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OZET

Deneysel Fare Modelinde Endometriotik Implantlar Uzerinde Loprolid
Asetat Ve Tinzaparin Sodyumun Wnt/Beta Katenin Yolagi Temelli
Etkilerinin Arastirilmasi
Dr. Yasemin ALBAK, Sivas Cumhuriyet Universitesi Kadin Hastaliklar

ve Dogum Anabilim Dali, Sivas, 2021

Amagc: Endometriozis, ektopik endometriyal implantlarin varhg: ile
karakterize Ostrojene bagl iyi huylu ve gogunlukla iireme ¢agindaki kadinlarda sik
gorulen inflamatuvar bir hastaliktir. Calismanin amaci insanlarda endometriozis
tedavisinde kullanilma potansiyeli olan, hiicre ¢ogalmasinda 6nemli bir 6ge olan
WNT/beta-katenin yolagi temelli etkileri incelenmis, non-steroidal yeni ilaglarin

tanimlanmasidir.

Yontemler: Calismaya 40 adet eriskin fare dahil edildi. Farelerde cerrahi
olarak endometriotik odaklar olusturulduktan sonra tiim fareler rastgele bes gruba
ayrildi:1-kontrol, 2- Pr-16prolid asetat grubu (16pl1g), 3-Pr-tinzaparin sodyum grubu
(tnz1g), 4-Tr-16prolid asetat grubu (16p7g), 5-Tr-tinzaparin sodyum grubu (tnz7g).
Loplg ve tnzlg gruplarina post op 24. saatten itibaren ila¢ dozlar1 profilaktik amacla
uygulandi. Lop7g ve tnz7g gruplarina ise post op 8. giinden itibaren ilag dozlari
tedavi amaci ile uygulandi. Post op 14. giinde eksize edilen endometriotik odaklar

Uzerinden total RNA izolasyonu ve gen ekpresyon analizleri yapildi.

Bulgular: Gruplarin genel olarak gen ifadelenme katsayisina olan etkileri
incelendiginde Loprolid asetat 7. giin (16p7g) grubunun hipoksi uyarilabilir faktor
(hypoxia inducible factor | alpha,HIFla ) gen ifadelenme katsayisi diger kontol,
I6prolid asetat 1.giin, tinzaparin sodyum 1. glin ve tinzaparin 7. giin gruplarinin
katsayilarindan anlamli olarak yiiksek bulundu (5,94+1,66 katsayisina karsi sirastyla
1,23+0,22, 2,31+0,75, 2,30+0,45 ve 2,80+0,42 Katsayilar1).(p<0,05). Tinzaparin
sodyum 1. gun grubunun Beclin2 gen ifadelenme katsayis1 diger kontrol , 16prolid
asetat 1. gun, Ioprolid asetat 7. glin ve tinzaparin sodyum 7. giin gruplarinin gen
ifadelenme katsayilarindan istatiksel olarak anlamli ve yiiksek bulundu.(5,53+1,69
degerleri ile, 1,00+£0,04, 3,124+0,69, 1,79+0,23 ve2,41+0,86 degerleri) (p<0,05).

Vi



Tinzaparin sodyum 1 giin grubunun transkripsiyon faktor ( transcription factor, TCF)
gen ifadelenme katsayis1 diger kontol, 16prolid asetat 1.giin, l0prolid asetat 7. giin ve
tinzaparin 7. giin gruplarinin katsayilarindan anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(31,37+4,17 degeri ile , 1,28+0,27, 12,35+3,95, 14,67+4,92 ve 11,01£3,86 degerleri)
(p<0,05).

Sonug: Calismamizin sonucu ilaglarin WNT /beta katenin yolag: ile iliskili

bazi genlerin ekspresyonlari iizerinde etkili olabildigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Loprolid asetat, tinzaparin sodyum, endometriotik odak,

wnt b-katenin yolagi
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SUMMARY

Investigation Of Wnt / Beta Catenin Road Based Effects Of Leoprohd
Acetate And Thinzaparine Sodium On Endometriotic Implants In The

Experimental Mouse Model

Dr. Yasemin ALBAK, Sivas Cumhuriyet University, Department of
Obstetrics and Gynecology, Sivas, 2021

Indroduction: Endometriosis is a benign estrogen-dependent inflammatory
disease, characterized by the presence of ectopic endometrial implants, and is mostly
seen in women of reproductive age. The aim of the study is to define new non-
steroidal drugs whose effects based on the WNT / beta-catenin pathway, which is an
important element in cell proliferation and have potential to be used in the treatment

of endometriosis in humans.

Methods: Forty adult mice were included in the study. After surgically
forming endometriotic foci in mice, all mice were randomly divided into five groups:
1-control, 2-Pr-leuprolide acetate group (l6plg), 3-Pr-tinzaparin sodium group
(tnz1g), 4-Tr-leuprolide acetate group (lup7g), 5-Tr-tinzaparin sodium group (tnz7g).
Drug doses were administered for prophylactic purposes to the Loplg and tnzlg
groups from the 24th hour post op. In the L6p7g and tnz7g groups, drug doses were
administered for therapeutic purposes from the 8th day post op. Total RNA isolation
and gene expression analyzes were performed on the endometriotic foci excised on

the postoperative 14th day.

Results: When the effects of the groups on gene expression coefficient in
general were examined, hypoxia inducible factor (hypoxia inducible factor I alpha,
HIF1a) gene expression coefficient of leuprolide acetate 7th day (leup7g) group,
other control, leuprolide acetate 1st day, tinzaparin sodium 1st day and tinzaparin 7 It
was found to be significantly higher than the coefficients of the .day groups (1.23
0.22, 2.31 + 0.75, 2.30 + 0.45 and 2.80 £ 0.42, respectively, versus Beclin2 gene
expression coefficient of Tinzaparin sodium 1st day group was found to be
statistically significant and higher than the other control, leuprolide acetate 1st day,
leuprolide acetate 7th day and tinzaparin sodium 7th day groups. (5.53 £ 1.69 values)
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values of 1.00 + 0.04, 3.12 £ 0.69, 1.79 = 0.23 and 2.41 = 0.86) (p <0.05). the
coefficient of 5.94 £ 1.66. coefficients). (p <0.05). The transcription factor (TCF)
gene expression coefficient of the tinzaparin sodium 1 day group was found to be
significantly higher than the coefficients of the other control, leuprolide acetate 1st
day, leuprolide acetate 7th day and tinzaparin 7th day groups (31.37 + 4.17. values,
1.28 £0.27,12.35 + 3.95, 14.67 £ 4.92 and 11.01 £ 3.86 values) (p <0.05).

Conclusion: The results of our study have shown that drugs can affect the

expression of some genes related to the wnt / beta catenin pathway.

Keywords: Leuprolide acetate, tinzaparin sodium, endometriotic focus, wnt
b-catenin pathway
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SIMGELER VE KISALTMALAR

WNT/B -katenin: wingless- type MMTYV integration site family member

GnRH
SLE
StAR
SF-1
PGE2
cAMP
COX-2
NK
DNA
GADD
PI1G11
P53
TNF-a
IL
EAOC
Bcl-2
ROS
CA-125
USG
MRG
BT
ASRM
NSAID
OKS

/beta catenin

: gonadotropin releasing hormone

: sistemik lupus eritematozus

: steroidogenic acute regulatory protein

: steroidogenic factor-1

: prostaglandin E2

: siklik adenozin monofosfat

: siklooksijenaz tip 2

- natural killer

: Deoksiribo Nukleik Asit

: Growth arrest and DNA damage-inducible protein
: P53-induced gene 11

: Tumor protein P53

: Tumor necrosis factor-alpha

: Interlokin

: Endometriosis-Associated Ovarian Cancer

: B-cell lymphoma 2, anti apopitotik protein 2
: Reaktif oksijen turleri

: Kanser antijeni 125

- Ultrasonografi

: Manyetik Rezonans Goriintileme

: Bilgisayarli Tomografi

: American Society for Reproductive Medicine
: Non- Steroidal Anti-inflamatuar ilaglar

: Oral Kontraseptifler
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NETA
CPA
MPA
LNG
RiA
LH
KOK
PCP
Fzd
LRP
APC
Gsk3
CKla
Dvl
Tcf
LEF
RhoA
jNK
NLK
PLC
DAG
IP3
CaMKIllI
NFAT
CaN
UFH

: noretindron asetat

: siproteron asetat

: medroksiprogesteron asetat

: Levonorgestrel

> rahim ici arag

: luteinlestirici hormon

: kombine oral kontraseptif

: kanonik olmayan dizlemsel hiicre polaritesi
: Frizzled hiicre reseptori

: lipoprotein reseptor iliskili protein
: adenomat6z polipoz koli

: aksin, glikojen sentaz kinaz 3

: kazein kinaz la

: Disheveled proteini

: T huicre faktori

: lenfosit arttirici faktor

: Rho GTPazlar

: C-jun N-terminal kinaz

: nemo benzeri kinaz

: fosfolipaz C

: 1,2 diacilgliserol

- inositol 1,4, 5- trifosfat

: kalsiyum kalmodulin bagimli protein kinaz I1
‘Nuclear factor of activated T-cells
. protein fosfataz kalsinurini

- unfraksiyone heparin

DMAH (LMWH) :diisiik molekiil agirlikli heparin

anti-Xa

: anti-faktor Xa
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TF
BMI
CPP
AD
PCOS
PMS
FSH
BMD
RNA
gPCR
N
ACTB
MRNA
Lop
Tnz
HIFla
ATG

: Tissue factor pathway inhibitor
: Tissue factor

: body mass index

:central precocious puberty

: alzheimer’s disease

: polycyctic ovary sendrome

: premenstrual sendrome

- follicle stimulating hormone

: bone mineral density

: Ribo Nkleik asit

: Quantitative Polymerase Chain Reaction
: azot

: Actin,beta

: messenger Ribo Nukleik asit

: Loprolid asetat

: tinzaparin sodyum

: hypoxia inducible factor I alpha

: autophagy related gene

B-catenin, cateninB: beta katenin

GSK3b
LC3BIlI
TCF
MMP-9
SSEA-1
SOX9
SRC-1
CBP
SCDH

: glycogen synthase kinase 3 beta

: light chain 3 beta

: transcription factor

: matrix metalloproteinases 9

: Stage-specific embryonic antigen-1
:SRY-Box Transcription Factor 9

: steroid receptor coactivator-1

: CREB-binding Protein.

. synaptic plasticity associated with central sensitization
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VEGF
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: Vascular endothelial growth factor

: Trombosit endotel adezyon molekili-1

: Aromataz inhibitori

XVi



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1. Endometriozis patogenezi icin 6zet model. ..........cccovevveieieece e, 9
Sekil 2. Wnt / B-catenin sinyal YolU. A)......cccvceiveiiiieiiee e 17
SeKil 3. HIFLa ..o 31
SEKIL 4. ATGD ..ot eee e 32
SeKIl 5. ATGLZ ... 33
SeKil 6. BECIINZ ......oveiiiiie e st 34
SeKil 7. BECHNL ..o 36
SeKil 8. CateNINB ......ocviiiiiie e 37
SEKIL 9. GSKBD ..ot e e et ee e e ee e s eee s ees et eseeese s eeeees 38
SeKil 10. LC3BII ... 39
SeKIl 11, TCF L. ee e 41
SeKIl 12, WINTZ ..ttt 42
SeKIl 13 WINTLOA. ..ot 43
SEKIL 14 WINT 7. e eseeeeee s eeseseseee s es e seseees s 45

XVii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Endometriosizin etiyopatogenezinde rol alan faktorler .................... 5

Tablo 2. WizScript™ c¢DNA Synthesis Kiti bilesenleri ve reaksiyon

ortaminda bulunmasi gereken ¢ozelti miktarlart. ..., 25
Tablo 3. Reverz transkripsiyon sicaklik kosullari ve bekletme siireleri........ 26
Tablo 4. Real Time qPCR i¢in kullanilan igerik bilgisi ..........cccccevverviinnnenn 27

Tablo 5. Real Time PCR cihazi gen expresyonu i¢in sicaklik kosullart ve

AONGU SAYIIATT. ..ottt saee s 27

Tablo 6. Ekpresyon Analizi I¢in Kullanilan Primer Gen Bilgileri ................ 28

xviii



1. GIRIS ve AMAC

En yaygin iyi huylu jinekolojik bozukluklardan biri olan endometriozis,
uterus kavitesinin disinda endometriyal ve stromal dokunun c¢ogalmasini igeren
kronik, inflamatuvar ve Ostrojene bagimli bir hastaliktir (1). Endometrioziste
farklilagsmis immiin hiicre cevabi, inflamasyon, neoanjiyogenez, over ve uterusda
fonksiyon bozuklugu gorilmektedir (2). Semptomlar, siklik kanamalarin ¢evre
dokularda meydana getirdigi inflamasyon, skar ve adezyonlar sonucu ortaya ¢ikar.
Semptom ve bulgular; agrili adet gorme (dismenore), adet donemleri disindaki
pelvik agri, agrili koit (disparoni), idrar yaparken agri (diziiri), agrili barsak
hareketleridir (diskezia) (3).

Endometriyozis, sadece ektopik implantlarla smirli olmayip, biitiin
reprodiiktif sistemi etkileyen karmasik bir patolojiyi icermektedir (2). Yapilan bir
cok arastirmalara ragmen hastaligin etyopatogenezi tam olarak agiklanamamustir.
Patogenezine yonelik calismalar siklikla anatomik, hormonal, immunolojik ve

genetik faktorlere yogunlasmistir (4, 5, 6).

Bu hastalik, tiim tireme cagindaki kadinlarin yaklasik % 10'unda teshis
edilirken, yaygmligi infertil kadinlarda % 50'ye yikselir (7). Endometriozis,
infertilite veya pelvik agrinin bir parcasi olarak goriiliiyor ve tan1 koyabilmek icin
cerrahi gerektigine yonelik kesin bir prevalans halen belirlenememistir (8).
Hastaligin yiliksek prevalansina ragmen, endometriozis tanisi patogenezin
karmasikligi, semptomlarin ¢esitliligi ve zamaninda invaziv olmayan bir teshis

aracinin olmamasi nedeniyle 7-10 yil gecikmektedir (9, 10).

Endometriozis tedavisinde temel amag, semptomlarin kontrolii ve hastaligin
ilerlemesinin durdurulmasi1 ve fertilitenin korunmasidir. Endometriozisin uzun
yillardir etyolojisi ve tedavi yontemleri tartisilmaktadir. Etik problemler yiiziinden
etyoloji ve tedavi yoOntemlerinin arastirilmasi i¢in insan yerine rat modelleri

kullanilmaktadir (11).

Biz bu ¢alismada insanlara 6zglin endometriozis hastaliginin patogenezinin
ve yeni tedavi yontemlerinin arastirilmasinda kullanilan fare endometriozis modelini
kullandik ve fare endometriozis modelinde tinzaparin sodyum ve l0prolid asetat

(leuprolide acetate) ilaglarinin hem proflilaktik hem de tedavi amagh etkilerini,


https://www.mdpi.com/2077-0383/9/5/1309/htm#B1-jcm-09-01309
https://www.mdpi.com/2077-0383/9/5/1309/htm#B2-jcm-09-01309

WNT/beta-katenin yolagi temelli olarak incelemek ve insanlarda klinik uygulamaya
sokulabilecek tinzaparin ve benzer molekiillii ilaglar i¢in yeni ilag endikasyonlarinin
gelistirilmesinin  Oniinli agmay1 planladik. Bu se¢imin temel amaci insanlarda
ozellikle infertilite ve kronik pelvik agr1 nedeniyle basvuran olgularin tedavisine

yonelik ¢ikarimlar elde etmektir

Tinzaparin klinik uygulamada diigiik molekiillii heparin tedavisi ile profilaksi
yapilmast gereken c¢ok sayida gebe ve gebelik dist kullanimlar1 yaninda yeni
caligmalarda kanser hiicrelerine karst WNT/beta-katenin yolagimi da etkileyerek
basari ile sitotoksik oldugu in vitro olarak gdsterilmeye baslanmig bir ilag olmasi
yonil ile se¢ilmistir (12). Tinzaparin bu 6zellikleri temelli olarak endometriozis de
WNT/beta-katenin yolaginin roliiniin incelenmesi agisindan uygun ilag oldugu
goriilmistiir. Calismada bu yolagin endometriozisteki aldigi rollerin spesifik olarak

incelenmesi arastirmanin 6zgiin yonlerinden biri olacaktir.

Loprolid asetat endometriozis, uterin leiomyom, g¢ocuklarda merkezi erken
ergenlik tedavisi ve ileri prostat kanseri tedavisinde kullanilan FDA onayh
gonadotropin salgilatict hormon (gonadotropin releasing hormone, GnRH)
agonistidir (13, 14).

