 medium) ile hiicrelerin periton sivisina maruz birakilacag: kisa siire

(10 dk-30 dk-60 dk) ve uzun siire (24 saat-48 saat) alt gruplari olusturuldu.

Kontrol Grubu

DK
60 dk

DK
48 s

)

o 4

\_

Endometriozis Grubu

DK
60 dk

DK
48 s

() (G)®)
N ‘ ‘ /
[©0O)
- DN /

Sekil 3-3: Hiicre kiiltiirii deney gruplar1 DK: Diisiik konsantrasyon, YK: Yiiksek
konsantrasyon, dk: Dakika, s: Saat
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Immiinositokimya degerlendirmesi i¢in 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin her
kuyucuguna 3 yuvarlak lamel yerlestirildi ve hiicreler bu lameller iizerine ekildi.
Hiicreler konfluent olana kadar %10 FBS ve %] antibiotik antimikotik igeren
DMEM/F12 mediumunda tutuldu. Deney baslangicindan 12 saat once hiicreler, FBS
icermeyen %5 bovin serum albumin (BSA) ve %1 antibiotik antimikotik eklenmis
DMEM/F12 mediumuna alindi. Deney giinlinde de yine ayni sekilde FBS icermeyen
%5 bovin serum albumin (BSA) ve %1 antibiotik antimikotik eklenmis DMEM/F12
mediumuna alinan hiicrelere kontrol grubu icin %10 ve %20 konsantrasyonlardaki
kontrol periton sivilari; endometriozis grubu i¢in de %10 ve %20 konsantrasyonlardaki

endometriozis periton sivilar1 eklenerek deneyler gerceklestirildi.
3.5. Isik Mikroskopik Inceleme

3.5.1. immiinohistokimya

Normal, otopik ve ektopik endometrium parafin bloklarindan mikrotom ile
kesilen 5 pum kalinligindaki kesitler, UPR mekanizma yolaklari olan ER stres
belirtegleri p-IRE1, p-PERK ve ATF6 poliklonal anti-tavsan primer antikorlari ile
boyandi. Endometriozisli hastalardan alinmis olan &topik ve ektopik endometrium
kesitlerinde, endometrial bez epitelindeki ve stromal hiicrelerdeki ekspresyon diizeyleri,
normal endometrium kesitlerindeki ekspresyon diizeyleri ile kiyaslanarak, ER stresinin
endometriozis patogenezinde herhangi bir etkisinin olup olmadigi arastirildi. Ayrica her
grubun kendi i¢inde endometrial bez epitelindeki ve stromal hiicrelerdeki ekspresyon
diizeyleri her menstrual siklus fazi (erken proliferatif, ge¢ proliferatif, erken sekretuar

ve geg sekretuar) i¢in ayr1 degerlendirilerek faz dagilimlarina bakildi.
Immiinohistokimya Prosediirii

1. Endometrium parafin bloklarindan adeziv lamlar {izerine 5 pm’lik kesitler
alindi. 1 gece 56°C’lik etiivde tutulduktan sonra 30 dakika toluolde bekletilerek parafini
giderildi.

2. Suyunun giderilmesi i¢in azalan alkol serilerinden [%100 (x2), %96 (x1),
%90 (x1), %70 (x1)] gecirilen kesitler distile suya alindu.

3. PBS’de yikanan kesitler antijen iyilestirme asamasi i¢in pH:6.0 olacak sekilde
hazirlanan sitrat buffer ile mikrodalgada 3x5 dk kaynatildi.
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4. Oda sicakligina getirilen Kkesitler tekrar PBS’te yikandiktan sonra %3’liik
H20.’de 10 dk bekletildi ve endojen peroksidaz aktivitesi durduruldu.

5. PBS’e alinan kesitlerin etrafi hidrofobik kalem ile ¢izildikten sonra Tweenli

PBS (T-PBS)’e alind.

6. 3x5 dk T-PBS yikamasi sonrasi Kkesitler spesifik olmayan antikor

baglanmalarini engellemek tizere 20 dk blok soliisyonunda tutuldu.

7. Blok soliisyonu sonrasi yikama yapilmayan Kkesitler, 1/200 diliisyondaki p-
IRE1, p-PERK ve ATF6 primer antikorlari ile +4°C’de bir gece inkiibe edildi.

8. T-PBS ile 3x5 dk yikama sonrasi kesitler 20 dk biyotinlenmis sekonder

antikor soliisyonunda bekletildi.

9. T-PBS ile 3x5 dk yikamanin ardindan Kkesitler streptavidin peroksidaz
soliisyonunda 20 dk bekletildi.

10. T-PBS ile 3x5 dk yikandi ve sonrasinda aminoetil karbazol (AEC) kromojen
uygulamasi yapildi.

11. Yeterli reaksiyon elde edilince distile suya alinan kesitlere hematoksilen

uygulanarak zit boyamasi yapildi.

12. Cikan alkol serilerinden hizlica gegirilip, 15 dk toluolde bekletilen kesitler

gliserojelatin kapatma soliisyonu ile kapatildi.

13. Olympus BX61 151k mikroskopu altinda her gruptaki lamlarda 5 farkli alan
segilerek, bu alanlardaki endometrial bez epiteli ve stromal hiicrelerin sitoplazmasindaki
p-IRE1, p-PERK ve ATF6 ekspresyon siddetleri semikantitatif H-skor yontemi

kullanilarak analiz edildi.

3.5.2. Immiinositokimya

Tim gruplardaki endometrial stromal hiicreler immiinositokimya yontemi ile
UPR mekanizma yolaklart olan ER stres belirtecleri p-IRE1, p-PERK ve ATF6
poliklonal anti-tavsan primer antikorlar1 ile boyandi. Gruplar ekspresyon diizeyleri
acisindan karsilastirmali olarak incelendi ve bunun sonucunda endometriozisli

hastalardan alinan periton sivisinin endometrial stromal hiicrelerindeki ER stres
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belirteclerinde indiikleyici bir etkiye sahip olup olmadigi ve hangi UPR mekanizmasini

aktive ettigi arastirildi.
Immiinositokimya Prosediirii

1. Deney bitiminde, 24 kuyucuklu Kkiiltiir kaplarina yerlestirilen yuvarlak
lamellerde bulunan hiicreler -20°C’de metanol ile 5 dk fikse edildi.

2. Fiksasyon sonrasinda PBS ile 2x5 dk yikamanin ardindan 5 dk blok soliisyonu

uygulanarak spesifik olmayan antikor baglanmasi engellendi.

3. Blok soliisyonu ortamdan uzaklastirildi ve PBS ile yikama yapilmadan p-
IRE1 ve ATF6 primer antikorlart 1/200 diliisyonda, p-PERK primer antikoru ise 1/100
diliisyonda olacak sekilde +4°C’de overnight olarak inkiibe edildi.

4. Ertesi giin PBS ile 3x5 dk yikandi.

5. Ardindan biyotinlenmis sekonder antikor soliisyonunda 20 dk bekletildi.
6. PBS ile 3x5 dk yikand.

7. Streptavidin peroksidaz soliisyonunda 20 dk bekletildi.

8. PBS ile 3x5 dk yikandi.

9. Kromojen uygulamasi olarak diamino benzidin (DAB) kullanildi.

10. Reaksiyonu durdurmak i¢in distile suda bekletilen lameller, hematoksilen ile

zit boyama yapildiktan sonra kapatma soliisyonu damlatilan lamlar {izerine kapatildi.

11. Olympus BX61 151k mikroskopu altinda her gruptaki lamlarda 5 farkli alan
secilerek, bu alanlardaki endometrial stromal hiicrelerde goriilen p-IRE1, p-PERK ve
ATF6 ekspresyon siddetleri 0: boyanma yok, 1: zayif boyanma, 2: belirgin boyanma, 3:
yogun boyanma olacak sekilde belirlendi ve semikantitatif H-skor yontemi ile
degerlendirildi. [HSCORE= }_ Pi(i + 1); 1, boyanma siddeti degeri; Pi, boyanan hiicre
yiizdesi].

3.6. Istatistik

Tiim parametreler istatistiksel olarak analiz edildi. Verilerin normal dagilim
gosterip gostermedigi  Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendi. Normal dagilim
gosteren verilerde ¢oklu grup karsilastirmalari tek-yonlii ANOV A’ nin ardindan post hoc

Holm-Sidak testleri ile analiz edildi. Ikili grup karsilastirmalari ise t-test ile analiz
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edildi. Normal dagilim gostermeyen verilerde ise non-parametrik ANOVA (Kruskal-

Wallis test) ardindan Tukey testi uygulandi. Istatistiksel hesaplamalar Sigma Plot

(Windows), versiyon 14.0 (Jandel Scientific, San Rafael, CA) ile gerg¢eklestirildi.

p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

3.7. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

3.7.1. Kimyasal Malzemeler

Hank’s Dengeli Tuz Soliisyonu (Thermo scientific: 14170-112)

Dulbecco'nun modifiye edilmis Eagle medyumu (DMEM/F12) (Sigma: D8437-
500ML)

Fetal bovin serum (FBS: Hyclone: HY30160.03)
Penisilin-Streptomisin (Thermo scientific: 15140122)

Enzim kolajenaz B (Roche 11088815001)

Enzim DNaz | (Roche: 104159)

Tripsin (Sigma: T4049)

Fosfatla tamponlanmis tuz soliisyonu tableti (Biomatik: A3602)
Metanol (Sigma-Aldrich: 24229)

Hematoksilen (Invitrogen 00-8011)

Etil Alkol %96 (Alkomed: CAS 64-17-5)

Toluol (Merck)

AEC Chromogen Substrate Kit (ScyTek: ACJ500)

DAB Chromogen Substrate Kit (ScyTek:ACK125)

HRP Anti-Polyvalent Sekonder Kit (ScyTek: SHP125)
Hidrojen Peroksit (Merck Millipore: 107298)

ATF6 Poliklonal Anti-tavsan Primer Antikoru (biorbyt: orb74689)

Phospho-IRE1 Poliklonal Anti-tavsan Primer Antikoru (abcam: ab48187)
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PERK Poliklonal Anti-tavsan Primer Antikoru (phospho-Thr980) (biorbyt:

orb309080)
Tween 20 (Sigma)

Antibiyotik-Antimikotik Soliisyon (Thermo: 15240062)

3.7.2. Alet ve Techizat

Ince uglu pens

Otomatik pipetor (Ratiolab: Accupetta)

Steril serolojik pipet 10 ml (SPL Life: 91010)

1-10 pl’lik mikropipet (Eppendorf)

10-100 pl’lik mikropipet (Eppendorf)

10-200 pl’lik mikropipet (Eppendorf)

100-1000 pl’lik mikropipet (Eppendorf)

10 pl, 100 pl, 200 pl ve 1000 ul’lik mikropipet uglari (Bicappa)
15 ml’lik steril dibi konik santrifiij tlipli (Corning Star: 430790)
50 ml’lik Falkon Tiip (SPL Life: 50050)

Ependorf tiipii (Labosel 98/79/CE)

Kiiltiir petri kab1 (BD Falcon)

25 cm?’lik hiicre kiiltiir tabag1 (Jet Biofil: TCF-012-050)

75 m?’lik hiicre kiiltiir tabag1 (Jet Biofil: TCF-012-250)

24 kuyucuklu doku kiiltiir tabagi (Biofil: TCP 011024)

6 kuyucuklu doku kiiltiir tabagi (Biofil: TCP 011006)

70 um’lik hiicre filtresi (BD Falcon)

Tek kullanimlik filtre 0,2 pm (Sartorius Biotech: 1653400449103)
Adeziv Lam (Thermo Fischer)

Yuvarlak lamel (Marienfeld)



e Mikrotom bi¢agi (Feather A35)

3.7.3. Cihazlar

e Sterile edilmis sinif II laminar havalandirmali tezgah (Esco: Class II)
e Inkiibatdr ( Thermo Scientific, Heracell 150i)

e Santrifiij (Eppendorf: 5810 R)

e Buzdolabi1 (Argelik)

e -80 buzdolab1 (Ficold)

e Vorteks (Biocote: Stuart SA8)

e Dijital calkalamali sicak su banyosu (Fisher Scientific)

o Elektrikli pipet pompas1 (Ratiolab: Accupetta)

e Hassas terazi (Sartorius)

e Etiiv (Heraeus)

e Mikrodalga firin (Argelik)

e Ters (invert) mikroskop (Olympus IX71)

e Isik mikroskobu (Olympus BX61)

e Kamera (Olympus DP72)

e Distile su cihazi (Sartorius Stedim Biotech: arium pro VF)
e Masaiistii otoklav (Thermo Scientific Varioklav: 25T)

e pH metre (Inolab wtw)

e Mikrotom (Thermo Scientific Microm hm430)

36
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4. BULGULAR

4.1. Iimmiinohistokimyasal Bulgular

Normal, 6topik ve ektopik endometrium kesitlerinde, endometrium bez epiteli ve
stromal hiicrelerde p-IRE1, p-PERK ve ATF6 immunoreaktivitesi istatistiksel olarak
degerlendirildi. (1) Normal, 6topik ve ektopik endometriumdaki bez epiteli ve stromal
hiicrelerde p-IRE1, p-PERK ve ATF6 ekspresyon diizeylerinin erken proliferatif, ge¢
proliferatif, erken sekretuar ve ge¢ sekretuar olmak lizere menstrual faz dagilimi
incelendi. (2) Menstrual fazlarin herbirinde (erken proliferatif, ge¢ proliferatif, erken
sekretuar ve ge¢ sekretuar) normal, 6topik ve ektopik endometriumdaki bez epiteli ve
stromal hiicrelerde, p-IRE1, p-PERK ve ATF6 ekspresyon diizeyleri birbirleri ile
kiyaslandi.

4.1.1. p-IRE1 immiinohistokimyasal Isaretlemesi

4.1.1.1. Normal Endometriumun Bez Epitelinde ve Stromal Hiicrelerdeki p-IRE1
Ekspresyonunun Faz Dagilimi

Normal endometrium bez epitelinde, ge¢ proliferatif fazdaki p-IRE1 ekspresyon
diizeyinin, erken proliferatif (p<0,05), erken sekretuar (p<0,001) ve ge¢ sekretuar
(p<0,001) fazlardaki ekspresyona kiyasla istatistiksel olarak azalmis oldugu gorildi
(Sekil 4.1, Sekil 4.3 GP). Geg sekretuar fazdaki p-IRE1 espresyonu, erken proliferatif
ve erken sekretuar fazlardaki ekspresyon diizeyleri ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak artis gosterdigi saptandi1 (p<0,05) (Sekil 4.1, Sekil 4.3 GS). Erken proliferatif ve
erken sekretuar fazlardaki p-IRE1 ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik
bulunmadi (Sekil 4.1, Sekil 4.3 EP, ES).
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Normal Endometrium Bez Faz Dagilimi
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Sekil 4-1:Normal endometrium bez epitelinde p-IRE1 immiinoreaktivitesinin menstrual

faz dagiliminin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05; EP ile kiyaslandiginda, *p<0,001; ES ve
GS ile kiyaslandiginda; #p<0,05; EP ve ES ile kiyaslandiginda.

