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I. GIRIS VE AMAC

Endometriozis, endometrial bez ve stromanin uterin kavite disinda
bulunmasi olarak tanimlanan, pelvik agr ile infertilitenin eslik ettigi progresif bir
hastaliktir. Hastalik, genis spektrumlu klinik durumlar gosterir, ilerleme ve tekrar

etme egilimindedir.

Endometriozis ile ilgili tahminlerden ¢ogunlugu prevalansin pelvik agrili
hastalarda % 5-20 arasinda ve infertil kadinlarda % 20-40 arasinda degismekte
oldugu seklindedir. Ureme ¢agindaki kadimlarda genel prevalansin % 3-10

arasinda oldugu diistintilmektedir.

Endometriozis, en sik pelvik periton olmak {izere overler ve rektovajinal

septumda goriiliir.

Endometriozisli kadinlarin &topik endometriumlarinin  ektopik doku
degisikligi gostermesi ve bu degisikliklerin hastaligi bulunmayan kadinlarin
otopik endometriumlarinda izlenmemesi, endometriozisteki primer defektin
Otopik endometriumda bulundugu gorisiinii desteklemektedir (1). Bu sekilde
degismis Otopik endometriumdan derive edilen, peritoneal kaviteye dokiilen
hiicrelerin ve doku elemanlarinin peritoneal yiizeylerde implantasyon, bliyiime ve
endometriozis gelistirme potansiyellerinin daha fazla oldugu ileri siiriilmiistiir (2).

Diger taraftan da endometriozisli bir hastanin ektopik dokusu ve O&topik



endometriumu arasinda gozlemlenen bir¢ok farkliligin, peritoneal sivinin farkli

ortaminin direkt sonucu oldugu yoniinde arastirmalar yapilmistir (3).

Patofizyolojisi hala net olarak aciklanamayan bir hastalik olan
endometriozisin patogenezi ile ilgili son yillarda dikkat ¢eken bir bagka konu da

apoptozis ve matriks metalloproteinazlarin roliidiir.

Yapilan galigmalar apoptozisin saglikli kadinlarda menstrual siklusun gec
sekretuar ve menstral fazlarinda uterin endometriyumun fonksiyonel
tabakasindaki yaglanan hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda etkin bir mekanizma

oldugunu ortaya koymustur (4, 5).

Ayrica endometrial hiicrelerin, peritona tutunmasi, invazyonu ve
bliyiimelerinin matriks metalloproteinazlarin (MMP) ve bunlara ait doku

inhibitorlerinin etkisi ile diizenlendigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir.

Bizim ¢alismamiz, apoptoziste 6nemli bir rol oynayan proteolitik bir
enzim grubundan olan kaspaz 3 (efektor) ile endometriozis etyolojisinde roli
oldugu bilinen matriks metalloproteinaz tiplerinden biri olan matriks
metalloproteinaz—2 (MMP-2)’nin, endometriozisli hastalarin 6topik endometrium
ve ektopik dokular1 ile endometriozisi ve baska herhangi bir endometriyal

patolojisi olmayanlarin endometriumlariyla karsilagtirilmasidir.



Amacimiz, ¢alisilan bu parametreler ile bu kompleks hastaligin tani1 ve
tedavisi i¢in yeni yaklagimlar sunmaktir. Ayrica medikal ve cerrahi tedavi sonrasi

rekiirrens ve prognozu belirlemede etkili olabilecek alternatifleri belirlemektir.



II. GENEL BIiLGILER

I1. I. Etyoloji ve Patofizyolojisi

Endometriozis 1860 yilinda tanimlanmasina karsin, etyoloji ve patogenezi

hala belirsizdir (6).

II. 1. I. Endometriozis patogenezine dair teoriler

Retrograd menstruasyon / transplantasyon
(Colomik metaplazi

Hiicresel immiinite degisikligi

Metastaz

Genetik zemin

Cevresel faktorler

Spesifik genlerin ¢evresel etkilesimi sonucu olugan multifaktoryel kalitim

IL. L. I1. Patogenezi

En yaygin kabul edilen teori 1920’lerde sunulan, hastaligin endometrial
dokunun retrograd menstruasyon ile peritoneal kaviteye yayilimi sonucu
gelismesidir (6). Cogunlukla pelviste rastlanan bu hastalik, endometrial dokularin
periton epiteline tutunmasi, invaze olmasi ve kan dolasiminin gelismesi ile olusan
implantlar1 temizleyemeyen suboptimal immun cevap sonucu olusmaktadir.

Endometriozis patogenezinde retrograd menstruasyon, hiicresel ve biokimyasal
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gelismelerle birlikte; genetik, ¢evresel ve immiinolojik faktorlerden yapili bir

zeminde gelisir.

Retrograd menstruasyon teorisi, daha sonralari, endometriozisli kadinlarda
normale gore daha fazla volimde menstrual kan ve endometrial doku
fragmentlerinin retrograd gecisi, yine daha sik endometrial ve myometrial kasilma

dalgalar1 gozlenmesi ile destek bulmustur (6).

Baboonlarda serviksin ligasyonu sonucunda endometriozis gelismektedir
(7). D1s genital obstruksiyonlu primer amenoreik kadinlarda da goézlenmektedir

(6). Metastaz teorik olarak lezyonlarin pelvis ve disina yayilmasidir (8).

Colomik epitelyum metaplazisi, cevresel faktorlerin de etkisi ile primer
olarak endometrioma formasyonu [endometrial doku iceren over yiizey epitelinin
invajinasyonu ile endometrial doku ile dégseli ovaryan kist formasyonu] veya
rektovajinal endometriozis olusumu ile hastaligin patogenezinde yer almaktadir

(8-10).

Endometriozisli kadinlarda endometriumun normalden farkli oldugu ileri
siiriilmektedir, bu da ektopik hastalifin yerlesimini kolaylastirict olmaktadir. Pek
¢ok kadinda retrograd menstruasyon / transplantasyon olmasina karsin, bu
kadinlarin ancak % 6-10 ’unda endometriozis gelismesi bu gorisi

desteklemektedir.



IL. I. IT1. Hastahigin gelisimini etkileyen durumlar

II. I. III. A. Genetik

Endometriozis, etkilenmis kadinlarin birinci derece akrabalari arasinda

genel populasyona oranla 67 kat daha sik izlenir (11).

Yapilan c¢aligmalar endometriozisin genetik bir zemini oldugunu
gostermistir. Endometriozisli kadinlarin 6topik endometriyumlarinda hastaligin
patogeneziyle ilgili baz1 gen liriinlerinin anormal eksprese edildigine dair olduk¢a
fazla sayida kanit mevcuttur. Bu gozlemler, endometriozis gelisen kadinlarin
endometriyumlarinin  ektopik implantasyon ve yayilima predispozisyon

olusturacak sekilde, kalitimsal olarak anormal oldugunu gostermektedir.

Yapilan ¢alismalar ile 6topik endometrium apoptozise daha direncgli gibi
goziikkmektedir; apoptozisi regiile eden bcl-2 ve bax protein ailesi ve fas-fas

ligand ekspresyon sistemi bu direncle iliskilendirilmistir (12).

MMP’larin anormal ekspresyonu sonucunda, reflii olan endometrial
hiicrelerin peritoneal yiizeye invaze ve takiben prolifere olabilme potansiyelleri

gosterilmistir (13, 14).

Son yapilan ¢alismalarda, pelvik organlarin embriyonik donemden itibaren

farklilagsmas1 sirasinda, genetik predispozisyon veya cevresel toksinlerin etkisiyle



bazi epigenetik (kalitimsal olup genetik olmayan fenotipik varyasyonlar) olaylarin

meydana geldigi tahmin edilmektedir.

Ostrojen reseptdrii B ve steroidojenik faktdr—1 (SF—1)’in overekspresyonu
ve hipometilasyonunu iceren bu epigenetik olaylarin endometriozis patogenezinde

kritik rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (15).

IL. L. IIIL. B. Cevresel faktorler

Insan dis1 primat modeli ile endometriozis gelisimindeki gevresel faktorler
ile onlarin potansiyel etkileri hakkinda énemli veri saglanmustir. Ornegin, tiim
viicuda X 1sinlar1 verilen rhesus maymunlarinda kontrol grubundan daha yiiksek
oranda endometriozis gelismistir (53 % vs 26 %) (16). Yine, 4 yil giinde 5-25
ppm (parts per million) dioxin verilen rhesus maymunlarinda, doza bagimli
endometriozis geligsmistir (17). Bir raporda, diinyada encok dioxin kirliligiyle,
hem en yiikksek endometriozis insidanst hem de en siddetli endometriozis
prevelansinin Belgika’da oldugunun yayinlamasiyla, baslangicta bu deney
sonucunun kadinlarda da gecerli olabilecegi epidemiyolojik olarak inandirici
gelmistir (18). Fakat daha sonra Italya ve Belgika’dan iki prospektif ¢aligma ile
dioxine maruz kalan kadinlarda endometriozis risk artisginin 6nemli olmadigi

tespit edilmistir (19, 20).

Bugiin, dstrojen benzeri bilesiklerin suglanmasina karsin, endometriozisle

iligkisi net olarak tespit edilmis bir kimyasal madde siniflamasini gosteren



epidemiyolojik c¢alisma yoktur (21). Belirgin bir baglantinin bulunamamasi
sasirtict degildir, ¢iinkii insanlar, doz, etkilenme zamani ( in utero, cocukluk,
peripuberte, eriskin), etkilenme yolu ve diger kimyasallarla sinerji gibi degisen
etki mekanizmalari ile tek bir genetik zemini zorlayan kimyasallarin pekg¢oguna

maruz kalmaktadir (21).

IL L IIL. C. immiinite

Immiin  sistemin  endometriozis  patogenezinde  rolii  oldugu
diisiiniilmektedir. Peritonda uygun bir immiin sistem kontroliiniin olmamasi
hastalik nedeni olabilir. Normalde peritoneal sivida bulunan makrofajlarin
endometriozisli kadinlarda say1r ve aktiviteleri artar (22-25). Ancak
endometriozisli kadinlardaki aktive olmus makrofajlar ve dolasimdaki monositler,
ektopik endometrial hiicreleri ortadan kaldirmak yerine, bu hiicrelerin
proliferasyonunu stimiile eden ve fagosite edilmelerini inhibe eden biiyiime
faktorleri ve sitokinler sekrete ederek hastaligin ilerlemesine neden olurlar (26,

27).

Sharpe-Timms ve arkadaslariin endometriotik epitelyal hiicrelerde tespit
ettikleri ve Endo-I olarak adlandirilan protein, 6topik endometrium epitelyumunda
goriilmemektedir (28). Yapisal olarak haptoglobine benzeyen bu protein,
peritoneal makrofajlara baglanarak IL—6 {iretimini arttirir ve makrofajin adhezyon
yetenegini bloke ederek fagositik kapasitesini azaltir (29). Ayrica IL-6,

endometriotik epitelyal hiicrelerde Endo I {iretimini arttirir (30).



Bu bulgular, Endo-I’in endometriozisli kadinlarda immiin sistem
yetersizliginde rolii oldugunu desteklemektedir. Agr1 ve infertilitenin tedavisinde
potansiyel hedefin, haptoglobinin etkilerinin inhibisyonu olacagr ileri

surilmektedir.

Endometriozisli kadinlarda peritoneal sivida ‘natural-killer- cell’
aktivitesinde yetersizlik bulunmaktadir, bu nedenle ektopik dokuya sitotoksik etki

azalmaktadir (31).

Endometriozisli kadinlarda peritoneal sivi yiliksek yogunlukta sitokinler,
growth faktorler, anjiogenik faktérler (VEGF) igerir, bunlar lezyonlarin
kendisinden, makrofaj ve diger immiin hiicrelerin sekresyonlarindan, ovulasyonla

riiptiire olan folikiiler sividan gelisir (31-34).

Endometriotik lezyon gelisince, birtakim proinflamatuar molekiiller
sekrete edilir. Sitokinlerin (IL-1 ve 8, TNF a ve IF y ) aktiflestirdigi kemotaktik
faktorler, makrofaj ve T lenfositlerin peritona gogiinii saglar. Bu immiin hiicreler

endometriozisdeki inflamatuar cevabi yonetir.

RANTES (regulated on activation, normal T expressed and secreted)
monositler ve lenfositler i¢in potent bir kimyasal kemoatraktandir. Peritoneal

sividaki yogunlugu endometrizisde artar ve hastaligin siddeti ile koreledir.



“Monocyte chemoattractant protein—1" konsantrasyonu yine peritoneal
stvida artmis olup, endometriozisli kadinlarin peritonunda yiiksek orandaki aktive

makrofajlarin sorumlusudur.

Baz1 arastirmacilar peritoneal sivinin da lipid peroksidasyonu ile
endometrial ~ depositlerin ~ gelisiminin  aktif  destekleyicisi  oldugunu

vurgulamaktadir (35, 36).

TNF-alfa ve IL-6 dahil olmak {izere baz1 sitokinlerin lipid
peroksidasyonundaki gibi antioksidanlarla veya bu sitokinlerin aktivitelerinin

blokaji tedavi i¢in bir hedef olarak gosterilmektedir.

“Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) gama 2 ye baglanan
Thiazolidinedioneler, endometriozisli fare modelinde monosit goglinii  ve
inflamatuar peritoneal hiicrelerin birikimini inhibe ederler (37, 38). Bu ilaclar tip
2 DM tedavisinde kullanilirlar ve ayrica immiinsupresif etkileri vardir. Farede
bulunan bu inhibisyon kadinlarda da goriliirse, thiazolidinedionelar i¢in yeni bir

endikasyon olusacaktir.

Ayrica bazi endometriozisli kadinlarda PPAR gama 2 ve Pro-12Ala

polimorfizmi rapor edilmistir (39).

Endometriozisin otoimmiin etyolojisine dair hipotezler, artmis poliklonal

B hiicre aktivitesi, B ve T hiicre fonksiyon bozuklugu, ailevi gecis, yliksek B ve T

10



hiicre sayilar1 ve azalmis natural killer cell aktivitesi gibi goriislerle kurulmaktadir
(31, 40, 41, 42). Ayrica, 1gG, IgA ve IgM tipinde serum konsantrasyonlar1 artmis
otoantikorlar ile endometriuma kars1 olusmus antikorlar rapor edilmistir (41-43).

Atopik hastaliklara egilim vardir (44, 45).

II. I1. Prevalans

Endometriozis ile ilgili tahminlerden ¢ogunlugu prevalansin pelvik agrili
hastalarda % 5-20 ve infertil kadinlarda % 2040 arasinda degismekte oldugu
seklindedir. Ureme ¢agindaki kadinlarda genel prevalansin % 3-10 arasinda

oldugu diisiiniilmektedir (46- 49).