Arastirma ilac1 olarak daha ¢ok bilinen GnRH analogu l6prolid asetat
gonadotropik hormon baskilanmasi sonucunda 6strojen hormonu baskilanmasi ve
nihayetinde endometriozisin baskilanmasi, ©Onlenmesi ve yok edilmesi igin
secilmigtir. LOprolid asetatin bu yolagin mekanizmalari1 ne o6l¢iide kullandig:

endometrioziste yeteri kadar incelenmis degildir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Endometriozis Tanimi ve Olusum Teorileri
2.1.1. Tammmi

Endometriozis, ilk kez 1860 yilinda Von Rokitansky tarafindan tanimlanan,
endometrial bez ve stromanin uterin kavite ve kas tabakasi disinda fonksiyon
gordiigii, klinik ve patolojik bir olaydir (15). Giinlimiizdeki tanimi ile endometriozis,
pelvik agr1 ve infertilite ile seyreden, estrojen bagimli, benign, kronik ve sik gortlen

jinekolojik bir hastaliktir.
2.1.2. Olusum Teorileri

Endometriozisin  gelisimi, son zamanlarda baska yerlerde ayrintili olarak
aciklanan birbiri ile etkilesen endokrin, immiinolojik, proinflamatuvar ve
proanjiyojenik strecleri icerir (16). Bu faktorlerin patojenik (nedensel) olup
olmadig1 veya sadece semptom baslangicindan yillar sonra dlgiilen patofizyolojik
slirecin bir 6zelligini temsil edip etmedigi belirsizdir. Endometriozisin patogenezini

aciklamak icin ¢esitli teoriler mevcuttur.
2.1.2.1. Retrograd Menstruasyon (Implantasyon) Teorisi

En sik kabul goren implantasyon ya da Sampson teorisi olarak da bilinen
retrograd menstruasyon teorisi endometrial hiicrelerin menstrilasyon sirasinda
transtubal olarak periton bosluguna dogru gegmesi ve bunun sonucunda endometrial
hiicrelerin ekilme veya implantasyonu ile endometriozis olustugu diislincesine

dayanir (17).
2.1.2.2. Colemik Metaplazi Teorisi

Yirminci ylizyll baglarinda 6ne siiriilen Meyer’in bu teorisine gore
endometriozis, pelvik peritonu déseyen hiicrelerin enfeksiydz, hormonal veya diger

uyaranlarla metaplazisi ile gelismektedir (18).
2.1.2.3. Indiiksiyon Teorisi

Indiiksiyon teorisi ¢élomik metaplazi teorisinin bir uzantisi olmakla beraber
bu teoriye gobre endojen biyokimyasal ve imminolojik faktorler ile primitif

hiicrelerin endometrial hiicrelere doniistiigli varsayilmaktadir (19).



2.1.2.4. Embriyonik Kalint1 Teorisi

Embriyonik kalint1 teorisi Von Recklinghausen ve Russell tarafindan
1890’larda ortaya sunulan bir teoridir. Bu teoriye gore miiller sisteminin kalintisi
olan hucreler spesifik uyaranlarla aktive olarak endometrial hcrelere
farklilagsmaktadir (20).

2.1.2.5. Lenfatik ve Vaskiler Metastaz Teorileri

1920’lerde endometriozisin lenfatik ve hematojen yolla endometrial
hlcrelerin yayilimi1 sonucunda olabilecegi diisiiniilmiistiir. Sampson, adenomyozisi
olan kadinlarin uterin venlerinde endometrial doku saptamistir (21). Kemik, kas,
beyin, sinir, akciger parankimi, vertebra ve ekstremiteler gibi az yerlerde gorilen
endometriozis vakalarinin patogenezini agiklama noktasinda lenfatik ve vaskiiler

metastaz teorisi yardimeidir.

2.2. Endometriozis insidansi ve Risk Faktorleri

Endometriozis tanisinin cerrahi olarak konulmasi sebebiyle kesin bir insidans
belirlenememistir. Endometriozisin goriilme siklig1 Ureme c¢aginda kadinlarda %5-
10, infertil olgularda %25-35 oldugu tahmin edilmektedir. Addlesan ve hormon

replasman tedavisi alan postmenapozal kadinlarda da oldugu rapor edilmistir (22).

Endometriozis genel olarak iireme c¢agindaki  kadinlarin hastaligidir.
Endometriozisin risk faktorleri arasinda infertilite, erken menars (6zellikle 11 yas ve
daha kiigiik yaslarda mens olma), ge¢ menopoz, endojen d&strojene uzun siire
maruziyete sebep olan kisa menstriiel dongu (27 ginde bir veya daha az slrede
mens olma), hipermenore, nulliparite, birinci derece akrabada endometriozis olmasi,
uzun boy, viicut kitle indeksinin diisiik olmasi, Miillerian anomali gibi anatomik
sebeplere bagli menstriiel kanin akis bozuklugu olan durumlar, intrauterin
dietilstilbestrol maruziyeti, dioxin maruziyeti, komorbid hastaliklar (hipo ve
hipertoridi, SLE gibi romatolojik hastaliklar vb. durumlar), immun bozukluklar ,
alkol ve kafein tiiketimin fazla olmasi, yagli ve kirmizi et tiiketimin fazla olmasi,
cocukluk veya adolesan donemde ciddi fiziksel veya cinsel istismara maruz kalma,
gecirilmis endometriozis cerrahisi dykiisii ve 6nceden alinmisg endometriozis medikal

tedavisi bulunmaktadir (23, 24).



2.3. Endometriozisin Etyopatogenezi

Endometriozisin etyolojisi tam olarak netlik kazanmamistir. Endometriozisin
etyolojisinde birden fazla etkenin yer aldigi, multifaktéryel bir hastalik oldugu
diistintilmektedir. Giincel bilgiler dogrultusunda endometriozis konusunda asagidaki

sekilde bir nedenler grubu olusturabiliriz:

Tablo 1. Endometriozis etyopatogenezinde rol alan faktorler

1- Hormonal Faktorler

2- Bagisiklik sistemi

3- Genetik faktorler

4- Kanser biyolojisi

5- Cevresel faktorler ve oksitadif stres

2.3.1 Hormonal Faktorler

Ostrojen, endometriozis gelisiminde rol aldigi kesin olarak gosterilmis tek
faktordur [25]. Kadinlardaki Gstrojenin ¢ogunlugu direkt olarak overlerde iiretilir.
Ostrojen, over ve adrenal kaynakli androjenlerin aromatizasyonu sonucunda periferik
dokularda da olusur. Endometriozis 6strojen bagimli bir hastaliktir. Endometriotik
dokularin istilasindan veya gelismesinden sadece over veya adrenal kaynakli dstrojen
sorumlu degildir. Yapilan ¢esitli ¢alismalarda endometriotik dokularda yuksek
miktarda Sstrojen iiretildigi gdsterilmistir (26, 27). Ostrojen tretiminde steroidojenik
akut diizenleyici protein (steroidogenic acute regulatory protein, StAR ) ve aromataz
iki 6nemli basamakta yer alirlar. StAR kolesteroliin sitozolden mitokondri igerisine
girmesini kolaylastirmaktadir (28). Sitokrom P450 aromataz enzimi ise steroid
sentezinin son basmagini katalize eder. Endometrioziste aromataz gerek ektopik
gerekse Otopik endometrial dokularda stroma hiicreleri tarafindan iiretilmektedir.
Normal endometriumda ise aromataz bulunmadigindan normal endometrium
Ostrojen sentezi yapma Ozelligine sahip degildir. Endometriozisli hastalarin

endometriumunda ve endometriotik dokularinda aromataz sentezinde rol oynayan



transkripsiyon faktorleri de bulunur. Ancak normal endometriumda bu faktorler
mevcut degildir. Ornegin, steroidojenik faktér 1 (steroidogenic factor-1, SF-1)
endometriozisli hastalarin endometriumunda ve Ozellikle endometriotik dokularda
bulunan bir transkripsiyon faktérudir. Normal endometriumda ise SF-1 Uretimi
yoktur (29). Ektopik endometrial implantlarda, androstenedionun Gstrona
doniigiimiinii saglayan aromataz ve dstronun Ostradiole doniisiimiinii saglayan 17-f3-
hidroksisteroid dehidrogenaz tip 1 enzimlerini eksprese ettigi tespit edilmistir. Fakat
Ostrojeni metabolize eden 17-B-hidroksisteroid dehidrogenaz tip 2 enzimi
endometriotik odaklarda bulunmaz (30). Implantlar siirekli olarak oOstrojenik bir
ortama maruz kalirlar. Endometriotik dokularda bulunan SF-1 6zellikle aromataz ve
StAR olmak Uzere steroidogenezden sorumlu genleri prostaglandin E2 (PGE2) ve
siklik adenozin monofosfat (CAMP) bagimli olarak harekete gegirdigi agiklanmistir
(26). Prostaglandin E2 (PGE2) endometriumun stromal hucrelerinde en gugli
aromataz aktivite uyaricisidir (31). Artmis aromataz aktivitesine yanit olarak iiretilen
oOstradiol, uterus endotel hiicresinde siklooksijenaz tip 2 (COX-2) enzimini uyararak
PGE2 {iretimini arttirir. Bu durumda pozitif feedback dongii olusur ve Ostrojen
arttikca implantlar ¢ogalir, implantlar c¢ogaldikca Ostrojen artar. Ayrica
endometriozisli kadinlarda 6topik ve ektopik endometrial dokuda progesterona karsi

endometrial duyarligin azaldigi gosterilmistir (32).
2.3.2. Immiinoloji

Retrograd menstriasyon kadmlarda sik olmakla birlikte retrograd
menstrilasyonu olan biitiin kadinlarda endometriozis goriilmez. Endometriozisli
kadinlarda otoimmiin hastalik sikligimin  fazla goriilmesi, endometriozis
patogenezinde defektif immiin yanitin sebep olabilecegini diistindirmektedir (33).
Endometriozisli kadinlarda aktive makrofaj konsantrasyonunda artma, hiicresel
immiinite ve baskilanmis dogal oldiiriicii (natural killer, NK) hicre fonksiyonunda
azalma saptanmaktadir (34). Endometriozisde go6zlenen immin bozukluk hem
hiicresel hem de hiimoral immiinitede olan degisiklikler nedeni ile olusmaktadir (35).
Hiicresel ~ immiinitedeki  azalmanin  endometriotik  hiicrelerin  peritona
implantasyonuna kolaylastirdig1  diisiiniilmektedir (36). Immiinojik faktdrlerin
endometrial dokularin biiylimesinde ve semptomlarin ortaya ¢ikmasinda rol

oynadigma  dair kanitlar bulunmaktadir (37). Endometrioziste hem peritoneal



boslukta, hem de endometrial lezyonlarda inflamatuvar bir cevap gorulir (38).
Endometriozisli insanlarda peritoneal inflamasyonun en bulyuk sebebi ektopik
implantlar ve menstriiasyon sirasinda olusan ve retrograd akimla peritona dokiilen
sitokinler olabilir (39). Salgilanan prostaglandinler, proinflamatuvar sitokinler (40)
ve aktive komplementlerin endometriozis olusumunda ve devamliliginda etkisi

oldugu diistiniilmektedir.

Endometriozisin olusmasinda temizleyici sistemin gelen retrograd kani
karsilamakta yetersiz kalmasi ve immiinolojik sistemin cevabinin yetersiz olmasinin

sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (41).
2.3.3. Genetik Faktorler

Endometriozis, endometriosiz goriilen kadinlarin birinci derece akrabalari
arasinda genel populasyona oranla 67 kat daha sik gorilir (42). Tek yumurta

ikizlerinde ise risk %75 olarak saptanmistir (43).

Bireyin endometriozise duyarliligini, genetik faktorlerin  etkiledigi
diistiniilmektedir. Somatik kromozomlardaki genetik degisimler ve timor siipresor
genlerini inaktive eden deoksiribo nikleik asit (DNA) delesyonlar1, endometriozisin
baglangici, devami ve ilerlemesine sebep olabilir (44). Endometriozisli hastalarin
degismis gen ekspresyon profili i¢cin 2003’te yapilan bir calismada, endometriozisli
kadinlarda 97 upregiile edilmis ve 337 down regiile edilmis genler bulunmustur.
Apopitozis ilgili genler (Growth arrest and DNA damage-inducible protein. 34,
45A,45B, GADD34, GADD45A, GADD45B, P53-induced gene 11, PIG11) ve
timor siipressor geni p53°lin endometriotik dokularda down regiile oldugu tespit
edilmistir. Endometriozisli kadinlarin apopitozis ile iligkili gen ekspresyonundaki

degisimler, bu hastalia olan bireysel hassasiyeti aciklamakta yol gosterici
olmaktadir (45).

2.3.4. Kanser Biyolojisi Ve Endometriozis

Endometriozis lezyonun normal histolojisi nedeniyle iyi huylu bir durum
olmasina ragmen, kanserle patofizyolojik 6zellikleri paylasir. Malign hastaliklar gibi,
endometriotik implantlar da yerel ve uzak bolgelere yayilabilir. Endometriotik
lezyonlar diger dokulara yapisabilir, istila edebilir ve niifuz edebilir. Bununla

birlikte, malign lezyonlardan farkli olarak, endometriozis siirekli proliferatif veya



katabolik duruma neden olmaz ve nadiren o6lumcildir (46). Endometriozis
inflamatuvar bir durumdur ve inflamasyon uzun zamandir kanser riski ile
iliskilendirilmistir. Rudolf Virchow ilk olarak 150 yil dnce bu iliskiyi belgeledi ve
veriler artmaya devam ediyor. Durumun dongiisel dogasi nedeniyle, endometriozis
hem akut hem de kronik inflamasyon ile iligkilidir. Molekiiler ¢aligsmalar,
endometriozisli kadinlardan elde edilen pelvik sivinin, makrofaj ve enflamatuvar
sitokinlerin, 6zellikle timor nekrozis faktor alfa (Tumor necrosis factor-alpha, TNF-
a ) ve interlokin 6, 10 ve 15 (IL-6, 10 ve 15) konsantrasyonlarinin arttigini, ayni
sitokinlerin, epitelyal hiicre kanserindeki hiicre kulturlerinde 6nemli 6lgude daha
yiiksek konsantrasyonlarda bildirildigini kaydetmistir. Dolasimdaki Ostrojen ve
enflamasyonun neden oldugu artan hiicresel proliferasyon, endometriozisin atipik
endometriozise ve daha sonra endometriozise bagli yumurtalik kanserine (EAOC:
Endometriosis-Associated Ovarian Cancer) ilerlemesinde 6nemli risk faktorleri
olarak tanmimlanmigtir. Caligmalar, endometriozis ve epitelyal yumurtalik kanseri
arasindaki iliskinin, alt hiicreye gore degistigini, endometriozis ile bir arada bulunma
olasiligi en diisiik alt tipler olarak berrak hiicreli karsinom ve endometrioid
karsinomla degistigini gostermektedir (47). Endometriozis ve diger maligniteler
arasindaki iligkilere iliskin mevcut epidemiyolojik bulgulart gozden gecirmis ve
endometriozisli hastalarin meme kanseri, kutan6z melanom ve yumurtalik karsinomu

riski daha yiiksek oldugunu bildirmistir (48).

Endometriumun  dongiisel  degisikliklerinde programli  hiicre  6lumi
(apoptozis) rol oynar. Kanser biyolojisinde goriildiigii gibi endometrium dokusunda
apoptozise olan duyarliligin azalmasi endometriozis etiyopatogenezinde gorev aldigi
goriisii hakimdir. Endometriozis olgularinda anti apopitotik protein Bcl-2 (B-cell

lymphoma 2) ve makrofaj sayilarinda artis goriilmektedir (49) .
2.3.5. Cevresel Faktorler ve Oksitadif Stres

Cevresel kimyasallar ve endometriozis istilas1 arasindaki iligkilerin altinda
yatan varsayilan bir mekanizma olarak, matriks metaloproteinaz sistemi dlizenlemesi
ile ilgili 6strojen ve progesteron etkisinin bozulmasi 6nerilmistir (50). Sonu¢ olarak,
endometriozis, anormal genetik ve / veya epigenetik mutasyonlarin bir

kombinasyonundan kaynaklanabilir: kokenleri farkli olan birincil hiicrelerin asiri



biiylimesi, benzersiz genetik arka planla tetiklenebilir ve hastalifin farkli klinik
formlar1 epigenetik etkilerin sonucu olabilir. Ozellikle, dioksin gibi cevresel
faktorler, epigenetik modifikasyonlarin proinflamatuar mikro c¢evrenin nedenleri
veya etkileri olarak kabul edilip edilemeyecegini agikca gosterebilecek saglam
kanitlar olmasa bile, uterus endometriozisin baslangicina yol agan epigenomu ve
progesteron direncini etkileyebilir (51). Bu baglamda, epigenom ve hormonal /

immiin durum birbirini etkiler ve hastaligin gelisimine katkida bulunur.

Koninckx ve arkadaslarma gore, endometriozisin kalitsal yonleri veya

endometriyotik hastaligina yatkinlik dogumda aktarilan genetik ve epigenetik olaylar

dizisi ile agiklanabilir (52).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve antioksidanlar arasinda bir dengesizlik olarak
tanimlanan oksidatif stresin, periton boslugunda genel bir inflamatuar yanita neden

olan endometriozun patofizyolojisinde rol oynayabilecegi artik yaygin olarak kabul
edilmektedir (53).

Retrograde menstruation Genetics Steroid hormones
Metaplastic transformation Inflammation
Miillerian remnant Immunologic
anomalies dysregulation
Lymphatic/hematogenous Oxidative stress
spread
Endometrial Endometriosis Environment

stem/progenitor cells

' i Tubal epithelia
Embryonic/Fetal origin Epigenetics p

Sekil 1. Endometriozis patogenezi i¢in 6zet model.