Benzer olarak normal endometrium stromal hiicrelerde de, ge¢ proliferatif
fazdaki p-IRE1 ekspresyon diizeyinin, erken proliferatif (p<0,05), erken sekretuar
(p<0,001) ve ge¢ sekretuar (p<0,001) fazlardaki ekspresyona kiyasla istatistiksel olarak
azalmis oldugu goriildii (Sekil 4.2, Sekil 4.3 GP). Ge¢ sekretuar fazdaki p-IRE1
ekspresyonu, erken proliferatif ve erken sekretuar fazlardaki ekspresyon diizeyleri ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak arttigi goriildii (p<0,05) (Sekil 4.2, Sekil 4.3 GS).
Erken proliferatif ve erken sekretuar fazlardaki p-IRE1 ekspresyon diizeyleri arasinda
anlaml1 bir farklilik bulunmadi (Sekil 4.2, Sekil 4.3 EP, ES).



Normal Endometrium Stromal Hiicreler
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Sekil 4-2:Normal endometrium stromal hiicrelerdeki p-IRE1 immiinoreaktivitesinin

menstrual faz dagiminin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05; EP ile kiyaslandiginda,
*p<0,001; ES ve GS ile kiyaslandiginda; #p<0,05; EP ve ES ile kiyaslandiginda.

Sekil 4-3:Normal endometrium bez epiteli ve stromal hiicrelerdeki p-IRE1 isaretlemesinin

faz dagihmim gosteren 151k mikrograflar, X40. EP: Erken proliferatif faz, GP: Geg
proliferatif faz, ES: Erken sekretuar faz, GS: Geg sekretuar faz.
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4.1.1.2. Otopik Endometriumun Bez Epitelinde ve Stromal Hiicrelerdeki p-IRE1

Ekspresyonunun Faz Dagilim

Otopik endometrium bez epitelinde gec proliferatif fazdaki p-IRE1 ekspresyon
diizeyinin ge¢ sekretuar faza kiyasla anlamli olarak azalmis oldugu belirlendi (p<0,05)
(Sekil 4.4, Sekil 4.6 GP, GS). Diger fazlar arasinda p-IRE1 ekspresyonu agisindan
istatistiksel bir anlamlilik goriilmedi (Sekil 4.4).

Otopik Endometrium Bez Epiteli
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Sekil 4-4:0topik endometrium bez epitelinde p-IRE1 immiinoreaktivitesinin menstrual
faz dagiliminin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05; GS ile kiyaslandiginda.

Otopik endometrium stromal hiicrelerinde, ge¢ proliferatif fazdaki p-IRE1
ekspresyon diizeyinin ge¢ sekretuar fazla kiyaslandiginda anlamli olarak azaldigi
gorildii (p<0,05) (Sekil 4.5, Sekil 4.6 GP,GS). Ge¢ sekretuar fazdaki p-IRE1
ekspresyon diizeyi ise erken proliferatif faza kiyasla artmis goriildii (p<0,05) (Sekil 4.5,
Sekil 4.6 EP,GS). Diger fazlar arasinda anlamli bir farklilik gériilmedi (Sekil 4.5).
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Otopik Endometrium Stromal Hiicreler
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Sekil 4-5:0topik endometrium stromal hiicrelerdeki p-IRE1 immiinoreaktivitesinin

menstrual faz dagihminin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05; GS ile kiyaslandiginda;
#p<0,05; EP ile kiyaslandiginda.

Sekil 4-6:Otopik endometrium bez epiteli ve stromal hiicrelerdeki p-IRE1 isaretlemesinin

faz dagilmim gosteren 151k mikrograflar, X40. EP: Erken proliferatif faz, GP: Geg
proliferatif faz, ES: Erken sekretuar faz, GS: Geg sekretuar faz.
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4.1.1.3. Ektopik Endometriumun Bez Epitelinde ve Stromal Hiicrelerdeki p-IRE1

Ekspresyonunun Faz Dagilim

Ektopik endometrium bez epitelinde, geg proliferatif fazdaki p-IRE1 ekspresyon
diizeyinin erken proliferatif (p<0,05), erken sekretuar (p<0,001) ve ge¢ sekretuar
(p<0,05) fazlarmna kiyasla anlamli olarak azaldig: belirlendi (Sekil 4.7, Sekil 4.9 GP).

Diger fazlar arasinda ise anlamli bir farklilik goriilmedi (Sekil 4.7).

Ektopik Endometrium Bez Epiteli
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Sekil 4-7:Ektopik endometrium bez epitelinde p-IRE1 immiinoreaktivitesinin menstrual

faz dagihmimin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05; EP ve GS ile kiyaslandiginda,
*p<0,001; ES ile kiyaslandiginda.

Ektopik endometrium stromal hiicrelerde, gec¢ proliferatif fazdaki p-IRE1
ekspresyon diizeyinin ge¢ sekretuar fazla kiyaslandiginda anlamli olarak azaldigi
saptand1 (p<0,05) (Sekil 4.8, Sekil 4.9 GP, GS). Diger fazlar arasinda ise anlamli bir
farklilik goriilmedi (Sekil 4.8).



43

Ektopik Endometrium Stromal Hiicreler
250
200 T
2
(e
= 150
I
E 100 ¥
s
50
0
EP GP ES GS
| M Ortalama 162,5 80 165 192,5

Sekil 4-8:Ektopik endometrium stromal hiicrelerdeki p-IRE1 immiinoreaktivitesinin
menstrual faz dagilimimin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05; GS ile kiyaslandiginda.

Sekil 4-9:Ektopik endometrium bez epiteli ve stromal hiicrelerdeki p-IRE1 isaretlemesinin

faz dagilmim gosteren 151k mikrograflar, X40. EP: Erken proliferatif faz, GP: Geg
proliferatif faz, ES: Erken sekretuar faz, GS: Geg sekretuar faz.
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4.1.1.4. Menstrual Siklus Fazlarinda p-IRE1 Ekspresyon Diizeylerinin Normal,
Otopik ve Ektopik Endometrium Arasinda Karsilastiriimasi

Erken proliferatif fazda, ektopik endometrium bez epitelindeki p-IRE1
ekspresyon diizeyinin, 6topik ve normal endometrium bez epiteline kiyasla anlamli
olarak artis gosterdigi dikkati ¢ekti (sirasiyla p<0,001, p<0,05) (Sekil 4.10, Sekil 4.12).
Otopik endometrium ve normal endometrium bez epitelindeki ekspresyon diizeyinde
anlamli bir faklihik goriilmedi (Sekil 4.10, Sekil 4.12). Benzer olarak ektopik
endometrium stromal hiicrelerdeki p-IRE1 ekspresyon diizeyinin, 6topik ve normal
endometrium stromal hiicreleri ile kiyaslandiginda anlamli olarak artis gosterdigi
belirlendi  (p<0,05) (Sekil 4.11, Sekil 4.12). Otopik endometrium ve normal
endometrium stromal hiicrelerde ise p-IRE1 ekspresyon diizeyi olarak anlamli bir
faklilik goriilmedi (Sekil 4.11, Sekil 4.12).

Geg proliferatif fazda, normal, 6topik ve ektopik endometrium bez epitelinde ve
stromal hiicrelerdeki p-IRE1 ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel bir farklilik
saptanmadi (Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12).

Erken sekretuar fazda ektopik endometrium bez epitelindeki p-IRE1 ekspresyon
diizeyi, 6topik endometriuma kiyasla artmis goriildii (p<0,05) (Sekil 4.10, Sekil 4.12).
Normal endometrium bez epiteli ile 6topik ve ektopik endometrium bez epiteli
karsilastirildiginda ise herhangi bir istatistiksel anlamlilik bulunmadi (Sekil 4.10, Sekil
4.12). Erken sekretuar fazda, stromal hiicre p-IRE1 ekspresyon diizeyleri gruplar
arasinda kiyaslandiginda istatistiksel bir farklilik goriilmedi (Sekil 4.11, Sekil 4.12).

Geg sekretuar fazda Gtopik endometrium bez epitelindeki p-IRE1 ekspresyon
diizeyi normal endometriuma kiyasla anlamli olarak azalmis goriildii (p<0,05) (Sekil
4.10, Sekil 4.12). Ektopik endometrium bez epitelindeki p-IRE1 ekspresyonu, normal
ve Otopik endometriumla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi
(Sekil 4.10, Sekil 4.12). Stromal hiicrelerdeki p-IRE1 ekspresyon diizeyleri
incelendiginde, gruplar arasinda istatistiksel bir fark goriilmedi (Sekil 4.11, Sekil 4.12).
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Sekil 4-10:Menstrual siklus fazlarinda normal, 6topik ve ektopik endometrium bez

epitelinde p-IRE1 immiinoreaktivitesinin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05;
normal ile kiyaslandiginda, *p<0,001; &topik ile kiyaslandiginda. £p<0,05; 6topik ile kiyaslandiginda.
#p<0,05; normal ile kiyaslandiginda.
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Sekil 4-11:Menstrual siklus fazlarinda normal, 6topik ve ektopik endometrium stromal
hiicrelerdeki p-IRE1 immiinoreaktivitesinin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05;
normal ve 6topik ile kiyaslandiginda.
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Sekil 4-12:Menstrual siklus fazlarinda normal, 6topik ve ektopik endometrium bez epiteli
ve stromal hiicrelerdeki p-IRE1 isaretlemesine ait 151k mikrograflar, X40.

4.1.2. p-PERK immiinohistokimyasal Isaretlemesi

4.1.2.1. Normal Endometriumun Bez Epitelinde ve Stromal Hiicrelerdeki p-PERK
Ekspresyonunun Faz Dagilimi

Normal endometrium bez epitelinde, ge¢ proliferatif fazdaki p-PERK
ekspresyon diizeyinin, erken proliferatif, erken sekretuar ve ge¢ sekretuar fazlarindaki

ekspresyona kiyasla istatistiksel olarak azalmis oldugu goriildii (p<0,001) (Sekil 4.13,
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Sekil 4.15 GP). Diger fazlar arasinda p-PERK ekspresyonu agiSindan anlamli bir fark
saptanmadi (Sekil 4.13, Sekil 4.15).
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Sekil 4-13:Normal endometrium bez epitelinde p-PERK immiinoreaktivitesinin menstrual
faz dagilmimin H-skor ortalama degerleri. *p<0,001; EP, ES ve GS ile kiyaslandiginda.

Benzer olarak normal endometrium stromal hiicrelerde, ge¢ proliferatif fazdaki
p-PERK' ekspresyon diizeyinin erken proliferatif, erken sekretuar ve gec¢ sekretuar
fazlarindaki ekspresyona kiyasla istatistiksel olarak azalmig oldugu goriildii (p<0,001)
(Sekil 4.14, Sekil 4.15 GP). Diger fazlar arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4.14,
Sekil 4.15).
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Sekil 4-14:Normal endometrium stromal hiicrelerdeki p-PERK immiinoreaktivitesinin

menstrual faz dagimimin H-skor ortalama degerleri *p<0,001; EP, ES ve GS ile
kiyaslandiginda.

Sekil 4-15:Normal endometrium bez epiteli ve stromal hiicrelerdeki p-PERK

isaretlemesinin faz dagilimini gosteren 151k mikrograflar, X40. EP: Erken proliferatif
faz, GP: Geg proliferatif faz, ES: Erken sekretuar faz, GS: Geg sekretuar faz.
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4.1.2.2. Otopik Endometriumun Bez Epitelinde ve Stromal Hiicrelerdeki p-PERK

Ekspresyonunun Faz Dagilim

Otopik endometrium bez epitelinde, gec proliferatif fazdaki p-PERK ekspresyon
diizeyi erken proliferatif fazla kiyaslandiginda anlamli olarak azalmis goriildii (p<0,05)
(Sekil 4.16, Sekil 4.18 GP, EP). Diger fazlar arasinda p-PERK ekspresyon diizeyleri
acisindan herhangi bir istatistiksel anlamlilik bulunmadi (Sekil 4.16, Sekil 4.18).
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Sekil 4-16:Otopik endometrium bez epitelinde p-PERK immiinoreaktivitesinin menstrual
faz dagihminin H-skor ortalama degerleri *p<0,05; EP ile kiyaslandiginda.

Benzer olarak 6topik endometrium stromal hiicrelerde, geg proliferatif fazdaki
p-PERK ekspresyon diizeyi erken proliferatif fazla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
azalmig goriildi (p<0,05) (Sekil 4.17, Sekil 4.18 GP, EP). Diger fazlar arasinda p-PERK
ekspresyon diizeyleri acisindan herhangi anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.17, Sekil
4.18).
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Otopik Endometrium Stromal Hiicreler
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Sekil 4-17:Otopik endometrium stromal hiicrelerdeki p-PERK immiinoreaktivitesinin
menstrual faz dagihmimin H-skor ortalama degerleri *p<0,05; EP ile kiyaslandiginda.

Sekil 4-18:Otopik endometrium bez epiteli ve stromal hiicrelerdeki p-PERK

isaretlemesinin faz dagilimini gosteren 151k mikrograflar, X40. EP: Erken proliferatif
faz, GP: Geg proliferatif faz, ES: Erken sekretuar faz, GS: Geg sekretuar faz.
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4.1.2.3. Ektopik Endometriumun Bez Epiteli ve Stromal Hiicrelerdeki p-PERK

Ekspresyonunun Faz Dagilim

Ektopik endometrium bez epitelinde, fazlar arasinda p-PERK ekspresyon
diizeyleri agisindan istatistiksek olarak anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4.19, Sekil

4.21).
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Sekil 4-19:Ektopik endometrium bez epitelinde p-PERK immiinoreaktivitesinin menstrual
faz dagihmimin H-skor ortalama degerleri.

Ektopik endometrium stromal hiicrelerde, fazlar arasinda p-PERK ekspresyon
diizeyleri agisindan istatistiksek olarak anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4.20, Sekil
4.21).



52

Ektopik Endometrium Stromal Hiicreler
250
200 T
2
o
% 150 T
=
X
& 100
w
o
=%
50
0
EP GP ES GS
‘IOrtaIama 205 185 180 132,5

Sekil 4-20:Ektopik endometrium stromal hiicrelerdeki p-PERK immiinoreaktivitesinin
menstrual faz dagihmimin H-skor ortalama degerleri.

Sekil 4-21:Ektopik endometrium bez epiteli ve stromal hiicrelerdeki p-PERK

isaretlemesinin faz dagilimini gosteren 151k mikrograflar, X40. EP: Erken proliferatif
faz, GP: Geg proliferatif faz, ES: Erken sekretuar faz, GS: Geg sekretuar faz.
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4.1.2.4. Menstrual Siklus Fazlarinda p-PERK Ekspresyon Diizeylerinin Normal,
Otopik ve Ektopik Endometrium Arasinda Karsilastiriimasi

Erken proliferatif fazda bez epiteli ve stromal hiicrelerdeki p-PERK ekspresyon
diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi (Sekil
4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24).