Endometriozis premenarsial kizlarda nadirdir ancak kronik pelvik agr1 ve
disparoni sikayetleri olan adolesanlarin ve 20 yasindan kii¢iik gen¢ kadinlarin %
50 ‘sinden fazlasinda tespit edilebilir (50-52). 17 yasindan kiigiik endometriozis
saptanan geng hastalarin bircogu miiller kanali anomalisi, servikal veya vajinal
disa akim obstriiksiyonu gibi sebeplerle iligkilidir (53). Endometriozis nedeni ile
cerrahi yapilan hastalarin % 5 inden az1 postmenopozaldir ve bunlarin ¢ogu
Ostrojen tedavisi almistir (54, 55). Asemptomatik endometriozis prevalansi siyah
kadinlarda, beyaz kadinlardan diisiik ve Asyalilarda beyaz kadinlardan yiiksektir

(56).
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II. II1. Tam

IL. III. I. Semptomlar ve Bulgular

Subfertilite, dismenore, disparoni ve kronik pelvik agris1 olan kadinlarda
endometriozisten siliphelenilmelidir. Ancak endometriozis asemptomatik de

olabilmektedir.

Agn siklikla diffiiz, pelviste derin yerlesimli, sikici, sirt ve uyluga
yayilabilir tarzda ya da rektal basing hissi, bulant1 ve epizodik diare ile birliktelik
gosterir (57). Endometriozisli ve agr1 tarifleyen hastalarin 2 / 3 iinde
intermenstruel agri mevcuttur (58). Disparoni siklikla hastaligin ilk baslangicinda
mevcuttur, mens oncesi siddetlenmesi derin penetrasyonla beraber cul-de-sac ve

rektovajinal septumu igeren hastalikla iligkilidir (59, 60).

Hastaligin yayilimi ve agrinin ciddiyeti ile evre ve endometriozis
lokalizasyonu arasindaki paradoksal iliski iyi bir sekilde tanimlanmistir. Agir
hastalikta hafif rahatsizlik hissi olabilir veya hi¢ olmayabilir, buna karsin minimal

veya hafif hastalig1 olanlarda dayanilmaz agr1 olabilir (58—60).

Endometriozisli hastalarda agriya neden oldugu diisiiniilen olas1
mekanizmalar, lokal peritoneal inflamasyon, doku hasar1 ile beraber olan derin
infiltrasyon, adezyon formasyonu, fibrotik kalinlasma ve endometriyotik
implantlarda menstrual kanin koleksiyonudur. Bu patolojiler, dokularin fizyolojik

hareketine bagl agrili traksiyona yol acarlar (61, 62).
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Ekstrapelvik endometriozis, siklikla asemptomatik oldugu halde, agr1 ve
bir palpabl kitlenin semptomlarinin pelvis disinda siklik paternde ortaya ¢ikmasi
ile karakterizedir. En sik intestinal kanal tutulumu (6zellikle kolon ve rektum)
goriiliir, buna baglh olarak karin ve bel agrisi, distansiyon, siklik kanama,

konstipasyon ve obstriiksiyona neden olabilir.

Infertilite, endometriozisli kadinlarin bircogunda gériilen bir problem
olmasima ragmen endometriozisteki infertilitenin mekanizmasi hala tam olarak
anlasilamamistir. Yapilan caligmalar da infertilite ile esas olarak endometriozisin
evresi iligkili bulunmasina ragmen normal anatomiyi bozan pelvik adezyonlar ve
bozulmus tubo-ovaryan fonksiyon da su¢lanmistir (63, 64). Ayrica bazi bulgular
orta siddetteki endometriozisin de oosit gelisimini bozdugunu, embryogenez ve
implantasyonu olumsuz etkiledigini gostermistir. Hafif ve orta siddette
endometriozisi olan kadinlarin, saglikli kadinlarla yapilan karsilastirmalarinda,
artifisyel inseminasyon sonrasi azalmis aylik fekundite oranlarina sahip olduklari

bir¢cok calismada gosterilmistir (63, 65).

Prospektif kontrollii ¢alismalarda endometriozisin tekrarlayan gebelik
kayiplariyla iliskisi saptanmamustir (66). Ayrica endometriozisin medikal ya da
cerrahi tedavisinin spontan abortus oranlarini azalttigina dair de bir bulgu yoktur
(67, 68). Endometriozisi olan kadinlarda endokrinolojik anormalliklerin

insidansinin arttifina dair yeterli veri bulunmamaktadir.
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I1. III. II. Klinik inceleme

Endometriozisli birgok kadinda klinik inceleme sirasinda higbir anormallik

saptanmaz. Eksternal genital organlarin fizik muayenesi genellikle normaldir.

Over kaynakli endometriomasi olan kadinlarda fikse adneksiyal kitle
saptanabilir. Uterosakral ligamentlerde fokal duyarlilik ve nodularite kuvvetle
hastalig1 diistindiiriir ve cogunlukla tek fizik muayene bulgusudur (69, 70). Biitiin
bunlar endometriozis tanisinda altin standart olan cerrahi ile karsilastirildiginda
fizik muayene rolatif olarak daha zayif sensivite, spesifite ve pozitif prediktif

degere sahiptir (71).

Endometriozis tanisi i¢in bir kan testi mevcut degildir. CA125, ¢6lomik
epitelyum derivelerinde bulunan ve siklikla miisindz olmayan over
karsinomlarinin takibinde marker olan bir hiicre yiizey antijenidir. CA125
diizeyleri orta ve ciddi endometriozisi bulunan kadinlarda belirgin olarak yiiksek,
hafif endometriozisi olanlarda normal olarak bulunmustur (72, 73). CA125 ayrica,
erken gebelikte, normal menstruasyon sirasinda, akut pelvik inflamatuar hastalikta

ve leiomyom varliginda yiikselebilir.

CA125 diizeylerinin orta ve siddetli endometrioziste artis sebebi agik
degildir. Endometriozis lezyonlarinin normal endometriuma gore daha fazla
miktarda CAI125 igerdigi ve beraberindeki inflamasyonun CA125’in

dokiilmesinde artmaya sebep oldugu hipotezi ortaya konmustur.
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Endometriozis riski bilinen infertilite ve agrisi olan kadinlarda CA125’in
spesifitesi (% 80 ve flizeri) yiiksektir.CA125’in diisiik sensivitesi (% 20-50)
endometriozis tanisi i¢in klinik kullanimda sinirlamalara neden olmaktadir. Seri
CA125 olglimleri tedavi sonrasi endometriozisin yeniden ortaya ¢ikisini tahmin

etmede kullanilabilir (74, 75).

Dikkatli klinik degerlendirme ile endometriozisi olabilecek kadinlar
tanimlanabilir ancak tani konulamaz. Serum CA125 konsantrasyonu hastalikla
ilgili destekleyici delil sunmasina ragmen testin sensivitesi, etkin bir tarama araci

yapmak i¢in oldukca diisiiktiir.

Over kaynakli endometriomalarin belirlenmesinde transvajinal USG ve
MRI yiiksek oranda sensivite ve spesifiteye sahiptir ancak hastaliga ait peritoneal

implantlar1 giivenilir olarak goriintiileyemez.

Ampirik medikal tedaviye klinik cevap endometriozis tanisin1 dogrulamaz.
Bir¢ok kadinda, endometriozis tanisi dikkatli ve sistematik laparoskopik
degerlendirmeye ihtiya¢ duyar. [Eksize edilen lezyonlarin histolojik
degerlendirilmesi cerrahi bulgular1 dogrulayabilir ve tercih edilir ancak taniyi

kesin olarak ortaya koymak i¢in gerekli degildir.

Laparoskopideki karakteristik bulgular, peritonun serozal yiizeyinde tipik
barut yanig1 seklindeki lezyonlardir. Bunlar siyah, koyu kahverengi veya mavimsi

nodiiller veya degisken derecede fibrozis ile ¢evrili eski hemoraji iceren kiigiik
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kistlerdir. Laparoskopik izlenimin histolojik konfirmasyonu sadece atipik
lezyonlar i¢in degil aym1 zamanda vakalarin % 24’iinde histolojik olarak negatif

rapor edilen tipik lezyonlar i¢in de endometriozis tanist yoniinden gereklidir (76).

Derin endometriozisin hafif formlar1 endometriotik lezyonun altinda
palpasyon ile veya goriinlim olarak normal peritoneum altinda palpabl kitlenin
bulunmasi ile 6zellikle posterior cul-de sac ta saptanabilir. Ovaryan endometriozis
tanis1 her iki overin biitiin ylizeylerinin dikkatli inspeksiyonu ile hizlandirilabilir,
ileri derecede hastalik durumunda adhezyonlarin mevcudiyetinde bu islem zor

olabilir.

Ovarian endometriotik kistler kalin, visk6z koyu kahverengi sivi (¢ikolata
mayi) igerir ki, bu onceki intraovarian hemorajiden kaynaklanan hemosiderinden
olusur (77). Boyle bir sivi, hemorajik korpus luteum kistleri veya neoplastik
kistlerde de bulunabileceginden, biopsi, hatta histolopatolojik onay i¢in kistin
cikarilmasi gerekebilir. Histolojik olarak hemosiderin yiiklii makrofajlar veya
hemorajili endometrial stroma igceren stromal endometriozis, patogenezde ¢ok

erken bir olayi ifade eder (78).

Farkli tiplerde lezyonlar, degisik derecede proliferatif veya sekretuar
glandiiler aktiviteye sahiptir. Vaskiilarizasyon, mitotik aktivite ve endometriozis
lezyonlarimin ii¢ boyutlu yapisi anahtar faktorlerdir. Derin endometriozis, yogun
fibroz ve diiz kas dokusunun i¢inde bezler, stromanin proliferasyonu ile

karakterize spesifik tip pelvik endometriozis olarak tanimlanir (79).
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I1. III. II1. Mikroskopik Endometriozis

“Mikroskopik endometriozis”, makroskopik olarak normal goriinen pelvis
peritonunda endometrial bezler ve stromanin varligi seklinde tanimlanir. Bu
durumun endometriozis histogenezinde ve tedavi sonrasi rekiirrensinde onemli
oldugu diistiniilmektedir. Mikroskopik endometriozisin klinik prevalansi
tartigmalidir, ¢linkii uniform olarak izlenmez. Normal peritonu neyin olusturdugu
konusunda belirlenmemis kriterler kullanilarak, orta ve ciddi endometriozis olan
20 hastadan laparatomi sirasinda 1-3 cm’lik peritoneal biopsiler elde edilmistir
(80). Diisiik gliclii scanning elektron mikroskopi (SEM) ile biopsilerin
incelenmesi, 151k mikroskobunda konfirme edilemeyen % 25 vakada belirgin
mikroskopik endometriozisi ortaya cikarmistir. Makroskopik olarak normal

gorilinen periton, nadiren mikroskopik endometriozis igcermektedir.

IL. III. IV. Klasifikasyon

Endometriozis i¢in gecerli evreleme sistemi Amerikan Fertilite Toplulugu
(American Fertility Society=AFS)’nun revizyona ugramis seklidir. Implantlarin
goriiniimli, boyutu, peritoneal ve ovarian implantlarin derinligi, adneksiyel
adhezyonlarin varligi, yayginligi ve tipi ile cul-de sac obliterasyonuna gore
puanlama yapilmaktadir (81). Bu sistem endometriozis hastaligin1 yansitir fakat
agr1 veya infertiliteyi gdz oniinde bulundurmaz, ayrica gézlemciden kaynaklanan
ve gozlemciler arasi belirgin farkliliklar s6z konusu olabilir. Hastaligin aktivite

parametrelerini kapsayan bir klasifikasyon sistemi disliniilmiistiir. Yine de
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AFS’nin revize edilmis endometriozis klasifikasyonu, spontan evoliisyonu
degerlendirmek ve terapotik yaklasimlart karsilastirmak igin uluslararasi olarak

kabul edilmis tek siniflandirma sistemidir.

I1. II1. V. Spontan Evolusyon

Endometriozis progresif bir hastalik olarak goriiliir. Endometriozis skor ve
evrelemede spontan iyilesme, orijinal tan1 konulduktan 6—12 ay sonra yapilan
laparoskopik takipte, ne kadinlarda ne de baboonlarda saptanamamustir. Bir
kesitsel ¢aligmada, calisilan pelvik alanin ve tanimi zor lezyonlarin hacminin
yasla kiiciildiigii bulunurken, tipik lezyonlarda bu parametrelerin ve infiltrasyon

derinliginin yasla arttig1 gosterilmistir (82).

I1. IV. Apoptozis

Apoptozis, organizma tarafindan diizenlenen enerji bagimli hiicre
Oliimiidiir. Doku homeostazinin korunmasinda kritik bir role sahiptir. Fazladan
olan ve disfonksiyonel hiicrelerin yok edilmesi i¢in varolan normal bir fonksiyonu

temsil etmektedir.

Apoptozis Yunanca’da “diismek” anlamina gelmektedir ve Homer
tarafindan agaglarin sonbaharda yaprak dokiimiinii andirdigi icin, hiicre kaybini

belirtmek amaci ile kullanilmustir.
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Apoptozis programli hiicre 6liimiidiir ve normal dokularin homeostazi
acisindan 6nemlidir. Normal embriyonik gelisimde hiicrelerin fokal delesyonunda
da islev gormektedir. Apoptotik hiicre Oliimiiniin kanser disinda da pek c¢ok
durumda potansiyel patojenik rolii vardir; 6rnek olarak AIDS, ndrodejeneratif

hastaliklar verilebilir.

Total biiylime veya regresyonu degerlendirirken, apoptozis ve
proliferasyon arasindaki denge 6nemlidir. Tiim bunlar géstermektedir ki apoptozis
ve apoptozis reglilasyonunun molekiiler olaylarin1 anlamak ve apoptozisi

yonlendirecek yollar1 saptamak gerekmektedir (83-86).

IL IV. L. Hiicre Oliimiindeki MorfolojikDegisiklikler

Apoptotik uyarim alan hiicre, hacminin yarisina diiser, ¢evre ile olan
baglantilarim1  keser ve mikrovilluslart kaybolur. Elektron mikroskobunda
gozlenen degisikliklerde, oOncelikle plazma membraninin sekli bozulur ve
kabarciklanmalar olusur; bu yap1 "zeiozis" olarak tanimlanir. Plazma ve ¢ekirdek
kondansasyonunu takiben kromatinin kiimelenmesi sekillenir. Kromatindeki
degisikliklerin baglamasinin hemen Oncesinde sitozolik Ca++ diizeyinde onemli
bir artis olmaktadir. Kromatin kondansasyonu, nukleozomlar arasindaki baglanti

bolgelerinin ayrilmasi ile karakterizedir (180-200 baz ¢ifti).