2.4. Endometriozisin Tanis1 ve Siniflandirilmasi

Diger jinekolojik ve gastrointestinal sistem hastaliklariyla benzer
semptomlara sahip olmasi nedeniyle endometriozisin kesin tanis1 ¢ogunlukla zor
olmaktadir. Diger yandan bir grup hasta ise asemptomatik seyretmektedir.
Endometriozis odaklarindan laparoskopi ile alinan biyopsi orneklerinin histolojik

incelemesi kesin tan1 agisindan “altin standart” olarak kabul edilmektedir (54).
2.4.1. Semptomlar

Ureme ¢agindaki endometriozis hastalar1 genellikle pelvik agri, dismenore,
disparoni, infertilite veya ovaryan kitle ile basvururlar (55). Ayrica hastalar farkl
endikasyonlar ile yapilan goriintilleme veya cerrahi sonucu tesadiifen teshis

edilebilirler. Clinkii hastalarin bir kisminda endometriozis asemptomatik seyredebilir

(56).

Semptomlar hafif agridan yasam kalitesini ciddi diizeyde bozacak siddete
kadar uzanabilir. Endometriozis pelvik agrinin sik bir nedenlerinden biridir ve
etkilenen kadinlarda agr1 siddeti oldukca degisken olup siklik veya kronik sekilde
olabilir (57). Endometriozis iliskili disparoni; rektovajinal septum veya uterosakral
ve kardinal ligamentlerde, douglasta, posterior vajinal fornikste ve anterior rektal
duvarda yerlesmis ektopik endometrial lezyonlar ile iligkilidir (58). Pelvis dis1 organ
tutulumlar1 da endometrioziste goriilebilir. Siklik hematiiri, yan agrisi, rektal kanama,
ishal, konstipasyon, hemoptizi, dispne, cilde yerlesmesi durumunda menstriiasyon
sirasinda  olusan sislik, hassasiyet, kanama gorulebilir (59). Gogiis agrisi,
pnomotoraks veya hemotoraks, hemoptizi, skapular veya servikal agri torasik

endometriozisli kadinlarda saptanabilir (60) .

Bagirsak ve mesane fonksiyon bozukluklari, anormal uterin kanama, bel
agrist veya kronik yorgunluk daha az gorilen endometriozis semptomlarini

olusturmaktadir (55).
2.4.2. Bulgular

Infertilite, dismenore ve disparoni sikayeti olan her kadinda endometriozisten

siiphelenilmelidir. Endometriozisli bircok kadinda klinik inceleme sirasinda higbir
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anormallik saptanmaz. Dis genital organlarin fizik muayenesi genellikle normaldir.
Pelvik muayenede olasi endometriozis bulgulari; uterosakral ligament veya cul-de-
sac’ta nodiilarite ve hassasiyet, uterosakral skar olusumu nedeni ile serviksin laterale
dogru yer degistirmesi, rektovajinal septumda agrili sisme ve unilateral ovaryen
blylmedir (61). Daha ileri endometrioziste pelvik organlarin mobilitesinin iyice
azaldig1 ve fikse oldugu tespit edilebilir. Koit yasamamis ve endometriozis benzeri
sikayetleri olan kadinlarda rektal muayene de bimanuel muayene kadar etkili

olabilmektedir (62).

Endometriozise 6zgii tanisal bir laboratuvar testi yoktur. Kanser antijeni 125
(CA-125)'in serum konsantrasyonu, endometriozisli kadinlarda 35 U/ml'den biyik
olabilir (63). Bununla birlikte, CA125 seviyeleri, endometriyal lezyonlar i¢in diisiik
duyarlilik ve 6zgiilliik nedeniyle izolasyonda bir biyobelirte¢ olarak kullanilamaz.
Bir biyobelirte¢ olarak CA-125 kullaniminin en biiyiik endiselerinden biri, diger

jinekolojik patolojilerde de yiiksek serum seviyelerinin tespit edilmis olmasidir (64).
2.4.3. GOruntuleme Yontemleri,

Ultrasonografi  (USG): Ovaryen endometrioma ve rektovajinal
endometriozisin tanisinda kullanilan en kiymetli yontem transvajinal ve transrektal
ultrasonografidir (65). Ultrasonografide endometrioma; homojen, hipoekoik, genelde
septasiz ve doppler ultrasonografide kist i¢i doppler aktivite gozlenmeyen bir kitle
olarak goruntilenebilir (66). icerik tipik olarak hipoekoik buzlu cam gériiniminde

olup kist duvar1 ¢ogunlukla kalin ve diizensizdir.

Manyetik Rezonans Goruntuleme (MRG): Oldukca ylksek sensitivite ve
spesifiteye sahip bir goérintileme yontemidir. Derin infiltratif endometriozis ve renal

sistem tutulumu diisiiniilen endometriozis olgularinda MRG oldukga yararlidir (67).

Bilgisayarli Tomografi (BT) : Bu goriintiilemenin tanida yarar1 smirhdir.

Ekstrapelvik lezyonlarin teshisinde ise yarar saglar (68).

Laparoskopik Inceleme: Tipik lezyonlarin laparoskopik olarak makroskopik
gorunumu ; asirt damarlanmis ,Sari-kahverengi pigmente alanlar , petesial lezyonlar
pseudoperitoneal cepler , 6zellikle over arka yiiziinde ve ovaryen fossada adezyonlar
ve over ylzeyindeki endometriotik odaklar (endometrioma) seklinde siralanabilir
(69).
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Bu teknikler arasinda en ucuz, en yararli ve en yaygin kullanilam

ultrasonografidir.
2.4.4. Simiflandirilmasi

Fertilite calismalarinda, ilk kez 1979 da yayimlanan ve 1996 ve 1997 de iki
kez revize edilen, Amerikan Dogurganlik Dernegi daha sonra Amerikan Toplum
Dernegi Ureme Tibb1 (American Society for Reproductive Medicine ,ASRM) olarak
adlandirilan ASRM  smiflandirmasi en yaygin kullanilan siniflandirmadir (70).
Revize edilmis ASRM smiflandirmas: implantlarin lokalizasyonuna, boyutuna ve
adezyonlarin yapisma derecesine dayali bir puanlama sistemidir. Asama I-1V olarak

smiflandirilmaktadir (71) .
ASRM’nin cerrahi evreleme skorlama sistemi;

Evre 1: Izole implantlar, 6nemli bir adezyon olmamas: ile karakterize

minimal hastalik

Evre 2: Periton ve overlerde seyrek Scm’den kiigiik agregatlar olusturan

superfisyal implantlardan olusan hafif derece hastalik

Evre 3: Superfisyal ve derin infiltrasyonlar iceren multipl implantlar ve

peritubal ve periovaryan belirgin adezyon izlenen orta derece hastalik

Evre 4: Biiylik endometriomalar1 da kapsayan multipl superfisyal ve derin
implantlar i¢eren invaziv yogun adezyonlar i¢eren ciddi hastalik seklindedir (70).
2.5. Endometriozisin Tedavi Yontemleri

Endometriozis tedavisinde temel amag, semptomlarin kontrolii ve hastaligin
ilerlemesinin durdurulmas: ve fertilitenin korunmasidir. Endometriozis tedavisi

genellikle ilaglar1 veya cerrahiyi igerir (72).
2.5.1. izlem Tedavisi

Bu tedavi yalnizca minimal ve hafif endometriozisi olan, kisa infertilite

stiresine sahip (<4 yil) ve ¢oguk arzusu olan kadinlarda kullanilmalidir (73).
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2.5.2. Medikal Tedavi

Endometriotik implantlarin ¢ogunda Ostrojen, androjen ve progesteron
reseptorleri bulunur. Bu reseptorlerin uyanlmasi ile endometrioziste hormonal tedavi
miimkiin olmaktadir. Endometriotik implantlar hormon tedavisine endometrium gibi
yanit verirler. Bununla birlikte implantlann %35 kadar1 higbir steroid reseptorii

icermez ve hormonal tedaviye direnglidir (74).
2.5.2.1. Non- Steroidal Anti-inflamatuar ilaclar (NSAID)

Endometriozise bagli hafiften orta dereceye kadar agr1 sikayeti olan
kadinlarda ilk tercih edilen tedavi Non- Steroidal Anti-inflamatuar flaglar
(NSAID)’dir. Bu ilaglar pelvik agriy1 tetikledigi diisiiniilen prostaglandinlerin

uretimini azaltarak etki gostermektedir (75).
2.5.2.2. Oral Kontraseptifler (OKS)

Endometriozis iliskili pelvik agri ve dismenorenin tedavisinde ilk tercih
tedavilerdir. Genel olarak bakildiginda hormonal tedavilerin ortak etkisi menstriiel
siklus lizerine yarattiklar1 degisim ve bu sayede hastalarda yalanci bir gebelik,
yalanci bir menopoz hali ya da kronik anovulasyon olusturmalaridir. Endometriozise
bagl agri sikayetleri oral kontraseptifler (OKS) ile %75-90 azalir (76). OKS’ler
gonadotropin salinimini engelleyerek menstriiel kan miktarin1 azaltirlar, ektopik
endometrial dokuda desidualizasyon yaparlar. Endometriozise bagli agrinin
tedavisinde OKS’ler siklik veya devamli olarak kullanilabilir. Siklik yerine, devamli

kullanim tedavide daha etkili olmaktadir. Tedavide onerilen siire 6-12 aydir (74).
2.5.2.2.1. Progestinler

Yaygin oral tedavi secenekleri noretindron asetat (NETA), siproteron asetat
(CPA), dienogest, intramuskuler tedavi secenekleri medroksiprogesteron asetat
(MPA) ve intrauterin yoldan uygulanan levonorgestrel (LNG) salgilayan rahim igi
arag (RIA) seklindedir (77).

2.5.2.2.2. Androjenik ajanlar

Danazol, 17-etinil testosteron derivesidir. Danazol pulsatil gonadotropik
salgilayict hormon (GnRH) paternlerini etkileyerek, midsiklus luteinlestirici hormon

(LH) pikini bozar ve kronik anovulasyon olusturur (78). Neticede hipodstrojenik,
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hiperandrojenik bir ortam olusur buna bagli olarak da ektopik endometrium
dokularinda atrofi meydana gelir (79). Siklikla 6 aylik tedavi kullanilir. Dismenorede
% 90’a varan iyilesme bildirilse de kronik pelvik agriya etkisi azdir (80).

2.5.2.2.3. Gonadotropik Salgilayica Hormon (GnRH) Agonist ve
Antagonistleri

Gonadotropik salgilayict hormon (GnRH) agonistleri gegici bir menopoz
tablosuna neden olur. On hipofizden gonadotropin sekresyonunu baskilayip, ovaryen
hormon sekresyonunu durdurarak etki gosterdigi i¢in endometriozis tedavisinde
kullanilmaktadir. Bdylece hipogonadotropik hipogonadizm ortami olustururlar.
Pelvik agri, dismenore ve diger semptomlarda rahatlama sagladigi igin
kullanilmaktadir. Loprolid asetat, goserelin asetat, nafarelin asetat bu ila¢c grubundan
birkacidir. Tedavinin birakilmasini takiben endometriozis semptomlar1 genellikle 9-
12 ay igerisinde geri doner (80). GnRH analoglarinin kullanimi sonrasinda tedavi

stiresine bagli olarak kemik mineral dansitesinde bazen geriye donmeyen kayip
olabilir (81) .

GnRH antagonistleri, hipofizdeki GnRH reseptorlerinin  kompetitif
blokerleridir. GnRH antagonistleri setroreliks, ganireliks, degareliksdir. GnRH

antagonistleri ile yapilan tedavide add-back tedaviye ihtiyag yoktur (82) .
2.5.2.2.4. Antiprogestinler

Mifepriston, anti-progesteron, anti-glukokortikoid ve anti-Ostrojenik
ozellikleri olan steroidal bir ajandir. Progesteron reseptorlerine progesterondan daha
uzun sitireli baglanir ve amenoreye neden olur. Mifepriston (RU-486) hem
ovulasyonu inhibe eder hem de endometrial biitiinliigii bozar. Bu nedenle
endometriozis tedavisinde etkili olabilecegi diislinlilmiistiir. Bu konuda yapilan ilk
calisma 9 hasta ile yapilmis ve hastalara 6 ay boyunca giinde 50 mg mifepriston

verilmistir. Hastalarda amenore gelismis ve pelvik agrilarinda azalma saptanmistir

(83).
2.5.3. Cerrahi Tedavi

Cerrahi, endometriozisin hem tanisinda hem de tedavisinde uygulanir.

Medikal tedavinin endikasyonlari, minimal ve hafif endometriozisli ve kombine
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tedavi uygulanan hastalarla sinirli kalirken, cerrahi yontemler daha sik evre III-IV
hastalarda kullanilmaktadir. Hastanin yasi, yasam kalitesine olan etkileri, fertilite
istemi, lezyonlarin yerlesim yeri ve biiyilikligii, cerrahi prosediirlerin kar-zarar
durumu ve malign transformasyonlar ongorilerine gore hastalar cerrahi tedavi

acisindan degerlendirilmelidir (84).
2.5.3.1. Konservatif Cerrahi

3-6 ay medikal tedaviye ragmen agri sikayeti gerilemeyen ve endometrioma
olabilecek adneksiyal kitlesi olan hastalarda endikedir. Burada temel amacg
endometriotik odaklarin hepsinin destrilkksiyonu veya ortadan kaldirilmasi,
adezyonlarin giderilmesi ve normal anatomik yapinin olusturulmasidir. Bir diger
hedef ise bu adezyonlarin tekrar olusmasin1i ve endometriozisin rekiirrensini
onlemektir (73). Konservatif cerrahi sonrasi semptom ve lezyonlarin rekiirrensini
onlemek icin igerigindeki progestin tipi farketmeksizin 2 yil kombine oral
kontraseptif (KOK) kullanimi 6nerilmektedir (85).

2.5.3.2. Radikal Cerrahi

Hastanin uterusunun, overlerinin ve endometriozis implantlarinin alinmasidir
(74). Bugiin i¢in fertilitesini tamamlamis, tedaviye yanitsiz agrilar1 olan ve
konservatif cerrahinin basansiz oldugu hastalarda uygulanir. Definitif cerrahi,

medikal tedaviye kiyasla agrinin hizli ve uzun vadeli tedavisini saglar.
2.5.4. Endometriosizin Guncel Tedavi Yontemleri

GnRH antagonistleri (elagolix) ve ulipristal gibi hormonal reseptor
modulatorleri giincel spesifik ilaglardir. Antiostrojenlerin rolu ve resveratrol gibi
dogal kaynakli maddeler, anti-aromatazlar, anti-anjiyojenik molekiiller ve

immunomodilatorlerin roli ise agik degildir (75).

2.6. Wnt Sinyali ve Wnt/ / p-katenin Yolag

Wnt / B-katenin sinyallemesi, ilk anaerobik metazoanlara dayanan armadillo
proteinleri adi verilen bir protein sinifi etrafinda gelisen genis bir fonksiyonel agin
dalidir. Wnt / B-katenin sinyali kok hiicre biyolojisi, gelisimsel biyoloji ve yetiskin

organ sistemleri dahil olmak iizere ¢ok cesitli biyolojik sistemlerde yer alir.
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Wnt sinyali embriyonik gelisim ve normal yetiskin homeostaz1 i¢in gerekli
olan ¢ok sayida temel siiregte yer alir. Baslangigta farelerde (86) proto-onkogen “Int-
1” olarak kesfedilen Wnt ailesinin ilk {iyesi, bes yil sonra Drosophila melanogaster
segment polaritesinin ana dizenleyicilerinden biri olan “kanatsiz” genin homologu
olarak bulundu (87). “Wnt” terimi, bu iki gen isminin kaynasmasiyla yaratilmistir.
Wnt ailesi, diger organizmalarda Drosophila'dan Wntl'in ektopik ekspresyonu ile
gosterildigi gibi, oldukga gelisimsel olarak korunmus bir protein ailesidir ve ciddi
gelisimsel sorunlara neden olur (88). Insan Wnt ailesi, 15'ten fazla reseptdr veya
yardimci reseptor icin ligand gorevi goren on dokuz farkli sistein bakimindan zengin
glikoproteinden olusur (89). Bu sinyal yolunun, hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalma,
kendini yenileme / farklilasma vb. dahil olmak {izere normal organ gelisimi igin
gerekli olan bir¢ok hiicresel fonksiyonda rol oynadigi gosterilmistir (90). Yolun
kesfinden ¢ok hizli bir sekilde, ¢oklu islev bozukluklarinin ve bu yollarin
mutasyonunun metabolik (6rn. Tip 1l diyabet (91) , dejeneratif hastaliklar (6rnegin
Parkinson (92), Alzheimer (93) ) ve dzellikle kanserler (hepatokarsinom (94), kolon
kanseri (95), l6semiler (96) ) dahil olmak tiizere gesitli hastaliklarla iliskili oldugu

gosterilmistir.