Geg proliferatif fazda ektopik endometrium bez epitelinde ve stromal
hiicrelerde, p-PERK ekspresyon diizeyleri normal ve &topik endometriuma kiyasla
anlaml1 olarak artmis goriildii (p<0,05) (Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24). Otopik ve
normal endometrium bez epitelinde ve stromal hiicrelerdeki p-PERK ekspresyon
diizeyleri ise istatistiksel olarak farkli degildi (Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24).

Erken sekretuar fazda bez epiteli ve stromal hiicrelerdeki p-PERK ekspresyon
diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi (Sekil
4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24).

Geg sekretuar fazda ektopik ve o6topik endometrium bez epiteli ve stromal
hiicrelerdeki p-PERK ekspresyon diizeyleri, normal endometrium ile kiyaslandiginda

anlamli olarak azalmis goriildii (p<0,05) (Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24).
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Sekil 4-22:Menstrual siklus fazlarinda normal, 6topik ve ektopik endometrium bez
epitelinde p-PERK immiinoreaktivitesinin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05;
normal ve O&topik ile kiyaslandiginda. #p<0,05; normal ile kiyaslandiginda. p<0,05; normal ile
kiyaslandiginda.
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Sekil 4-23:Menstrual siklus fazlarinda normal, 6topik ve ektopik endometrium stromal
hiicrelerdeki p-PERK immiinoreaktivitesinin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05;
normal ve oOtopik ile kiyaslandiginda. #p<0,05; normal ile kiyaslandiginda. #p<0,05; normal ile
kiyaslandiginda.
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Sekil 4-24:Menstrual siklus fazlarinda normal, 6topik ve ektopik endometrium bez epiteli
ve stromal hiicrelerdeki p-PERK isaretlemesine ait 151k mikrograflar, X40.

4.1.3. ATF6 immiinohistokimyasal Isaretlemesi

4.1.3.1. Normal Endometriumun Bez Epiteli ve Stromal Hiicrelerdeki ATF6

Ekspresyonunun Faz Dagilim

Normal endometrium bez epitelinde, ge¢ proliferatif fazdaki ATF6 ekspresyon
diizeyinin, erken proliferatif, erken sekretuar ve geg¢ sekretuar fazlardaki ekspresyona
kiyasla istatistiksel olarak azalmis oldugu goriildii (p<0,001) (Sekil 4.25, Sekil 4.27
GP). Geg sekretuar fazdaki ekpsresyon diizeyinin, erken sekretuar faza kiyasla
istatistiksel olarak azaldigi belirlendi (p<0,05) (Sekil 4.25, Sekil 4.27 GS, ES). Erken
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proliferatif faz ile erken sekretuar fazlari arasinda ise istatistie yansiyan bir fark
goriilmedi (Sekil 4.25, Sekil 4.27).
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Sekil 4-25:Normal endometrium bez epitelinde ATF6 immiinoreaktivitesinin menstrual

faz dagihiminin H-skor ortalama degerleri. *p<0,001; EP, ES ve GS ile kiyaslandiginda.
#p<0,05; ES ile kiyaslandiginda.

Normal endometrium stromal hiicrelerde, ge¢ proliferatif fazdaki ATF6
ekspresyon diizeyinin erken proliferatif ve erken sekretuar fazlarina kiyasla istatistiksel
olarak azaldigi goriildii (p<0,05) (Sekil 4.26, Sekil 4.27 GP). Diger fazlar arasinda
ATF6 ekspresyon diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi
(Sekil 4.26, Sekil 4.27).
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Sekil 4-26:Normal endometrium stromal hiicrelerdeki ATF6 immiinoreaktivitesinin

menstrual faz dagilmimin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05; EP ve ES ile
kiyaslandiginda.

Sekil 4-27:Normal endometrium bez epiteli ve stromal hiicrelerdeki ATF6 isaretlemesinin

faz dagilimim gosteren 151k mikrograflar, X40. EP: Erken proliferatif faz, GP: Geg
proliferatif faz, ES: Erken sekretuar faz, GS: Geg sekretuar faz.
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4.1.3.2. Otopik Endometriumun Bez Epiteli ve Stromal Hiicrelerdeki ATF6

Ekspresyonunun Faz Dagilim

Otopik endometrium bez epitelinde, gec proliferatif fazdaki ATF6 ekspresyon
diizeyi, erken proliferatif ve erken sekretuar faza kiyasla istatistiksel olarak azalmis
goriildi (p<0,05) (Sekil 4.28, Sekil 4.30 GP). Diger fazlar arasinda istatistige yansiyan
bir fark saptanmadi (Sekil 4.28, Sekil 4.30).
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Sekil 4-28:Otopik endometrium bez epitelinde ATF6 immiinoreaktivitesinin menstrual faz
dagilimimin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05; EP ve ES ile kiyaslandiginda.

Benzer olarak stromal hiicrelerde de, geg proliferatif fazdaki ATF6 ekspresyon
diizeyi, erken proliferatif ve erken sekretuar faza kiyasla istatistiksel olarak azalmig
gorildii (p<0,05) (Sekil 4.29, Sekil 4.30 GP). Diger fazlar arasinda istatistige yansiyan
bir fark saptanmadi (Sekil 4.29, Sekil 4.30).
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Sekil 4-29:Otopik endometrium stromal hiicrelerdeki ATF6 immiinoreaktivitesinin
menstrual faz daglmimin H-skor ortalama degerleri. #p<0,05 EP ve ES ile

kiyaslandiginda.

Sekil 4-30:Otopik endometrium bez epiteli ve stromal hiicrelerdeki ATF6 isaretlemesinin

faz dagilimim gosteren 151k mikrograflar, X40. EP: Erken proliferatif faz, GP: Geg
proliferatif faz, ES: Erken sekretuar faz, GS: Geg sekretuar faz.
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4.1.3.3. Ektopik Endometriumun Bez Epiteli ve Stromal Hiicrelerdeki ATF6

Ekspresyonunun Faz Dagilim

Ektopik endometrium bez epitelindeki ATF6 ekspresyon diizeylerinde fazlar
arasinda anlamli bir istatistiksel fark goriilmedi (Sekil 4.31, Sekil 4.33).
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Sekil 4-31:Ektopik endometrium bez epitelinde ATF6 immiinoreaktivitesinin menstrual
faz dagihmimin H-skor ortalama degerleri.

Benzer olarak stromal hiicrelerde de, ATF6 ekspresyon diizeyinde fazlar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmad (Sekil 4.32, Sekil 4.33).
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Sekil 4-32:Ektopik endometrium stromal hiicrelerdeki ATF6 immiinoreaktivitesinin
menstrual faz dagihmimin H-skor ortalama degerleri.

Sekil 4-33:Ektopik endometrium bez epiteli ve stromal hiicrelerdeki ATF6 isaretlemesinin

faz dagilimim gosteren 151k mikrograflar; X40. EP: Erken proliferatif faz, GP: Geg
proliferatif faz, ES: Erken sekretuar faz, GS: Geg sekretuar faz.
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4.1.3.4. Menstrual Siklus Fazlarinda ATF6 Ekspresyon Diizeylerinin Normal,
Otopik ve Ektopik Endometrium Arasinda Karsilastiriimasi

Erken proliferatif fazdaki ATF6 ekspresyon diizeyinin ektopik endometrium
bezlerinde normal ve 6topik endometrium bez epiteline kiyasla istatistiksel olarak artis
gosterdigi belirlendi (p<0,05) (Sekil 4.34, Sekil 4.36). Normal ve 6topik endometrium
bez epitelindeki ATF6 ekspresyon diizeylerinde ise istatistiksel bir farklilik bulunmadi
(Sekil 4.34, Sekil 4.36). Diger yandan stromal hiicrelerdeki ATF6 ekspresyon
diizeyinde ise gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4.35, Sekil 4.36).

Gec proliferatif fazdaki ekspresyon diizeyinin ektopik endometrium bez
epitelinde, normal ve 6topik endometrium bez epiteline kiyasla anlamli olarak artig
gosterdigi saptandi1 (p<0,001) (Sekil 4.34, Sekil 4.36). Ayrica 6topik endometrium bez
epitelindeki ATF6 ekspresyon diizeyi de, normal endometriumla kiyaslandiginda
istatistiksel olarak artmis bulundu (p<0,05) (Sekil 4.34, Sekil 4.36). Stromal
hiicrelerdeki ATF6 ekspresyon diizeyinde ise ektopik endometrium stromal hiicrelerde,
6topik ve normal endometrium stromal hiicrelere kiyasla anlamli olarak artis goriiliirken
(p<0,05), normal endometriumla 6topik endometrium stromal hiicrelerde istatistiksel bir
farklilik goriilmedi (Sekil 4.35, Sekil 4.36).

Erken sekretuar fazda endometrial bez epitelinde ve stromal hiicrelerdeki ATF6

ekspresyon diizeylerinde ise, gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4.34,

Sekil 4.35, Sekil 4.36).

Geg sekretuar fazda ise ektopik endometrium bez epitelindeki ATF6 ekspresyon
diizeyleri, normal ve 6topik endometrium bez epiteline kiyasla anlamli olarak artis
gosterirken (p<0,05), normal ve O&topik endometrium bez epitelindeki ekspresyon
diizeyleri kiyaslandiginda, istatistige yansiyan bir fark saptanmadi (Sekil 4.34, Sekil
4.36). Diger yandan stromal hiicrelerdeki ATF6 ekspresyon diizeyleri kiyaslandiginda,
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.35, Sekil 4.36).
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Sekil 4-34:Menstrual siklus fazlarinda normal, 6topik ve ektopik endometrium bez

epitelinde ATF6 immiinoreaktivitesinin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05; normal
ve Otopik ile kiyaslandiginda. #p<0,05; normal ile kiyaslandiginda. #p<0,001; normal ve O6topik ile
kiyaslandiginda. £p<0,05; normal ve 6topik ile kiyaslandiginda.
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Sekil 4-35:Menstrual siklus fazlarinda normal, 6topik ve ektopik endometrium stromal
hiicrelerdeki ATF6 immiinoreaktivitesinin H-skor ortalama degerleri. *p<0,05;
normal ve 6topik ile kiyaslandiginda.
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Sekil 4-36:Menstrual siklus fazlarinda normal, 6topik ve ektopik bez epiteli ve stromal
hiicrelerdeki ATF6 isaretlemesine ait 151k mikrograflar; X40.

4.2. Hiicre Kiiltiirii Deney Bulgular:

Endometriozis periton sivist verilen primer endometrial stromal hiicrelerde,
diisiik ve yiiksek konsantrasyonda ve 10-30-60 dk ve 24-48 saat sonunda herhangi bir
hiicre o6liimii goriinmez iken, kontrol periton sivisina maruz kalan hiicrelerin diisiik ve
yiiksek konsantrasyonlarda yaklasik 4-5. saatlerde 6liime gitmeye basladig1 ve 24. saatte
hiicrelerin  6ldiigli  goézlendi. Yapilan gozlemde yaklasik 4-5. saatte hiicre
morfolojilerinin bozuldugu, hiicre uzantilarinin ¢ekildigi, hiicre sitoplazmalarinin
biiziildiigi ve nukleuslarin kondanse oldugu dikkati ¢cekmistir. Bu sebeple kontrol
grubundaki endometrial stromal hiicrelerde, sadece 10-30-60 dk sonundaki bulgular
degerlendirildi ve endometriozis grubu ile de 10-30-60 dk sonundaki bulgular
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kiyaslandi. Endometriozis grubunda ise 10-30-60 dk ile 24 ve 48 saatlerdeki bulgular
degerlendirildi.

Sekil 4-37:Kontrol periton sivisi uygulanan endometrial stromal hiicrelerin, (A) 5. saat,
(B) 24. saat, endometriozis periton sivis1 uygulanan endometrial stromal
hiicrelerin (C) 24. saat (D) 48. saatlerde c¢ekilmis fotograflari.

4.2.1. immiinositokimyasal isaretleme

Endometriozisi olmayan (kontrol) ve endometriozisi olan hastalardan alinan
periton sivilari, primer endometrial stromal hiicrelerine diisiik (%10) ve yiiksek
konsantrasyonda (%20) ve 10, 30, 60 dk ve 24 ve 48 saat olacak sekilde uygulandi.
Periton sivilarinin endometrial stromal hiicreleri lizerindeki konsantrasyona ve zamana
bagh etkileri p-IRE1, p-PERK ve ATF6 immunoreaktivitesi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi.

4.2.1.1. p-IRE1 immiinositokimya isaretlemesi

Diisiik konsantrasyon kontrol periton sivisinin verildigi endometrial stromal
hiicreleri, 10-30 ve 60 dk sonunda degerlendirildiginde, p-IRE1 ekspresyon diizeyleri
arasinda istatistiksel bir fark gériilmedi (Sekil 4-38, Sekil 4-39). Benzer sekilde yiiksek
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konsantrasyon kontrol periton sivisi verilen hiicrelerde de p-IRE1 ekspresyon diizeyleri
acisindan zamana bagli olarak anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4-38, Sekil 4-40).
Diger yandan, kontrol periton sivisinin diisiik ve yliksek konsantrasyondaki p-IRE1
ekspresyon diizeyleri, her bir zaman araliginda kiyaslandiginda konsantrasyonlar

arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4-38).
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HKY 203,333 201,667 246,667

Sekil 4-38: Kontrol PS uygulanan endometrial stromal hiicrelerde, zamana ve

konsantrasyona bagh p-IRE1 immunoreaktivitesinin H skor ortalama degerleri.
KD: Kontrol PS diisiik konsantrasyon, KY: Kontrol PS yiiksek konsantrasyon.
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Sekil 4-39: Kontrol PS'nin diisiik konsantrasyonda uygulandigi endometrial stromal
hiicrelerde, 10 dk (A), 30 dk (B), 60 dk (C) negatif kontrol (D) p-IREl
isaretlemesinin 151k mikrograflari, X40.



Sekil 4-40: Kontrol PS'nin yiiksek konsantrasyonda uygulandigi endometrial stromal
hiicrelerde 10 dk (A), 30 dk (B), 60 dk (C) p-IRE1l isaretlemesinin 151k
mikrograflari, X40.