Hiicrenin pargalanmasiyla niikleer materyal iceren zarla gevrili "apoptotik

cisimcikler" olusur. iki katl lipit tabakada fosfolipit asimetrisi, hiicre zarinmn bir

19



ozelligidir. Fosfolipidler, yani i¢ tabakada bulunan fosfatidilserin (PS) ve
fosfatidiletanolamin (PE) ve dis tabakada bulunan fosfatidilkolin (PC) asimetrik
olarak dagilmislardir. Normal hiicrelerde bu asimetri ATP’ye bagh translokaz ile
aktif olarak korunmaktadir. Apoptoz sirasinda ya ATP translokaz yetmezligi ya da
diger enzim sisteminin aktivasyonu PS’nin dis yiizey tabakaya yerlesmesi ile
sonuglanir. Bu durum, apoptotik cisimcigin fagositozu i¢in bir uyandir (87).
Apoptotik cisimcikler, sitokin salgilanmasin1  ve inflamasyon olusumunu
uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler.

Apoptoz 30—60 dakika gibi bir siirede tamamlanir (88).

bogalmast

TMFLAMASYON

Sekil 1. Apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimiiniin karsilastirilmasi. (91)
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Nekrozda apoptozdan farkl olarak hiicresel biiziigme yerine sisme olur, bu
nekrozun erken belirtisidir. Patolojik hiicre 6liimii yani nekrozun klasik nedenleri
icinde ise hipertermi, oksidatif fosforilasyon-Krebs siklusu ya da glikolizisin
inhibisyonu, otolizis, hipoksi ve ¢esitli toksinler yer alir (89). Hiicre tarafindan
genlerle programlanmayan ve ¢esitli dis etkenlerle gerceklesen nekrotik hiicre
Olimiinde; enerji depolarinda ani azalma ile birlikte hiicre zarinin gegirgenligi
bozulur ve sodyum ile suyun hiicre igerisine girmesine neden olur, boylece hiicre
siser. Ayrica hiicreyle birlikte mitokondirilerde de sisme gozlenir, diger organeller
ise plazma iginde dagilir. Sisme sonucunda hiicre zar1 patlar ve bitiinliigiinti
kaybeder, proteolitik enzimler i¢eren plazma, hiicreler arasi bosluga sizar, doku

cevresinde inflamasyon ile birlikte zedelenme olusturur (90, 91) (Sekil 1).

IL. IV. I1. Apoptozun Gen Regiilasyonu

Apoptozun genetik mekanizmasi ilk kez Caenorhabditis elegans isimli

nematodun gelisim asamalarinda belirlenmistir.

Apoptozun regiilasyonu nematodlardan insana kadar ¢ogu ayn1 gen kontrol
siireci ile oldukga sik1 bir bigimde korunmaktadir. Oliim sinyali, gen ekspresyonu
ile diizenlenebilmesine ragmen, siire¢ genotoksik hasar (kemoterapi, radyasyon
vb) veya sitokinlerin olmamasi gibi (eritropoietin vb) farkli uyaranlarla harekete
gegirilebilir. DNA sarmalindaki niikleotit azligi, DNA-bagli transkripsiyon faktor

p53 ile baglayan bir dizi olay1 aktive eder ve hiicre apoptotik yola girer (98).
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IL. IV. 1I. A. p53 iin Rolii

Bir tiimor silipresor gen olarak calisan p53 mutasyona ugradigr ya da
bulunmadigi zaman hiicre yagami uzar. p53 protein iiriinii, DNA’ya dogrudan
baglanarak hasar1 tanidiktan sonra, ya Gl’de hiicre siklusunun durmasini
indiikleyerek tamir igin gerekli zamani kazanir ya da hasar fazlaysa apoptoza
yonlendirir. Ayrica p53’iin Bax / Bax, Bax / Bcl-2, Bel-2 / Bel-2 gruplarinin

oranlarini diizenledigi diistiniilmektedir (87).

II. IV. II. B. Bcl-2 / Bax

Apoptozun regiilasyonu Bcl-2 / Bax gen ailesi ile saglanir (87, 92). Bcl-2
/ Bax gen ailesinin {riinleri, mitokondri ve ¢ekirdek zarlarinin yanisira
endoplazmik retikulum zarmnin iizerinde de yer alirlar ve homodimer ya da
heterodimerler seklinde kompleks olusturarak ¢alisirlar (87, 91). Ornegin; Bcl-2
nin Bax ile olan etkilesiminde Bcl-2 nin oraninin daha yiiksek olmasi hiicrenin
yasamini siirdiirmesini saglarken, Bax'in daha fazla olmasi durumunda hiicre
oliime gitmektedir (93). Son yillardaki, hiicrenin yasami ya da 6liimii konusundaki

arastirmalar dikkatleri mitokondri lizerinde toplamistir (88).

Mitokondiriler ¢ift zarli organellerdir. Bcl-2, bir protoonkogendir ve
drettigi protein, mitokondirinin sitoplazmaya doniik dis zar1 iizerinde ve
endoplazmik retikulumun bir boliimii olan ¢ekirdek zarinda yerlesmistir (94). Bu

proteinler, iyon aligverisini diizenler ve zarin pargcalanmasina kars1 koruyucu etki
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yaparlar. Ozellikle anti-apoptotik genler i¢inde yer alan Bcl-xL'in mitokondriyal
hasar1 engelleyerek mitokondriyi korudugu ileri siiriilmektedir. Bu sayede apoptoz
inhibisyonu gerceklesmektedir (95). Bel-2 ailesinin bir diger ilging 6zelligi de
reaktif oksijen diizeylerinin apoptoz iizerindeki etkilerini pro-oksidan gibi

davranarak kontrol etmesidir (88).

Bax proteinleri sitoplazmada da bulunur. Apoptotik sinyalin alinmasindan
sonra Bax proteinleri, mitokondri zarinin "permeabilite ge¢is poru" na dogru
yonlenirler ve buraya baglanirlar. Bu baglanma, secici iyon gegirgenligini
(permeabilitesini) azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom c¢ ve
AIF (Apoptosis Inducing Factor) gibi mitokondri zar1 i¢inde yer alan faktorler
sitoplazmaya gecerler. AIF, dogrudan kromatin kondansasyonunun ve niiklear
fragmantasyonun meydana geldigi ¢ekirdege dogru yonelirken, sitoplazmadaki
sitokrom ¢ apoptozun en son basamaginda gorev alir. Sitokrom c, bir sitoplazma
proteini olan Apaf-1 (apoptotik proteaz aktivite edici faktor-1) 'in aktivatoridiir
(87). Sitokrom c‘nin Apaf-1'e baglanmasi prokaspaz-9'u aktive eder ve olusan bu
kompleks "apoptosom"olarak isimlendirilir (96). Prokaspaz-9'un aktivasyonu, bir
seri kaspaz aktivasyonunu baglatir (87) (Sekil 2). Apaf—1 ayni zamanda ATP‘ye
de baglanir. Bu olay apoptozun neden enerji gereksinimi duydugunu

aciklamaktadir (91).
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.Seramid cisimeikler

Sekil 2. Apoptozisin regiilasyonu. (87. Tiirk¢e ¢eviri).

IL. IV. 1I. C. Kaspazlar

Apoptoz mekanizmasinda ii¢ temel grup rol alir. Bunlar: Oliim
reseptorleri, adaptor proteinler ve proteolitik enzimlerdir (kaspazlar) (88, 91).
Adaptor proteinler, reseptorle gelen sinyal sonucunda kaspazlara baglanip onlari
aktive ederler. Bu reseptdrlerin en ¢ok bilinenleri TNF reseptorii-1 (TNFR1) ve
Fas (CD95) karacigerde bol miktarda bulunur. Fas'in etkisiyle kaspaz dizisi
(kaskad1) aktive olur ve kaspazla aktive olan DNaz (caspase-activated DNase;

CAD) aracilig1 ile DNA yikimina neden olur (88). Memeli hiicrelerinde sistein
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proteaz ailesinden olan kaspazlarin aktif merkezinde sistein yer alir ve
sitopldzmada inaktif prekiirsorler olarak bulunur. Bir proteaz aktivasyon dizisi
(selalesi) baslatarak sitoplazmik proteinlerin yikiminda rol almaktadir, bu sirada
nukleazlar da aktive olarak DNA fragmantasyonu ve RNA degradasyonu
gerceklesmektedir (97). Sitokrom c’nin sitoplazma igine salinmasi ile apoptozun

son basamaklarindan sorumlu enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur.

Tablo 1. ICE ailesi ve diger adlari ile tanimlanmuis sistein proteazlar kaspaz nomenklatiirii

olarak yeniden diizenlenmistir. (98.Tiirk¢e geviri).

e Apoptozu Baslatanlar

- C-2

- C-8

- C-9

- C-10

= Apoptozu Yiiriitenler
- C-3

- C-6

- C-7

 Sitokin Aktivasyonu Yapanlar
« C-1(ICE, interleukin-1 beta converting enzim )

- C-4
- C-14
- C-5

- C-11
.- C-12

Simdiye kadar sitozolde bulunan 14 kaspaz tanimlanmistir (98, 99) (Tablo
1); inflamasyonu uyaran ve ilk kez bir proteaz olarak tanimlanan ICE, prokaspaz—
1 olarak isimlendirilmistir. Kaspazlar bir seri olaylar dizisinde diger prokaspazlari
aktive ederler. Kaspazlar; sitokin iiretimine katkida bulunanlar (kaspaz 1, 4, 5,

13), proteolizisin "baglaticilar1" (kaspaz 2, 8-10) ya da "uygulayicilar1" (kaspaz 3,
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6, 7) olarak smiflandirilirlar (88, 95). Oliim sinyali veren baslatici kaspazlar,
adaptore baglanirlar ve 6liime yonlendirirler ama infaz1 gergeklestirmezler bunu
yapacak olanlar1 aktiflestirirler. Infaz1 gerceklestiren uygulayici (effektor)
kaspazlardir. Uygulayic1 kaspazlar, baslatict kaspazlarin akisini aktive ederler

(88).

Apoptotik programin merkezi bileseni kaspazlardir (100). Kaspaz
aktivasyonu hiicreye 6zgiidiir ve kaspaz inhibitorlerinin (IAP) effektor kaspazlari
inhibe ederek apoptozu engelledigi gosterilmistir (88). Ayrica IAP (Inhibitors of
Apoptosis) ailesinin kaspazlardan ayr1 olarak, transkripsiyon faktorlerinin
modiilasyonu ve hiicre siklusunun kontroliinde de yer alarak apoptozu inhibe
ettigi bilinmektedir. Bu inhibitérler malign hiicrelerde asir1 olarak gozlenirler
(87). Kaspazlar, proteinleri yalnizca aspartik asit bulunan bdélgelerden keser, bu
nedenle c-asp-ases adimi almislardir. Boylece kaspazlarin kisith proteolizisi
nedeniyle, hiicrede lizis sekillenmez ve apoptotik cisimcikler olusur (87, 100)

(Sekil 3).

26



CASPASE CASCADE

Membrana
of plasma

Sekil 3. Kaspaz Akis Dongiisii. (87).

IL. IV. 1II. Apoptozun Sitotoksik Regiilisyonu

I. Granzim veya Perforin Sistemi

Bu salgisal apoptotik yol, patojenle infekte hiicreler ve tiimor hiicrelerinin
ortadan kaldirilmasinda etkilidir. Perforinler ve Granzimler, sitotoksik T
lenfositler (CTL) ve Naturak killer (NK) hiicrelerinin sitoplazmik salg1 graniilleri
iginde bulunan proteinlerdir. Granzim B hizli bir sekilde DNA fragmentasyonunu
ve apoptoz ile birlikte prokaspaz aktivasyonunu baslatir. Bununla birlikte

Granzim A'da, perforinle sinerjik olarak kaspaz bagimsiz yolda apoptozda rol alir.
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I1. Fas-Fas Ligandi1 veya CD9S Yolu

Apoptozun salgidan bagimsiz mekanizmasi, hiicre zar1 iizerinde bulunan
"6liim reseptorlerinin" aktivasyonu ile iligkilidir. Fas (CD95), hiicre yiizey
reseptoriidiir ve tiimor nekroz faktorii ailesinin bir liyesidir. Apoptotik isaretin
uyaricist olan Fas, birgok hiicre tipinde sergilenir. Fas ligandi (FasL), TNF
ailesinin bir iiyesidir. Ozellikle sitotoksik T hiicreleri ve NK hiicreleri iizerinde
bulunur. FasL nin Fas reseptoriine baglanmasi ile apoptotik islem baslar. Bu
mekanizma, bir immiin tepki sonunda aktive olmus T hiicrelerinin
uzaklastirilmasi, viriis infekte hedef hiicrelerin ortadan kaldirilmasi, timor
hiicrelerinin ~ 6ldiirtilmesi  ve  bircok  patolojik  durumdaki  hiicrelerin

uzaklastirilmasinda 6nemli rol oynar.

TNF'in TNFR-1'e baglanmasiyla da benzer olaylar sekillenir. Fas ve
TNFR-1 in sitoplazmik uzantisi, bir 6lim alanini (Death Domain, DD) igerir.
Fas'in sitoplazmik boliimii FADD (Fas Associating protein with a Death Domain
protein) ve RIP (Receptir Interacting Protein) ile etkilesimdedir. Oliim alanlarini
igeren bu TRADD ve RIP proteinleri, prokaspaz-8'in aktivasyonu ile apoptozu
dogrudan uyarirlar. Aktive olan kaspaz - 8 daha sonra diger uygulayici kaspazlar

aktive eder (87) (Sekil 4).
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Sekil 4. Apoptozis mekanizmasi. (87).

I1. V. Endometriozis ve Apoptozis

Tarihsel olarak menstruasyon, spiral arterlerin kontraksiyonu ile
gergeklesen, endometriumun fonksiyonel tabakasinin iskemik nekrozu olarak
tanimlanir. Bu siire¢ seks hormon konsantrasyonuna baglidir. Endometriozisin
etyolojisi ve fizyopatolojisi hakkindaki bilgiler olduk¢a azdir. Metaplazi
gelismesi, miillerian artiklardan gelismesi, retrograd menstrual akim sonrasi
implantasyon ve endometriumun biiyiimesi dahil ¢ok sayida teori dnceki boliimde

anlatilmastir.
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Ureme ¢agindaki kadinlarin hemen hepsinde endometrial dokular bir
dereceye kadar reflii olmaktadir (101). Retrograd olarak peritoneal kaviteye reflii

olan menstrual icerigin, canli endometrial hiicre bulundurdugu goriilmiistiir (102).