Wnt sinyal yolu yogun bir sekilde incelenmis ve gozden gegirilmistir (97). Bu
yol genellikle ii¢ alt yola ayrilir: kanonik Wnt / B-katenin sinyal yolu , kanonik
olmayan duzlemsel hiicre polaritesi (PCP) yolu ve kanonik olmayan Wnt/ kalsiyum

yolu.
2.6.1. Wnt/ p-katenin Yolag:

Kanonik Wnt yolu olarak da bilinen Wnt / B-katenin sinyallemesinin
yapisinin ii¢ ana bileseni zar proteinleri, bozunma (imha) kompleksi ve B-katenin
proteini olarak gruplandirilabilir. Hiicre zarinda, Wnt proteinleri igin lokalize
Frizzled (Fzd) reseptorleri vardir. Fzd reseptorlerinin yaninda, lipoprotein reseptor
iligkili protein 5 ve 6 (Irp5 ve Irp6) genleri tarafindan kodlanan diisiik yogunluklu
lipoprotein reseptor iligkili protein grubuna (LRP) ait lokalize ligandlar bulunur (98).
Imha kompleksi, adenomatdz polipoz koli (APC), aksin, glikojen sentaz kinaz 3
(Gsk3), kazein kinaz 1o (CKla) ve Disheveled (Dvl) proteinlerinden olusur (99).

Wnt /-katenin yolu aktif olmadiginda, imha kompleksi ubikuitin pargaciklarinin

16



eklendigi B-katenin proteini etrafinda olusur. Bu siirecte axin ve APC, CK1la ve Gsk3
kinazlar tarafindan fosforile edilir. Wnt / B-katenin yolaginin aktif oldugu durumda,
CKla ve Disheveled'den Gsk3, fosforilasyon reaksiyonunun katalizasyonu igin [

katenin'e baglanir (99).

Wnt / B-katenin sinyalinin deregiilasyonu, dejeneratif hastaliklar, metabolik
hastaliklar ve kanser gibi ¢ok cesitli hastaliklarda gortlir (100, 101). Wnt / B-
katenin yolu, embriyonik gelisimde, dokunun kendini yenilemesinde ve c¢esitli
hastaliklarda 6nemli rol oynar . Wnt ligandlarinin yoklugunda (“kapali” durum), -
katenin APC / Axin / GSK-3R kompleksi tarafindan pargalanir . Wnt ligandlarinin
Frizzled transmembran reseptorlerine ve bunlarin LRP ortak reseptorlerine ("agik"
durum) baglanmasi, GSK-38'nin etkisizlesmesine ve sitoplazmada p-katenin
birikmesine neden olur. Daha sonra, yiiksek sitozolik PB-katenin, g¢ekirdege yer
degistirebilir, burada T hiicre faktori / lenfosit arttirici faktor (Tcf / LEF
)transkripsiyon faktorleriyle etkilesime girerek, Wnt-yanit veren genlerin
transkripsiyonel aktivasyonuna yol acar. Bircok Wnt'ye cevap veren gen, hiicre

proliferasyonu, goc ve istilada kritik rol oynar (102). Bu surecler endometrioziste de

yaygindir (1).

CGP049090

Sekil 2. Wnt / B-catenin sinyal yolu.
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A) Wntl, Wnt3a ve Wnt8 ("kapali" durum) gibi Wnt ligandlarinin
yoklugunda, B-katenin APC / Axin / GSK-3 kompleksi tarafindan bozulur. B)Wnt
ligandlarinin ~ Frizzled transmembran reseptorlerine ve bunlarin LRP  ko-
reseptorlerine ("agik" durumu) baglanmasi, GSK-3B'nin inaktivasyonuna ve
sitoplazmada B-katenin birikmesine yol agar. Daha sonra, yiiksek sitozolik B-katenin,
cekirdege yer degistirebilir ve burada Tcf / LEF transkripsiyon faktorleri ile
etkilesime girerek Wnt'ye yanit veren genlerin transkripsiyonel aktivasyonuna yol

acar.
2.6.2. Wnt/PCP Yolag

Wnt diizlemsel hiicre polaritesi PCP sinyal yolunun yapisi ayrica
transmembran reseptorleri Fzd ve Wnt proteinlerine dayanmaktadir. Bununla
birlikte, B-katenin'in katilimi yoktur. Temel PCP mekanizmasi alt1 proteinden olusur
(103). Tum bu molekdller, son sitoplazmik efektdr molekulleri aktive eder: kiglk
Rho GTPazlar (RhoA), c-jun N-terminal kinaz (JNK) ve nemo benzeri kinaz (NLK)
(104, 105). Duzlemsel hucre polaritesi (PCP), doku modelleme organizasyonunu ve
morfogenezi yonlendiren bir yoldur. Bu, epitel diizleminde polarizasyonu ve apikal-
bazal polarizasyonu ile tanimlanan epitelinin 6nemli bir 6zelligidir. Ayn1 yol,
dokulardaki hiicre gogii sirasinda epitelyal olmayan hiicrelerde de polariteyi
diizenleyebilir (106).

2.6.3. Wnt/Ca2+ Yolag:

Kanonikal olmayan kalsiyuma bagimli Wnt yolu, B-kateninden bagimsizdir,
ancak Fzd ve Wnt proteinleri, sinyalizasyonunda giiclii bir sekilde rol oynar.
Molekdler 6nemi, hucre i¢i kalsiyum birikimi ile gen ekspresyonunu kontrol
etmektir. Wnt kalsiyum sinyal yolaginda, Fzd proteini trimerik G protein ile baglanir.
Trimerik G proteini sinyali fosfolipaz C'ye (PLC) ve Wnt kalsiyum yolunun ana
bilesenleri olan 1,2 diagilgliserol (DAG), inositol 1,4, 5- trifosfat (IP3) ve kalsiyum
kalmodulin bagimli protein kinaz II (CaMKII) gibi kalsiyumla ilgili proteinlere
aktarir. Kalsiyum Wnt yolunun molekiiler mekanizmasi, PCP yolagindan biraz
farklidir, ¢iinki kilit yonu htcre igi kalsiyum seviyesinin dizenlenmesidir. 1P3
tarafindan mobilize edilen kalsiyum iyonlari, sitoplazmik protein T hiicreleri aktive

eden nikleer faktort (Nuclear factor of activated T-cells, NFAT) aktive eden protein
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fosfataz kalsinurini (CaN) aktive edebilir. Aktive edilmis NFAT, néronlarda, kalp ve
iskelet kas1 hiicrelerinde ve lenfositlerdeki proinflamatuvar genlerde ¢esitli genlerin

ekspresyonunu artirabilir (107, 108).

2.7. Tinzaparin Sodyum
2.7.1. Tinzaparin Sodyum Antitrombotik Etkisi ve Farmokinetigi

Flavobacterium heparinum heparinazin kullanilmasi yoluyla domuz bagirsak
mukozasindan unfraksiyone heparinin (UFH) enzimatik depolimerizasyonu, 6500
Da'lik (5500 ila 7500 Da arasinda degisen) ortalama molekiiler kiitlesi olan bir diisiik
molekiil agirlikli heparin (DMAH) olan tinzaparin sodyum (Innohep) uretir (109).

Tinzaparin, kan fibrin pihtilar1 olusumu dahil pihtilasmaya neden olan
reaksiyonlar1 inhibe ederek etki eder (110). UFH ve DMAH'lerin antikoagilan
aktivitesinin bir kismu faktor-Xa ve faktor-Ila'nin (trombin) inaktivasyonunu
hizlandiran antitrombine baglanma ve konformasyonel bir degisiklige neden olma
yetenekleri ile ilgilidir (111). Tinzaparinin antitrombotik etkilerini tanimlamak i¢in
kullanilan birincil biyolojik belirteg, anti-faktor Xa (anti-Xa) aktivitesidir (112).
UFH ile karsilagtirildiginda, DMAH'ler azalmis anti faktor-Ila aktivitesine ve artmis
anti faktOr-Xa aktivitesine sahiptir. Artan kanitlar gosteriyor ki, tinzaparin ve diger
DMAH:'lerin antirombotik aktiviteleri anti-faktor Xa (anti-Xa) aktivitesine ek olarak,
vaskiler endotelyumdan doku faktor yolu inhibitérinin (Tissue factor pathway
inhibitor, TFPI) salinmasiyla da iligkilidir (113). TFPI, antikoagulan etkisini faktor-
Xa aktivitesini inhibe ederek ve doku faktor(/ faktér 7a (tissue factor, TF / faktor-
VIla) kompleksinin aktivitesini azaltarak gosterir (114). Tinzaparin doku faktori
yolu inhibitériniin (TFPI) endotelden salimini uyarir. TFPI nin faktér Xa'ya
baglanmasi ile olusan kompleks tromboplastin faktdr VIla kompleksine baglanir ve

sonugta , koagiilasyonun ekstrinsik yolaginin inaktivasyonuna yol acar (110).

Tinzaparinin subkutan uygulamasindan sonra, mutlak biyoyararlanim, anti-
faktor Xa aktivitesi temelinde % 86,7'dir. Tepe plazma anti-faktor Xa aktivitesine
dort ila bes saat sonra ulasilir; anti-faktor Xa aktivitesinin antifaktor lla aktivitesine
orani ortalama 1,9-2,8: 1'dir. Bu oran UFH'deki orandan daha yuksektir (UFH de
anti faktor Xa / antifaktor II a orani yaklasik 1,2: 1). Tinzaparin'in dagilim hacmi

3.1-5.0 L'dir ve 3,9 saatlik bir eliminasyon yar1 6mrii vardir. Tinzaparin'in yar1 dmrii
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daha UFH'den daha uzundur. Bu daha uzun yar1 6miir , daha yiiksek biyoyararlanim
ve plazma proteinlerine daha az baglanma ile birlikte,glinde bir kez uygulanmaya
izin verir. UFH'den farkli olarak tinzaparin oncelikle doymamis bir renal mekanizma

yoluyla elimine edilir ve klirens hizi dozdan bagimsizdir (110).
2.7.2. Klinik Kullanim Alanlari

Venoz tromboembolizim tedavisi ve profilaksisi,akut koroner sendromlar ve
akut iskemik ataklar, obez hastalar vicut kitle indexi (body mass index, BMI) 26—
61 kg/m2 olan ,yasli ve bobrek fonksiyonlari iyi olmayan hastalar, hemodiyaliz

hastalar1 gebeler ve kanser hastalari klinik kullanimlar1 arasindadir.

Tinzaparin sodyum, antikoagiilan yeteneklerinin yani sira, gesitli preklinik

modellerde gosterildigi gibi, bircok de novo antikanser etkisine sahiptir (115).

2.8. Loprolid Asetat (Leuprolide Asetat)

Loprolid (leuprolide) asetat, prostat kanseri, endometriozis tedavisi, uterin
fibroidleri, santral puberte prekoks ve in vitro fertilizasyon teknikleri gibi gesitli
klinik uygulamar i¢in kullanilan gii¢lii bir gonadotropin salgilayict hormon reseptorii
(gonadotropin releasing hormone receptor, GnRHR ) agonisti olan sentetik bir
nonapeptiddir. Loprolid asetat, cerrahi kastrasyon ve 6strojen tedavisine alternatif
olarak prostat kanserinin tedavisi igin 1985 yilinda piyasaya siirtildi (116, 117).
Daha sonra, son 20 yilda 16prolid asetat, endometriozis ,uterin fibroidler ve santral
erken ergenlik (central precocious puberty, CPP) tedavisi icin ve in vitro
fertilizasyon (in vitro fertilization, IVF) teknikleri kullanim1 igin kokli bir ilag
haline gelmistir. Ayrica bu ilag artik Alzheimer hastaligi (alzheimer’s disease, AD),
polikistik yumurtalik sendromu (polycyctic ovary sendrome, PCOS), fonksiyonel
bagirsak hastaligi, boy kisaligi, premenstriiel sendrom (premenstrual sendrome,
PMS) ve hatta alternatif olarak dogum kontrolil i¢in potansiyel bir terapdtik olarak

arastirilmaktadir (13).

2.8.1. Loprolid Asetat (Leuprolid asetat) Etki Mekanizmas1 Ve

Farmakolojisi

Gonadotropin salgilayici hormon (gonadotropin releasing hormone, GnRH)

ve anologlar1 hipofiz bezi ilizerindeki gonadotropin reseptorlerine yiiksek afinite

20



gostererek etki ederler (118). GnRH saliminin genligi (pulsatif salinim) ve frekansi
dogrudan luteinize hormonun (luteinizing hormone, LH) ve folikul stimule edici
hormonun (follicle stimulating hormone, FSH) Gretimini dizenler (119). Pulsatil
olmayan GnRH uygulamasi veya uzun siireli GnRH agonistleri kullanimi
gonadotropin salgilayici hormon reseptoriini  (gonadotropin releasing hormone
receptor, GnRHR) duyarsizlastirir, boylece hipofiz tarafindan LH ve FSH saliniminin
azaltilmasi / inhibe edilmesi gergeklesir (120). Bir agonist olarak tanimlanan 16prolid
asetat, siirekli olarak terapotik dozlar i¢cinde uygulandiginda gonadotropin sekresyon
inhibitorii olarak fonksiyon gosterir. Hem hayvan hem insan ¢alismalari, 10prolid
asetatin ilk olarak hipofiz salgisinda ve serum FSH ve LH seviyelerinde keskin bir
artisa ve daha sonrasinda tedavinin ilk 3 giin i¢inde serum seks steroidlerinde artisa
neden olarak calisgtigim1 gostermektedir. Bununla birlikte, hipofizin GnRH
agonistlerinin  kronik uygulamasiyla siirekli uyarilmasi hipofiz GnRH
reseptorlerinin  "asagr  regiilasyonu" nedeniyle hipofiz-gonadal  eksenin
inhibisyonuna, hipofiz gonadotroflarinin duyarsizlasmasina ve dolasimdaki LH, FSH
ve seks steroid seviyelerinin 2-4 hafta i¢inde baskilanmasina neden olur (121).
GnRH ve GnRH anologlarinin uzun siire kullanimina bagl olusan genel yan etkiler
menopoz ve andropoz sirasinda yasananlar ile  karsilastirilabilir (122). Bu
semptomlar mide bulantisi, amenore, kemik mineral yogunlugundaki ( bone mineral
density, BMD) degisiklikler, libido azalmasi, depresyon, sicak basmasi / terleme,
uykusuzluk, bas agrisi, kilo alimi ve iktidarsizliktir. Bahsedilen bu genel yan
etkilerden en biyuk risk 16prolid asetat kullanimi ile ortaya ¢ikan potansiyel BMD
kaybidir (123).

Loprolid asetatin birgok farkli dozda ve formda uygulamalari mevcuttur. Bu
stiper agonist, GnRH reseptorler icin artan afinitesi nedeniyle dogal GnRH
peptidinden daha giicliidiir ve daha uzun yar1 6mre sahiptir (~ 3 saate karsilik 3 - 4
dk endojen GnRH ile karsilastirildiginda) (124). Biyoyararlanimi hem intravendz
hem de deri altt kullanimi  i¢in benzerdir. Son olarak, resmi bir ¢alisma

yapilmamasina ragmen, hicbir ilag-ila¢ etkilesimi olmadig:i spekiile edilmektedir
(125).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, Sivas Cumhuriyet Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali’nda yiiriitilmiis olup ¢alisma O©ncesinde Sivas Cumhuriyet
Universitesi hayvan deneyleri yerel etik kurulundan onay almmistir (Karar
numarast:307 Onay Tarihi: 03.09.2019). Ek olarak bu ¢alisma Sivas Cumhuriyet
Universitesi Bilimsel Arastirma ve Proje Birimi tarafindan desteklenmistir ( Proje
ID: T879). Calismada Cumhuriyet Universitesi Hayvan Ureme Merkezinden temin
edilen, toplam 40 adet geng, yetiskin, 20-25 gr agirhiginda fareler kullanildi. Yasam
ortami1 Sivas Cumhuriyet Universitesi hayvan labarotuarmnda 21+2 °C derecede,
ortam nemlilik % 6045 oraninda, giin 15181 12 saat giindiiz, 12 saat gece seklinde
duzenlendi. Hayvanlara istedikleri kadar fare yemi ve istedikleri kadar su verildi.
Ortam kosullar1 giinliik olarak kontrol edildi. Fareler haftalik olarak tartild: ve genel
saglik kontrolii yapildi. Bu c¢alismadaki tiim deneyler, Cumhuriyet Universitesi

Laboratuvar Hayvanlar1 Bakim ve Kullanim Kilavuzuna goére yapildi.

Biz bu c¢alismada literatiirde en cok tercih edilen, Vernon ve Wilson
tarafindan tarif edilen, uterusun periton bosluguna doku ototransplantasyonu sonucu

indiiklenen endometriosiz modelini kullandik (11).

3.1. Hayvan Deneylerinin Yapilmasi
3.1.1. Birinci Laparotomi

Tim farelere, 1 mL ketamin (50 mg / mL, Ketalarl; Eczacibasi Warner-
Lambert, Istanbul, Turkiye) ve 1 mL ksilazin (20 mg / mL, (Rompunl, Bayer,
Istanbul, Turkiye) kombinasyonunun intramiiskiiler uygulamasiyla anestezi
uygulandi. Deneysel prosediir icin, fareler sirtiistii yatirildi ve dezenfeksiyon ig¢in
karmlarma iyot uygulandi. Bir bisturi kullanilarak 2 cm'lik bir kesi yapildi. Deri alt1
ve kas tabakalar1 ayrildi ve karin boslugu agildi. Sag uterus boynuzu baglandi ve
rezeke edildi. 15 mm'lik bir doku pargasi microscissors kullanilarak kesildi. Bu
boliim saline yerlestirildi, uzunlamasina agildi ve endometriyum tabakasi
miyometriyumdan ayrildi. Endometriyumun kirpilmig pargasi, serozal ylizey
yerlestirilip sabitlenerek USP 4/0 poliglaktin siitiir kullanilarak bir damarm hemen
yanindan (Lactasorb PGLA®, Orhan Boz, Tiirkiye) karin duvarinin i¢ yiizeyine
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nakledildi. Abdomen kas tabakalar1 USP 3/0 poliglaktin siitiirler (Lactasorb
PGLA®, Orhan Boz, Tiirkiye) kullanilarak kapatildi.