Endometriozis periton sivisinin diisiik konsantrasyonda verildigi endometrial
stromal hiicreleri p-IRE1 immiinoreaktivitesi agisindan degerlendirildiginde, 10-30 ve
60 dk sonundaki p-IRE1 ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel bir fark
bulunmazken, 10-30-60 dk sonundaki ekspresyon diizeyleri ile kiyaslandiginda 24
(p<0,05) ve 48. (p<0,001) saatlerdeki p-IRE1 ekspresyon diizeyinin, istatistiksel olarak
azaldigr goruldi (Sekil 4-41, Sekil 4-42). Benzer sekilde yiiksek konsantrasyon
endometriozis periton sivisi verilen hiicrelerde de 10-30 ve 60 dk sonundaki p-IRE1
ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel bir fark bulunmazken, 24 ve 48. saatlerdeki
p-IRE1 ekspresyon diizeyleri 10-30-60 dk sonundaki ekspresyon diizeyleri ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak azaldig1 saptandi (p<0,001) (Sekil 4-41, Sekil 4-43).
Endometriozis periton sivisinin diisiik ve yiiksek konsantrasyonlari p-IRE1 ekspresyon
diizeyleri agisindan birbiri ile kiyaslandiginda konsantrasyon kaynakli istatistiksel bir
fark goriilmedi (Sekil 4-41).
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Sekil 4-41: Endometriozis PS uygulanan endometrial stromal hiicrelerde, zamana ve

konsantrasyona bagh p-IRE1 immunoreaktivitesinin H skor ortalama degerleri.
ED: Endometriozis PS diisiik konsantrasyon, EY: endometriozis PS yiiksek konsantrasyon.
*p<0,05; ED 10-30-60 dk ile kiyaslandiginda, #p<0,05; EY 10-30-60 dk ile kiyaslandiginda.
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Sekil 4-42: Endometriozis PS'nin diisiik konsantrasyonda uygulandigi endometrial
stromal hiicrelerde 10 dk (A), 30 dk (B), 60 dk (C) 24 s (D), 48 s (E) p-IRE1
isaretlemesinin 151k mikrograflari, X40.
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Sekil 4-43: Endometriozis PS'nin yiiksek konsantrasyonda uygulandigi endometrial
stromal hiicrelerde 10 dk (A), 30 dk (B), 60 dk (C), 24 s (D), 48 s (E) p-IRE1
isaretlemesinin 151k mikrograflari, X40.

Kontrol ve endometriozis periton sivilarinin diisiik konsantrasyonda uygulandigi
endometrial stromal hiicreler, 10-30 ve 60 dk sonunda p-IRE1 ekspresyonu agisindan
degerlendirildiginde, endometriozis grubunda p-IRE1 ekspresyon diizeyi kiyaslama
yapilabilen tiim zaman araliklarinda kontrole kiyasla daha yiiksek olsa da, iki grup
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmadi (Sekil 4-44).
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Sekil 4-44: Kontrol ve endometriozis PS'min diisiik konsantrasyonda uygulandig
endometrial stromal hiicrelerde, zamana bagh p-IRE1 immunoreaktivitesinin H

skor ortalama degerleri. KD: Kontrol PS diisiik konsantrasyon, ED: Endometriozis PS diisiik
konsantrasyon.

Kontrol ve endometriozis periton sivilarinin yiiksek konsantrasyonda
uygulandig1r endometrial stromal hiicrelerde ise, endometriozis grubunda 10, 30 ve 60
dk sonundaki p-IRE1 ekspresyon seviyesi, kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlaml
olarak artmis bulundu (p<0,05) (Sekil 4-45).
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Sekil 4-45: Kontrol ve endometriozis PS'nin yiiksek konsantrasyonda uygulandig
endometrial stromal hiicrelerde, zamana bagh p-IRE1 immunoreaktivitesinin H

skor ortalama degerleri. KY: Kontrol PS yiiksek konsantrasyon, EY: Endometriozis PS
yiiksek konsantrasyon. *p<0,05.



4.2.1.2. p-PERK Immiinositokimya Isaretlemesi

Kontrol periton sivisinin diisiik konsantrasyonda verildigi endometrial stromal
hiicreler, 10-30 ve 60 dk sonundaki
incelendiginde, zamana bagl istatistiksel bir fark goriilmedi (Sekil 4-46, Sekil 4-47).
Ayni sekilde yliksek konsantrasyon kontrol periton sivist verilen hiicrelerde de, p-PERK
ekspresyon diizeyleri agisindan zamana bagli olarak anlamli bir fark saptanmadi (Sekil
4-46, Sekil 4-48). Kontrol periton sivisinin diisiik ve yiiksek konsantrasyonlar1 p-PERK

ekspresyon diizeyleri agisindan kiyaslandiginda ise, konsantrasyonlar arasinda zamana

bagli olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4-46).

p-PERK ekspresyon diizeyleri agisindan
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Sekil 4-46: Kontrol PS uygulanan endometrial stromal hiicrelerde, zamana ve
konsantrasyona bagh p-PERK immunoreaktivitesinin H skor ortalama degerleri.

KD: Kontrol PS diisiik konsantrasyon, KY: Kontrol PS yiiksek konsantrasyon.
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Sekil 4-47: Kontrol PS'nin diisiik konsantrasyonda uygulandigi endometrial stromal
hiicrelerde, 10 dk (A), 30 dk (B), 60 dk (C) p-PERK isaretlemesinin 151k
mikrograflari, p-PERK immunoreaktivitesinin spesifik lokasyonu (D), X40.
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Sekil 4-48: Kontrol PS'nin yiiksek konsantrasyonda uygulandigi endometrial stromal
hiicrelerde 10 dk (A), 30 dk (B), 60 dk (C) p-PERK isaretlemesinin 151k
mikrograflari, X40.

Endometriozis periton sivisinin diisiik konsantrasyonda verildigi endometrial
stromal hiicrelerde, 10-30 ve 60 dk ve 24-48 saat sonunda goriilen p-PERK ekspresyon
diizeyleri kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4-49,
Sekil 4-50). Benzer sekilde yiiksek konsantrasyon endometriozis periton sivisi verilen
hiicrelerde de p-PERK ekspresyon diizeyleri agisindan zamana bagli olarak anlaml bir
fark saptanmadi (Sekil 4-49, Sekil 4-51). Endometriozis periton sivisinin diigiik ve
yiiksek konsantrasyonlar1 birbiri ile kiyaslandiginda, p-PERK ekspresyon diizeyleri
arasinda zamana ve konsantrasyona bagli olan istatistiksel bir farka rastlanmadi (Sekil

4-49).
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Sekil 4-49: Endometriozis PS uygulanan endometrial stromal hiicrelerde, zamana ve
konsantrasyona bagh p-PERK immunoreaktivitesinin H skor ortalama degerleri.
ED: Endometriozis PS diisiik konsantrasyon, EY: endometriozis PS yiiksek konsantrasyon.
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Sekil 4-50: Endometriozis PS'nin diisiik konsantrasyonda uygulandigi endometrial
stromal hiicrelerde 10 dk (A), 30 dk (B), 60 dk (C) 24 s (D), 48 s (E) p-PERK
isaretlemesinin 151k mikrograflari, X40.
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Sekil 4-51: Endometriozis PS'nin yiiksek konsantrasyonda uygulandigi 10 dk (A), 30 dk
(B), 60 dk (C), 24 s (D), 48 s (E) p-PERK isaretlemesinin 151k mikrograflari, X40.

Kontrol ve endometriozis periton sivilarinin diisiik konsantrasyonda uygulandigi
endometrial stromal hiicreler 10-30 ve 60 dk sonunda p-PERK ekspresyon diizeyleri

acisindan kiyaslandiginda, gruplar arasinda istatistiksel bir fark saptanmadi (Sekil 4-52).



400
350
300
250
200
150
100

p-PERK H Skoru

50

—_

10dk

30dk

60 dk

L KD

260,409

246,839

235,788

LIED

296,746

303,333

298,561

Sekil 4-52: Kontrol ve endometriozis PS'nin diisiik konsantrasyonda uygulandig
endometrial stromal hiicrelerde, zamana bagh p-PERK immunoreaktivitesinin H

skor ortalama degerleri. KD: Kontrol PS diisiik konsantrasyon, ED: Endometriozis PS diisiik
konsantrasyon.

Diger yandan, yiiksek konsantrasyonda kontrol ve endometriozis periton sivisi
verilen endometrial stromal hiicreler p-PERK ekspresyon diizeyleri agisindan
degerlendirildiginde, endometriozis grubunda 10-30 ve 60 dk sonundaki p-PERK
ekspresyon diizeyi kontrole kiyasla istatistiksel olarak arttigi saptandi (p<0,05) (Sekil 4-
53).
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Sekil 4-53: Kontrol ve endometriozis PS'nin yiiksek konsantrasyonda uygulandig
endometrial stromal hiicrelerde, zamana bagh p-PERK immunoreaktivitesinin H

skor ortalama degerleri. KY: Kontrol PS yiiksek konsantrasyon, EY: Endometriozis PS
yiiksek konsantrasyon. *p<0,05.
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4.2.1.3. ATF6 Immiinositokimya Isaretlemesi

Diisiik konsantrasyon kontrol periton sivisinin verildigi endometrial stromal
hiicrelerinde, 10-30 ve 60 dk sonundaki ATF6 ekspresyon diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4-54, Sekil 4-55). Benzer sekilde
yiiksek konsantrasyon kontrol periton sivisi verilen hiicrelerde de ATF6 ekspresyon
diizeyleri agisindan zamana bagli olarak anlamli bir fark saptanmadi (Sekil 4-54, Sekil
4-56). Ayrica, kontrol periton sivisinin diisiik ve yiiksek konsantrasyondaki ATF6
ekspresyon diizeyleri, zamana bagli olarak kiyaslandiginda konsantrasyonlar arasinda

anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4-54).
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Sekil 4-54: Kontrol PS uygulanan endometrial stromal hiicrelerde, zamana ve

konsantrasyona bagh ATF6 immunoreaktivitesinin H skor ortalama degerleri.
KD: Kontrol PS diisiik konsantrasyon, KY: Kontrol PS yiiksek konsantrasyon.
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Sekil 4-55: Kontrol PS'nin diisiik konsantrasyonda uygulandigi endometrial stromal
hiicrelerde, 10 dk (A), 30 dk (B), 60 dk (C) ATF6 isaretlemesinin 151k
mikrograflari, ATF6 immunoreaktivitesinin spesifik lokasyonu (D), X40.



Sekil 4-56: Kontrol PS'nin yiiksek konsantrasyonda uygulandigi endometrial stromal
hiicrelerde 10 dk (A), 30 dk (B), 60 dk (C) ATF6 isaretlemesinin 151k
mikrograflari, X40.

Endometriozis periton sivisinin diisiik konsantrasyonda verildigi endometrial
stromal hiicrelerde, 10-30 ve 60 dk ve 24-48 saat sonunda goriilen ATF6 ekspresyon
diizeyleri kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4-57,
Sekil 4-58). Benzer sekilde yiiksek konsantrasyon endometriozis periton sivist verilen
hiicrelerde de ATF6 ekspresyon diizeyleri agisindan zamana bagli olarak anlamli bir
fark saptanmadi (Sekil 4-57, Sekil 4-59). Endometriozis periton sivisinin diisiik ve
yiiksek konsantrasyonlart birbiri ile kiyaslandiginda, ATF6 ekspresyon diizeylerinin

zamana ve konsantrasyona bagli istatistiksel bir fark bulunmadi (Sekil 4-57).



83

350

300

250 —

200

150 —

100 —

p-PERK H Skoru

50 —

)
10dk

30dk

60 dk

245

48s

L ED

296,746

303,333

298,561

316,923

306,41

i EY

304,832

307,694

307,554

313,333

315

Sekil 4-57: Endometriozis PS uygulanan endometrial stromal hiicrelerde, zamana ve

konsantrasyona bagh ATF6 immunoreaktivitesinin H skor ortalama degerleri.
ED: Endometriozis PS diisiik konsantrasyon, EY: endometriozis PS yiiksek konsantrasyon.
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Sekil 4-58: Endometriozis PS'nin diisiik konsantrasyonda uygulandigi endometrial
stromal hiicrelerde 10 dk (A), 30 dk (B), 60 dk (C) 24 s (D), 48 s (E) ATF6
isaretlemesinin 151k mikrograflari, X40.
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Sekil 4-59: Endometriozis PS'nin yiiksek konsantrasyonda uygulandigi endometrial
stromal hiicrelerde 10 dk (A), 30 dk (B), 60 dk (C), 24 s (D), 48 s (E) ATF6
isaretlemesinin 151k mikrograflari, X40.

Kontrol ve endometriozis periton sivilarinin diisiik konsantrasyonda uygulandigi
endometrial stromal hiicrelerde, 10-30 ve 60 dk sonunda goriilen ATF6 ekspresyon

diizeyleri arasinda istatistiksel bir fark saptanmadi (Sekil 4-60).
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Sekil 4-60: Kontrol ve endometriozis PS'min diisiik konsantrasyonda uygulandig
endometrial stromal hiicrelerde, zamana bagh ATF6 immunoreaktivitesinin H

skor ortalama degerleri. KD: Kontrol PS diisiik konsantrasyon, ED: Endometriozis PS diisiik
konsantrasyon.

Benzer sekilde, yiiksek konsantrasyonda kontrol ve endometriozis periton
sivilarina maruz birakilan endometrial stromal hiicrelerde, 10-30 ve 60 dk sonundaki
ATF6 ekspresyon diizeyleri enodmetriozis grubunda kontrole kiyasla daha yliksek
bulunsa da, istatistiksel olarak bir fark saptanmadi (Sekil 4-61).
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Sekil 4-61: Kontrol ve endometriozis PS'nin yiiksek konsantrasyonda uygulandig
endometrial stromal hiicrelerde, zamana bagh ATF6 immunoreaktivitesinin H

skor ortalama degerleri. KY: Kontrol PS yiiksek konsantrasyon, EY: Endometriozis PS
yiiksek konsantrasyon.
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5. TARTISMA

Endometriozis, endometrial bezlerin ve stromanin uterin kavitenin disinda
ektopik olarak bliyiimesi ile karakterize edilen, Ostrojen bagimli kronik inflamatuar
yaygin bir jinekolojik hastalik olup, reprodiiktif yastaki kadinlarin %10’unu, infertil
kadinlarin ise %50’sini etkilemektedir (Rizner 2015; Vercellini ve ark. 2014). Pelvik
agri, dismenore ve fertilitenin azalmasina bagli olarak yasam kalitesini diigiiren
endometriozis ile ilgili cok sayida arastirma yapilmasina ragmen patogenezi hala tam
olarak bilinmemektedir (Harada ve ark. 2001; Goteri ve ark. 2010).

Endometriozis gelisiminde en ¢ok kabul goren teori Sampson’in retrograd
menstruasyon teorisidir (Sampson 1927). Bu teoriye gore menstruasyon sirasinda
endometrial parcgalar retrograd yolla peritona go¢ ederler. Endometriozisli kadinlarda bu
parcalar hayatta kalabilir, prolifere olabilir ve yeni damarlar gelistirerek ektopik
lezyonlar olusturabilir (Braza-Boils ve ark. 2015). Ayrica peritoneal lezyonlarin daha
siklikla ovaryumlarda ve menstrual materyal havuzun geri aktigi posterior kuldesakda
goriilmesi Sampson’1n teorisini mantikli kilmaktadir (Jenkins 1986).