Retrograd menstrual akim hemen hemen tiim kadinlarda gozlendigi halde,
neden sadece bazi kadinlarda endometriozis gelistigi konusunda sayisiz
arastirmalar yapilmis ve birkac teori ileri siiriilmiistiir (103). Bu teorilerden
birincisi; endometriumun normal peritoneal temizleme yollarina olan direncine
dayanmaktadir. ikinci teori; peritoneal mezotelyumun asir1 reseptdr bulundurmast,
makrofajlarin  hiperaktivasyonu ve naturel killer (NK) hiicrelerinin
abnormalitelerini tetikleyen anormal hiicresel ve hiimoral immiiniteye sekonder
hastaligin ortaya ¢iktigimni one siirmektedir. Oyle goriiniiyor ki, genetik olarak
uygun bir endometriumun peritoneal ortam tarafindan degistirilmesi, onu
invazyona yatkin hale getirmektedir. Asir1 refli olan endometrium ya da
degistirilmis endometrium, proinflamatuar ya da hormonal bir ortam yaratarak,

hastaligin gelismesine sebep olabilir (103).

Endometriozisli kadinlarin 6topik endometriumlarinin ektopik doku ile
degisiklikleri paylastiklar1 ve bu degisikliklerin hastaligi bulunmayan kadinlarin
Otopik endometriumlarinda bulunmadigi gerce§i, endometriozisteki primer
defektin 6topik endometriumda olabilecegini diisiindiirmektedir (1). Bu sekilde
degismis Otopik endometriumdan kaynaklanan ve peritoneal kaviteye dokiilen
hiicre ve doku elemanlarinin, peritoneal yilizeylerde implantasyon, biiylime ve

endometriozis gelistirme potansiyellerinin daha fazla oldugu ileri siirtilmiistiir.
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Diger taraftan endometriozisli bir hastanin ektopik dokusu ve Otopik
endometriumu arasinda gozlemlenen birgok farklilik peritoneal sivinin farkli

ortaminin direkt sonucu olarak agiklanabilir (2, 16).

Endometriozisli kadinlarin  6topik  ve ektopik endometrumundaki
endometrial degisikliklerden bir tanesi de apoptozisin regiilasyonundaki
degisikliklerdir. Elektron mikroskopik ¢alismalar, endometrial epitelyal hiicrelerin
iginde, gec sekretuar fazda, apoptotik cisimciklerin varligini kanitlamistir (104—
106). Apoptotik yollarin molekiiler temeli yukaridaki boliimde anlatilmistir.
Bundan sonraki béliimlerde apoptozisin normal endometrium ve endometriozisli

hastalardaki isleyis mekanizmalarina deginilecektir.

I1. V. I. Normal Endometriumda Apoptozis

Yapilan c¢aligmalarda  apoptozis, ge¢ sekretuar ve menstrual
endometriumun salgisal epitelyumunda saptanmistir. Proliferatif faz ve sekretuar
fazin baslangicinda ise saptanan miktar ¢ok azdir (4, 5). Proliferatif fazdaki
endometrial ~ hiicrelerin  proliferasyonu  Ostrojenlerin  etkisine  baglhdir.
Progesteronun hiicreleri diferansiyasyona yonelttigi ve biiylimenin sonlanmasina
sebep oldugu disiiniilmektedir. Normal endometriumdaki apoptozisin siklik
dogasimi diislindiiglimiizde, muhtemelen Ostrojen ve progesteronun bu dokuda
apoptozise yol agan sinyalleri diizenlediklerini sdyleyebiliriz (4, 107). Vashiwo et
al proliferatif fazdaki Ostradiol konsantrasyonunun apoptozis paterni ile negatif

korelasyon gosterdigini ortaya ¢ikarmistir (125).
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Bcl-2 ailesi apoptotik prosesi hem arttirip hem de engellemek agisindan
onemlidir. Bcl-2 proteini apoptozisle iliskili molekiillerin belki de en 1iyi
karakterize edilmis olanidir ve veriler bcl-2 proteininin kesin olarak hiicre 6liim
supressorli olarak rol oynadigin1 desteklemektedir. Bugiline dek proliferatif faz
sirasinda bcl-2'nin insan endometriumunda apoptozisi inhibe ettigi diisiiniildiiyse
de, insan endometriumundaki apoptozisin kesin mekanizmasi halen tam olarak

bilinmemektedir (105, 108).

Endometrial bez ve stromal hiicrelerde siklik olarak gdzlenen bcl-2, gec
proliferatif fazda doruga c¢ikmakta ve gec¢ sekretuar ve menstrual fazda
azalmaktadir. Myometrial kas hiicreleri ise menstrual siklus boyunca yeterli bir
bcl-2 immunoreaktivitesi sergilemektedir. Bundan dolay1 bcl-2 hem endometrial
bez hiicreleri hem de myometrial ¢izgisiz kas hiicrelerinin yasamasi i¢in esansiyel
bir gen iriinl olabilir (109, 110). Bir ¢alismada, bcl-2’nin siklik sekilde ortaya
¢ikisinin levonorgestrel kullanimindan sonra gerceklesmedigi gosterilmistir (111).
Bu da steroid hormonlarin sabit sekilde uygulanmasinin, bcl-2’nin ifade

edilmesini etkiledigini gostermektedir.

Immiinohistokimyasal ~ boyama  yOntemi kullanilarak ~ normal
endometriumun bazal tabakasina gore, fonksiyonel tabakasinda bcl-2, Fas ve
kaspas-3’iin farkli diizeylerde tespiti gézlemlenmistir (111). Antiapoptotik protein
olan bcl-2’nin bazal tabakada daha fazla ifade edildigi, buna karsin 6liim

reseptorii olan Fas ve kaspas-3'iin endometriumun fonksiyonel tabakasinda daha
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yiiksek diizeyde bulundugu ayni c¢alismalarda goriilmiistiir. Bu sonuglar

endometriumun fonksiyonel biyolojisi ile ¢ok iyi uyum saglamaktadir.

Menstrual siklus boyunca, bazal tabaka daha sabit oldugu i¢in apoptozis
bu tabakada daha az bulunmakta, buna karsin siklik biiyiime, diferansiyasyon ve
dokiilme yasayan fonksiyonel tabakada apoptozis daha yiiksek oranda
goriilmektedir. Bugiine kadar bcl-2 ailesinin 15 geni tarif edilmistir. Bcl-2
ailesinin tiyeleri, homodimerik ve heterodimerik baglantilarla haberlesmektedirler.
Boylece bir hiicrenin potansiyel bir apoptotik stimulusa duyarliligi, o hiicrede o

andaki proapoptotik ve antiapoptotik bcl-2 aile tiyeleri ile saptanabilir (110).

Bax, bcl-2 aile liyesidir ve hiicrenin 6liim hassasiyetini arttirmaktadir.
Bunu da muhtemelen heterodimer etkilesim araciligi ile bel-2°nin hiicresel yasam

tizerindeki etkisine kars1 gelmekle gerceklestirmektedir (112).

Tao et al Bax proteini seviyelerinin, proliferatif endometriumda ¢ok az
sayida oldugunu ve apoptozisin en fazla oldugu sekretuar fazda arttigini

bildirmistir (107).

Bu genler ailesinin baska bir iiyesi de bel-x’tir. Bcl-x alternatif kesme
mekanizmasini kullanarak, apoptozisi diizenleyen hem pozitif ve hem de negatif
diizenleyiciyi kodlayan, tek genin ilging bir 6rnegini olusturmaktadir. Bel-x1 (Bcl-
x’in uzun formu), bcl-2’ye homolog 2 domain barindiran 233 aminoasidli (aa) bir

acik okuma fragmani igcermektedir. Buna karsin bcl-xs (kisa formu), icinde bcl-
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2’ye en yakin homologunu bulunduran alan silinmis olarak, bcl-xI’nin kesilmis
177 aa igeren formudur. Bcl-x’in bu iki formu zit fonksiyona sahiptir. Bel-xl,
biiylime faktorlerinin yoklugunda hiicreleri apoptotik hiicre 6liimiine kars1 direncli
kilar, buna karsin bcl-xs, bcl-2’nin apoptotik hiicre Oliimiine karst sagladigi

direnci kirar (112, 113).

Immiinoreaktif bcl-x proteini endometriumun daha ¢ok glandiiler
epitelyum hiicrelerinde gozlenmistir. Ozellikle fonksiyonel tabakada, sekretuar
endometrium,  proliferatif — endometriuma  gére daha  giiclii = bcl-x
immiinoreaktivitesi gostermektedir (113). Bcl-2 ve bel-xI insan endometriumunda
onemli antiapoptotik faktorlerdir. Sekretuar fazda endometrial hiicre turnoveri

sirasinda indiiklenen Bax ise menses ile iligkilidir (112, 113).

Bak, bcl-2 ailesinin bir baska proapoptotik tiyesidir ve kismen bcl-2 ve cl-

xl ile etkileserek, memeli hiicrelerinde apoptozisi hizlandirmaktadir (114, 115).

Ovarian steroidler bcl-2 ve bax aktivitesinin up ve down regiilasyonu
aracilig1 ile endometrial apoptozisi kontrol ederler. Bu konuda yapilan ¢aligmalar,
bcl-2 protein aktivitesinin Ostrojen ile arttigini, progesteron ile baskilandigini

gostermektedir (108, 114, 116).

Fas, TNF ailesinden 45 kDa’luk tip 1 membran proteini olup ligand1 olan
FasL ile baglandiktan sonra hiicre 6liimiinii yonetir (117). FasL 37 kDa’luk TNF

siiper ailesine bagl bir proteindir. FasL o6zellikle T hiicreleri tarafindan aktive
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edilen hiicre yiizey proteinidir (118). Aslinda Fas da FasL de, pek ¢ok hiicre
tarafindan yiizeylerinde eksprese edilir. Fas/FasL sistemi immiin regiilasyonda
onemlidir. Ozellikle istenmeyen aktive T hiicrelerinin eliminasyonunda rol oynar.
Immiin reaksiyonlar1 baskilayan sitotoksik &liim yollarindan biridir (138). Ayni
zamanda Fas-FasL iligkisi apoptozisin indiiklenmesi sirasinda esansiyeldir. Fas
tasiyan hiicreler FasL ile etkilesime girdiginde, apoptotik hiicre Oliimiine

suriklenmektedir.

Fas ve FasL insan endometrial hiicrelerinde menstrual siklus boyunca
eksprese edilmektedir. Geg proliferatif fazda bu proteinler hiicrenin golgi aparatus
ve sitoplazmik vezikiillerinde tutulur, Fas FasL ile etkilesime giremez ve de
apoptozisi indiikleyemez. Sekretuar fazda ise, hiicre membraninin bir pargasi
olarak bu proteinler digariya atilir, burada Fas-FasL baglantis1 saglanir ve bu
baglant1 apoptotik sinyalleri baslatir. Endometriumun glandiiler hiicrelerinde Fas
immiinboyanmasi sekretuar fazda, proliferatif faza gore daha fazladir. FasL’nin
hem glandiiler ve hem de stromal hiicrelerdeki ekspresyonu siklusa bagli bir
olaydir. FasL’nin sekretuar fazda daha fazla eksprese edilmesi, apoptotik hiicre
Oliimiiniin sekretuar fazda daha fazla olmasini saglar. Tiim bunlar, Fas yoluyla

apoptozisin endometrial siklus i¢in 6nemli oldugunu gosterir (119, 120).

FasL’nin iki sekli vardir; membran c¢evrili ve ¢Ozliniir form. FasL, bazi

MMP larin etkisi ile aktif ¢6ziiniir FasL sekline doniisiir.
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Bcl-2’nin proliferatif faz sirasinda Fas ile indiiklenen apoptozisi inhibe
etmesi, onun Fas yoluyla apoptozisi kontrol ettigini gosterir. Bunu da
Fas/FasL’nin asagisinda lokalize interleukin-converting enzyme (ICE) benzeyen

proteazi inaktive ederek yapar (121, 122).

I1. V. I1. Endometriozisli Hastalarda Apoptozis

Endometriozisli kadinlarin 6topik endometriumu ile normal kadimnlarin
endometriumu karsilastirilinca bazi temel farkliliklar gozlenir. Bunlar; yapisal
anomaliler, proliferasyon, immun komponentler, adhezyon molekiilleri,
proteolitik enzimler ve onlarin inhibitorleri, steroid ve sitokin iiretimi, cevap
verme, gen ekspresyonu ve protein iiretimi ile ilgili anomali gibi ¢ok ¢esitli
anormallikler seklinde kendini gosterebilmektedir (1). Bu farkliliklar, peritoneal
kaviteye reflii olan endometrial hiicrelerin yagamasini saglayarak, endometriozise

neden olmaktadir.

Endometriozisli kadinlarda peritoneal kaviteye reflii olan endometrial
hiicrelerde apoptozis yiizdesinin ¢ok azaldigi goriilmektedir (123). Yine
endometriozisli kadinlarin glandiiler epitelindeki apoptozis indeksi kontrol
grubuna gore daha disiiktiir. Endometriozisli hastalarda apoptozisdeki siklik

variabilite kaybolmustur.

Apoptotik indeks diisiikliigii, endometrial hiicrelerin ektopik yagamasini ve

implantasyonunu kolaylastirirsa, apoptozis seviyesi ve hastaligin ciddiyeti
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arasinda ters baglant1 olabilir diisiincesi ile Dmowski ve arkadaslar1 2001 de bir
calisma yaparak endometriozisli hastalar1 hastaligin stage'ine gore apoptotik
indeks yoniinden analiz etmislerdir. Bu calisma sonunda istatistiksel olarak
anlamli bir fark olmamasina karsin artan stage ile apoptozisin azalma egilimi

oldugunu gozlemlemislerdir.

Endometriozisli hastalarin 6topik endometrial bez hiicrelerinde bcl-2
siklik bir pattern ile eksprese olur, bu siklik degisiklikler peritoneal ve ovarian
endometriotik dokularda goriillmez (109). Peritoneal endometriotik dokudaki
stromal hiicrelerde apoptozis gozlenmez. Bunun nedeni ektopik dokulardaki
stromal hiicrelerde bcl-2 ‘nin fazlaca ekspresyonudur. Bu asir1 ekspresyon,
ektopik stroma tarafindan tiretilen artmis sayidaki Ostrojen reseptorleri ile direkt

bir iligki i¢indedir (124, 125).