1. laparotomi sonrasi fareler ilag tedavisi icin her grupda 8 adet olmak Uzere 5

gruba ayrildi:
1. Grup: kontrol grubu, ila¢ yok

2. Grup: Pr-loprolid asetat grubu (profilaksi grubu), 100 mikrogram/gin
I6prolid asetat (KT Lucrin 5 mg /ml Abb-vie Turkiye) subkutan dozunda post op 24.

saatte baglandi. 14 giin boyunca ayni1 dozda uygulandi.

3. Grup: Pr-tinzaparin grubu (profilaksi grubu), tinzaparin sodyum (Innohep
10000 IU 0.5 ml ABDIIBRAHIM Tirkiye) 10 mg/kg subkutan dozunda post op 24.

saatte baslandi. 14 giin boyunca ayni1 dozda uygulandi.

4. Grup: Tr-léprolid asetat grubu (tedavi grubu), 100 mikrogram/gin
subkutan dozunda postop 8. giin verilmeye baslandi. Post op 14. giine kadar ayni

dozda uygulandi.

5. Grup: Tr-tinzaparin grubu (tedavi grubu), tinzaparin 10 mg/kg subkutan
postop 8. giin baglandi. Post op 14. giine kadar ayn1 dozda uyguland:

3.1.2. ikinci Laparotomi

Farelerin 14 giin boyunca izlemi yapildi. Ardindan post op 14 giunde
eksangiunasyon yontemi ile Otanazi saglandi ve 2. laparotomiye gegildi.
Endometriotik odaklar eksize edildi. Elde edilen dokular, daha 6nceden steril edilmis
ve etiketlenmis 1.5 mL’lik eppendorf tiipe alind1 ve iizerlerine 1 mL Ribo Saver
(Gene All, Seoul, Korea) ¢ozeltisi eklendi. Total RNA izolasyonu yapilincaya kadar
-80 °C de saklandi.

3.2. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu igin GeneAll® Hybrid-R™ Kit kullanild1 (GeneAll®
Hybrid-R™ - Seoul, Korea. Cat. No. : 305-101- Lot. No. : 30519L09056).
Calismaya baslamadan once RNA izolasyonunda kullanilacak
laboratuvar ekipmanlar otoklavlanip sterilize edildi. Tim ornekler etiketlendi. -80

°C de ependorf tip igerisinde bulunan doku oOrnekleri oda isisinda ¢oziindiiriildii,

23



RNAlater (GeneAll RiboSaver, Seoul, Korea. Cat. No. : 351-001- Lot. No. :
35119K20013) ¢ozeltisi uzaklastirildi. Dokular steril lam Gzerinde bistiri ile kugtk
parcalara ayrild, etiketlenmis temiz ependorf tiiple igine alind1. Uzerine 1ImL Riboex
™ soliisyonu eklendi. (100 mg doku icin 1mL Riboex ™) 5 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi. Manyetik bilye kullanilarak mekanik homejenizasyon ile
fiziksel pargalama islemi tamamlandi. Her tipe 200 pL kloroform eklendi. 15 saniye
vortekslenerek 2 dk oda 1sisinda bekletildi. 12000 g de 15 dk 4°C’de santrifiij edildi.
Slpernatant steril yeni bir tiip igerisine alindi, tizerinde siipernatantin hacmi kadar
RBI tamponu eklenerek vortekslendi. Elde edilen 700 pL kadar karisim, kit
icerisinde bulunan kolon tiiplere aktarildi ve 10000 g de 30 sn santrifiij edilip alttaki
toplama tiipii atildi. Kolon ise yeni temiz bir toplama tiipli i¢ine yerlestirildi. Geri
kalan ornekler igin ayni islemler gergeklestirildi. Kolon tizerine 500 pL SWI ¢ozeltisi
eklendi. 10000 g de 30 sn oda sicakliginda santrifiij yapildi. Toplama tiipii atildi,
kolon yeni bir toplama tiipii tizerine yerlestirildi. Kolon i¢ine 500 pL RNW ¢0zeltisi
eklendi. 10000 g de 30 sn oda sicakliginda santrifiij yapildi. Alttaki toplama tiipi
icindeki faz dokiilerek, kolon i¢inde kalan sivinin tamemen uzaklastirilmasi icin
tekrar 1 dk 10000g de santrifiij yapildi. Toplama tiipleri atildi, kolonlar steril 1,5 mL
lik ependorf tiplere transfer edilerek tzerine 100 pL of RNase-free water eklendi. 1
dk. oda sicakliginda bekletildi. Caligmamizda daha sonra gerekli olan tim
mRNA’larmn eldesi i¢in 10000 g de 1 dk oda sicakliginda santrifiij yapildi. Total
RNA o6rnekleri bir sonraki adim i¢in -80°C” ye kaldirilarak saklandi.

3.3. Total RNA Cozeltisinin Kalite Kontrolu

Elde edilen orneklerin pL'sinde ka¢ nanogram RNA oldugunu hesaplamak
icin ve saflik kontrolii yapmak igin spektrofotmetrik 6l¢tim gerceklestirildi (Denovix
DS,) ve konsantrasyon tayinleri yapildi. Yaklasik olarak her bir 6rnek i¢in 20-40 ng
araliginda total RNA oldugu goriildii. RNA safligin1 dogrulamak i¢cin A260/280 oram
kullanildi. Sonraki basamaklarda expresyon analizleri i¢in kullanilabilecek nitelikte

kalitede saf RN A’ larin oraninin 1.8 -2.2 arasinda olmasina dikkat edildi.
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Resim 1. Denovix DS-11+ Microvolim Spectrophotometer
3.4. cDNA Eldesi

cDNA eldesi igin WizScript™ cDNA Synthesis Kit (South Korea) kullanildi.
Bu kit igerisinde yer alan bilesenler asagida belirtildi (Tablo 2).

Tablo 2. WizScript™ c¢DNA Synthesis Kiti bilesenleri ve reaksiyon
ortaminda bulunmas1 gereken ¢ozelti miktarlari.

Bilesenler Hacim
10X Reaction Buffer 2 uL
20X dNTP mix 1puL
Random hexamer 2 uL
WizScript™ RTase 1puL
RNase Inhibitor 0.5 pL
RNase free Water 3.5uL
Total 10 L

Her bir 6rnek icin yukaridaki olgiilerde hazirlanan X Reverse transcriptaz
master mix tiim orneklere yetecek sekilde stok halinde hazirlandi. Sonra stok master
mix, her bir 6rnegin konulacagi mikro tuplere 10 pL olacak sekilde dagitildi.
Onceden elde edilen RNA orneklerinden de, etiketlenmis mikro tiiplere uygun olacak
sekilde, 10 pL total RNA cozeltisi eklenerek pipetleme yapildi. Bilesenlerin daha iyi

karigmas1 ve hava kabarciklarini engellemek i¢in mikro santrifiijde hizlica bir spin
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yapildi. cDNA sentezi icin gerekli bilesenler mikrotiipler i¢cinde birlestirildikten
sonra, revers transkripsiyonun gerceklesmesi icin sicaklik kosullart ve siireler

asagidaki gibi olacak sekilde reaksiyon ayarlandi (Tablo 3).

Tablo 3. Reverz transkripsiyon sicaklik kosullar1 ve bekletme siireleri

Adim 1 Adim 2 Adim 3
Sicaklik (°C) 25 37 85
Zaman 10 dk 120 dk 5dk

Reaksiyon tamamlandiktan sonra elde edilen cDNA’ lar gen ekspresyonu
analizlerinin yapilmasi i¢in Real-Time gPCR de kullanilmak itizere —20 °C ye
kaldirildi.

3.5. Gen Expresyon Analizleri

Gen ekspresyon analizleri icin Applied Biosystem Step One Plus real time
PCR (USA) cihaz kullanildi. Real Time qPCR asamasinda GeneAll Real Amp TM
SYBR master mix (Seoul, Korea) kullanildi. Sentezlenen c¢DNA 6rneklerinin
kantitatif analizi i¢in SYBR Green ve pasif referans boyast ROX kullanilarak,
boyalarin floresan 1s1ma Ozelliklerinden yararlanarak real-time PCR gerceklestirildi.
Real Time qPCR asamasinda reaksiyon ortami toplamda 10 pL hacimde hazirlanmis

olup, bilesenleri asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. Real Time qPCR igin kullanilan igerik bilgisi

Bilesenler Miktar
5L
Master mix (2X) 0.2 uL
ROX (50X)
Ileri yonlii primer (10pmol) 0.4 L
Geri yonli primer(10pmol)
0,4 uL
Nuclease free water
3 uL
Kalip DNA(cDNA)
1L
Toplam hacim 10 pL

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan Real Time PCR mixi Applied Biosystem
gPCR 96 well mikroplaka’ya dagitild1 ve dikkatlice pipetlendi. Mikroplaka tizeri
optik yapiskan film ile kaplandi. Mikro plaka Real time PCR cihazina yerlestirildi ve
daha sonra real-time PCR cihzinda reaksiyonlar i¢in sicaklik kosullar1 ayarlandi. Her
bir gen bolgesi i¢in Real time PCR asamasindaki sicaklik kosullari, primerlerin
tasidigr N’lu organik bazlarin miktarina ve c¢esidine gore ayarlanmakta olup,
asagidaki gibi diizenlenmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Real Time PCR cihaz1 gen expresyonu i¢in sicaklik kosullart ve
dongii sayilari.

Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 10 dk

Denattirasyon 95°C 15 sn

Baglanma / Uzama

] 60 °C 1dk
Erime
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Bu caligma kapsaminda gen ekspresyonlar1 (ifadeleri) arastirilan gen
bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan primerlere ait bilgiler asagida verildi (Tablo
6). Real Time qPCR asamasinda house keeping gen olarak ACTB geni primerleri
kullanildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra veriler kaydedilerek analizler

gerceklestirildi.
Tablo 6. Ekpresyon Analizi I¢in Kullanilan Primer Gen Bilgileri

Ekpresyon analizi i¢in kullanilan primer bilgiler1 asagidaki tabloda belirtilmistir.

ILC3BII-F TTATAGAGCGATACAAGGGGGAG Oligomer
LC3BII-R CGCCGTCTGATTATCTTGATGAG Oligomer
Beclinl-F ATGGAGGGGTCTAAGGCGTC Oligomer
Beclinl-R TCCTCTCCTGAGTTAGCCTCT Oligomer
ATGS-F AGCCAGGTGATGATTCACGG Oligomer
ATGS5-R GGCTGGGGGACAATGCTAA Oligomer
ATGI12-F? TCCCCGGAACGAGGAACTC Oligomer
ATGI12-R? TTCGCTCCACAGCCCATTTC Oligomer
Beclin2-F TCAGCCGGAGACTCAAGGT Oligomer
Beclin2-R CACAGCGGGTGATCCACATC Oligomer
HIFla-F ACCTTCATCGGAAACTCCAAAG Oligomer
HIFla-R ACTGTTAGGCTCAGGTGAACT Oligomer
CateninB-F ATGGAGCCGGACAGAAAAGC Oligomer
CateninB-R CTTGCCACTCAGGGAAGGA Oligomer
GSK3b-F TGGCAGCAAGGTAACCACAG Oligomer
GSK3b-R CGGTTCTTAAATCGCTTIGTCCTG Oligomer
TCF-F CGCACCAGCAGTACAGATGAG Oligomer
TCF-R CAGCTTGGTCTGCGCCTTA Oligomer
WNT7a-F TCAGTTTCAGTTCCGAAATGGC Oligomer
WNT7a-R CCCGACTCCCCACTITGAG Oligomer
WNT10a-F GCTCAACGCCAACACAGTG Oligomer
WNT10a-R CGAAAACCTCGGCTGAAGATG Oligomer
WNT2-F CTCGGTGGAATCTGGCTCTG Oligomer
WNT2-R CACATTGTCACACATCACCCT Oligomer
ACTB-F GGCTGTATTCCCCTCCATCG Oligomer
ACTB-R CCAGTTGGTAACAATGCCATGT Oligomer

3.6. Gen Expresyonlar I¢cin Realatif Kantitasyonun Hesaplanmasi

Her bir gen bolgesi igin mesajct RNA (haberci, mRNA) expresyonu
miktarlariin belirlenmesinde, Aktin Beta (ACTB) referans geni  expresyonu
referans olarak kullanildi. Mesajc1 RNA expresyonunun kantitasyonlart i¢in ACTB
transkripti referans olarak kullanilip kontrol grubuna gére normalize edildi. Realatif
kantifikasyon hesaplanmasinda “Delta delta Ct Yontemi (AACt)” kullanildi. AACt
yonteminin hesaplamasi asagida belirtildigi gibi gerceklestirildi.

1. Hem hedef grupta (ila¢ uygulanan gruplar) hem de referans grupta
(kontrol grubu) her bir 6rnegin hem hedef mRNA (arastirilan genler)
hem de referans MRNA (house keeping gen; ACTB) icin Real Time PCR
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sonucunda Ct degerleri elde edildi. Her bir 6rnek 3 tekrarli olarak
yapildigindan her bir 6rnek i¢in her bir gen bolgesine iligkin 3 farkl Ct
degeri bulundu. Teknik tekrarli ¢caligmalarda Ct degerlerinin ortalamasi
alinarak hesaplamaya devam edildi. (Her bir 6rnek i¢in Ortalama: mean
Ct hesaplanmis oldu).

2. Hedef grupta hedef mRNA Ct degerinden, referans RNA Ct degeri
cikarilarak hedef grup ACt degerleri elde edildi.

3. Referans grupta hedef mRNA Ct degerinden referans mRNA Ct degeri
cikarilarak referans grup ACt degerleri elde edildi.

4. Hedef grup ACt degerlerinden referans grup ACt degerleri ¢ikarilarak
AACt degerleri elde edildi.

5. AACt degerleri 2 22t seklinde isleme almarak, ekspresyon seviyesinin
kat degisimi (Fold Change) hesaplanmasi yapildi.

6. Fold change degerinin 1’in iizerinde ¢ikmasi durumunda hedef grubu
MRNA ekspresyonunun, referans grubun mRNA ekspresyonuna gore
relatif olarak artis gosterdigi seklinde yorumlanmaktadir. Fold change
degerinin 1’in altinda c¢ikmasi durumunda ise hedef grubu mRNA
ekspresyonunun, referans grubun mRNA ekspresyonuna gore relatif

olarak azalig gosterdigi seklinde yorumlanmaktadir.

3.7. istatiksel Analiz

Tiim veriler normal dagilimdadir ve istatistiksel analiz GraphPad Prism 5
kullanilarak gergeklestirilmistir; sonuclar ortalama £ SEM olarak ifade edildi. Gen
ifadelenme katsayilarinin istatiksel karsilastirilmasi ANOVA ve devaminda Tukey
testleri ile yapildi. P degerinin <0,05 olmas1 anlamli kabul edildi. Veriler ortalama ve

standart hata olarak sunuldu.
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4. BULGULAR

Fare endometriozis modelinde tinzaparin sodyum ve l6prolid asetat ilaglarinin
hem proflilaktik hem de tedavi amagh etkilerinin WNT/beta-katenin yolagi temelli
olarak incelenmesinin amaglandigr bu g¢alisma kapsaminda toplamda 40 adet fare
kullanilmistir. Fareler kérlemesine her grupda 8 adet olmak tizere 5 gruba ayrildi. 40
farenin hepsinde endometriotik odaklar cerrahi olarak olustruldu. Profilaksi
gruplarina post op 24. saatte ilag verilmeye baslandi ve 14 giin boyunca devam
edildi. Tedavi gruplarina ise post op 8. gilinde tedaviye baslandi ve 2. operasyona
kadar uygulamaya devam edildi. Post operatif donemde herhangi bir komplikasyon

izlenmedi.