Retrograd menstruasyon, patent fallop tiipleri olan kadinda goriilen yaygin bir
fizyolojik durumdur. Menstruasyon sirasinda canli endometrial hiicreler periton
stvisindan kurtulabilirler ve periton igine yerlesebilirler (Halme ve ark. 1984; Koninckx
ve ark. 1980). Retrograd menstruasyon kadinlarin % 80’inde goriiliirken, (Overton ve
ark. 1997) bu kadinlarin hepsinde endometriozis gériilmemesi, endometriozis gelisen
kadinlarda endometrial hiicrelerin biiyiimesini ve implante olmasmi destekleyen bir
peritoneal ¢evre oldugunu akla getirmektedir (Bahtiyar ve ark. 1998). Diger yandan,
retrograd menstruasyon goriilme sikligr ile tireme ¢agindaki kadinlarda endometriozis
goriilme siklig1 arasinda bir korelasyon olmayisi da, bu hastalifin patogenezine katkida
bulunan ¢ok sayida faktoriin oldugunu ortaya g¢ikarmaktadir (Ulukus ve ark. 2006).
Ektopik endometrial hiicreler, implantasyon ve hayatta kalim i¢in apoptozdan
kurtulmali, peritona yapigsmali, altinda yatan hiicre dis1 maddeyi degrade etmel,
neovaskularizasyon olugturmali, streoidogenik kapasite kazanmali ve immiin gozetleme
sisteminden kurtulmalidir. Bu nedenle endometriozise duyarhiligi arttiran ¢ok yonli
faktorler bulunmaktadir (Lin ve ark. 2012). Kurulan iki teoriden ilki, peritona ait
temizleme mekanizmalarina diren¢ gosteren endometrial bozukluklarin olmasidir.

Ikincisi ise, peritoneal mezotelin asir1 reseptivitesini, hiperaktive olmus makrofajlar1 ve
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anormal NK hiicrelerini indiikleyen hiicresel ve hiimoral immiinite anormalliklerinin
olmasidir. Buradan peritoneal ortamin endometriumun var olan genetigini degistirip
invazyona elverigli hale getirebilecegi anlasilmaktadir. Bunlara ek olarak, asir1 geri
akish endometrium veya degismis endometriumun, hastaligin olusmasi i¢in uygun bir
proinflamatuar veya hormonal ortam olusturma potansiyeline sahip olmasi da
miimkiindiir (Vinatier ve ark. 2001). Endometriozisli kadinlarin 6topik endometriumu
endometriozisli olmayan kadinlarin endometriumlar1 ile kiyaslandiginda temel
farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklar da endometrial hiicrelerin periton bosluguna
tutunup hayatta kalmalar1 ile ilgkili olup, endometriozis gelisimine yol agabilir (Liu ve
Lang 2011).

Endometriozis hastaliginin, lireme ¢agindaki kadinlarda goriilmesi ve menopoz
sonrast kadinlarda genellikle goriilmemesi, steroid hormonlarinin endometriozis
etiyolojisinde merkezi role sahip oldugunu gostermektedir (Parente Barbosa ve ark.
2011). Otopik endometriuma benzer sekilde ektopik lezyonlarm biiyiimesinin de
ovaryan steroid hormonlar ile diizenlendigi diistiniilmektedir. Endometriozisin ovaryan
hormonlar1 olan 6strojen ve progesteron ile iliskisini gosteren caligmalar mevcuttur.
(Augoulea ark. 2012). Endometriotik dokuda lokal 6strojen sentezinden sorumlu olan
CYPI19Alaromataz geninin ve benzer sekilde Gstrojen reseptorlerinin ekspresyonunun
fazla oldugu ya da bu reseptorlerin aktivitesindeki artisa bagli olarak, ektopik
lezyonlarda Ostrojene karsi yiiksek uyarim verildigi gosterilmistir (Attar ve Bulun
2006). Hastaligin patogenezi sirasinda yiiksek Ostrojenik yanit ve inflamasyon ileri
besleme dongiisii ile birbirine baglhidir. Siklooksigenez-2 (COX2) ve CYP19A1’in
yiiksek ekspresyonu ile lokal dstrojen ve prostaglandinlerin tiretimi siireklilik arz eder
(Bulun 2009). Ayrica, niikleer faktor kB (NFxB) yolag1 da aktive olur, proinflamatuar
sitokinler ve kemokinlerin ekspresyonunu uyarir ve bu inflamatuar ortama katkida
bulunur (Reis ve ark. 2013). Diger yandan, ektopik endometriumda ostrojenin etkin
formu olan 6strodiol (E2) biosentezi yiiksek iken E2 inaktivasyonunun diisiik oldugu,
ek olarak lokal E2 seviyesinin ylikselmesine yol agan Ostrojen metabolize eden ¢ok
sayida enzimin anormal eksprese edildigi gosterilmistir (Parente Barbosa ve ark. 2011).
Ostrojenin endometrial hiicre proliferasyonu igin itici bir giic olmasi ve ektopik
lezyonlarin Gstrojene karsi yiiksek duyarliliga sahip olmasi sonucu, endometriozis
gelisimini arttirabilir (Augoulea ve ark. 2012). Endometriotik stromal hiicrelerce

dolasimdaki androjenin Ostrodiole lokal aromatizasyonuna bagli olarak endometriotik
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dokudaki 6strodioliin bioverimliligi daha yiiksek olabilir. Ayrica ektopik endometriotik
dokuda 6strodioliin daha az etkin Gstrona ¢evrilmesi igin gerekli 178-hydroksi-steroid
enzimlerinin azalmis seviyede eksprese edildigi bilinmektedir (Burney ve ark. 2012).
Bu faktorler ektopik endometriotik dokudaki artmis proliferatif fenotip icin agiklayici
olabilir (Augoulea ve ark. 2012).

Progesteron, 6topik ve saglikli endometriumda dstrojenin proliferasyonu arttiric
etkisini genellikle etkisiz hale getirir. Buna karsilik endometriotik dokuda goriilen
progesteron rezistansi sonucu, birgok arastirmact endometriozis patogenezinde
progesteron rezistansinin esas rol oynadigimi diisiinmektedir (Kim ve ark. 2013;
Aghajanova ve ark. 2011). Sekretuar faz sirasinda progesteron tarafindan endometrium
tizerindeki Ostrojen kontrollii mitotik, proliferatif etkinin durdurulmasi endometriotik
lezyonlarda goriilmez ve endometriozisli kadinlarin sekretuar fazdaki Otopik
endometriumlarinda devamli proliferatif aktivite gorilir (Bulun ve ark. 2006;
Hapangama ve ark. 2009). Progesteron rezistansi, endometriotik lezyonlarin daha diisiik
diizeyde progesteron reseptorii ekspresyonuna sahip olmalarindan ya da var olan
progesteron reseptorlerinin islevsel bozukluklarindan kaynaklanabilir (Attia ve ark.
2000).

Endoplazmik retikulum (ER), hormonlar, biiylime faktorleri ve membran
reseptorleri gibi membran proteinlerinin ve salgilanan proteinlerin  sentezi,
olgunlagsmasi, katlanmasi ve siralanmasinda, kalite kontroliiniin yapilmasinda ve
proteinlerin nihai hiicre i¢i ve hiicre dis1 hedeflerine ulastirilmasinda vazgegilmez rol
oynayan bir hiicre organelidir (Yung ve ark. 2011; Burman ve ark. 2018; Morris ve ark.
2018). Besin tiikenmesi, hipoksi, iskemi, glikozilasyon durumundaki degisiklikler, pH
degisiklikleri, zayif vaskularizasyon, kalsiyum homeostazindaki degisiklikler, oksidatif
stres, viral ya da bakteriyal enfeksiyon, cesitli ajanlarla tedavi gibi nedenlerle ER
homeostazinda herhangi bir hasar olmasi, hatali katlanmis ya da katlanmamis
proteinlerin ER liimeninde birikmesine yol acar. Bu birikim ER stresine neden olur. Bu
durumda ER, hayatta kalimi arttirmak adina ER fonksiyonundaki karisikligin ve ER
stresinin {istesinden gelmek i¢in, katlanmamis protein yaniti (UPR) denilen spesifik
sinyal yolaklar1 gelistirir (Yung ve ark. 2011; Wang ve ark. 2018).

ER stresinde UPR’1mn PERK, IRE1 ve ATF6 sinyal yolaklar ile diizenlendigi
belirtilmistir (Jager ve ark. 2012; Repo ve ark. 2014; Rahman ve ark. 2018). Diger
yandan, GRP78’de UPR i¢in 6nemli bir role sahiptir. ER stres yoklugunda, GRP78 ER
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transmembran proteinleri olan PERK, IRE1 ve ATF6’nin luminal kisimlarma bagh
halde bulunarak bu proteinlerin aktivasyonunu engeller ve inaktif durumda kalmalarini
saglar. ER stresi olustugunda, GRP78 yanlis katlanmis proteinlere baglanmak {izere
UPR efektorlerinden ayrilir ve UPR sinyal proteinleri aktive olur. ER stresi altinda
hiicresel 6liim veya hayatta kalma yanitlarin1 belirlemekten sorumlu olan UPR, bu
yolaklar tizerinden, ER iligkili protein yikimi (ERAD), otofaji ve hiicre sagkalim
sinyallerini aktive ederek protein homeostazini korur ya da kurtarmaya ¢alisir. Eger bu
miimkiin olmaz ve ER stresi devam ederse, hiicre apoptoza gider (Hong ve ark. 2017,
Hughes ve Mallucci 2018). Bazi durumlarda belirli adaptif stratejiler bu hiicrelere diger
hiicrelerin lizerinde segici biiyiime avantaji saglar. Bu segici avantaj, hiicrelerin kronik
ER stresi altinda dahi hayatta kalimin1 ve ¢gogalmasini saglar (Dicks ve ark. 2015).

Son yillarda ER stresi ile Ostrojenin iligkisinin arastirildigi caligsmalar
bulunmaktadir. HUVEC hiicreleri ile yapilan bir g¢alismada tunikamisin ya da
dithiothreitol indiiklii ER stresinde GRP78 ekspresyonu ve GRP78’e benzer sekilde en
farkedilir diizeyde p-PERK olmak iizere, p-IRE1 ve ATF6 ekspreyonlar1 artig
gosterirken, 1 saat dnce estradiol verilmesi halinde bu ekspresyonlardaki artisin azaldig
saptanmigtir. Sadece estradiol verildiginde ise herhangi bir etki goriillmemistir (Su ve
ark. 2017). Pankreatik beta hiicreleri ile yapilan bir in vitro ¢aligmada ise, dstrojenin ER
stresini azaltarak hiicre oOliimiinii engelledigi gosterilmistir. Yiiksek glukoza maruz
birakilan beta hiicrelerinde, UPR sensor proteinlerinden ATF6 ve p-PERK’in protein
diizeylerinde artis olurken, Ostrojen verildiginde ise bu artisin azaldigir gosterilmistir
(Kooptiwut ve ark. 2014). Ayrica, grubumuzun daha Once yaptigi bir ¢alismada
GRP78’in E2 ile karsilikli etkilesim igerisinde oldugu in vivo olarak endometriumda; in
vitro olarak da endometrial stromal hiicrelerde gosterilmistir. Geg sekretuar ve erken
proliferatif fazda diisiik E2 seviyesine bagli olarak GRP78 ekspresyonunun arttigi,
dolayisi ile E2’nin, estradiol diizeyinin yiiksek oldugu fazlarda (erken proliferatif ve gec
sekretuar) GRP78 ekspresyonunu baskilayarak ER homeostazina yardim ettigi
diisiiniilmektedir. Bu goriis, ayn1 ¢alismadaki in vitro deneyler ile desteklenmis, kiiltiir
ortaminda estradioliin tunikamisin indiiklii ER stresi varliginda GRP78 ekspresyon
diizeyini inhibe ettigi gosterilmistir (Guzel ve ark. 2011).

Ostrojene ek olarak progesteronun ER stresi ile olan iliskisini irdeleyen ¢alismalar
da vardir. insan endometrial stromal hiicrelerde ve Ishikawa hiicrelerinde yapilan bir

calismada tunikamisin uygulamasi sonrast ER stres belirteci GRP78 ekspresyonunda
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artig oldugu ve bu artisin sadece dstrojen eklenmesi ile azaldigi, dstrojen ve progesteron
uygulamasi sonrasi ise GRP78 ekspresyonunda artis oldugu saptanmistir. Ayrica PERK
sinyalizasyonunun alt yolaklar1 olan elF2a fosforilasyonu ve ATF4 aktivasyonu yoluyla
belirgin diizeyde CHOP ekspresyon artis1 oldugu gosterilmistir. Bu ekspresyon artiglari
artmig apoptoz indiiksiyonu ile iliskilidir. Diger yandan in vivo bulgular da in vitro
bulguya uyumlu olarak sekretuar fazdaki endometrial hiicrelerde GRP78, CHOP ve
apoptozun belirgin olarak arttifin1 gostermistir. Progesteron indiiklii apoptoz artisi, ER
stress inhibitorii salubrinal verilmesi ile tersine donmiistiir. Sonug olarak Gstrojenin
insan endometrial hiicrelerde ER stresini inhibe ettigi ve bu inhibisyonun da sekretuar
fazdaki progesteronla ortadan kalktigt ve progesteronun dogrudan apoptoz
indiiksiyonuna katildig1 gosterilmistir (Choi JY ve ark. 2018). Overektomi uygulanmig
farelerde farkli konsantrasyonlardaki progesteron uygulamasinin ER stresi iizerindeki
etkisine bakilan bir c¢alismada, yiiksek konsantrasyon (4 mg/fare) progesteron
uygulanan uterusta, ER stresinde 6zellikle PERK/p-elF2a/ATF4 yolagimin aktiflestigi,
IRE1a/XBP1 yolaginda ise ¢ok az bir etkinin oldugu ve sXBP1 mRNA diizeyinde
belirgin bir farklilik olmadig1 goriilmistiir (Liang ve ark. 2018).

Endometrial bez epiteli gibi dinamik sekretuar ozellik gosteren Ozellesmis
epitelde ER stresi baskin olarak goriiliir. Sitoplazmik proteinlerin aksine, hiicre
yiizeyine salgilanan proteinler ekzositoz tasinim i¢in uygun glikozilasyon, katlanma ve
saperonlarla etkilesime ihtiya¢ duyarlar. Dolayisi ile salgi is yiikii arttikga buna paralel
olarak ER proteinlerine olan ihtiyag da artar. ER stresi sonucu protein yanlis
katlanmasini takiben sitokin uyaris1 ve lipit peroksidasyon aktivasyonu gerceklesir.
Tim bu durumlar endometrioziste belirgindir (Taylor 2009; Wiest ve ark. 1990).
Ayrica, son zamanlardaki ¢aligsmalarda ER stresi ile iligkili oldugu diisiiniilen epitelyal-
mezenkimal gecis ve mezenkimal-epitelyal gecis benzeri siireclerin, artmis oksidatif
stresin ve anjiyogenez mekanizmalarinin endometriozis patogenezinde de yer aldig:
diistiniilmektedir (Matsuzaki 2012; Van Langendonckt 2002; Rocha ve ark. 2013; Shin
ve ark. 2015; Wang ve ark. 2017; Kuo ve ark. 2013).