Endometriozisli kadinlarin proliferatif 6topik endometriumunda saglikli

kadinlarin proliferatif endometriumuna gore daha fazla bcl-2 protein ekspresyonu

vardir. Aymi fazda Bax ekspresyonu goriilmez. Sekretuar fazda ise her iki
taraftan Bax ekspresyonu artmis oranda goriliir. Endometriozisli  6topik
endometriumda bcl-2’nin  de8isen ekspresyonu, apoptotik hiicre sayisinin
diismesine neden olur ve sonug¢ olarak ektopik lokalizasyonlarda bu hiicrelerin

yasama kapasitesi artar (126).
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Endometriotik dokularda, Fas ekspresyonu {izerine ¢ok az calisma
yaymlanmigtir. Bu calismalara gore: Fas’in hem o6topik hem de ektopik
endometrial dokularda eksprese oldugu, apoptozis regiilasyonunda Fas antijen
ekspresyonunun az rol aldigi, bcl-2 nin siklik paternine karsin Fas
ekspresyonunun her iki dokuda da menstrual siklus boyunca sabit oldugu

goriilmektedir (109, 127).

Endometriotik dokularin Fas’a gore Fas L’ yi daha fazla eksprese etmesi
onlarin yasamasina ve endometriozis gelismesine neden olmaktadir. Erken stage
hastalig1 olan ya da hastaliksiz kadinlara gore, orta ile ciddi endometriozisli
kadinlarin, serum ve peritoneal sivilarinda ¢oziiniir / aktif Fas L seviyelerinin daha
yuksek oldugu goriilmektedir. Endometriozisli kadinlarin peritoneal sivisindaki
¢Oziiniir Fas L seviyelerinin yiiksek olmasi, peritoneal kavitede Fas tasiyan
immiin hiicrelerin artmis apoptozisine yol acar ve bu da bu hiicrelerin ¢opcii
aktivitelerinde azalmaya neden olur. Tiim bunlar peritoneal kavitede endometrial

hiicrelerin yasama kapasitelerinin artmasina neden olur (128).

Peritoneal kavitede artmis seviyedeki ¢Oziiniir Fas L’ nin kaynaklari,
endometrial lezyonlar ve peritoneal sivi 16kositleridir. Endometrial glandiiler ve
stromal hiicreler hem mRNA, hem de protein diizeyinde Fas L eksprese ederler.
Bu membrana bagli Fas L metrilysin ile atilir ve ligandin aktif ¢oziinlir formu
iiretilir. Peritoneal s1vi 10kositleri endometriozisli kadinlarin artmis ¢oziiniir Fas L
seviyelerine ayr1 bir kaynak olusturur. Ciinkii peritoneal mononiikleer hiicreler

Fas L mRNA eksprese ederler (118, 129).
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Endometriozisli kadinlardaki peritoneal sivida bulunan makrofajlardan
kaynaklanan biiytime faktorleri (PDGF ve TGF) artmis oranda gozlenir. PDGF ve
TGF-B, endometrial stromal hiicrelerde Fas L ekspresyonunu indiikler, bu da
endometrioziste peritoneal makrofajlarin, immiin hiicrelerin Fas yoluyla
apoptozisi stimiile ettigini diisiindiirmektedir. Endometriotik hiicrelerin Fas L
eksprese etmesi, onlart T hiicre saldirilarindan korumaktadir. Sonug¢ olarak
endometriozisli kadinlardaki peritoneal kavitede, immiin denetimden kacan

ektopik endometrial hiicreler, hastaligin devaminda rol oynamaktadir (130-133).

I1. V. I11. Endometriozisli Hastalarin Peritoneal Makrofajlarinda Apoptozis

Endometriozisin en sik gelistigi yer olan peritoneal kavite, major hiicresel
icerigi makrofajlar olan bir siv1 igerir (134, 135). Endometrioziste bu hiicrelerin
say1 ve sekretuar aktiviteleri artar ve son kanitlara gore bu hiicreler, endometriozis
elisimi ve devaminda 6nemli rol oynar. Endometrioziste peritoneal makrofajlarin

sayilar artarken, sitotoksik giicleri azalir (54, 136).

Endometriozisli kadinlardaki peritoneal makrofajlarin, endometrial
hiicrelerin lizisine ortak olma kapasitesinin azalmasi1 ve ektopik endometrial
hiicrelerin makrofaj yollu sitolizine karsi artmis direnci, endometriozisli
kadmnlarin peritoneal kavitesindeki endometrial hiicrelerin yasamasini arttirtyor
olabilir (137). Endometriozisli kadinlarin peritoneal sivisindaki bcl-2 pozitif
makrofajlarin artmis orani, aktivasyon prosesini atlayan hiicre sayisini arttirmakta

ve apoptozisin azalmasina neden olmaktadir (138).
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Normal ve endometriozisli kadinlarin 6topik endometrial stromasinda
anlaml1 derecede artmis bcl —2 ekspresyonu ge¢ sekretuar fazda daha da artar. Bu
bcl-2 pozitif hiicreler cogunlukla 16kositlerdir. Ektopik stroma 6topik stromaya
gore anlamli derecede yliksek sayida bcl-2 pozitif hiicre icermektedir ve bu

hiicrelerin sadece bazilar1 16kosittir (124).

Imniinohistokimyasal boyama ile menstrual siklusun her iki fazinda,
sadece ektopik dokuda mevcut olan bax negatif ve bcl-2 pozitif doku makrofaj
topluluklar1 goriilebilir. Bcl-2 nin eksprese olmast ve bax’in olmamasi
makrofajlarin apoptozise duyarliliginin azalmasina neden olmakta bu da yasama
kapasitelerini arttirmaktadir. Endometriozisli kadinlarda artmis oranda bulunan
bcl-2 pozitif makrofajlar endometrial hiicreleri apoptozise direngli hale

getirmektedir (133, 138).

I1. V. IV. Endometriozis Fizyopatolojisinde Apoptoz

Endometriozisli kadinlarin endometrial hiicreleri, ektopik yerlerde
implante olarak yasayabilme ve artmis proliferasyon yetenegine sahiptir.
Endometrial dokunun spontan apoptozise hassasiyetinin bozulmasi anormal
implantasyon ve endometriumun ektopik yerlerde biiyiimesine zemin hazirlar.
Endometrial hiicrelerin bir 6liim sinyali transmit edememesi ya da hiicre 6liimiine
kars1 gelebilmeleri, bu hiicrelerin, antiapoptotik faktorleri (6r: bcl-2) arttirmasi,
preapoptotik faktorleri (Or: bax) azaltmasi ile iliskilidir (139). Endometriozisli

hastalarin 6topik endometriumundaki anormal apoptozisin primer olarak ya da
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pelvik endometrial proses gelisiminden sonra sekonder olarak gelistigi tam olarak
acik degildir. Klinik prezentasyon ve teshis sirasinda bu kadinlarda hastalik zaten

mevcut oldugu i¢in erken gelisimsel donemleri incelemek zordur.

Menstriiasyon sirasinda endometrial fragmanlarin peritoneal kaviteye
refliisii ¢ok yaygin bir olaydir. Normal durumlarda, ekstraselliiler matrikse
yapismayan hiicreler, kendi adhezyon reseptorlerinden farkli uyari aldiklarinda
apoptozise ugrarlar. Endometriozisli kadinlarda bu hiicreler peritonun mezotelyal
hiicrelerine yapisma, prolifere olma ve neoangiogenez olusturma kapasitesine
sahiptirler ve bu da aktif endometriozis gelismesi ile sonuglanir. MMP’nin
apoptotik faktorler iizerindeki etkisi ve steroid hormonlarla regiilasyonu,
endometrial turnover ve endometriozis gelisimi i¢in gerekli olan invaziv proses

arasinda bir baglanti saglamig olur (140).

Otopik endometrium ve endometriotik dokularda degisen apoptozis,
endometriozisin fizyopatolojisini aydinlatabilen bir gercektir. Ancak bu
degisikliklerin, hastaligin gelisimi siirecinde bir sonug¢ olarak mu gelistigi, yoksa
hastaligin sebebi mi oldugu tam agik degildir. Endometriozisin gelisimi ve
devamina yol acan, altta yatan mekanizmalar hala merak edilen bir konudur. Son
caligmalar, bireyin endometriozise duyarliliginin, genetik faktorler tarafindan
etkilendigini 6ne siirmektedir. Somatik kromozomlardaki genetik alterasyonlar ve
tiimor slipressor genlerini inaktive eden DNA delesyonlari, endometriozisin

baslangici, devami ve ilerlemesine katkida bulunabilir denilmektedir (141). Bu
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calismalar, ovarian endometrioma ve ovarian kanser arasinda ortak bir bag

olduguna kanit olarak gosterilmektedir (142).

Endometriozisli hastalarin degismis gen ekspresyon profili i¢in yapilan
CDNA mikroassay analizi ilging bir bakis acis1 saglar. Bu metot kullanilarak
2003’te yapilan bir ¢calismada, endometriozisli kadinlarda 97 upregiile edilmis ve

337 down regiile edilmis genler bulunmustur. Apoptozisle ilgili genler (GADD34.

GADDA45A, GADDA45B, PIGI11) ve timor siipressor geni TP53’iin
endometriotik dokularda down —regiile oldugu goriilmiistiir (143). Bu bulgular
endometrioziste apoptotik mekanizmayr diizenleyen gen iiriinlerini bulmak,
endometriozisin tedavisi ve teshisini koymak i¢in molekiiler hedef agisindan
onemli bilgiler saglayabilir. Endometriozisli kadinlarin apoptozisle iligkili gen
ekspresyonundaki degisiklikler, bu hastaliga olan bireysel hassasiyeti agiklamakta
ve endometriozisin neden sadece bazi kadinlarda gelistigi sorusuna cevap

olmaktadir.

I1. V. V. Endometriozis ve Apoptozis Tedavisi

Endometriozis, Ostrojen bagimli bir hastaliktir. Gilincel tedavi, kan
dolasimindaki Ostrojen diizeylerinin postmenopozal diizeylere indirilmesinden
olusur. Endometriozisli kadinlardaki 6topik ve ektopik endometrial hiicrelerin

GnRH agonistleri ile inkiibasyonu apoptotik orani arttirmistir. Apoptozis
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hizindaki artts GnRH agonist uygulanimi1 sonrasi apoptozisle iligkili genlerin

ekspresyonunda degisiklikler olmasindan kaynaklanir (144, 145).

KOK (kombine oral kontraseptif) endometriozisli kadinlara hastaligin
durumunu sabit tutmak, ilerlemesini 6nlemek veya rekiirrensini azaltmak icin
verilebilir., KOK’un uzun donem kullanimindan sonra, endometrial bez
proliferasyonunda duraklama ile sonuglanan, ilerleyen endometrial atrofi gozlenir
(146). Endometriozisli kadinlardaki 6topik endometriumda KOK, programli hiicre

Oltimiini arttirir (139).

Progesteron, endometrial proliferasyon iizerine inhibitor etkilidir. KOK ve
progesteron endometriumda apoptozisi arttirir (147). Progestin ya da KOK

kullanimi endometriozis tedavisinde, klinik olarak etkilidir.

Endometriozisin medikal tedavisi adeta GnRH agonist ya da steroidojenik
bilesiklerle siirli kalmig gibi goriinse de bunlar ideal tedavi olusturmazlar. GnRH
agonistlerle yapilan tedavinin yarattig1 hipodstrojenik ortam ile iligkili yan etkileri

onleme hedefiyle, endometriozisin medikal tedavisinin gelistirilmesi gerekir.

Yakin zamanda, deneysel ¢alismalarda, endometrial hiicrelerde apoptozisi
regiile eden bilesikler incelenmistir. Kiiltiirdeki endometrial stromal hiicrelerin
apoptozisi, K-opioid’e maruziyet sonras1 artmistir. K-opioid, Fas proteinlerinin
cok hizli ve gecici bir up regiilasyonuna sebep olmaktadir. K-opioidin apoptozis

tizerindeki etkisi, Fas / Fas-L apoptotik yolunun aktivasyonu araciligi ile
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olmaktadir (148). Endometriozis tedavisi ile ilgili caligmalar halen devam

etmektedir.

Apoptoza miidahale edilerek gelistirilen tedavi é6rnekleri

Mevcut tedaviler

Aspirin, sikloksijenaz—2 inhibitorleri; Non-steroidal antiinflamatuarlarin
kolorektal adenoma ve kansere karsi koruyucu oldugu kanitlanmistir. Bu etki,
sikloksijenaz—2 enziminin inhibisyonu dogrultusunda apoptozun indiiklenebilme-

sinden dolay1 olabilir.

Antikanser ilaclar, radyoterapi; Aslinda biitiin sitotoksik ilaglar ve
radyoterapi normal hiicrelerde ve timorlerde apoptozu indiikler. p53 e bagimli ve

bagimsiz mekanizmalar tanimlanmustir.

Yeni tedaviler

Bcl-2 antisense; ilk klinik calismalar, non-Hodgkin's lenfoma gibi bazi

hastaliklarin olumlu sonug verdigini gostermistir.

Rekombinant TRAIL; Akciger, gogiis, kolon ve bobrek kanserlerinin
TRAIL' e kars1 duyarli oldugu ve apoptozu uyardigi preklinik caligmalarla

kanitlanmis ve desteklenmistir.
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Kaspaz inhibitorleri; Travmatik beyin yaralanmasi, amiyotrofik lateral

skleroz ve Parkinson hastaliginda pozitif preklinik hayvan modelleri.

Antioksidanlar; Pyrrolidinedithiocarbamate ve 6-hidroksi — 2, 5, 7, 8-
tetramethylachromancarboxylic acid (bir E vitamini analogu) floroagcil artisiyla

kolorektal kanser hiicrelerinde apoptozu indiikler.

Interlokin—1 reseptor antagonistleri; Sican modellerinde iskemik beyin

hasarinda azalma.

I1. VI. Matriks metalloproteinazlar

Menstriiel siklus boyunca endometriumun kanlanma ve kalinlagsma
fizyolojisinde MMP’lar 6nemli bir role sahiptir. MMP ekspresyonu progesteron
etkisi altindaki sekretuar faz boyunca azalmaktadir (149). Sekretuar faz sonunda
steroidlerin azalmasi, MMP ekspresyonunun artmasina sebep olabilir (150). Bu
nedenle endometriumdaki yiiksek MMP ekspresyonu, endometriozis gelisimi ile

iligkili gortinmektedir. Sampson tarafindan onerilen teori basit goriinmektedir.

Endometrial hiicrelerin peritoneal kaviteye ulasmasi i¢in retrograd
menstruasyon gereklidir ancak endometriozis ¢ok daha fazla komplekstir.
Endometriozisli kadinlarda, retrograd olan menstriiel dokunun hastalig1 olmayan
kadinlarinkinden farkli &zellikler igerdigi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir.