Bu tez kapsaminda endometriosiz hastaligi olusturulmus kontrol ve
endometriotik odaklar1 i¢in ila¢ uygulamasi yapilan fare gruplarinin uygulanan
ilaglar sonucunda 12 farkli genler Gzerindeki gen ifadelenme (ekspresyon)

katsayisina olan etkileri gosterilmistir.
GEN IFADE KATSAYILARI

Sekil 3°de kontol, I6prolid asetat 1. gin (l6plg), l6prolid asetat 7. gin
(16p79g), tinzaparin sodyum 1. giin (tnz1g) ve tinzaparin 7. giin (tnz7g) gruplarinin
hipoksi uyarilabilir faktor (hypoxia inducible factor I alpha, HIF1a ) gen ifadelenme
katsayilar1 gosterildi. Gruplarin hipoksi uyarilabilir faktor (hypoxia inducible factor I
alpha, HIFla ) gen ifadelenme katsayilart karsilastirildiginda istatiksel olarak
aralarinda anlaml fark bulundu (p<0,05). Loprolid asetat 7. giin (I16p7g) grubunun
hipoksi uyarilabilir faktor (hypoxia inducible factor I alpha,HIF1a ) gen ifadelenme
katsayis1 diger kontol, 16prolid asetat 1.giin (I16plg), tinzaparin sodyum 1. gin
(tnzlg) ve tinzaparin 7. giin (tnz7g) gruplarinin katsayilarindan anlamli olarak
yiiksek bulundu.(5,94+1,66 katsayisina kars1 sirasiyla 1,23+0,22, 2,31+0,75,
2,30+0,45 ve 2,80+0,42 katsayilar1).(p<0,05).
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Sekil 3. HIF1a

Sekil 3. Kontol, 16prolid asetat 1.gtin (16plg), l6prolid asetat 7. gun (16p79),
tinzaparin sodyum 1. giin (tnzlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tnz7g) gruplarinin
hipoksi uyarilabilir faktor (hypoxia inducible factor I alpha, HIF1a ) gen ifadelenme
katsayilari. Veriler ortalama ve standart hata olarak sunuldu. Gen ifadelenme
katsayilarinin karsilastirilmasit ANOVA ve devaminda Tukey testleri ile yapildi. P
degerinin <0,05 olmasi anlamli kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilari anlamh
farkl1 bulunmayan gruplar benzer harf ile isaretlenir iken anlamli farkli bulunan

gruplar farkl harf ile isaretlendi.

Sekil 4"de kontol, I6prolid asetat 1. giin (16plg), I6prolid asetat 7. gln
(I6p7g), tinzaparin sodyum 1. gln (tnz1g) ve tinzaparin sodyum 7. gln (tnz7g)
gruplarinin otafaji ile iliskili gen (autophagy related 5 , ATG5 ) gen ifadelenme
katsayilar1 gosterildi. Calisma gruplarinin otafaji ile iligkili gen (autophagy related 5 ,
ATGS5 ) gen ifadelenme katsayilar1 karsilastirildiginda genel olarak aralarinda anlamli
fark bulunmadi ancak tiim caligma gruplarinin gen ifadelenme katsayilart kontrol
grubundan daha ylksek olarak bulundu. (p>0,05). Léprolid 1. giin (I6p1g) grubunun
otafaji ile iligkili gen (autophagy related 5 , ATG5 ) gen ifade katsayisi sirasiyla
kontrol 16prolid asetat 7. gin (l6p7g), tinzaparin sodyum 1. gin (tnz 1g) ve
tinzaparin 7. giin (tnz 7g) gruplarimin katsayilar ile kiyaslandiginda istatiksel olarak

anlamli olmasa da en yiliksek olarak bulundu.(5,80+1,2, katsayr ile 1,30+0,37,
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3,11+0,52, 4,61+1,24 ve 5,72+2,00 katsayilar1). (p>0,05). Loprolid 7 giin (16p7g)
grubunun otafaji ile iliskili gen (autophagy related 5 , ATG5 ) gen ifadelenme
katsayis1 calisma gruplar1 icerisinde en diisiik katsayiya sahip olsa da kontrol
gurubundan daha yiksek olarak bulundu (3,11+0,52 degeri ile 1,30,0,37 degeri).
(p>0,05). Tinzaparin 7. giin (tnz7g) ile tinzaparin 1. giin (tnzlg) gruplarmin ATG5
gen ifade katsayilar1 birbirleri ile yakin degerlerde ve istatiksel olarak anlamli olmasa
bile kontrol grubunun katsayisindan daha yiiksek bulundu (5,72+2,00, 4,61+1,24
degerleri ile 1,30+0,37 degeri). (p>0,05).
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Sekil 4. ATG5

Sekil 4. Kontol, 16prolid asetat 1. giin (16p1g), 16prolid asetat 7. giin (16p79),
tinzaparin sodyum 1. giin (tnzlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tnz7g) gruplarinin
otafaji ile iligkili gen (autophagy related 5, ATGS5 ) gen ifadelenme katsayilar.
Veriler ortalama ve standart hata olarak sunuldu. Gen ifadelenme katsayilarinin
karsilastirilmast ANOVA ve devaminda Tukey testleri ile yapildi. P degerinin <0,05
olmast anlamli kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilari anlamli farkli bulunmayan
gruplar benzer harf ile isaretlenir iken anlamli farkli bulunan gruplar farkli harf ile

isaretlendi.

Sekil 5°de kontol, I6prolid asetat 1. giin (16plg), I6prolid asetat 7. gln
(16p7g), tinzaparin sodyum 1. giin (tnz1g) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tnz7g)
gruplarinin otafaji ile iligkili gen (autophagy related 12, ATG12 ) gen ifadelenme

32



katsayilar1 gosterilmistir. Calisma gruplari karsilastirildiginda genel olarak aralarinda
istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Tim gruplarin otafaji ile iliskili
gen (autophagy related 12 , ATG12 ) gen ifadelenme katsayilar1 kontrol gurubunun
gen ifade katsatisindan daha diisiik bulundu. Loprolid 1 giin (16p1g) grubunun otafaji
ile iligkili gen (autophagy related 12 , ATG12 ) gen ifadelenme katsayisi istatiksel
olarak anlamli olmasa da 16prolid asetat 7. giin (16p7g), tinzaparin sodyum 1. giin
(tnzlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tnz7g) gruplarinin gen ifadelenme
katsayisindan daha yiiksek bulundu (1,48+0,46 katsayi ile, 0,50+0,13, 0,84+0,15 ve
0,78+0,39 katsayilar1).(p>0,05). Ancak 16prolid asetat 7. gun (16p7g) grubu otafaji ile
iligkili gen (autophagy related 12 , ATG12 ) gen ifadelenme katsayisit kontrol,
I6prolid asetat 1. gun (I6plg) ,tinzaparin sodyum 1. gun (tnzlg) ve tinzaparin
sodyum 7. giin (tnz7g) gruplari i¢inde en diisiik katsay1 olarak bulundu.(0,50£0,13
degeri ile 1,69+0,64, 1,48+046, 0,84+0,15 ve 0,78+0,39 degerleri) (p>0,05).
tinzaparin sodyuml giin (tnz1g) ile tinzaparin sodyum 7. giin (tnz7g) gruplarinin gen
ifadelenme katsayilar1 istatiksel olarak anlamli olmasa da birbirlerine yakin
degerlerde ancak kontrol grubundan diisiik olarak bulundu.(0,84+0,15 ve 0,78+0,39
degerleri ile 1,69+0,64 degeri). (p>0,05).
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Sekil 5. ATG12
Sekil 5. Kontol, 16prolid asetat 1. giin (16p1g), 16prolid asetat 7. giin (16p79g),

tinzaparin sodyum 1. giin (tnz 1g) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tnz 7g) gruplarinin
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otafaji ile iliskili (autophagy related 12 , ATG12 ) gen ifadelenme katsayilar1. Veriler
ortalama ve standart hata olarak sunuldu. Gen ifadelenme katsayilarinin
karsilastirilmast ANOVA ve devaminda Tukey testleri ile yapildi. P degerinin <0,05
olmas1 anlamli kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilar1 anlamli farkli bulunmayan
gruplar benzer harf ile isaretlenir iken anlamli farkli bulunan gruplar farkli harf ile

isaretlendi.

Sekil 6°da kontol, I6prolid asetat 1. giin (l6plg), l6prolid asetat 7. gin
(I6p7g), tinzaparin sodyum 1. gln (tnz1g) ve tinzaparin sodyum 7. gln (tnz7g)
gruplarinin Beclin 2 gen ifadelenme katsayilari gosterilmistir. Calisma grupari
karsilastirildiginda istatiksel olarak aralarinda anlamli fark bulundu (p<0,05).
Tinzaparin sodyum 1. giin (tnz1g) grubunun Beclin2 gen ifadelenme katsayis1 diger
kontrol , 16prolid asetat 1. giin (16plg), 16prolid asetat 7. gun (16p7g) ve tinzaparin
sodyum 7. giin (tnz7g) gruplarinin gen ifadelenme katsayilarindan istatiksel olarak
anlamli ve yiiksek bulundu.(5,53+1,69 degerleri ile, 1,00+0,04, 3,12+0,69, 1,79+0,23
ve2,41+£0,86 degerleri) (p<0,05). Loprolid 1 giin (16plg), I6prolid 7. gun (I16p7g) ve
tinzaparin 7.gilin (tnz 7g) gen gruplarinin Beclin2 gen ifadelenme katsayilari istatiksel
olarak anlamli olmasa da kontol grubunun gen ifadelenme katsayisindan yiiksek

bulundu.( 3,12+0,69, 1,79+0,23 ve2,41+0,86 degerleri ile 1,00+0,04 degeri).
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Sekil 6. Kontol, 16prolid asetat 1. gun (16p1g), 16prolid asetat 7. giin (16p79),
tinzaparin sodyum 1. giin (tnz1g) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tnz7g) gruplarinin
Beclin 2 gen ifadelenme katsayilar1. Veriler ortalama ve standart hata olarak sunuldu.
Gen ifadelenme katsayilarinin karsilastirilmast ANOVA ve devaminda Tukey testleri
ile yapild1. P degerinin <0,05 olmas1 anlaml1 kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilar
anlamli farkli bulunmayan gruplar benzer harf ile isaretlenir iken anlamli farkli

bulunan gruplar farkli harf ile isaretlendi.

Sekil 7°de kontol, I6prolid asetat 1. giin (I6plg), l6prolid asetat 7. gin
(16p7g), tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tzn7g)
gruplarmin Beclin 1 gen ifadelenme katsayilar1 gosterilmistir. Calisma gruplart
arasinda istatiksel olarak anlamli fark bulunmadi. (p>0,05). Tiim gruplarin Beclinl
gen ifadelenme katsayilar istatiksel olarak anlamli olmasa da kontrol grubundan
yuksek bulundu.(p>0,05). Loprolid asetat 1. giin (16p1g) grubunun gen ifadelenme
katsayis1 kontrol, 16prolid asetat 7. giin (16p7g), tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve
tinzaparin sodyum 7. giin (tzn7g) gruplarinin Beclin 1 gen ifadelenme katsayilarina
kiyasla anlamli olmasa da en yiiksek olarak bulundu.(2,80+0,63 degeri ile,
1,36+0.34, 1,63+0,40, 2,59+0,97 ve 2,79+0,44 degerleri) (p>0,05). Loprolid asetat 7.
gun (16p7g) grubunun Beclin 1 gen ifadelenme katsayis1 anlamli olmasa da 16prolid
1. guin (16p1Q), tinzaparin sodyum 1 gun (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. gun (tzn7g)
gruplarin  katsayilarindan daha diisiik olarak bulundu.(1,63+0,40 degeri ile
2,80+0,63, 2,59+0,97 ve 2,79+0,44 degerleri.) (p>0,05). Tinzaparin 7. gln (tnz7g)
grubunun Beclin 1 gen ifadelenme katsayis1 anlamli olmasa da 16prolid asetat 1. giin
(I16plg) grubunun gen ifadelenme katsayina yakin olmasmna ragmen ondan daha
diisiik olarak bulundu(2,79 £0,44 degeri ile 2,80+0,63). (p>0,05). Tinzaparin sodyum
1. (tnz1g) gin grubunun Beclin 1gen ifadeelenme katsayisi anlamli olmasa da
kontrol grubundan ylksek ancak tinzaparin sodyum 7 . giin (tnz7g) grubunun gen
ifadelenme katsayisindan diisiik bulundu (,2,59+0,97 degeri ile ,1,36+0,34 ve
2,79+0,44 degerleri). (p>0,05).
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Sekil 7. Beclinl

Sekil 7. Kontol, 16prolid asetat 1. gun (16p1g), l16prolid asetat 7. giin (16p7g),
tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tzn7g) gruplarinin
Beclin 1 gen ifadelenme katsayilar1. Veriler ortalama ve standart hata olarak sunuldu.
Gen ifadelenme katsayilarinin karsilastirilmast ANOVA ve devaminda Tukey testleri
ile yapild1. P degerinin <0,05 olmasi anlaml kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilari
anlamli farkli bulunmayan gruplar benzer harf ile isaretlenir iken anlamli farklh

bulunan gruplar farkl harf ile isaretlendi.

Sekil 8"de kontol, I6prolid asetat 1. giin (16plg), I6prolid asetat 7. gln
(16p7g), tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. gun (tzn7g)
gruplarimin  beta katenin (B-catenin, cateninB) gen ifadelenme Kkatsayilari
gosterilmistir. Calisma gruplan karsilastirildiginda istatiksel olarak aralarinda
anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Biitiin gruplarin gen ifadelenme katsayilar1 anlamli
olmasa da kontrol grubuna kiyasla yiiksek bulundu.(p>0,05). Tinzaparin sodyum 1.
gun (tnzlg) grubunun beta katenin (B-catenin, cateninB) gen ifadelenme katsayisi
anlamli olmamasina ragmen kontrol, 16prolid asetat 1. giin (I16p1g), 16prolid asetat 7.
giin (16p7g), tinzaparin sodyum 7. giin (tnz7g) gruplarmin beta katenin (B-catenin,
cateninB) gen ifadelenme katsayisindan yiiksek bulundu (10,62 +3,62 degeri ile,
1,21+£0,32, 3,45+1,10, 6,00+2,63 ve 8,21£1,18 degerleri) (p>0,05). Loprolid asetat 1.

gun (16plg) grubunun beta katenin (B-catenin, cateninB) gen ifadelenme sayisi
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Ioprolid asetat 7. gin (I6p7g), tinzaparin sodyum 1. gln (tnz1lg) ve tinzaparin
sodyum 7 giin (tnz7g) gruplart arasinda en diisiik gen ifadelenme katsayisina sahip
olarak bulundu.(3,45+1,10 degeri ile 6,00+£2,63, 10,62+3,62 ve 8,21+1,87 degerleri)
(p>0,05)
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Sekil 8. CateninB

Sekil 8. Kontol, 16prolid asetat 1. giin (16p1g), 16prolid asetat 7. giin (16p79g),
tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tzn7g) gruplarinin
beta katenin (B-catenin, cateninB) gen ifadelenme katsayilart Veriler ortalama ve
standart hata olarak sunuldu. Gen ifadelenme katsayilarinin karsilastirilmasi
ANOVA ve devaminda Tukey testleri ile yapildi. P degerinin <0,05 olmas1 anlamh
kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilart anlamli farkli bulunmayan gruplar benzer

harf ile isaretlenir iken anlamli farkli bulunan gruplar farkli harf ile isaretlendi.

Sekil 9 “da kontol, I6prolid asetat 1. gun (I6plg), Ioprolid asetat 7. gln
(16p7g), tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. gun (tzn7g)
gruplarinin glikojen sentaz kinaz 3 beta (glycogen synthase kinase 3 beta, GSK3b)
gen ifadelenme katsayilar1 gosterilmistir. Caligma gruplar1 karsilagtirildiginda genel
olarak aralarinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Biitiin gruplarin gen ifadelenme
katsayilar1 kontrol grubuna kiyasla yiiksek bulunmasina ragmen istatiksel olarak
anlamli bulunmadi (p>0,05). Kontol, l6prolid asetat 1. giin (I16plg), tinzaparin

sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tzn7g) gruplarina kiyasla en
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yuksek glikojen sentaz kinaz 3 beta (glycogen synthase kinase 3 beta, GSK3b) gen
ifadelenme katsayist anlamli olmasa da 16prolid asetat 7 giin (16p7g) grubuna ait
olarak bulundu.(4,72+2,33, 10,72+2,69, 21,52+4,63 ve 5,78+0,88 degerlerine
karsilik, 30,37+£14,57 degeri ile) (p>0,05). Tinzaparin sodyum 1 giin (tnz1lg) grubu
glikojen sentaz kinaz 3 beta (glycogen synthase kinase 3 beta, GSK3b) gen
ifadelenme katsayis1 16prolid asetat 7. giin (16p7g) grubundan daha diisiik olmasina
ragmen anlamli olmasa da kontrol , I6prolid asetat 1 gin (I6plg) ve tinzaparin
sodyum 7. giin (tnz7g) gruplarindan daha fazla gen ifadelenme katsayimna sahip
olarak bulundu (21,52+4,63 degeri ile, 4,72+2,33, 10,72+2,69 ve 5,78+0,88
degerleri) (p>0,05). Tinzaparin sodyum 7. giin grubu ise kontrol grubundan yiksek
olmasina ragmen tiim gruplar (I6plg, 16p7g ve tnzlg ) arasinda en diisiik gen
ifadelenme katsayisina sahip olarak bulundu (5,784+0,88 degeri ile 4,72+2,33,
10,72+2,69, 30,37£14,57 ve 21,52+4,63 degerleri) (p>0,05).
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Sekil 9. GSK3b
Sekil 9. Kontol, 16prolid asetat 1. gun (16p1g), 16prolid asetat 7. giin (16p79),

tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tzn7g) gruplarinin
glikojen sentaz kinaz 3 beta (glycogen synthase kinase 3 beta, GSK3b) gen
ifadelenme katsayilari. Veriler ortalama ve standart hata olarak sunuldu. Gen
ifadelenme katsayilarinin karsilastirilmast ANOVA ve devaminda Tukey testleri ile

yapildi. P degerinin <0,05 olmas1 anlamli kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilari
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anlamli farkli bulunmayan gruplar benzer harf ile isaretlenir iken anlamli farkli

bulunan gruplar farkli harf ile isaretlendi.