Bu bilgilere ek olarak endometriozis patogenezinde GRP78’in roliinii aragtirmak
amactyla grubumuzun yaptigr bir calismada, insan normal endometriumunda ve
endometriozisli kadinlarin 6topik ve ektopik dokularinda GRP78 ekspresyonu in vivo
olarak degerlendirilmis, ektopik epiteldeki GRP78 immiinoreaktivitesinin ayni hastanin

Otopik endometriumuna kiyasla istatistiksel olarak daha fazla oldugu gozlenmistir.
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Ektopik endometriumda artmis GRP78 ekspresyonu, endometriozis patogenezinde
UPR’m rolii oldugunu diistindiirmiistiir (Guzel ve ark. 2010).

Bu bilgiler 1s1ginda bu ¢alismanin in vivo kisminda, endometriozis patogenezinde
ER stresi etkisini agikliga kavusturmak ve bu etkiyi UPR’1n hangi yolak ya da yolaklari
tizerinden gosterdigini belirlemek amaciyla, daha O6nce endometriozisli hastalardan
almip patolojiye gelen ve parafine gomiilmiis halde bulunan otopik ve ektopik
endometrium dokular1 ile normal endometrium arsiv dokular1 geriye doniik
(retrospektif) olarak toplandi. Tiim dokular erken ve ge¢ proliferatif ile erken ve geg
sekretuar olmak tizere 4 menstrual siklus fazina ayrildi ve ER stres belirtecleri ve UPR
sinyal proteinleri olan p-IREL, p-PERK ve ATF6 ekspresyonlari immiinohistokimyasal
olarak degerlendirildi.

Bu proteinlerin endometrium bez epitelindeki ve stromal hiicrelerdeki ekspresyon
diizeyleri, endometriozisli hastalardan alinmis olan Gtopik ve ektopik endometrium
kesitleri hem kendi aralarinda, hem de normal endometrium kesitlerinde kiyaslandi.
Karsilastirmalar iki sekilde yapildi: 1. Ektopik, 6topik ve normal endometrium igin
proteinlerin ekspresyon diizeylerinin faz dagilimlari belirlendi, 2. 4 menstrual siklus fazi
icin (erken proliferatif, ge¢ proliferatif, erken sekretuar ve ge¢ sekretuar) proteinlerin
ekspresyon diizeyleri ektopik, otopik ve normal endometrium gruplar1 arasinda
karsilastirildi.

Normal endometrium bez epitelinde ve stromal hiicrelerdeki UPR sinyal
proteinlerinin faz bagimli ekspresyon dagilimlari genel olarak incelendiginde, normal
endometriumdaki bez epitelinde ve stromal hiicrelerdeki p-IRE1 ekspresyonunun
sekretuar fazda artis gosterdigi ve gec sekretuar fazda en yiiksek seviyeye geldigi
dikkati ¢ekti. Bu da bize p-IRE1 ekspresyonunun daha ¢ok progesteron etkisi altinda
oldugunu diisiindiirdii. Diger yandan p-PERK ve ATF6 -ekspresyonlarinin geg
proliferatif fazdaki diisiis haricinde, tiim menstrual siklus boyunca yiiksek seviyede
kaldiginin goriilmesi, p-PERK ve ATF6 ekspresyonlarinin Ostrojen ve progesteronun
ortak etkisi altinda oldugunu diisiindiirdii. Bu genel degerlendirmeden sonra, istatistiksel
bulgular gbz oniine alinarak degerlendirme yapildiginda p-IRE1, p-PERK ve ATF6’nin
hepsinde, ekspresyon diizeyinin ge¢ proliferatif fazda diger fazlara kiyasla istatistiksel
olarak daha diisiikk oldugu goriildii. Geg proliferatif fazda yiiksek seviyede Ostrojen
bulundugundan, bu bulgumuz &strojen hormonunun ER stresini ve strese bagli aktive

olan UPR sinyalizasyonunu baskiladigin1 ortaya koyan ¢alismalarla uyumlu
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bulunmustur. Diger yandan, erken proliferatif ve gec¢ sekretuar fazlarda I6kosit
birikmesi oldugu ve inflamatuar kemokin ve sitokin saliniminda artis oldugu
bilinmektedir (Jabbour ve ark. 2006). Bu durum hormon profilinden bagimsiz olarak
siddetli ve uzamis ER stresine yol agabilir. Dolayisiyla, Ostrojen bagimsiz bir yolakdan
da s6z etmek miimkiindiir (Guzel ve ark. 2011). Bez epiteli ve stromal hiicrelerde, gec
sekretuar fazdaki p-IRE1 ekspresyonunun, erken proliferatif ve erken sekretuar faza
kiyasla artmis oldugu goriildii. Bu ekspresyon artisinin daha 6nceki ¢alismalarla uyumlu
olarak ge¢ sekretuar fazda artan progesteron hormonunun etkisine bagli olabilecegi
distiniildi.

Otopik endometrium bez epiteli ve stromal hiicrelerin faz bagimli p-IRE1
ekspresyonu genel olarak degerlendirildiginde, normal endometriuma benzer sekilde, p-
IRE1 ekspresyonunun proliferatif fazlardan sekretuar fazin sonuna dogru artis
gostermesi p-IRE1 ekspresyonunun 6topik endometriumda da progesteron etkisi altinda
oldugunu diisiindiirdii. Istatistiksel olarak ise, bez epitelindeki ve stromal hiicrelerdeki
p-IRE1 ekspresyon diizeyi, ge¢ proliferatif fazda diger fazlara kiyasla azalmig goriilse
de sadece gec¢ sekretuar faz arasinda anlamli farklilik bulunmustur. Stromal hiicrelerde
ge¢ sekretuar fazdaki ekspresyon diizeyinin erken proliferatif faza kiyasla da artmis
oldugu goriildi. Geg¢ proliferatif fazda artan Ostrojenin IRE1 fosforilasyonunu
baskiladig1 ve buna ek olarak ge¢ sekretuar fazdaki artisin da IRE1 fosforilasyonunun
progesteron bagimli oldugunu akla getirdi. p-PERK ekspresyonunun ise bez epitelinde
ve stromal hiicrelerde ge¢ proliferatif fazda diger fazlara kiyasla daha az oldugu
belirlense de sadece erken proliferatif faz ile anlamli farklilik saptanmistir. Diger
yandan ATF6 ekspresyon diizeyi degerlendirildiginde, ge¢ proliferatif fazdaki ATF6
ekspresyonu diger fazlara kiyasla daha az bulunsa da, anlamli farklilik erken proliferatif
ve erken sekretuar fazlari ile bulunmustur. Bu bulgular normal endometrium bulgulari
ile biiyiik 6lciide paralellik gostermekteydi ve gec proliferatif fazdaki ekspresyonun geg
sekretuar faza kiyasla azalmis bulunmasi, Ostrojenin 6topik endometriumda da ATF6
ekspresyonunu baskilayici etkisi oldugunu gostermistir.

Ektopik endometrium bez epiteli ve stromal hiicrelerin ER stres yolaklar
acisindan faz bagimli immiinoreaktivitesi degerlendirildiginde, p-IRE1’mm bez
epitelindeki ekspresyonu normal endometriumdakine benzer sekilde ge¢ proliferatif
fazda diger fazlara kiyasla anlamli olarak azalmis bulundu; ge¢ proliferatif fazdaki

diisiis haricinde diger fazlarda birbirine yakin seviyede olup ve yiiksek ekspresyon



94

diizeyi gosterdigi dikkati c¢ekti. Stromal hiicrelerde ise gec¢ proliferatif fazdaki
ekspresyon diizeyi diger fazlara kiyasla azalmig bulunsa da, sadece ge¢ sekretuar faz ile
istatistiksel anlamlilik saptandi. Bu sonuglar bize Ostrojenin p-IRE1 ekspresyonunu
baskilayici etkisinin ektopik dokuda da var oldugunu gostermistir. Diger yandan, bez
epitelindeki ve stromal hiicrelerdeki p-PERK ekspresyonu erken proliferatif fazda en
yiiksek seviyede olup, menstrual siklus sonuna dogru ekspresyon diizeyinin azaldig1 ve
ge¢ sekretuar fazda en az seviyede oldugu goriildii, ancak bez epiteli ve stromal
hiicrelerde ekspresyon diizeyleri agisindan istatistiksel bir fark bulunmadi. Ayrica bez
epiteli ve stromal hiicrelerdeki ATF6 ekspresyonu tiim fazlarda birbirine yakin olup,
tim siklus fazlarinda yiiksek ekspresyon gosterdigi saptandi. Bu bulgular, normal
endometriumda Ostrojen ve/veya progesteron hormonlarina bagli olarak goriilen
degisimin p-PERK ve ATF6 sinyal proteinleri igin ektopik endometriumda
bozuldugunu gdstermektedir. Buradan yola c¢ikarak, 1. Ektopik dokulardaki lokal
aromataz aktivitesine bagli olarak siirekli bir dstrojen olusumu vardir. Bu sebeple ER
stres proteinlerinde azalma bekleriz. Fakat ortalama degerlere baktigimizda normale
gore ektopik endometriuma ait ekspresyon diizeylerinin artis géstermesi bize Ostrojene
yanitin bozuluyor olabilecegini diigsiindiirmektedir. 2. Progesteron rezistansindan dolayi
sekretuar fazda olmasi beklenen artis gergeklesmiyor olabilir. Oyleki, progesteron
uygulamasmin normal endometrial stromal hiicrelerde GRP78, CHOP ve TRIB3
ekspresyonlarinda belirgin bir artisa yol acip, ER stresini arttirdign gosterilirken,
endometriotik stromal hiicrelerde ise progesteron uygulamasinin ayni proteinlerin
ekspresyon diizeylerinde belirgin bir farklilik olusturmadigi gosterilmistir (Choi D ve
ark. 2018).

Normal, 6topik ve ektopik endometrium dokular1 p-IRE1 ekspresyonu agisindan
genel olarak degerlendirildiginde, normal ve o&topik endometriumda IRE1
fosforilasyonunun genel olarak siklus baslangicindan sonuna dogru artis gosterdigi
belirlendi. Bu sonuca gore normal ve 6topik endometriumdaki IRE1 fosforilasyonunun
Ostrojenin hakim oldugu erken ve ge¢ proliferatif fazda, progesteronun hakim oldugu
sekretuar fazlara kiyasla daha diisik olmasi, Ostrojenin bu dokularda IRE1
fosforilasyonunu baskilayici etki gosterdigini, ancak sekretuar fazlarda proliferatif
fazlara gore goriilen artisin IREL fosforilasyonunun ostrojenden ziyade progesteron
bagimli oldugunu diisiindiirdii. Normal, 6topik ve ektopik endometrium dokulart birbiri

ile istatistiksel olarak kiyaslandiginda, erken proliferatif fazda ektopik endometrium bez
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epitelinde ve stromal hiicrelerdeki p-IRE1 ekspresyon diizeyi, normal ve Otopik
endometriuma kiyasla anlamli olarak artmig bulundu. Bu sonu¢ bize ektopik
endometriumda Ostrojene yanitin bozuluyor olabilecegini diislindiirdii. Diger yandan, bu
artigin ostrojenik yanitin bozulmasina ek olarak, inflamasyon aracili olabilecegini ya da
periton sivisindaki ya da ektopik cevredeki bazi faktorlerin fosforilasyon diizeyini
yiiksek tuttugunu akla getirdi. Erken sekretuar fazda normal ve 6topik endometriuma
kiyasla ektopik endometriumda IRE1 fosforilasyonunun daha yiiksek seviyede olusu,
ektopik endometriumda IRE1 fosforilasyonunun 6strojen ve progesteronun ortak etkisi
altinda oldugunu diisiindiirdii. Ayrica 6zellikle ektopik endometrium bez epitelinin p-
IRE1 ekspresyon diizeyleri stromal hiicrelerle kiyaslandiginda bez epitelinin IRE1
fosforilasyonuna daha duyarli oldugu dikkati ¢ekti.

Normal, 6topik ve ektopik endometrium dokularinda p-PERK ekspresyonu genel
olarak degerlendirildiginde, normal ve 6topik endometrium bez epitelinde ve stromal
hiicrelerdeki IRE1 fosforilasyonundan farkli olarak, PERK fosforilasyonunun geg
proliferatif faz haricinde tim menstrual siklus boyunca yiiksek seviyede oldugu
goriildii. Ayrica her grubun kendine ait endometrial bez epitelinde ve stromal
hiicrelerdeki PERK fosforilasyonu birbirine yakin diizeyde bulundu. Ektopik
endometrium da ise normal ve Gtopik dokularindaki geg proliferatif fazdaki azaligin
olmadig: dikkati gekti. Istatistiksel olarak kiyaslandiginda ise; erken proliferatif faz ve
erken sekretuar fazda normal, 6topik ve ektopik endometrium dokularindaki bez epiteli
ve stromal hiicrelerde gruplar arasinda herhangi bir istatistiksel fark goriilmedi. Diger
yandan, geg proliferatif fazda ektopik endometrium bez epitelinde ve stromal hiicrelerde
normal ve Gtopik endometriumun aksine PERK fosforilasyonunda belirgin bir azalma
olmamasi ve ektopik endometriumdaki bez epiteli ve stromal hiicrelerdeki ekspresyon
diizeyinin normal ve otopik endometriuma kiyasla istatistiksel olarak arttiginin
goriilmesi, yine Ostrojenik yanitin bozulmasina ek olarak, ektopik dokudaki PERK
fosforilasyonunun, periton sivisindaki ya da ektopik ¢evredeki faktorlerin etkisi altinda
oldugunu diigiindiirdii. Geg sekretuar fazda ise ektopik ve otopik endometrium bez
epitelinde ve stromal hiicrelerdeki ekspresyon diizeyinin normal endometriuma kiyasla
istatistiksel olarak azalmis olmasi dikkati ¢ekti. Ayrica genel olarak bakildiginda p-
PERK ekspresyonunun sekretuar fazda proliferatif faza kiyasla daha diisiik seviyelerde
olmasi, bize p-PERK ekspresyonunun progesteron rezistansina daha duyarli oldugunu

diistindiirdii.
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Normal, 6topik ve ektopik endometrium dokulart ATF6 ekspresyonu agisindan
genel olarak degerlendirildiginde; normal ve 6topik endometrium bez epiteli ve stromal
hiicrelerde PERK fosforilasyonuna benzer sekilde ATF6 ekspresyonunun da geg
proliferatif faz haricinde tiim fazlarda yiiksek diizeyde oldugu dikkati ¢ekti. Bundan
farkli olarak, ektopik endometrium bez epiteli ve stromal hiicrelerde ise geg proliferatif
faz da dahil tiim menstrual siklus fazlar1 boyunca yiiksek seviyelerde devam eden ATF6
ekspresyonu oldugu gorildii. Normal 6topik ve ektopik dokular birbirleri arasinda
istatistiksel anlamlilik goézetilerek degerlendirildiginde ise, ektopik endometrium bez
epitelindeki ATF6 ekspresyon diizeyi, erken proliferatif, ge¢ proliferatif ve gec
sekretuar fazda normal ve Gtopik endometriuma kiyasla artmis bulundu. Bu bulgular
ektopik dokuda bozuldugunu diisiindiiglimiiz 6strojenik yanitin p-IRE1 ve p-PERK’de
oldugu gibi ATF6 yolaginda da ortaya ¢iktigi, buna ek olarak her 3 fazda da normal ve
otopik dokuya kiyasla artmig goriilen ATF6 ekspresyonunun ektopik c¢evredeki
faktorlerin etkisi altinda olabilecegini diistindiirdii.