Endometriotik doku ve ovaryan endometriomalarda MMP ekspresyonu ve MMP /
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TIMP (matriks metalloproteinaz doku inhitorii) oranmi artmis olarak tespit
edilmistir (151-155). Bu degisiklikler dokulardaki ekstraseliiler matriks yikimini
artirir. MMP ekspresyon seviyeleri, endometriozise egilim ve hastaligin yayginligi
ile iliskilidir (155). Diger taraftan uterin kavite disina yayilan endometrium MMP
larin azalmasi ile degisebilir (156). Endometriozisli kadinlarin endometiumlarinin
artmis proteolitik aktivitesi, peritona invaze olduklarinda daha da artmaktadir
(157,158). Ostrojen ve progesteron endometriozis gelisimi ve MMP
ekspresyonunda onemli bir faktordiir (159 -161). Retrograd endometrium peritona
invaze olunca, MMP firetilir ve lezyonun biiylimesi i¢in ekstraseliiler matriks
yikilir, anjiogenezis indiklenir. Daha sonra endometriotik doku Ostrojen
iiretebilme yetenegi kazanir. Ostrojen endometriotik dokunun biiyiimesini stimiile
eder ve doku {lizerinde parakrin etki gosterir. Ayrica immiinolojik faktorlerde
retrograd endometriumun endometriotik dokuya doniismesinde rol oynamaktadir

(162).

Bununla birlikte, MMP larin fonksiyonu sadece hastaligin olusumu ve
peritona invazyonunda major bir rol oynamaktadir. Aksine hastaligin devaminda
bir etkileri yoktur. Endometriozisin medikal veya cerrahi tedavisinden sonra,

MMP’larin inhibisyonu hastaligin rekiirrensini dnlemede 6nemli olabilir (163).
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IHI. MATERYAL VE METOD

Hasta grubu Eyliil 2008 — Mart 2009 tarihleri arasinda, Gazi Universitesi
Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali Genel Jinekolji
Poliklinigine basvuran postoperatif endometriozis tanisi konulan kadinlardan,
kontrol grubu endometriozis disinda c¢esitli nedenlerle (myoma uteri,
adenomyozis, tedaviye direncli menometroraji, sebat eden kistik kitle vs)

laparoskopi / laparatomi uygulanan kadinlardan olusturuldu.

Endometriozis grubunun tanist histopatolojik olarak konuldu. Hasta
grubunda operasyon sirasinda endometriomadan, kontrol grubunda ise normal
endometriumdan steril bir sekilde yaklasik 0,5cm’lik biopsiler alindi. Bu
materyaller, herhangi bir islem yapilmadan, sadece serum fizyolojik (SF) igeren
epandorf tiiplerine konularak, tazeliklerini kaybetmemeleri igin hemen GUTF
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Laboratuari’na apoptozis ¢alisiimasi i¢in
gonderildi. Yine bu materyallerden hazirlanan preparatlar kaspaz 3 ve MMP-2
acisindan degerlendirilmek iizere GUTF Histoloji Anabilim Dali Laboratuari’na

gonderildi.

Hasta grubundan 9 tanesinin 6topik endometriumlarida ayni sekilde

degerlendirmeye alinmistir.
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III. 1. Yontemler

I11. I. I. Apoptozisin Degerlendirilmesi

Hiicrelerin Dokudan Ayrilmasi

Igerisinde SF olan epandorflara alman steril dokular laboratuara
geldiginde, SF ile yikandiktan sonra steril bistiiri yardimi ile petri kabinda kiigtik
pargalara ayrildi. Doku pargalarmin {izerine konsantrasyonu 1 mg/ml olan
Kollajenaz tip XI (Sigma C—9407, ABD) enzimi iceren Phosphate Buffer Saline
(PBS) ¢ozeltisinden 1,5 ml eklenerek 37 °C'de % 5 CO; igeren ortamda yaklasik 3
saat inkiibe edilerek hiicrelerin dokudan ayrilip serbest hale ge¢mesi saglandi.
Inkiibasyon esnasinda belirli zaman araliklarinda bir kag kez pipetaj yapildi. Doku
biitlinliigliniin bozuldugu invert mikroskop kullanilarak kontrol edildi. Hiicreler
dokudan ayrildiktan sonra 1200 rpm de 15 dakika santrifiij edilerek kollagenaz
igeren PBS ¢o6zeltisi uzaklagtirildi. Santrifiij sonunda olusan hiicre pelleti {izerine
PBS ¢ozeltisi eklendi. Bundan sonra akridin orange ve etidyum bromiir boyamasi

ile apoptotik hiicrelerin morfolojik degerlendirilmesi yapildi.

Apoptozisin Morfolojik Olarak Degerlendirilmesi

Hiicreler, PBS igerisinde hazirlanmis olan 2 pl akridin orange (100 pg/ml,

Sigma A—6014) ve 2 ul etidyum bromiir (100 ug/ml, Sigma E-8751) kullanilarak
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boyandi. Sonrasinda 490 nm eksitasyon dalga boyunda floresan
mikroskobu ile incelendi. Bu protokole gore; boyama sonrasinda canli hiicrelerin
niikleusu parlak yesil renkte goriinlir ve heterokromatin ile Okromatinin
dagilimindan kaynaklanan floresan yogunlugunda farkliliklar gézlenir. Apoptotik
hiicreler, ¢ekirdegin periferinde kondanse olmus hilal goriintiisiiniin olmas1 ya da
degisken biiyiikliikte parlak kiirelerin varligi ile ayirt edilir. Geg apoptotik ve
nekrotik hiicreler etidyum bromiir boyanmasi nedeniyle kirmizi renkte goriiniirler
ve birbirlerinden nekrotik hiicrelerin ¢ekirdek morfolojisi ile ayrilirlar. Nekrotik
hiicrelerin ¢ekirdegi bir biitiin halinde parlak kirmizi olarak goriiliirken, geg
apoptotik hiicre ¢ekirdegi ise pargalanmis belirli bir sekli olmayan bir yap1 olarak

gOoriiniir (164).

Bu ozellikler dikkate alinarak, gruplara kor ayni kisi tarafindan her bir

ornekten en az 500 hiicre sayilarak apoptotik hiicre yiizdesi hesaplandi

I1I. 1. II. Kaspaz-3 ve MMP-2’ nin Degerlendirilmesi

Hematoksilen-Eozin Boyama

Parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda alinan kesitler 6nce 60 °C etiivde
ve ksilolde deparafinize edildi ardindan sirastyla % 100, % 96, % 80, % 70’lik etil
alkol ve distile su serilerinden gegirilerek rehidrate edildiler. Havada kurutulan
kesitler hematoksilen ile 10 dk boyandiktan sonra musluk suyunda yikandi ve % 3

lik amonyakli suya daldirilarak mordantlandi ( fazla boyanin azaltilmasi,
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sabitlenmesi ). Yeniden akarsuda yikanan dokular 10 dk eozin ile boyandi. Akan
musluk suyunda yeniden yikanan dokular % 70, % 80, % 96, % 100’liik etil alkol
serilerinden gegirilerek dehidrate edildi ve ksilolde seffaflandirildiktan sonra

entellan ile kapatildi.

Immiinohistokimyasal Yontem

Indirekt immiinohistokimya yéntemi kullanilarak, biyopsi materyalinden
hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 5 mikron kalinligindaki kesitler
polilizinli lamlara alinarak etiivde ve ksilolde deparafinize ve azalan alkol
gradiyentinde rehidrate edilerek distile suya kadar indirgendiler. Ardindan % 10
0.1 M Citrate tampon soliisyonunda, maskelenen antijenleri agiga ¢ikarmak
amaciyla yiiksek dereceli mikrodalga firinda 20 dakika siireyle, “retrieval”
asamasina alindilar. Oda 1si1sinda soguyan dokular distile suda yikandiktan sonra 3
kez 5’er dakika tuzlu fosfat tamponunda (PBS= Phosphate Buffer Saline)
bekletildiler. Bu asamada dokularin ¢evresi hidrofobik kalemle (Super PAP Pen,
PN IM3580, Immunotech, Beckman Coulter Company, Marseille Cedex 9,
kjkFrance) smirlandirildi ve ardindan endojen peroksidaz aktivitesini ortadan
kaldirmak i¢in dokular 15 dk siireyle % 3’liikk hidrojen peroksitte inkiibe edildiler.
PBS ile yikanan dokular Ultra V blokta 5 dk tutulduktan sonra 1: 200 oraninda
diliie edilmis (Large Volume UltraAb Diluent, TA—125-UD, Thermo Scientific,
Fremont, CA, USA) Kaspaz—3 primer antikoru (Cat. No: RB-1197 -P, Thermo
Scientific, Fremont, CA, USA) ve kullanima hazir MMP-2 primer antikoru (Cat.

No: E6741, Thermo Scientific, Fremont, CA, USA) ile humidified chamber’da,
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oda 1sisinda, 1 saat inkiibe edildiler. Tekrar PBS ile yikanan dokulara biotin ile
sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent, TP—125-BN, Thermo
Scientific, Fremont, CA, USA) 15 dk siireyle uygulandi. Takiben PBS de yikanan
dokulara 15 dk “streptavidin peroksidaz” (Streptavidin Peroxidase, TS—125-HR,
Thermo Scientific, Fremont, CA, USA) ve yeniden PBS uygulandi. Reaksiyonun
goriiniir hale gelmesi icin AEC kromojen (AEC Substrate System TA—125-HA,
Thermo Scientific, Fremont, CA, USA) 10 dk uygulandiktan sonra PBS ‘de
yikanan dokulara 2 dk “Mayer’s hematoksilen” ile zit boyama uygulandi. Akan
musluk suyunda yikanan dokular su bazli yapistirict ile kapatildi.
Degerlendirmeler Board simavi basar1 belgeli iki histolog tarafindan Leica DMI
4000 B (Wetzlar, Germany) imaj analizerli fotoisik mikroskopta degerlendirildi.

Kaspaz 3 ve MMP-2 degerlendirilmesinde HSCORE degeri kullanildi.

Histolojik skor (HSCORE), pozitif boyanmis epitel hiicrelerinin
ylzdelerinin toplami ile boyama yogunlugunun carpilmasi ile elde edilen

degerdir.

HSCORE = Pi (I + 1)

I, boyama yogunlugu (0=boyanma yok, 1=hafif, 2=orta ve 3=yogun )

P1i, her bir yogunluk i¢in boyanmanin yiizde orani (165).
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IIL. 1. II1. istatistiksel Analiz

Bu calismada verilerin analizi SPSS 11.0 paket programi (Statistical
package for the social sciences-SPSS inc., Illinois USA) ile yapilmistir. Siirekli
degiskenlerin dagilimlarinin normal dagilima yakin olup olmadigi Shapiro Wilk
testi ile arastirildi. Tanimlayicr istatistikler siirekli degiskenler i¢in ortalama +
standart sapma veya ortanca (minimum-maksimum) bi¢iminde, nominal
degiskenler ise vaka sayist ve (%) olarak ifade edildi. Gruplar arasinda
ortalamalar yoniinden farkin 6nemliligi Student’s t testi ile ortanca degerler
yoniinden farkin anlamliligi ise Mann Whitney U testi ile degerlendirildi. Marker
Olctimleri ile sirasiyla; yas, evre ve CA125 arasinda istatistiksel olarak anlamli
birlikteligin olup olmadigi Spearman’in korelasyon analizi ile incelendi. Nominal
degiskenler Pearson’un Ki-Kare veya Kesin Sonuglu Ki-Kare testleriyle incelendi.

p < 0,05 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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IV. BULGULAR

Istatistiksel Bulgular

Calismaya 30°u hasta, 30’u kontrol grubu olmak {izere toplam 60 olgu
alindi. Gruplar, yas, gravida, parite, abortus, menstrual faz, CA125, apoptozis

yiizdesi, kaspaz-3 ve MMP-2’nin hscore degerleri acisindan karsilagtirildi.

Kontrol grubunun yas ortalamasi ve gravide sayis1 vaka grubuna gore

anlamli olarak daha yiiksek idi (p<0,001 ve p<0,001) (Tablo 2).

Tablo 2. Demografik Veriler

Degiskenler Vaka Grubu (n=30) Kontrol Grubu (n=30)
Yas 32,7+7,3 50,2+7,6
Gravida 1 (0-6) 4 (0-15)

Parite 1(0-4) 2 (0-10)

Abort Sayisi 0 (0-1) 0(0-4)

Evre

Evrel 2 (% 6,7) -

Evre Il 16 (% 53,3) -

Evre Il 11 (% 36,7) -

Evre IV 1 (% 3,3) -

Menstrual faza gore olgularin dagilimi incelendiginde vaka ve kontrol
gruplar1 arasinda sirastyla; folikiiler ve luteal faz dagilimi yoniinden istatistiksel

olarak anlamli farklilik gériilmezken (p=0,302 ve p=0,98), menopoz orani vaka
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grubuna gore kontrol grubunda anlamli olarak daha yiiksek idi (p=0,024) (Tablo

3)

Tablo 3. Menstrual Faza Gore Olgularin Dagilimi

Vaka Grubu Kontrol Grubu
Degiskenler P
(n=30) (n=30)
SAT
Folikuler 17 (% 56,7) 13 (% 43.3) 0,302
Luteal 13 (% 43,3) 11 (% 36,7) 0,598
Menopoz - 6 (% 20, 660) < 0,05

Kontrol grubuna gore vaka grubunun CA125 seviyeleri (U/ml), MMP 2-

G ve MMP 2-S diizeyleri (hscore) kontrol grubuna gore istatistiksel anlaml

olarak daha yiiksek idi (p=0,050; p<0,001 ve p<0,001). Ayrica, vaka grubunun

APOPITOZ yiizdesi, KASPAZ 3-G ve KASPAZ 3-S diizeyleri (hscore) kontrol

grubuna gore istatistiksel anlamli olarak daha diisiik idi (p<0,001; p<0,001 ve

p<0,001) (Tablo 4).
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Tablo 4. Gruplara Gére Laboratuvar Olgiimleri

Degiskenler Vaka Grubu Kontrol Grubu P
CA125 42,8 (124 20,7 (101, -134,38) 0,050
1000,0)

APOPITOZ 4,4 (1,0-6,3) 11,7 (5,5-15,6) <0,001
KASPAZ 3-G 0,8 (0,7-1,6) 1,6 (1,4-2,4) <0,001
KASPAZ 3-S 0,75 (0,7-1,6) 1,6 (1,4-2,4) <0,001
MMP 2-G 2,1 (1,4-3,2) 1,4 (0,7-1,6) <0,001
MMP 2-S 2,8 (2,1-3,6) 1,4 (0,7-2,4) <0,001

CA125 (U/ml), Apoptoz (yiizde), Kaspaz 3-G/S (hscore), MMP 2-G/S (hscore)

20

101

APOPITOZ

Sekil 5. Gruplara Gére Apopitoz Olgiimleri

Kontrol Grubu

Vaka Grubu
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3,0

1,04
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Vaka grubu igerisinde yas ile sadece MMP 2-S arasinda istatistiksel olarak

anlaml ters yonlii korelasyon saptandi (r=-0,369 ve p=0,045) (Tablo 5).