Sekil 10°da kontol, I6prolid asetat 1. gin (16plg), l6prolid asetat 7. gin
(I6p7g), tinzaparin sodyum 1. gln (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. gin (tzn7g)
gruplarinin ince zincir 3 beta (light chain 3 beta, LC3BII ) gen ifadelenme katsayilari
gosterilmigtir. calisma gruplart kiyaslandiginda genel olarak aralarinda anlamhi
istatiksel bir fark bulunmadi (p>0,05). Tinzaparin sodyum 1. giin (tnz1lg) grubu
kontrol, I6prolid asetat 1 gin (16plg), I6prolid asetat 7. gin (16p7g) ve tinzaparin
sodyum 7.giin (tnz7g) gruplarina kiyasla en yliksek ince zincir 3 beta (light chain 3
beta, LC3BII ) gen ifadelenme katsayisina sahip olarak bulundu (4,58+1,13 degeri
ile, 1,10+0,16, 3,97+0,85, 1,84+0,31 ve 4,13+1,48 degerleri) (p>0,05). Tinzaparin 7.
giin (tnz7g) grubu ile 16prolid asetat 1 giin (I6plg) gruplarin ince zincir 3 beta
(light chain 3 beta, LC3BIl ) gen ifadelenme katsayilari anlamli olmasa da
birbirlerine benzer ve kontrol grubundan ytksek bulundu (4,13+1,48 ve,3,97+0,85
degerleri ile 1,10+0,16 degeri) (p>0,05). Kontrol grubuna goére daha yiiksek gen
ifadelenme katsayina sahip olmasina ragmen 16prolid 7 giin (16p7g) gurubunun ince
zincir 3 beta (light chain 3 beta, LC3BII ) gen ifadelenme katsayisi diger gruplardan
¢ok daha diisiik olarak bulundu.(1,84+0,31 degerine karsilik 1,10+0,16, 3,97+0,85,
4,58+1,13 ve 4,13+1,48 degerleri).(p>0,05).
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Sekil 10. Kontol, 16prolid asetat 1. giin (16p1g), 16prolid asetat 7. giin (16p7Q),
tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tzn7g) gruplarinin
ince zincir 3 beta (light chain 3 beta, LC3BIl ) gen ifadelenme katsayilari. Veriler
ortalama ve standart hata olarak sunuldu. Gen ifadelenme Kkatsayilarinin
karsilastirilmast ANOVA ve devaminda Tukey testleri ile yapildi. P degerinin <0,05
olmasi anlamli kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilar1 anlamli farkli bulunmayan
gruplar benzer harf ile isaretlenir iken anlamli farkli bulunan gruplar farkli harf ile

isaretlendi.

Sekil 11°de kontol, I6prolid asetat 1. gin (16plg), l6prolid asetat 7. gln
(16p7g), tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tzn7g)
gruplarinin transkripsiyon faktor (transcription factor, TCF) gen ifadelenme
katsayilar1 gosterilmistir. Calisma gruplari karsilastirildiginda genel olarak aralarinda
istatiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05). Tinzaparin sodyum lgiin (tznlg)
grubunun transkripsiyon faktor ( transcription factor, TCF) gen ifadelenme katsayisi
diger kontol, 16prolid asetat 1.giin (I6plg), lOprolid asetat 7. giin (I6p7g) ve
tinzaparin 7. giin (tzn7g) gruplarmin katsayilarindan anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (31,37+4,17 degeri ile , 1,28+0,27, 12,35+3,95, 14,67+4,92 ve 11,01£3,86
degerleri) (p<0,05). Loprolid asetat 1. giin (16plg), 16prolid asetat 7. giin (16p7g) ve
tinzaparin sodyum 7. giin (tnz7g) gruplarinin transkripsiyon faktor ( transcription
factor, TCF) gen ifadelenme katsayilar istatiksel olarak anlamliga ulagsmasa da
kontrol grununun gen ifade katsayisindan daha yiiksek olarak bulundu (12,35£3,95,
14,67+4,92 ve 11,0143,86 degerleri ile 1,28+0,27 degert).
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Sekil 11. TCF
Sekil 11. Kontol, 16prolid asetat 1. giin (16p1g), l6prolid asetat 7. giin (16p79),

tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tzn7g) gruplarinin
transkripsiyon faktor ( transcription factor, TCF) gen ifadelenme katsayilari. Veriler
ortalama ve standart hata olarak sunuldu. Gen ifadelenme katsayilarinin
karsilastirilmast ANOVA ve devaminda Tukey testleri ile yapildi. P degerinin <0,05
olmasi anlamli kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilari anlamli farkli bulunmayan
gruplar benzer harf ile isaretlenir iken anlamli farkli bulunan gruplar farkli harf ile

isaretlendi.

Sekil 12°de kontol, I6prolid asetat 1. gin (16plg), l6prolid asetat 7. gln
(I6p7g), tinzaparin sodyum 1. gln (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. gln (tzn7g)
gruplarinin kanatsiz tip-MMTV entegrasyon sitesi ailesi Uyesi 2 (wingless- type
MMTV integration site family member 2, WNT2 )gen ifadelenme katsayilart
karsilastirildiginda genel olarak aralarinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Tim
gruplarin gen ifadelenme katsayilar1 kiyaslandiginda anlamli olmasa da kontrol
grubundan daha yiiksek oldugu bulundu (p>0,05). Tinzaparin sodyum 1. giin (tnz1g)
grubunun kanatsiz tip-MMTV entegrasyon sitesi ailesi Uyesi 2 (wingless- type
MMTYV integration site family member 2, WNT2 ) gen ifadelenme katsayinin kontrol
J10prolid asetat 1. giin (16p1g), l16prolid asetat 7. glin (16p7g) ve tinzaparin sodyum 7.
giin (tzn7g) gruplarmin katsayilarindan daha yiiksek oldugu bulundu (31,70+1,06
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degeri ile ,1,28+0,26, 2,82+0,53, 1,56+0,39 ve 3,04+1,17 degeri) (p>0,05). Loprolid
asetat 7 giin (16p7g) grubunun kanatsiz tip-MMTV entegrasyon sitesi ailesi Uyesi 2
(wingless- type MMTYV integration site family member 2, WNT2 ) gen ifadelenme
katsayis1 anlamli olmasa da kontrol grunundan yiliksek olmasina ragmen loprolid
asetat 1. glin (16p1g), tinzaparin sodyum 1. glin (tnz1g) ve tinzaparin sodyum 7. glin
(tzn7g) gruplar arasinda en diisiik katsayiya sahip olarak bulundu (1,56+0,39 degeri
ile ,1,28+0,26, 2,82+0,53, 3,70+1,06 ve 3,04+1,17 degeri) (p>0,05).
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Sekil 12. WNT2
Sekil 12. Kontol, 16prolid asetat 1. giin (16p1g), 16prolid asetat 7. giin (16p7Q),

tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tzn7g) gruplarinin
kanatsiz tip-MMTV entegrasyon sitesi ailesi dyesi 2 (wingless- type MMTV
integration site family member 2, WNT2 ) gen ifadelenme katsayilari. Veriler
ortalama ve standart hata olarak sunuldu. Gen ifadelenme katsayilarinin
karsilastirilmast ANOVA ve devaminda Tukey testleri ile yapildi. P degerinin <0,05
olmasi anlamli kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilar1 anlamli farkli bulunmayan
gruplar benzer harf ile isaretlenir iken anlamli farkli bulunan gruplar farkli harf ile

isaretlendi.
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Sekil 13"de kontol, I6prolid asetat 1. gin (16plg), loprolid asetat 7. gln
(16p7g), tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. gin (tzn7g)
gruplarinin kanatsiz tip-MMTYV entegrasyon sitesi ailesi Uyesi 10 alfa (wingless- type
MMTV integration site family member 10 alpha, WNT10a )gen ifadelenme
katsayilar1 gosterilmistir. Calisma gruplarinin kanatsiz tip-MMTV entegrasyon sitesi
ailesi uyesi 10 alfa (wingless- type MMTYV integration site family member 10 alpha,
WNT10a ) gen ifadelenme katsayilar1 karsilastirildiginda genel olarak aralarinda
istatiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,05). ). Tinzaparin sodyum 1gin (tznlg)
grubunun kanatsiz tip-MMTYV entegrasyon sitesi ailesi tyesi 10 alfa (wingless- type
MMTYV integration site family member 10 alpha, WNT10a ) gen ifadelenme katsayis1
diger kontol, 16prolid asetat 1.giin (16plg), loprolid asetat 7. giin (16p7g) ve
tinzaparin 7. glin (tzn7g) gruplarinin katsayilarindan anlamli olarak yiiksek
bulundu.(7,36+2,13 degeri ile 1,17+0,26, 2,78+0,67, 2,27+0,56 ve 2,59+0,48
degerleri)(p<0,05). Loprolid asetat 1.giin (I6plg), 16prolid asetat 7. giin (16p7g) ve
tinzaparin 7. giin (tzn7g) gruplarinin kanatsiz tip-MMTV entegrasyon sitesi ailesi
uyesi 10 alfa (wingless- type MMTYV integration site family member 10 alpha,
WNT10a ) gen ifadelenme katsayilari istatiksel olarak anlamliga ulagsmasa da kontrol
grubunun katsayisindan daha ylksek olarak bulundu (2,78+0,67, 2,27+0,56 ve
2,59+0,48 degerleri ile 1,17+0,26 degeri).
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Sekil 13. Kontol, 16prolid asetat 1. giin (16p1g), 16prolid asetat 7. giin (16p79),
tinzaparin sodyum 1. gin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tzn7g) gruplarinin
kanatsiz tip-MMTV entegrasyon sitesi ailesi tyesi 10 alfa (wingless- type MMTV
integration site family member 10 alpha, WNT10a ) gen ifadelenme katsayilari.
Veriler ortalama ve standart hata olarak sunuldu. Gen ifadelenme katsayilarinin
karsilastirilmast ANOVA ve devaminda Tukey testleri ile yapildi. P degerinin <0,05
olmas1 anlamli kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilar1 anlamli farkli bulunmayan
gruplar benzer harf ile isaretlenir iken anlamli farkli bulunan gruplar farkli harf ile

isaretlendi.

Sekil 14°de kontol, I6prolid asetat 1. gin (16plg), l6prolid asetat 7. gln
(I6p7g), tinzaparin sodyum 1. gin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. gln (tzn7g)
gruplarinin kanatsiz tip-MMTYV entegrasyon sitesi ailesi yesi 10 alfa (wingless- type
MMTYV integration site family member 7 alpha, WNT7a )gen ifadelenme katsayilar
gosterilmistir. ¢calisma gurplar1 kiyaslandiginda aralarinda istatiksel olarak anlamli
fark bulunmadi (p>0,05). Loprolid asetat 7. giin (16p7g) grubunun kanatsiz tip-
MMTYV entegrasyon sitesi ailesi Uyesi 10 alfa (wingless- type MMTYV integration site
family member 7 alpha, WNT7a ) gen ifadelenme katsayisi kontrol, 16prolid 1giin
(I6p1g), tinzaparin sodyum 1 gun (tnz1g) ve tinzaparin sodyum 7 gin (tnz7g)
gruplarinin katsayilarindan anlamli olmasa da yiiksek bulundu (3,14+0,96 degeri ile
2,36+0,59, 2,17+0,72, 1,33+0,18 ve 0,36+0,07 degerleri).(p>0,05). Loprolid asetat 1.
gun (l6plg), tinzaparin sodyum 1. giin (tnz1g) ve tinzaparin sodyum 7 gin (tnz7g)
gruplarinin kanatsiz tip-MMTYV entegrasyon sitesi ailesi Uyesi 10 alfa (wingless- type
MMTYV integration site family member 7 alpha, WNT7a ) gen ifadelenme katsayilar
kontrol grubunun katsayisindan daha diisiik ve istatiksel olarak anlamsiz bulundu

(2,17+0,72, 1,33+0,18 ve 0,36+0,07 degerleri ile 2,36+0,59 degeri) (p>0,05).
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Sekil 14. Kontol, 16prolid asetat 1. giin (16p1g), l6prolid asetat 7. giin (16p7Q),
tinzaparin sodyum 1. giin (tznlg) ve tinzaparin sodyum 7. giin (tzn7g) gruplarinin
kanatsiz tip-MMTV entegrasyon sitesi ailesi tyesi 10 alfa (wingless- type MMTV
integration site family member 7 alpha, WNT7a ) gen ifadelenme katsayilar1. Veriler
ortalama ve standart hata olarak sunuldu. Gen ifadelenme katsayilarinin
karsilagtirilmast ANOVA ve devaminda Tukey testleri ile yapildi. P degerinin <0,05
olmast anlamli kabul edildi. Gen ifadelenme katsayilar1 anlamli farkli bulunmayan
gruplar benzer harf ile isaretlenir iken anlamli farkli bulunan gruplar farkli harf ile

isaretlendi.
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5. TARTISMA

En yaygin iyi huylu jinekolojik bozukluklardan biri olan endometriozis,
uterus kavitesinin disinda endometriyal ve stromal dokunun g¢ogalmasini igeren
kronik, inflamatuar ve Ostrojene bagimli bir hastaliktir (1). Endometriozis, sadece
ektopik implantlarla sinirli olmayip, biitiin reprodiiktif sistemi etkileyen karmagik bir
patolojiyi icermektedir (7) . Endometriozis, infertilite veya pelvik agrinin bir parcasi
olarak goriluyor ve endometriozis tanisi patogenezin karmasikligi, semptomlarin
cesitliligi ve zamaninda invaziv olmayan bir teshis aracinin olmamasi nedeniyle 7-10
yil gecikmektedir (9, 10). Yapilan bir ¢ok arasgtirmalara ragmen hastaligin
etyopatogenezi tam olarak ac¢iklanamamistir. Son 25 yildir endometriozisin
patogenezinde molekiiler ve hiicresel bircok kesifler yapildi. Eski tedavi
yontemlerinin ¢ogu endometriozisin semptomlarina yoneliktir. Yeni tedavi

yontemleri ise semptomlara degil hastaligin patogenezine odaklanmaktadir.

Biz bu ¢alismada insanlara 6zglin endometriozis hastaliginin patogenezinin
ve yeni tedavi yontemlerinin arastirilmasinda kullanilan fare endometriozis
modelinde tinzaparin sodyum ve 16prolid asetat ilaglarinin hem proflilaktik hem de
tedavi amagli etkilerinin, endometriozis patogenezinde yer aldigi disiiniilen ve
embryogenez, doku yenilenmesi ve hiicre ¢ogalmasi gibi yasamin temel olaylarinda
Onemli gorevi olan WNT/beta-katenin yolag: iizerindeki etkilerini degerlendirmeyi
amagladik. Bu sayede insanlarda endometriozis tedavisinde kullanilma potansiyeli
olan, etkili oldugu 6nemli sinyal yolaklar1 tanimlanmis, non-steroidal yeni ajanlarin

bulunabilirligini hipotez etmekteyiz.

Wnt / B-katenin yolu, embriyonik gelisimde, dokunun kendini yenilemesinde
ve c¢esitli hastaliklarda 6nemli rollere sahiptir (126, 102). Literatiire bakildiginda
bircok ¢aligma, Wnt/ B-katenin yolagimin anormal aktivasyonunun endometriozisin
patofizyolojisinde rol oynayabilecegini 6ne stirmiistiir (127, 128). Endometriozisin
patogenezi belirsizligini korumasina ragmen, implantasyon teorisi en yaygin kabul
goren teoridir (1). Implantasyon teorisine gore, endometriozis olusumu igin iki islem
kritik gorinmektedir: go¢ ve invazyon (1, 129). Wnt'ye yanit veren birgok gen,
hiicre ¢ogalmasi, gogii ve istilasinda 6nemli rollere sahiptir (126, 102). Bu suregler
endometrioziste de yaygindir (1). MMP-9, T hucreli faktor (t cell factor, Tcf ) Tcf/-

46


https://www.mdpi.com/2077-0383/9/5/1309/htm#B1-jcm-09-01309
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4451963/#CR1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4451963/#CR1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4451963/#CR1

catenin hedef genlerinden biridir. MMP-9 aktivitesinin hiicre istilasina karigtigi
bilinmektedir (130, 131). Son ¢alismalar, MMP-9'un gizli bir formunun hiicre
goclinde Onemli bir rol oynayabilecegini agikg¢a gostermistir (132, 133). Bu
bulgular, Wnt /-katenin yolaginin anormal aktivasyonunun, endometriozisli
hastalarin menstriiel endometriyal hiicrelerinin artan go¢l ve invazyonu ile
sonuclanabilecegini diisiindiirmektedir. Ek olarak, bir Tcf/ -katenin hedef geni olan
Cyclin D1'in mRNA ekspresyonu, orta sekretuar fazda endometriozisi olmayan
hastalara kiyasla, endometriozisli hastalarin endometrial epitel hiicrelerinde anlamli

olarak daha yuksektir (130).