Tiim bu bulgulardan yola ¢ikarak, (1) ektopik endometriumun, normal ve 6topik
endometriuma kiyasla ER stresi sonucu aktive olan UPR yolaklarin1 daha etkin
kullandig1 goriilmistiir. (2) IRE1 fosforilasyonu daha ¢ok faz bagimli olarak, PERK
fosforilasyonu ve ATF6 ekspresyonu ise tiim menstrual siklus boyunca aktivasyon
gostermektedir. (3) Sonug olarak, ektopik dokuda ER stresinde, her 3 yolagin da aktif
oldugu goriilmektedir.

Abdominopelvik bosluk, asimetrik bir alan sergileyip, farklt mezenterik yapilar ve
peritoneal katlanmalarin  bulundugu ¢esitli alanlar1  igerir (Meyers 1973).
Abdominopelvik bosluk iginde siirekli olarak hareket halinde olan periton sivisi
(Meyers 1970; Rosenshein 1979) peritonun ve pelvik organlarin lenfatik drenajindan
olusur ve periton ile i¢c organlar arasindaki siirtinmeyi engeller. Periton sivisi
makrofajlar, eritrositler, mezotelyal hiicreler, endometrial hiicreler, lenfositler,
eozinofiller ve mast hiicrelerini igeren, hiicreden ve proteinden zengin bir sividir. Ayrica
sitokinler, bliylime faktorleri ve kemotaktik faktorler ile bunlarin bilesenleri peritoneal
mikrogevrenin aktivitesini yansitir (Koninckx ve ark. 1998; Rizner 2015). Pelvik
bosluk, uterus, tuba uterina ve ovaryumlar, bu sivi iginde bulunduklar1 i¢in periton sivisi
igindeki maddeler reprodiiktif fonksiyonu ciddi sekilde etkileyebilir (Tasuku Harada ve
ark. 2001; Rizner 2015).
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Periton sivist akisi cogunlukla 4 anatomik bolgede goriilir ve tekrarli akis
gostererek sonrasinda bu bolgelerde birikir. Bu bolgeler; 1: rektosigmoid seviyesindeki
Douglas kesesi, 2: ince bagirsak mezenterinin son sag alt ¢eyrek kismi, 3: sigmoid
mezokolon ve kolonun iist sinir1 boyunca sol alt ¢eyrek kismi ve 4: ¢ikan kolonun ve
¢ekumun yanindaki sag parakolik olukdur (Meyers 1973). Bu alanlardaki periton
stvisinin hareketsizligi hiicrelerin implantasyonuna olanak saglayabilir. Bu 4 anatomik
bolge endometriotik lezyonlarin yerlestigi temel alanlarla uyum gosterir (Chapron ve
ark. 2006). Douglas kesesindeki yiiksek hidrostatik basing ve periton sivisi akisinin
durgunlugu, endometriotik lezyonlarin neden abdomenden daha ¢ok pelvis bolgesinde
bulundugunu ve neden pelvik lezyonlarin ¢gogunun posterior bolgelerde bulundugunu
aciklar (Meyers 1973). Endometriotik lezyonlar tuba uterina gibi daha hareketli
organlarda rektum gibi sabit organlara kiyasla daha seyrek goriiliir. Ornegin, ince
bagirsak yiiksek peristaltik hareketinden dolay1 genellikle endometriozisten etkilenmez.
Ince bagirsagin bu hareketliligi periton boslugunun merkezindeki sivi birikimini
minimum diizeyde tutmus olur (Jenkins ve ark. 1986). Diger yandan transvers kolon,
kolonun tuba uterinadan en uzak kismi olmasi ve intra-abdominal akistan izole bir
organ olmasi sebebi ile endometriozisten neredeyse hi¢ etkilenmez. Sigmoid kolonun
ise endometriozisten sag kolona kiyasla daha c¢ok etkilenmesi, pelvik lokasyonuna ve
sol tuba uterina ile yakinligina baglanabilir (Vercellini ve ark. 2004). Yukaridaki klinik
durumlarla iligkilendirildiginde periton sivisinin endometriotik lezyon gelisiminde rol
oynadigi diistiniilmiistiir.

Ektopik lezyonlar da, pelvik peritonda periton sivisi i¢inde bulunurlar. Bundan
dolayr periton sivisi igerikleri ve bu igeriklerin endometriozis gelisimindeki etkileri,
endometriozis patogenezini daha iyi anlayabilmek i¢in 6nemli bir hedeftir (Cosi'n ve
ark. 2010; Berbic ve Fraser 2011). Periton sivisi, hastalikla ilgili tasidigi potansiyel
bilgilerden dolayi, endometriozis {lizerine yapilan arastirmalarin odak noktasi olmustur
(Mulayim ve Arici 1999). Ayrica periton sivisi, endometriozis gelisimi ve ilerlemesi
stireclerine olan etkisine bagli olarak, endometriozis iligkili infertilitede de 6nemli bir
rol oynar (Tasuku Harada ve ark. 2001). Periton sivisinda bulunan hiicresel ve
biokimyasal bilesenlerin, endometriozis patogenezinde Onemli rol oynadig
diistiniilmektedir (Koutsilieris ve ark. 1991). Endometriozis semptomlari, peritoneal
cevre degisikliklerinden etkilenir. Syrop ve Halme, endometriozis hastalarinin periton

stvist  hacminin, fertil kontrole kiyasla belirgin olarak daha fazla oldugunu
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gostermislerdir (Syrop ve Halme 1987; Halme ve ark. 1987). Ayrica endometrial
stromal hiicre proliferasyonunu arttirmasi yolu ile de periton sivisinin endometriozis
patogenezinde Onemli rol oynadigi disiiniilebilir (Mulayim ve Arici 1999).
Endometriozis hastalarinin periton sivilarinda aktive olmus makrofajlarin varligi
sonucu, parakrin ve endokrin ¢evrede degisiklikler gerceklestigi, biiyiime faktorleri ve
sitokinlerdeki bu degisikliklerin de ovulasyonu, fertilizasyonu ve sperm fonksiyonunu,
embriyo gelisimini ve implantasyonu olumsuz etkiledigi bilinmektedir (Illera ve ark.
2000). Diger yandan, Hahn ve ark. yaptig1 bir ¢alismada endometriozisli tavsandan
alan periton sivisinin, cerrahi olarak endometriozis olusturulmamis baska bir tavsana
transfer edildiginde bile embriyo implantasyonunu engelledigi gosterilmistir (Hahn ve
ark. 1986).

Endometrioziste, ¢ogunlukla endometrial hiicrelerin spesifik davraniglarini
aciklayabilmek i¢in, endometriotik doku ve endometrium arasindaki hiicresel
farkliliklarin belirlenmesi tizerine ¢alisilmigtir. Bu ¢aligmalara gore, proteolitik enzim
katepsin D’nin, endometriotik dokuda endometriuma kiyasla daha yiiksek oldugu
(Berggvist ve ark. 1996), adezyon glikoproteinleri laminin ve fibronektin ve E-kaderin
ekspresyonlar1 benzerlik gosterirken, fibronektin reseptor ekspresyonlarinin farkh
oldugu (Sillem ve ark. 1997; Beliard ve ark. 1997), endometriuma kiyasla, integrin a3
alt biriminin artis gosterirken, integrin a6 alt biriminin azaldigi gésterilmistir. Ayrica
siklus bagimli a5 ve B3 ekspresyonunun endometrioziste olmadigi sdylenmistir (Rai ve
ark. 1996). Endometriotik doku ile endometrium arasinda gozlenen farkliliklar, periton
stvisinin steroid hormonlar, sitokinler, anjiogenik ve biiylime faktorleri acisindan farkl
endokrin ¢evreye sahip olmasinin bir sonucu olarak agiklanabilir (Oral ve ark. 1996).
Ciinkii endometrial hiicreler farkli hormonal ¢evrede farkli davranig sergilerler. Dolayisi
ile oOtopik ve ektopik endometrium arasinda gozlemlenen farklar gercek doku
farkliliklarint yansitmaktan ziyade, farkli hormonal g¢evreden kaynaklaniyor olabilir
(Koninckx ve ark. 1998). Bu noktada periton sivisinin Onemi bir kez daha
vurgulanabilir.

Endometrial stromal hiicreler endometrial dokunun 6nemli bir bolimii olup,
proliferasyonlari endometriozis gelisimi ile yakindan iliskilidir (Liu ve ark. 2011).
Surrey ve Halme’nin endometriozis hastalarindan alinan periton sivisinin in vitroda

normal endometrial hiicrelerin proliferasyonunu uyarici etkisi oldugunu gostermeleri de,
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periton sivisinin endometriozis ilerlemesinde yer aldigini isaret etmektedir (Surrey ve
Halme 1990).

Endometriozis patogenezindeki en temel faktorlerden biri de inflamasyondur.
Periton boslugunda ektopik dokunun varligi, prostaglandinlerin, sitokinlerin ve
kemokinlerin yiiksek tiretimi ile iliskilidir ve periton sivisinda gergeklesen sitokin artisi,
periton boslugunda endometriotik implantlarin yayilimmna ve ilerlemesine katkida
bulunmaktadir (Oral ve ark. 1996). Diger yandan, endometriozisi olan kadinlarda
otoimmiin hastaliklarin daha yaygin olarak goriilmesi endometriozisin patogenezinde bu
hastalarda hasarli immiin yanit olmasi ihtimalini desteklemektedir (Sinaii ve ark. 2002).
Endometriozis hastalarinda aktive olmus makrofaj konsantrasyonu daha yiiksek olup,
hiicresel immiinite azalmistir ve NK hiicre fonksiyonu bastirilmistir (Sikora ve ark.
2011; Osuga ve ark. 2011). Endometrial hiicrelerin periton icine geri kacist bir
infamatuar yanit1 baslatarak aktive olmus makrofajlarin ve 16kositlerin bolgesel olarak
toplanmasina yol agar (Kyama ve ark. 2009). Bu inflamatuar yanit da hasarli immiin
gozetime sebep olup menstrual kalintilarin ortadan kaldirilmasini  engeller ve
endometrial hiicrelerin ektopik bdlgelerde implante olup biiyiimesine olanak saglar
(Christodoulakos ve ark. 2007). Diger yandan, ektopik lezyon olusumu sonucu
gerceklesen makrofaj infiltrasyonu, NFkB gibi alternatif aktivasyon belirtegleri
tizerinden, lezyonlarin biiylimesini ve anjiogenezi kontrol eden genlerin yanitin1 aktive
eder (Vercellini ve ark. 2014). Endometriozisin inflamatuar ¢evresi IL-1p ve TNF-a
gibi sitokinlerden yiiksekdir (Kayisli ve ark. 2002) ve bu sitokinlerin endometrial
endotel hiicrelerinde GRP78 ekspresyonu iizerinden ER stresini arttirdigi gosterilmistir
(Ocak ve ark. 2011).

Diger yandan, ER fonksiyonundaki degisimlerin, apoptozu ve inflamazom (biyiik
multiprotein  kompleksi) olusum aktivasyonunu diizenledigi diisiiniilmektedir.
Muhtemelen bu yolla geri akan endometrial doku parcalarinin hayatta kalmasina ve
endometriozis olusumuna imkan vermektedir (Evans ve ark. 2016). Ayrica
inflamazomlarin ana bileseni olan NOD benzeri reseptor proteinleri, IL-1 olusumunu
indiikleyen kaspaz 1 maturasyonunu kolaylastirir ve hiicresel tehlikeye yanit olarak
sitokin sekresyonunu arttrir (Grasso ve ark. 2018).

Endometriozisin cerrahi tanisi, tamiyr koyduracak herhangi net bir belirtecin
bulunmamasi nedeniyle hala altin standart konumundadir (Rizner 2015). Endometriozis

teshisi halen laparoskopik olarak lezyonlarin cerrahi gézlemini gerektirir. Bu nedenle
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uygun biyo-belirteclerin belirlenmesi biiyiik ilgi konusudur. Invazif olmayan ya da
minimal diizeyde invazif biyo-belirteclere olabildigince hizli ihtiyag vardir (Evans ve
ark. 2016). Periton sivisinda belirlenen molekiiller farkli uygulamalar i¢in biyo-belirte¢
olma potansiyeli tasiyabilirler (Walter ve ark. 2001; Hsu ve ark. 2010). Ayn1 zamanda
periton sivisi biyo-belirtegleri, tamamlayict bir teshis aract olarak son teshisin
konulmasina katki saglayabilir. Ayrica hastaligin evrelenmesinde, teshisinin
belirlenmesinde ve klinik yanitlarin tahmininde bir ara¢ olarak da kullanilabilir
(Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Periton sivisi biyo-belirtegleri klinik
olarak 2 sekilde katkida bulunabilir. Bir taraftan klasik cerrahi teshise katilabilir. Diger
taraftan yeni ila¢ uygulamasi i¢in hedef belirlenmesini saglayabilir. Son 5 senedir
periton sivisindaki potansiyel endometriozis biyo-belirteclerini  degerlendiren
calismalar, inflamasyon, 6zellikle cesitli sitokinler ve kemokinler, oksidatif stresle
iligkili molekiiller ve diger siireclerle iliskili protein biyo-belirtecleri iizerinde
yapilmistir (Rizner 2015). Ancak ER stresi ile iliskili belirtegler ile yapilan bir ¢alisma
litaretiirde yoktur.