Tablo 5. Yas, Evre ve CA125 ile Markerlar Arasindaki Korelasyon Katsayilari ve

Onemlilik Diizeyleri
Yas Evre CA125
Degiskenler
r p R P R P
APOPITOZ 0,372 0,191 -0,053 0,857 0,249 0,487
KASPAZ 3-
C 0,000 0,998 -0,093 0,624 -0,061 0,779
KASPAZ 3-
S -0,211 0,263 0,074 0,697 -0,340 0,104
MMP 2-G -0,010 0,958 -0,248 0,187 0,249 0,241
MMP 2-S -0,369 0,045 0,179 0,345 -0,114 0,597

Vaka grubu igerisinde menstrual faza gore folikiiler ve luteal fazdaki
olgular arasinda sirasiyla; apopitoz, caspas ve MMP 2 diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p>0,05) (Tablo 6).
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Tablo 6. Vaka Grubunda Menstrual Faza Gére Markerlardan Elde Edilen Olgiimler

Degiskenler Folikiiler(n=17) Luteal(n=13) P

APOPITOZ 4,0 (2,0-5,0) 4,9 (1,0-6,3) 0,438
KASPAZ 3-G 0,7 (0,7-1,6) 0,8 (0,7-1,4) 0,170
KASPAZ 3-S 0,7 (0,7-1,6) 0,8 (0,7-1,4) 0,133
MMP 2-G 2,1(1,4-3,2) 2,1(1,6-2.4) 0,300
MMP 2-S 2,8 (2,1-3,2) 2,8 (2,1-3,6) 0,711

Vaka grubu icerisinde erken ve ileri evredeki olgular arasinda sirasiyla;
apopitoz, kaspas ve MMP 2 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik goriilmedi (p>0,05) (Tablo 7).

Tablo 7. Vaka Grubunda Erken ve ileri Evreye Gore Markerlardan Elde Edilen Olgiimler

Erken Tleri Evre
Degiskenler P
Evre(n=18) (n=12)
APOPITOZ 4,9 (1,0-6,3) 4,0 (3,0-6,0) 1,000
KASPAZ 3-G 0,8 (0,7-1,4) 0,7 (0,7-1,6) 0,415
KASPAZ 3-S 0,75 (0,7-1,6) 0,75 (0,7-1,6) 0,884
MMP 2-G 2,1(1,6-3,2) 2,1(1,4-24) 0,200
MMP 2-S 2,8 (2,1-3,2) 3,0 (2,1-3,6) 0,573




Histopatolojik Bulgular

Endometriozis  grubunun endometriomalarindan elde edilen ve
HematoksilenEozin boyali kesitlerde ylizey epitelinin olmadig1 ya da ¢ok zayif
olarak korundugu, yer yer 16kosit infiltrasyonlar1 ve dezorganize glandlar saptandi

(Resim 1). Kontrol grubu endometriumunda normal yapida epitelyal, stromal ve

glandiiler yapilar izlendi (Resim 2).

Resim 1. Endometriozis dokusuna ait Resim 2. Normal endometriuma ait
grupta epitelin dokiildiigii, bez dokuda yiizey epiteli ve gland
epiteli organizasyonunun epitelinin normal yapida oldugu
bozuldugu ve intraepitelyal izleniyor (x200, Hematoksilen
lenfosit infiltrasyonu dikkati & Eozin)

cekiyor. (x200, Hematoksilen &

Eozin)
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Immiinohistokimyasal Bulgular

Endometriozis grubuna ait kesitlerde kaspaz—3 tutulumunun yiizey epiteli,
stroma ve glandiiler epitelde olmadig1 ya da bazi 6rneklerde hafif dereceli tutulum

gosterdigi dikkati ¢ekti (Resim 3, 4).

WNENASS :

Resim 3. Endometriozis dokusuna ait Resim 4. Endometriozis dokusuna ait
grupta yiizey epiteli, gland grupta gland epiteli ve stromada
epiteli ve stromada kaspaz—3 kaspaz—3 tutulumunun olmadig1
tutulumunun olmadigi izleniyor izleniyor ( x200, Kaspaz—3
(x200, kaspaz—3 Immiinperoksidaz)
Immiinperoksidaz)
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Resim S. Normal endometriuma ait grupta yiizey epiteli, gland epiteli ve stromada,
hafiften orta dereceye degisen kaspaz—3 tutulumu izleniyor. ( x200, Kaspaz—3

Immiinperoksidaz)

Resim 6.Normal endometriuma ait grupta gland epiteli ve stromada, orta dereceli kaspaz—

3 tutulumu izleniyor. ( x400, Kaspaz—3 Immiinperoksidaz)
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Resim 7. Endometriozis dokusuna ait grupta yiizey epitelinde hafiften ortaya, gland

epiteli ve stromada ortadan kuvvetliye degisen derecelerde MMP-2

tutulumunun oldugu izleniyor. ( x200, MMP-2 immiinperoksidaz)

Resim 8. Endometriozis dokusuna ait grupta gland epiteli ve stromada kuvvetli MMP-2

tutulumunun oldugu izleniyor. ( X200, MMP—2 immiinperoksidaz)
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Resim 9. Endometriozis dokusuna ait grupta gland epiteli ve stromada kuvvetli MMP-2

tutulumunun oldugu izleniyor ( X400, MMP-2 immiinperoksidaz)

Resim 10. Normal endometrium dokusuna ait grupta ylizey epitelinde hafif, gland epiteli
ve stromada hafif ve orta dereceli MMP-2 tutulumunun oldugu izleniyor. (

x200, MMP-2 Immiinperoksidaz)
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Kontrol grubuna ait kesitlerde yiizey epiteli, stroma ve glandiiler epitelde
hafiften orta dereceye dogru degisim gosteren kaspaz-3 tutulumu izlendi (Resim

5, 6).

Endometriozis grubuna ait kesitlerde yiizey epitelinde hafiften ortaya
(Resim 7), stroma ve glandiiler epitelde ortadan kuvvetliye degisim gosteren

MMP-2 tutulumu dikkati ¢ekti (Resim 7, 8, 9).

Kontrol grubuna ait kesitlerde ylizey epitelinde hafif, stroma ve glandiiler
epitelyumde hafiften orta dereceye dogru degisim gosteren MMP-2 tutulumu

izlendi (Resim 10).

Endometriozis grubundan 9 hastada bakilan 6topik endometriuma ait
biopsi Orneklerinde yiizey epiteli ve bez epitelinde orta dereceden kuvvetliye
dogru degisim gosteren ve stromada orta dereceli MMP-2 tutulumu izlendi.
Yiizey epiteli, bez epiteli ve stromada zayiftan orta dereceye degisim gosteren

kaspaz -3 tutulumu dikkati ¢ekti.
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V. TARTISMA

Endometriozis 1860 yilinda tanimlanmasina ragmen etyolojisi ve

fizyopatolojisi hakkindaki bilgiler hala yetersizdir.

En yaygin kabul edilen teori, Sampson tarafindan 1920’lerde sunulan,
hastaligin endometrial dokunun retrograd menstruasyon ile peritoneal kaviteye
yayllimi sonucu gelismesidir (6). Endometriozis patogenezinde retrograd
menstruasyon, hiicresel ve biyokimyasal gelismelerle birlikte genetik, ¢evresel ve
immiinolojik faktorlerden yapili bir zeminde gelisir. Yapilan c¢alismalar ile
endometriozisli kadinlarin 6topik endometriumlarinin ektopik doku degisikligi
gosterdigi, bu sekilde degismis Otopik endometriumdan derive edilen ve
peritoneal kaviteye dokiilen hiicrelerin endometriozis gelistirme potansiyellerinin

daha fazla oldugu ileri siiriilmiistiir (2).

Diger taraftan da, endometriozisli bir hastanin ektopik dokusu ve Gtopik
endometriumu arasinda gozlemlenen bir¢ok farkliligin, peritoneal sivinin farkli

ortaminin direkt sonucu oldugu diisiiniilerek bu yonde arastirmalar yapilmstir (3).

Etyopatogenezindeki mekanizmalardan son yillarda iizerinde durulan
konulardan birisi, Sharpe-Timms, Noble ile Selam ve arkadaslarimin yaptigi
caligmalar 1s181nda endometriozisli hastalarin 6topik ve ektopik endometriumunda

apoptozis regiilasyonundaki degisikliklerdir (1, 2, 119). Digeri ise Miltiadis Pitsos
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ve arkadaglarinin yaptig1 calisma ile gosterdikleri ekstraseliiler matriks yikiminda

gorev alan bir enzim grubu olan matriks metalloproteinazlardir (163).

Bizde ¢alismamizda Oncelikle endometriozisli hastalardaki apoptozis
regiilasyonunu degerlendirdik. Endometriozis grubundaki apoptozis yiizdesi
kontrol grubuna goére anlamli derecede diisiik bulundu. Bu sonu¢ Harada ve
arkadaslarinin yaptig1 bir metaanaliz basta olmak {izere mevcut literatiir ile

uyumludur (166)

Selam ve arkadaslarimin 2002 yilinda yaptigi bir calismada, biiylime
faktorlerinin yoklugu, glukokortikoidler, DNA hasari, iyonize radyasyona maruz
kalma, kemoterapotik ilaglara maruz kalma, stres ya da TNF / TNF rec ve Fas /
Fas L dahil ¢esitli reseptor / ligandlarin birlesmesi gibi ¢ok sayida stimiilasyonun

apoptozisi tetikledigi gosterilmistir (132).

Apoptozis ¢ok sayida ek genler tarafindan regiile edilmektedir. Bu genler
programli hiicre 6liimiinii ya giiclendirir (p53 Bak, c-myc) ya da inhibe eder (bcl—

2, bel-x1, setrin ) (157).

Selam ve arkadaslarinin yaptigi calismada endometriozisli kadinlarda
peritoneal kaviteye reflii olan endometrial hiicrelerde apoptozis ylizdesinin ¢ok
azaldig1 gorilmiistiir (133). Yine endometriozisli kadinlarin glandiiler epitelindeki
apoptozis indeksi kontrol grubuna gore daha diisiik saptanmistir. Endometriozisli

hastalarda apoptozisdeki siklik variabilite kaybolmustur.
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Cok sayida bilesenlerden olusan, kompleks bir isleyis mekanizmasina
sahip olan ve caligmamizda da gosterdigimiz gibi apoptozis yiizdesindeki bu

azalma endometriozis olusumundaki tetikleyici nokta olabilir.

Apoptozisin  en  karakteristik  Ozelliklerinden  birisi,  kromatin
kondensasyonu ve DNA zincirlerinin dagilmasidir. Bu tarz patolojiden 6nemli
Olclide, kaspazlarin endoniikleazlar1 aktive etmesi sorumludur. Simdiye kadar

sitozolde bulunan 14 kaspaz tanimlanmistir (98, 99) (Tablo 1).

Kaspazlar bir seri olaylar dizisinde diger prokaspazlar1 aktive ederler.
Kaspazlar; sitokin iiretimine katkida bulunanlar (kaspaz 1, 4, 5, 13), proteolizisin
"baglaticilar1”" (kaspaz 2, 8-10) ya da "uygulayicilar1" (kaspaz 3, 6, 7) olarak
siniflandirilirlar (88, 95). Oliim sinyali veren baslatict kaspazlar, adaptore
baglanirlar ve 6llime yonlendirirler ama infaz1 gerceklestirmezler bunu yapacak
olanlar1 aktiflestirirler. infazi gergeklestiren uygulayic1 (effektdr) kaspazlardir.
Uygulayic1 kaspazlar, baglatici kaspazlarin akigimi aktive ederler (88). Hampton
ve arkadaslarinin yaptig1 calisma ile apoptotik programin merkezi bileseninin
kaspazlar oldugu gosterilmistir (100). Kaspaz aktivasyonu hiicreye 6zgiidiir ve
kaspaz inhibitorlerinin (IAP) effektor kaspazlari inhibe ederek apoptozu

engelledigi Biiylikgebiz ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada gosterilmistir (88).

Calismamizda kaspaz 3 diizeyleri hem glandiiler hemde stromal epitelde,
endometriozis grubunda anlamli olarak diisiik bulundu. Buna karsilik 9 hastada

bakilan 6topik endometriumda hem glandiiler hemde stromal dokuda ektopik
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dokuya oranla daha yiiksek tespit edildi. Bu degisikliklerin, hastaligin gelisimi
siirecinde bir sonug¢ olarak m1 gelistigi, yoksa hastaligin sebebi mi oldugu tam
acik degildir. Saymin az oldugu diisliniilmekle birlikte bu durum peritoneal
kaviteye reflii olan endometriotik hiicrelerde apoptozis ylizdesinin azaldigini
gostermektedir. Bu sonug¢ Selam ve arkadaglarinin yaptigi ¢aligma ile uyumludur

(133).

Olgu sayisinin az oldugu diisiiniilmekle birlikte endometriozis grubunda
anlamli olabilecek bir degisken tespit edilemedi. Bu nedenle endometriozisli
hastalarda genetik yatkinlik, immiinolojik faktorler ve peritoneal sivi
mediatorlerinin etkisi ile hiicreler peritoneal kavitede daha fazla yasam

kapasitesine sahip olabilir.

Calismamizda, endometriozis grubunda menstriiel faz ile apoptozis ve
kaspaz 3’lin hem glandiiler hemde stromal formu arasinda anlamli bir iliski tespit
edilmedi. Bu durumun olgu sayisinin az ve menstriiel faz tipi agisindan hastalarin

esit olmamasiyla iliskili oldugu diistiniildii.