Calismamizda incledigimiz transkripsiyon faktor ( transcription factor, TCF)
gen ifadelenme katsayisinin tinzaparin 1 giin grubunda (profilaksi) istatiksel olarak
anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Ayrica tnzlg disindaki tiim ilag gruplarinin

kontrol grununa gore anlamli olmasa da yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Cesitli organizmalarda yapilan birden fazla ¢aligma Wnt sinyal iletiminin
programlanmis hiicre Oliimiinii  bircok farkli yolaklardan regiile ettigini
gOstermistir.Yakin tarihli bir ¢alisma, aktive edilmis TNFoa — MMP-9-SRC-1
ekseninin ektopik endometriumu proinflamatuar sitokin aracili apoptozdan
korudugunu gostermistir (134). Endometriotik hiicreler anormal apoptotik diizenleme
sergiler (135). Wnt /-katenin sinyal yolunun anormal aktivasyonu, endometriotik
stromal hicrelerin  TNFa-MMP-9 ekseni yoluyla apoptoza direncinde de rol

oynayabilir.

Wnt-Frizzled sinyal yolagi ndron, endotel, wvaskiiller diiz kas ve
kardiyomiyosit gibi c¢esitli hiicre populasyonlarinda hem gelisim hem de hasar
(injury) sureclerinde apoptozu kontrol etmektedir (136). Hucrelerin blylmesi
stirecinde, Wnt sinyal iletimi var olan ¢evresel uyaranlara bagli olarak apoptozu

kolaylastirir veya engeller (137).

Biz calismamizda literatiire bakildiginda wnt yolagi lizerinden etki ettigi
kanitlanan tinzaparin sodyumun profilaksi dozu uygulanan grubun (Tnzl1g) otofaji ile
iligkili olan beclin2 geni iizerinde kontrol grubuna gore gen ifadelenme katsayinda

istatiksel olarak anlamli yiikseklik yaptigini saptadik.
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Agr1, endometriozisli hastalarda 6nemli bir klinik sorundur (138). Ancak,
altta yatan mekanizmalar heniiz tam olarak anlasilmamistir. Berkley grubu,
endometriozisdeki agr1 hipersensitivitesinin altinda yatanin santral sensitizasyon ile
iliskili oldugunu gosterdiler (139 ). Omurilik dorsal boynuzundaki merkezi
sensitizasyonla iligkili sinaptik plastisite (SCDH), kronik agr1 gelisimine kritik bir
sekilde katkida bulunur (140). Son zamanlarda yapilan bir hayvan deneyi, sinir
hasarmin hizli baslayan ve uzun stren Wnt ekspresyonuna ve birincil duyu
noronlarinda, SCDH noronlarinda ve astrositlerde Wnt / Frizzled / p-katenin

sinyalinin aktivasyonuna neden oldugunu gosterdi (141).

Endometriozisin neden oldugu agri i¢in mevcut tedaviler yetersizdir ve
NSAID'lerden ve hormonal modalitelerden olusur (142). Endometriozis 6strojen
bagimli bir hastalik oldugundan dolayr medikal tedaviler strojenik ve enflamatuar
durumu azaltmaya yoneliktir. Bu gesitli tedavilerin 6rnekleri arasinda GnRHa, GnRH
antagonistleri (GnRH-ant), sentetik androjenler ve Al'ler bulunur. Ostrojenler
endometriozisin biliylimesini saglarken, progestinler farklilasmaya, desidualizasyona
neden olur ve proliferasyonu onler. Hormonal tedaviler, yalanci gebelik veya
psodomenopoz yoluyla Ostrojenin etkisini azaltmayr amaglar. Ne yazik ki,
endometriozis genellikle progestin tedavisine direnglidir ve progestin tedavisi
genellikle basarisiz olur. Endometriosize bagl kronik agr1 tedavisinde gonadotropin
salgilayan hormon (GnRH) agonistleri, daha etkili bir tedavidir (143). GnRH
agonistleri endometrioziste en ¢ok tercih edilen ve en etkili ilaglardir. GnRH
agonisleri hipoostrojenenik bir tabloya yol acarak etki gosterirler (74). GnRh
agonistleri pituiter bez Gzerinde etki gostermektedir. GnRHa tedavisi, gonadotropin
reseptorlerini asagi diizenler ve viicudu gonadotropinlere karst duyarsizlastirir. Bir
agonist olarak tanimlanan 16prolid asetat, siirekli olarak terapétik dozlar iginde
uygulandiginda gonadotropin sekresyon inhibitorii olarak fonksiyon gosterir.
hipofizin GnRH agonistlerinin kronik uygulamasiyla siirekli uyarilmasi hipofiz
GnRH reseptorlerinin  "asag1 regiilasyonu" nedeniyle hipofiz-gonadal eksenin
inhibisyonuna, hipofiz gonadotroflarinin duyarsizlagsmasina ve dolasimdaki LH, FSH
ve seks steroid seviyelerinin 2-4 hafta iginde baskilanmasina neden olur (121). Bu
etkisinin yam1 sira immiin hiicrelerin silipresyonunda ve sitokin seviyesinin

regiilasyonunda da rol oynadigina dair yaymlar mevcuttur (144). Ancak GnRH
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agonisleri ile de tam kiir saglanamamaktadir. GnRH agonistleri ile tedavi edilen
hastalarda, tedaviden bes yil sonra minimal hastalik i¢in %37, siddetli hastalik i¢in
%74 rekiirrens bildirilmistir. Tedavi sonrasi, dismenorenin 6 ay icinde suratle geri
dondiigi, pelvik agr1 ve disparoninin ise 12 aya kadar geri dondiigli bildirilmistir
(74). GnRHa kullanimina ait ciddi bir yan etki de azalmis kemik mineral

yogunlugudur (BMD).

GnRH agonistlerinin endometriozise bagli kronik pelvik agr1 tizerindeki
tedavi edici etkisi gosterilmis ancak literatiire bakildiginda agri mekanizmasinda ve
endometriozis olusumunda yeri olabilecek olan WNT/ beta katenin yolag: ile iliskisi
aragtirtlmamistir. Bizim c¢alismamizda ise 16prolid asetatin tedavi dozu verilen
grubun (16p7g) hipoksi uyarilabilir faktor (hypoxia inducible factor I alpha, HIF1a )
geni lizerinde kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak gen ifadelenme katsayisinda
anlamli ytikseklik saptandi. LOp7g grubu disindaki tiim ila¢ gruplarinin da kontrol
grubuna kiyasla anlamli olmasa da gen ifadelenme katsayinda artis yaptiklarini
bulduk. Daha 6nceki ¢alimalar incelendiginde hif a genindeki artisin VEGF artisina

sebep oldugu ve anjigonesiz ile iliskilendirildigi goriilmiistiir.

Diisiik molekiil agirlikli heparin (DMAH) olan tinzaparin sodyum, kan fibrin
pthtilar1 olusumu dahil pithtilasmaya neden olan reaksiyonlar1 inhibe ederek etki eder
(145, 110). Antitrombotik profilaksi veya onkolojideki hastalarin tedavisi i¢in klinik
kilavuzlara gore, diisik molekiiler agirlikli heparin (DMAH) tercih edilen ilagtir
(146). Disiik molekiillii heparin tedavisi ile profilaksi yapilmasi gereken ¢ok sayida
gebe ve gebelik dis1 kullanimlar1 yaninda yeni ¢alismalarda kanser hiicrelerine karsi
WNT/beta-katenin yolagini da etkileyerek basart ile sitotoksik oldugu in vitro olarak

gosterilmigtir (12).

Tinzaparinin kanserli hastalarda roliinii degerlendiren ilk ¢alisma, 2006
yilinda Hull ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistir (147). Tinzaparin sodyum,
antikoagulan yeteneklerinin yan1 sira, gesitli preklinik modellerde gosterildigi gibi,
birgok de novo antikanser etkisine sahiptir. 2015 yilinda Pfankuchen ve
arkadaglar1 (148) tinzaparin'in antikanser Ozelliklerinin 6ncl bir yonlinl ortaya
cikardi; yetiskinlerdeki terapdtik antitrombotik dozajmma karsilik gelen bir dozda

tinzaparin kullanarak, insan yumurtalik kanseri A2780 hicre dizilerinin wnt yolagi
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Uzerinden cisplatin direncini tersine ¢evirmeyi basardilar. Bagka bir yerde incelendigi

Uzere tinzaparin hem antimetastatik hem de anti-anjiyojenik yetenekler sergilemistir.

Preklinik caligmalardan, heparinin metastatik tiimor yayilma siirecini inhibe
etme Kkabiliyetine sahip olduguna dair biriken kanitlar vardir (149). Ag¢iktir ki,
heparinin glikozaminoglikan (GAG) yapisi tarafindan tetiklenen LMWH'ler,
metastatik kaskadin gesitli asamalarina miidahale edebilir ve bdylece tiimdr hiicresi
adezyonunu, bulylme faktéri aktivitesini, anjiyogenezi, enzimatik heparanaz
aktivitesini ve trombin kaynakli prometastatik sinyali zayiflatir (150, 151) . Bununla
birlikte, DMAH'min kati tiimdrlerin sitostatik tedavisinin etkinligini etkileyip
etkilemedigi  bilinmemektedir, bu sadece birkag c¢alismada acgikca ele
alinmigtir. Pankreas kanseri (152) veya kiiciik hiicreli akciger kanseri olan hastalarin,
sitostatiklerin LMWH ile kombinasyonundan fayda gordiikleri gosterilmistir (153,
154).

Endometriozis lezyonun normal histolojisi nedeniyle iyi huylu bir durum
olmasina ragmen, kanserle patofizyolojik 6zellikleri paylasir. Malign hastaliklar gibi,
endometriotik implantlar da yerel ve uzak bolgelere yayilabilir. Endometriotik
lezyonlar diger dokulara yapisabilir, istila edebilir ve niifuz edebilir. Dolagimdaki
Ostrojen ve enflamasyonun neden oldugu artan hiicresel proliferasyon,
endometriozisin atipik endometriozise ve daha sonra endometriozise bagl
yumurtalik  kanserine  (EAOC:Endometriosis-Associated  Ovarian ~ Cancer)

ilerlemesinde 6nemli risk faktorleri olarak tanimlanmustir (47).

Tinzaparinin antimetastatik etkisi, farelerde bir B16 melanom hiicresi akciger
metastazi modelinde de 6ngoriilmiistiir. Melanom hticrelerinin IV inflizyonundan 4
saat once subkutan tinzaparin uygulamasi, kontrollere kiyasla % 89 oraninda akciger
tiimorii olusumunu indiikledi ( P <.001). Ilk dozdan sonraki 14 giin boyunca ilave
giinliik tinzaparin uygulamasi, akciger timori olusumunda% 96'lik bir orana ulasan

bir azalma saglamistir (115).

Angiogenezis, lokal timor buyumesi ve metastatik ilerlemede 6nemli bir
adimdir. Solid  tumorler  kendilerine uygun bir proanjiyojenik arka plan
olustururlar. Timor kaynakli anjiyogenez, hipoksiye bagl faktor-1 (HIF-1) -bagiml

veya bagimsiz bir sekilde tetiklenebilir. Kati bir tiimor olusturmak igin hizli habis
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hiicre proliferasyonu, oksijen arzi ve talebi arasindaki yerel dengeyi bozarak
intratimoral hipoksiye neden olur ve bu da HIF-1 {iretimini uyarir. EK olarak,
onkojenlerdeki ve tiimor baskilayict genlerdeki kanserojen genetik degisiklikler,
HIF-1'in artan c¢ikis1 veya azalan proteazomal bozunmasi i¢in temel uyarici
saglar. Bu nedenle HIF-1 birikimi, VEGF-a ekspresyonunu yukari regiile ederek
anjiyojenez ile sonuglanir (155). K6tii huylu hiicreler ayrica, doku faktorii (TF)
faktor VII komplekslerinin kendiliginden veya hipoksiye bagli sentezini ve
birlesmesini tesvik edebilir. Tinzaparin, TFPI saliniminin aracilik ettigi bir
antianjiyojenik potansiyele sahiptir. Mousa ve Mohamed bu potansiyelin doza
bagimli oldugunu, ancak bir civciv koryoallantoik membran timor implant
modelinde hem in vitro hem de in vivo uyarandan bagimsiz oldugunu gosterdi
(156). Tinzaparin ve rekombinant TFPI, yukaridaki modelde kolon karsinomu, insan

fibrosarkomu ve insan akciger karsinomu tiimoérlerinin biiylimesini azaltti.

Anjiyogenez, yeni kan damarlarinin olusumudur ve daha sonra, endometriotik
lezyonlarin olusturulmasi / siirdiriilmesi icin ektopik menstriiel dokuya fonksiyonel
kan damarlari olusturmak icin anahtar bir siirectir. VEGF protein ailesi, anjiyogenez,
vaskiilogenez ve lenfanjiyogenezdeki rolleriyle iyi bilinir. VEGF'nin endometrioziste
anjiyogenezi tetikledigini gostermektedir. Ayrica, insan ve hayvan modellerinden
elde edilen bu sonuglar, VEGF'nin endometriozis i¢in uygun bir isaret¢i olarak

acikea desifre edilmesinin zorluklarin1 gostermektedir.

Tinzaparin klinik uygulamada diigiik molekiillii heparin tedavisi ile profilaksi
yapilmast gereken c¢ok sayida gebe ve gebelik dist kullanimlari yaninda yeni
calismalarda kanser hiicrelerine kars1 WNT/beta-katenin yolagini da etkileyerek
basar1 ile sitotoksik oldugu in vitro olarak gosterilmeye baslanmis bir ila¢ olmasi
yoni ile secilmistir (12). Tinzaparinin bu o6zellikleri g6z oniinde tutuldugunda
endometrioziste WNT/beta-katenin yolagmin roliiniin incelenmesi agisindan uygun
ilag oldugunu diisiinmekteyiz. Literatiire bakildiginda tinzaparin sodyumun
antimetastatik , antianjiyojenik etkilerinin oldugu ve wnt yolagi iizerinde etkili
oldugu gosterilmis olsa bile olusumu sirasinda metastatik ve anjiyojenik ozellikler
goOsteren endometrozis Uzerinde etkisinin olup olmadigr ayrintili bir sekilde

arastirilmamustir.

51



Calismamizin sonuglart ilaglarin wnt /beta katenin yolag: ile iliskili
inceledigimiz  bazi genlerin ifadelenme katsayilarinda degisiklik yapabildigini
gostermistir. Ancak gen Uzerindeki bu etkilerin hiicre diizeyinde olusturdugu
etkilerin belirlenebilmesi i¢in daha ¢ok molekiiler diizeyde yapilacak arastirmalara
ihtiya¢ vardir. Cilinkii wnt yolag1 incelendiginde genel olarak Wnt sinyal yolaginin
embriyonik kok hucreler tzerine olan etkileri konusunda birbirine zit bulgularin
oldugunu gormekteyiz. Bazi g¢alismalar Wnt sinyal yolagmin embriyonik kok
hiicrelerde pluripotensi ve kendini yenileme 6&zellikleri i¢in gerekli oldugunu
gostermektedir. Ancak diger bazi caligmalar ise aksine Wnt sinyal yolaginin bu
hicrelerde farklilasmay1 uyardigi ve farklilasmanin engellenmesi igin  Wnt
inhibisyonunun gerektigini savunmaktadir (157). Aslinda bu durum sinyal yolaginin
molekiiler mekanizmasinin karmasiklig1 ve diger mekanizmalarla olan etkilesimleri
nedeniyle gozlenen dogal bir sonugtur. Ciinkii embriyonik gelisim esnasinda farkli
basamaklarda farkli Wnt ligandlari, reseptorleri, aktivatorleri veya antagonistleri
eksprese edilmektedir ve bunlara bagli olarak farkli etkiler gézlenmektedir. Bunun
haricinde Wnt sinyalinin hicre tarafindan degerlendirilmesi kok hiicrenin iginde
bulundugu mikrogevreye ve mikrogevrenin sagladigi diger sinyallerin etkisine baglh

olarak da degisebilmektedir (158).

6. SONUCLAR

Calismamizda I0prolid asetatin ve tinzaparin sodyumun endometriozis
olusumu tiizerinde etkisi oldugu disiiniilen Wnt/ beta katenin yolag: ile baglantisi
olan genler Gzerindeki etkilerini inceledik. Calismamizin sonuglart her iki ilag
grubunun da Wnt/ beta katenin yolag ile iliskili genlerin ifadelenme katsayilarinda
degisiklik yapabildiklerini gostermistir. Ayrica ¢aligmamiz hem profilaksi hem de
tedavi dozlarinin genlerin ifadelenmesinde degisiklik yapabildigini gostermistir.
Ancak endometriozis odaklarmin gerilemesinde ya da yok edilebilmesinde
etkilerinin olup olmadiginin gosterilebilmesi ve etkin doz araliginin bulunabilmesi
icin daha fazla ¢aligsmaya ihtiyag¢ vardir. Bu ¢alismada fare endometriozis modelinde
I0prolid asetat ve tinzaparin ilaglarinin hem proflilaktik hem de tedavi amagh

etkilerinin  WNT/beta katenin  temelli olarak gen ifadelenme katsayilarinin
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incelenmesi  s0z konusudur. Gen ifadelerinin hicre duzeyindeki etkilerinin

gosterilebilmesi daha fazla sayida molekiiler diizeyde ¢alismayla miimkin olabilir.

Insanlarda klinik uygulamaya sokulabilecek yeni tedavilerin ve yeni ilag
endikasyonlarinin gelistirilmesinin Oniinli agmak agisindan c¢alismamiz 6nem arz

etmektedir.
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