Bu bilgiler 1s1ginda, biz de, endometriozis patogenezinde ER stresinin roliinii
arastirdigimiz in vivo calismamiza paralel olarak, endometriozisi olan kadinlarda geri
akan endometrial hiicrelerin hayatta kalimlarina ve adezyonlarina olanak sagladigini
distindiigiimiiz periton ortamini, in vitro kosullarda saglayarak, kontrol ve
endometriozisli periton sivilarinin, endometrial stromal hiicreler iizerindeki etkilerini
ER stresi {izerinden incelemeyi amacgladik. Bu amagla, kontrol ve endometriozisli
periton sivisini, primer endometrial stromal hiicrelerin kiiltiir ortamlarina ekleyerek
doza (%10-20) ve zamana (10-30-60 dk ve 24-48 saat) bagli olarak ER stres belirtegleri
olan p-IRE1, p-PERK ve ATF6 ekspresyonlarina olan etkilerini immiinositokimya
analizi ile degerlendirdik. Doz ve zaman araliklar1 6n deneyler yapilarak belirlendi.
Periton sivist konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in yaptigimiz 6n c¢aligmalarda %30
konsantrasyonda 24 ve 48 saatte kontrol hasta periton sivisi verilen hiicrelerin hepsinin
oldiigii gozlenirken, endometriozisli hastalarin periton sivisi verilen stromal hiicrelerde
boyle bir bulguya rastlanmadi. Bu sebeple yiiksek konsantrasyon olarak %20
konsantrasyon denendi ve hiicrelerde 6liim goriilmemesi {izerine dozlar %10 ve %20
olarak belirlendi (Meresman ve ark. 1997; Overton ve ark. 1997; Braza Boils ve ark.
2013; Liu ve ark. 2011). Diger yandan, calisma deneylerine basladigimizda, kontrol

periton sivilarinin diisiik ve yiliksek konsantrasyonlarda stromal hiicrelerin ortamina
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eklendiginde 6n deneylere ters olarak 24. saatte tiim hiicrelerin 6ldiigii gozlendi.
Yapilan gozlemlerde hiicrelerin yaklasik 4 ve 5. saatlerde morfolojilerinin bozulmasi,
hiicre uzantilarinin ¢ekilmesi, hiicre sitoplazmalarinin biiziismesi ve nukleuslarinin
kondanse olmasi gibi 6zelliklerine dayanarak hiicrelerin apoptoza gittigi diistiniilm{istiir.
Kontrol periton sivisinin, endometriozis gelisimine yol acan retrograd menstruasyonla
geri kagan hiicrelerin hayatta kalimlarini apoptoza giderek engelledigi diisiiniiliip, bunu
hangi mekanizma ile yaptigi bir sonraki c¢alisma konusu olabilir. Diger yandan
endometriozis periton sivisina maruz kalan hiicrelerde ise herhangi bir Oliimiin
goriilmemesi, bu hiicrelerin hayatta kalmalarini saglayan ya da bu hiicrelerin apoptoza
gitmelerini engelleyen baska faktdrlerin oldugunu disiindiirmektedir. Dolayist ile,
kontrol grubunda 24 ve 48 saatlerde gerceklesen hiicre dliimiinden dolay1, kontrol ve
endometriozis grubu periton sivist etkilerinin karsilagtirmalar1 bu zaman araliklarinda
yapilamamis, sadece 10, 30 ve 60 dk zaman araliklari arasinda yapilabilmistir.
Endometriozis grubunun kendi iginde ise hiicre 6liimii olmadigindan zaman araliklar
kiyaslamalar1 10, 30 ve 60 dk ve 24 ve 48 saat i¢in yapilmistir.

Endometrial hiicre kaderinin antiapoptotik ve proproliferatif fenotip Ilehine
degismesi endometrial hiicrelerin periton boslugunda hayatta kalimi, ektopik
implantasyonun baslangici ve olusan lezyonlarin devamliligi i¢in ¢ok Onemlidir
(Hapangama ve ark. 2010). Ektopik endometrial hiicrelerdeki antiapoptotik ve hayatta
kalim genleri yiiksek eksprese edildigi buna karsilik apoptoz yolaklarini diizenleyen
genlerin ise disiik ekpsresyonda kaldig: diistiniilmektedir (Ferryman ve Rollason 1994).
Ayrica endometriozis hastalarinin 6topik endometriumlarinin daha yiiksek seviyede
antiapoptotik faktorler eksprese ettigi gosterilmistir (Taniguchi ve ark. 2011). Dahasi,
endometrial hiicrelerdeki apoptoz inhibisyonuna ek olarak, inflamasyonu, anjiyogenezi
ve hiicre proliferasyonunu destekleyen genlerin, transkripsiyonel aktivasyonlari da
aracilik edebilir (Gonzalez-Ramos ve ark. 2010). Buna ek olarak, endometriozis
hastalarinin periton sivisinda artmis diizeyde oldugu bilinen IL-8, TGFB1 ve TNFa gibi
sitokinlerin  endometrial ve endometriotik hiicrelerde biiylimeyi arttirict etki
gosterdikleri ve IL-8 ve TGFB1’in endometrial hiicreler iizerindeki proliferatif etkisi de
bilinmektedir (Wu ve Ho 2003). Bu bilgilere dayanarak, kontrol grubunda 24 ve 48.
saatlerde goriilen hiicre 6liimiiniin, endometriozis periton sivisina maruz kalan stromal
hiicrelerde goriilmemesi, (1) endometriozis periton sivisinin bu hiicrelerde antiapoptotik

genleri aktive edip, apoptotik genlerin ekspresyonlarini baskilamig olabilecegini, (2) IL-



102

8 ve TGFp1 gibi sitokinlerin endometriozis periton sivisindaki artmis diizeylerine bagli
olarak stromal hiicre proliferasyonunu arttirmasi sonucu olabilecegini akla getirdi.
Diger yandan, Oosterlynck ve ark. endometriozis hastalariin periton sivilarinin dogal
oldiirticti (NK) hiicrelerin sitotoksitesindeki baskilayici etkisinin kontrol periton sivisina
kiyasla daha fazla oldugunu gostermislerdir (Oosterlynck ve ark. 1993). Bu anlamda
Mazzeo ve ark. da IL-12 antagonisti olarak iglev goren serbest IL-12p40 diizeyinin,
endometriozis periton sivisinda kontrole kiyasla daha fazla bulundugu gostermislerdir.
IL-12’nin NK hiicrelerinin sitotoksitesini indiikledigi g6z oniline alinirsa, endometriotik
periton sivisindaki serbest IL-12p40°mn da NK sitotoksik aktivitesini baskilayan bir
faktor oldugu diistiniilebilir (Mazzeo ve ark. 1998). Ayrica, endometriozisli kadinlarin
endometriumlarinin daha fazla ICAM-1 salgiladigi, dokiilen endometrial hiicrelerden
salinan ICAM-1 molekiil artis1 ve glikodelin konsantrasyon artisinin da NK hiicrelerin
aktivitesini baskilayict etkileri gosterilmistir (Somigliana ve ark. 1996; Koninckx ve
ark. 1992). Bunlar da endometriozis periton sivisina maruz kalan stromal hiicrelerin
6liime gitmelerini engelleyen bir faktor olabilir.

Immunositokimyasal bulgularimiza baktigimizda, kontrol periton sivismin diisiik
ve yiiksek konsantrasyonlar1 ile muamele edilen endometrial stromal hiicrelerdeki 10,
30 ve 60 dk sonundaki p-IRE1, p-PERK ve ATF6 -ekspresyon diizeyleri
kiyaslandiginda, kontrol grubunun kendi i¢inde zamana ve konsantrasyona bagl
istatistiksel bir fark bulunmadi.

Endometriozis periton sivisinin diisiik ve yliksek konsantrasyonlar: ile muamele
edilen endometrial stromal hiicrelerdeki 10-30-60 dk araliklar1 arasindaki p-IRE1
ekspresyon diizeylerinde istatistiksel bir fark gézlenmezken, 24 ve 48. saat sonundaki p-
IRE1 ekspresyon diizeylerinde, 10-30 ve 60 dk sonundaki ekspresyon diizeyleri ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak da dogrulanan belirgin bir azalmanin oldugu dikkati
cekti. Hela hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada XBP1 mRNA kirpilmasinin 15-30 dk
gibi kisa stirede ¢ok hizli bir sekilde gerceklestigi gosterilmistir (Uemura ve ark. 2009).
Bu bilgi g6z oniline alindiginda, endometriozis periton sivisi verilmesi ile indiiklenen
ER stresini takiben, 10-30 ve 60 dk gibi kisa siire iginde XBP1 mRNA kirpilmasina yol
acan IREI1 fosforilasyonunun da hizli bir sekilde gergeklestigi ve 24 ve 48. saatlere
dogru ise fosforilasyon diizeyinin azaldigi diisiiniilebilir. Buna karsilik p-PERK ve

ATF6 ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde, 10-30-60 dk maruziyet ve 24-48 saat
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maruziyet ile kiyaslandiginda diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarin hepsi i¢in zamana ve
konsantrasyona bagl istatistiksel bir fark bulunmadi.

Diger yandan, diisiik konsantrasyondaki kontrol ve endometriozis periton sivilari
ile muamele edilen endometrial stromal hiicreler zamana bagli olarak birbirleri ile
kiyaslandiginda, 10-30-60 dk sonundaki p-IRE1, p-PERK ve ATF6 ekspresyon
diizeyleri arasinda gruplar arasi istatistiksel bir fark goriilmedi. Buna karsilik, yiiksek
konsantrasyondaki kontrol ve endometriozis periton sivilart ile muamele edilen
endometrial stromal hiicreler zamana bagli olarak birbirleri ile kiyaslandiginda, 10-30-
60 dk sonundaki ATF6 ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel bir fark bulunmazken,
p-IRE1 ve p-PERK ekspresyonlarinin ise endometriozis periton sivisi verilen hiicrelerde
10-30-60 dk sonunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak arttigi saptandi.

Yapilan ¢aligmalar inflamatuar sitokinlerin ER stresine yol a¢tig1 ve bu yolla UPR
sinyalizasyonunu aktive ettigini gostermistir. TNFa’nin fibrokarsinom hiicrelerinde ER
stresine yol acgip, PERK, IREla ve ATF6 ekspresyonunu aktive ettigi, diger yandan
TNF-a, IL-1B ve IL-6’nin hepatosit hiicrelerinde ER stresini indiikledigi, ek olarak T-
hiicre kaynakli sitokin interferon-y (IFN-y)’nin da oligodendrositlerde PERK
ekspresyonunu aktive ettigi gosterilmistir (Xue ve ark. 2005; Zhang ve ark. 2006; Lin
ve ark. 2005). Tim bu sitokinlerin endometriozis hastalarinin periton sivilarinda
kontrole kiyasla artmis diizeyde bulundugu bilinmektedir (Oral ve ark. 1996;. Wu ve Ho
2003). Bu calismalarla uyumlu olarak, endometrial stromal hiicrelerde p-IRE1 ve p-
PERK yolaginin karsilastirma yapilabilen 10-30 ve 60 dk araliklarinda, konsantrasyona
bagl olarak periton sivisi etkisi altinda oldugu ve bu etkinin periton sivisi ig¢indeki
inflamatuar kemokinlerden ve sitokinlerden kaynaklandigi sdylenebilir. Endometriozisli
periton sivisinin in vitro stromal hiicrelerde ATF6 ekspresyonunu indiikleyici etkisi
gosterilemediginden, in vivo bulgularimizda ektopik dokuda goriilen ATF6 ekspresyon
artis1, periton sivisindan bagimsiz olup, lokal mikrogcevre, matriks degisiklikleri, immiin
hiicre etkilesimi ya da lokal etkilesimlerin etkisine dayandirildi.

IRE1 bir ER membran proteini olup, ER liimeninde bulunan bir N-terminal kismi1
ile sitoplazmada ya da niikleusta bulunan bir C-terminal kism1 vardir. ER liimeninde
bulunan kismi, katlanmamis proteinlerin ya da serbest dolasan saperon
konsantrasyonlarindaki degisiklikleri algilayan bir sensor gorevindedir. IRE1 aktive
oldugunda fosforilasyon ve oligomerizasyon gecirerek endoriboniikleaz aktivitesi

indiiklenir. Bunun sonucu olarak XBP1 mRNA’s1 kirpilarak uzaklastirilir ve aktif form
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olan kirpilmis XBP1 mRNA’s1 olusur. Memelilerdeki konvansiyonel olmayan
kirpilmanin lokasyonu hala tartisiimaktadir. Lee ve ark. IRE1’1n i¢ niikleer membranda
lokalize olmasina istinaden kirpilmanin niikleusta gergeklestigini gostermislerdir (Lee
ve ark. 2002). Diger yandan IREI’mn Kkatalitik bolgesi sitoplazmada eksprese
edildiginden niikleer bir siire¢ olmaksizin kirpilmanin sitoplazmada gerceklestigini
bildiren ¢alismalar da vardir (Back et al., 2006; Iwawaki and Akai, 2006). Uemura ve
ark., XBP1 mRNA’smin biiyilk ¢ogunlugunun sitoplazmada lokalize oldugunu ve
niikleustaki transkripsiyonu sonrasi hizlica sitoplazmaya atilip, burada biriktigini ve
sadece kiiciik bir XBP1 mRNA havuzunun niikleusta kaldigini iddia etmislerdir
(Uemura ve ark. 2009). Diger yandan baska bir ¢aligmada da memelilerdeki IRE1 nin
sitoplazmik bolgesi olan kinaz ve endoniikleaz kisimlarinin proteolitik olarak
yariklanarak ER membranindan koparak niikleusa hareket ettigi iddia edilmistir.
Calismaya gore, UPR indiiklenmesi ile IRE1, oligomerizasyonunu ve fosforilasyon
durumunu ve/veya kinaz aktivitesini degistirerek, sorumlu proteazlari aktive eden bir
anahtar tetikler ya da IRE1"1 yapisal olarak aktif proteazlar icin bir substrat gibi sunar.
Daha sonra IRE1 fragmanlari niikleusa gider ve mRNA kirpilmasina endoriboniikleaz
olarak katilir. Bu model de ER transmembran proteinin nasil niikleusta gergeklesen bir
RNA siirecine katilabildigini agiklar (Niwa ve ark. 1999). Bizim calismamizda da
endometrial stromal kiiltiir hiicrelerindeki p-IRE1 immiinoreaksiyonu, niikleusta daha
yogun siddette olmak iizere, hem niikleusta hem de sitoplazmada ger¢eklesmistir.

Sonug olarak, ¢alismamizda in vivo olarak endometriozis patogenezinde ER stress
yolaklariin aktive oldugu gosterilmistir. Buna paralel olarak ER stres yolaklarindan p-
PERK ve p-IREI’in in vitro insan endometrial stromal hiicrelerde periton sivisina
yiiksek doz maruziyet sonucu arttig1 ortaya konmustur. Dolayisi ile bu sinyal proteinleri
endometriozis tanisina ve tedavi araglarinin gelistirilmesine yonelik potansiyel biyo-

belirtegler olarak kullanilabilir. Ileri ¢alismalar planlanmaktadar.
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