Yapilan caligmalar apoptozisin, siklusun menstriiel ve gec¢ sekretuar
fazinda, uterin endometriumun fonksiyonel tabakasindan, yaslanmis hiicreleri
temizleyerek, hiicresel homeostazisin korunmasina yardimci oldugunu O6ne
sirmektedir. Apoptozis, ge¢ sekretuar ve menstriiel endometriumun salgisal
epitelyumunda saptanmustir. Proliferatif faz ve sekretuar fazin baslangicinda ise

saptanan miktar ¢cok azdir (5, 107).
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Endometriozis ve kanser; hiicre invazyonu, kontrolsiiz biiylime,
neoangiogenez ve apoptozise ugrayan hiicre sayisinda azalma gibi g¢esitli
yonlerden benzerdir. Normal endometriumda proliferasyon ve apoptozis
kontroliindeki anormallikler neoplazi gelisimine katkida bulunabilir. Glinsky ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada yiiksek dereceli metastatik kanserlerin diisiik
metastatik formlarla kiyaslandiginda apoptotik hiicre 6liimiine kars1 daha yiiksek
oranda direngli oldugu gosterilmistir (167). Benzer sekilde endometriotik hiicreler
apoptozise daha az duyarlilik gosterirler. Peiro ve arkadaglarinin yaptigi bir
metaanalizde endometriotik dokularin yiiksek survivin (antiapoptotik protein) gen
ekspresyonuna sahip oldugu gosterilmistir (168). Survivin kaspaz—3 aracilikli
apoptozisi antagonize edebilir ve bunun sonucunda endometriozis gelisimini

desteklerler ve ek olarak daha agresif kanser hiicreleri fenotipiyle iliskili olabilir.

Kaydedilecek ilerlemeler sayesinde, endometrozisli hastalarda, apoptotik
faktorlerden biri olan kaspaz-3 i¢in tespit edilebilecek bir cut-off deger ile kanser

gelisme riski Ongoriilebilir.

Apoptozis endometriotik hastalarda karsinoma gelisimi bakimindan
merkez noktalardan birini temsil eder. Ancak endometriotik lezyonlarin malign
transformasyonundaki apoptotik faktorlerin roliinii aydinlatmak icin daha fazla
calisma gereklidir. Yakin bir gelecekte apoptotik faktorlerin tiimor gelisimi
bakimindan yiiksek risk tasiyan endometriozisli kadinlar1 saptamasi miimkiin

olabilir.

69



Mevcut literatiir ve yaptigimiz ¢alismaya karsilik, Henrik ve arkadaslari
tarafindan endometriozis ve genetik polimorfizmi arastirmak i¢in 124 makaleyi
iceren bir metaanaliz yapilmistir. Bu yayinlar, incelenen genetik poliformizmin
tipine gore ve endometriozisle olan iligkisinin sonucuna benzeyip benzemedigine
gore siniflanmugtir. Incelen ¢alismalarin %350’°sinde, endometriozis ve farkli
polimorfizm arasinda pozitif korelasyon saptanmis. Endometriozis ile apoptozis-
hiicre siklus regiilasyonu ve onkogenler arasinda negatif korelasyon oldugu
belirtilmistir (169). Ancak yaptigimiz bu calisma ile endometriozis ile apoptozis
arasindaki pozitif korelasyon gosterilmistir. Apoptotik programin merkezi
bileseni, kaspazlardan biri olan kaspaz-3’iin anlaml bir sekilde diisiik saptanmasi

da pozitif korelasyonu giiclendirmektedir.

Calismamizda endometriozis grubunda MMP-2 diizeyleri hem glandiiler
hemde stromal epitelde anlamli olarak yiiksek bulundu. 9 hastanin Gtopik
endometriumunda bakilan MMP-2’nin her iki formuda ektopik dokuya gore
Otopik endometriumda daha diisiik tespit edildi. Hasta sayis1 az olmakla beraber
endometriozisli kadinlarin endometiumlarinin  artmis proteolitik  aktivitesi,
peritona invaze olduklarinda daha da artmaktadir. Bu sonu¢ Hudelist ve

arkadaslarinin yaptigi ¢alisma ile uyumludur (11, 158).

Endometrial hiicrelerin peritoneal kaviteye ulasmasi ig¢in retrograd
menstruasyon gereklidir ancak endometriozis ¢ok daha fazla kompleks oldugu
icin Sampson tarafindan yapilan oOneri basit gibi goriinmektedir. Uzan ve

arkadaslar1 basta olmak {lizere yapilan ¢ok sayida calismada, endometriotik doku
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ve ovaryan endometriomalarda MMP ekspresyonu ve MMP / TIMP (matriks

metalloproteinaz doku inhitorii) orani artmis olarak tespit edilmistir (151-155).

Diger bir¢ok patolojik durumlar gibi, endometrioziste MMP aktivitesi
artmis veya bozulmustur. MMP’larin anormal protein ve mRNA ekspresyonlari
otopik ve endometriotik dokularda gosterilmistir ( 154, 157, 170, 171). Collette ve
arkadaslar1 ile Pan ve arkadaslarinin yaptiklar1 iki metaanalizde endometriozisli
hastalarin 6topik endometriumlarinin daha invaziv ve peritoneal implantasyona
egilimli olmalarinin ¢ok yliksek oranda MMP-2 ve MMP-9 eksprese etmelerine

bagli olabilecegi gosterilmistir (170, 172).

Ostrojen ve progesteron endometriozis gelisimi ve MMP ekspresyonunda
onemli bir faktordiir (159 -161). Ancak ¢alismamizda kaspaz 3 de oldugu gibi
MMP-2’nin hem glandiiler hemde stromal formu ile menstriiel faz arasinda
anlaml bir iligki tespit edilmedi. Bu durumun olgu sayisinin az ve menstriiel faz

tipi agisindan hastalarin esit olmamastyla iligkili oldugu diisiintildi.

Bununla birlikte, MMP larin fonksiyonu sadece hastaligin olusumu ve
peritona invazyonunda major bir rol oynamaktadir. Aksine hastaligin devaminda
bir etkileri yoktur. Miltiadis ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada endometriozisin
medikal veya cerrahi tedavisinden sonra, MMP’larin inhibisyonunun hastaligin

rekiirrensini 6onlemede 6nemli olabilecegi diisiiniilmiistiir (163).
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Endometriozisin tanisinda altin standart hala laparoskopidir. Kesin tantya
laparoskopik olarak lezyonlarin goriilmesi ve histolojik degerlendirme ile ulagilir.
Gilinlimiizde endometriozis tanisinda ve takibinde laparoskopiye yardimer olarak
Ca 125 testi kullanilmaktadir. Infertil ya da karin agrisi olan kadinlarda bu testin
spesifitesinin % 80’in lizerinde oldugu bildirilmistir. CA125’ in diisiik sensivite

diizeyi (% 20-50) testin endometriozis tanisinda kullanimini sinirlamaktadar.

Kaspaz-3, endometriozisteki sensivite ve spesifitesinin belirlenebilmesi
halinde CA125°e alternatif olabilir. Belkide riskli hastalarin belirlenmesini
saglayabilir. Calismamizda anlamli iligski tespit edemedigimiz, kaspaz-3 {in
menstrual faz veya bilemedigimiz faktorlerden etkilenmesi CA125 igin gecgerli

olan dezavantajlara neden olabilir.

Kesin bir tedavi olmazsa endometrioziste niiks egilimi vardir. Senelik niiks
orani ortalama % 5-20 kadardir. Molekiiler biyoloji ve genetikteki ilerlemeler
esliginde endometriozisli hastalarda kaspaz 3 ve MMP-2 i¢in tespit edilebilecek
bir cut-off degeri ile medikal veya cerrahi tedavi sonrasi rekiirrensi 6ngorebilmek
miimkiin olabilir seklinde diisiiniilebilir. Ancak bunun i¢in genis serili caligmalara

gereksinim duyulmaktadir.

Apoptozise miidahele edilerek gelistirilen tedavi Ornekleri arasinda
bulunan kaspaz inhibitorleri, apoptozisi indiikleyebilmek icin kaspaz
aktivatorlerine yonlendirebilir. Boylece endometriozisin kisitli medikal tedavi

yontemlerine bir alternatif olabilir.
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Ayrica hastalifin olusumunda etkisi oldugu yapilan c¢aligmalarda
gosterilmis olan MMP inhibisyonu, medikal veye cerrahi tedavi sonrasi rekiirrensi

onlemede etkili olabilir (173).

Endometriozis i¢in gecerli evreleme sistemi Amerikan Fertilite Toplulugu
(American Fertility Society = AFS)’nun revizyona ugramis seklidir. Implantlarin
goriiniimli, boyutu, peritoneal ve ovarian implantlarin derinligi, adneksiyal
adhezyonlarin varligi, yayginligi ve tipi ile cul-de-sac obliterasyonuna gore
puanlama yapilmaktadir. Bu sistem endometriozis hastaligini yansitir fakat agri
veya infertiliteyi gézoniinde bulundurmaz ayrica gézlemciden kaynaklanan ve
gozlemciler aras1 belirgin farkliliklar s6z konusu olabilir. Hastaligin aktivite
parametrelerini  kapsayan bir klasifikasyon sistemi diisiiniilmiistiir. Yinede
AFS’nin revize edilmis endometriozis klasifikasyonu, spontan evoliisyonu
degerlendirmek ve terapdtik yaklasimlar karsilagtirmak igin uluslararasi olarak

kabul edilmis tek siniflandirma sistemidir.

Calismamizda bakilan markerlar endometriozisteki aktivite
parametrelerinden olabilir. Boylece AFS’nin daha objektif degerlendirilmesini

saglayabilir.

Endometriozis etyolojisinde apoptozisin rolii olabilir. Kaspaz-3
seviyelerinin ~ diisilk tespit edilmesi de bu goriisii desteklemektedir.

Endometrioziste apoptotik siireci baglatabilecek mekanizmalar1 saptayabilmek ve
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tedavi alternatifi sunabilmek acisindan umut vermektedir. Ayrica MMP larin

inhibisyonu ile endometriozisin geriledigi hayvan deneylerinde gdsterilmistir.

Calismamizda tespit edilen sonucglarin mevcut literatiirlerle birlikte
degerlendirilmesiyle one siirdiiglimiiz savlarin dogruluk derecesini belirlemek i¢in

genis serili ¢aligmalar ihtiyag vardir.
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VI. SONUCLAR

1. Apoptozis ylizdesi, endometriozis grubunda istatistiksel acidan anlaml

olarak daha diisiik tespit edildi.

2. Kaspaz-3’iin hem glandiiler hem de stromal epiteldeki diizeyleri,
endometriozisli hastalarin ektopik dokularinda istatistiksel agidan anlamli olarak

diisiik bulundu.

3. Sadece 9 endometriozisli olgunun 6topik endometriumunda bakilabilen,
kaspaz-3’iin glandiiler ve stromal epiteldeki diizeyleri, ektopik dokularindaki

diizeylerinden yiiksek idi.

4. MMP-2’nin hem glandiiler hem de stromal epiteldeki diizeyleri
endometriozisli hastalarin ektopik dokularinda istatistiksel agidan anlamli olarak

yiiksek bulundu.

5. 9 endometriozisli olgunun 6topik endometriumunda bakilabilen MMP-
2’nin  glandiiler ve stromal epiteldeki diizeyleri, ektopik dokularindaki

diizeylerinden diisiik idi.

6. Apoptozis, kaspaz-3 ve MMP-2’nin hem glandiiler hem de stromal

epiteldeki diizeyleri ile menstrual faz arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark
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VII. ENDOMETRIOZIS ETYOPATOGENEZINDE
APOPTOZIiS-KASPAZ 3 VE MATRIKS
METALLOPROTEINAZ 2° NIN DEGERLENDIiRILMESI

TURKCE OZET

Endometriozis benign, Ostrojen bagimli ve etyopatogenezi hala
anlasilamamis olan bir hastaliktir. Apoptozis, 6topik endometrial fonksiyonun
regiilasyonunda 6nemlidir. Endometrioziste, uterin kavite disinda bulunan ektopik
doku uygun stimulusa cevap olarak ya hiicresel proliferasyonu artirir ya da
apoptozisi azaltir. Matriks metalloproteinazlar, ekstraseliiller matriks yikiminda
gorevli bir enzim grubudur. Bu enzimlerin ekspresyonlart menstrual ve proliferatif
faz boyunca artarken, sekretuar fazda azalmaktadir. Ayrica endometrial hiicrelerin
peritona invaze olup, endometriotik lezyonlari olusturabilmeleri i¢in ekstraseliiler
matriks yikimi zorunludur. Etik kurul onayr alindiktan sonra ¢aligmaya,
endometriozisi olan 30 olgu hasta grubu, endometriozisi olmayan 30 olguda
kontrol grubu olarak alindi. Operasyon sirasinda endometriozisli hastalarin
endometriotik lezyonlarindan, kontrol grubunun ise endometrial dokusundan
biyopsiler alindi. Ayrica hasta grubundaki 9 olgunun 6topik endometriumundan
ornekleme yapildi. Materyallerde apoptotik yiizde, kaspaz-3 (glandiiler ve stromal
) ve matriks metalloproteinaz-2 (glandiiler ve stromal) diizeyleri degerlendirildi.
Calismamizda hasta grubunda apoptozis ylizdesi ve kaspaz 3 diizeyleri azalmais,
MMP-2 diizeyleri artmis olarak saptandi. Sonug olarak, calismamiz endometriozis
etyopatogenezinde degerlendirilen bu parametrelerin rolii olabileceginin altini

cizmektedir.

Anahtar Kkelimeler: Endometriozis, apoptozis, kaspaz-3 ve matriks

metalloproteinaz-2.
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VIII. EVALUATION OF APOPTOSIS — CASPASE-3 AND
MATRIX METALLOPROTEINASE-2 IN
ETHYOPATHOGENESIS OF ENDOMETRIOSIS-

SUMMARY

Endometriosis is a benign, estrogen dependent disease and its
ethyopathogenesis is not fully understood currently. Apoptosis is crucial for
regulation of eutopic endometrial function. Ectopic tissue outside uterine cavity
either increases cellular proliferation or reduces apoptosis in response to
appropriate stimulus in endometriosis. Matrix metalloproteinases are a group of
enzyme involved in extracellular matrix destruction. Expression of these enzymes
increase during menstrual and proliferative phase while decrease during secretory
phase. Moreover it is mandatory to destruct extracellular matrix for endometrial
cells to invade periton and create endometriotic lesions. After ethics board
approval was obtained, a case group of 30 patients with endometriosis and a
control group of 30 patients without endometriosis were included in the study.
Biopsy samples were taken from endometriotic lesions of patients with
endometriosis and from endometrial tissue of control group. Furthermore
sampling was made from eutopic endometrium of 9 patients included in the case
group. Caspase-3 (glandular and stromal) and matrix metalloproteinase-2
(glandular and stromal) levels were evaluated in apoptotic surface of materials. In
this study we found that the percentage of apoptosis and caspase-3 levels in the
case group were diminished. As a result, our study underlines that these
parameters which are assesed may have a role in ethyopathogenesis of

endometriosis.

Keywords:  Endometriosis, apoptosis, caspase-3 and  matrix

metalloprotienase-2.
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