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OZET

ENDOMETRIOZIiS HASTALARINDA EVRELERE GORE GALEKTIN-3
SEVIYELERININ iNCELENMESI

Dilsan Fulya KIZILGEDIK
Farmasotik Biyokimya Ana Bilim Dali
Danisman: Dr.Ogr. Uyesi Ceylan Hepokur

2019, 86 Sayfa

Endometriozis, endometrial bez ve stromanin uterus disinda bulunmasi olup,
benign, kronik inflamatuar, Ostrojen bagimli ve insidansi yiiksek bir hastaliktir.
Genellikle genetik, gevresel, immanolojik, anjiyojenik ve endokrin suregleri igerdigi

distiniilmektedir.

Galektin-3 viicutta yaygin olarak dagilir, ancak ekspresyon diizeyi organlar
arasinda degisir. Galektin-3, hiicre biiyiimesi, farklilasma, apoptoz, hiicre adezyonu,
anjiyogenez, inflamasyon, fibrogenez ve tumor ilerlemesi dahil olmak tizere bircok
fizyolojik ve patolojik sirecte temel rol oynayan c¢ok islevli bir proteindir.
Omurgalilarda bulunan galektinler, sitoplazmada ve ¢ekirdekte, hiicre ylizeyinde ve
hiicre dis1 alanda bulunur.Hiicre i¢i etkilerinin aksine galektin-3-hensin etkilesimi,
metabolik asidoz sirasinda renal adaptasyon icin gerekli oldugu diisliniilen hensin
oligomerizasyonunu destekler. Hiicre dis1 galektin-3 ekspresyonu, organ fibrozu,
timor gelisimi ve ilerlemesi, noral dejenerasyon, ateroskleroz, diyabet ve Kkalp

yetersizligi gibi bazi insan hastaliklarinda artmistir.

Endometriozis  hastalarin  evrelerinde serum  galaktin-3  ekspresyon
seviyelerinin arastirilarak invazif olmayan tanisal biyobelirte¢ olarak potansiyel
glclerini Galektin-3 ekspresyon degisimleri RT-PCR yontemiyle ortaya koymak

hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Endometriozis, Galektin-3, PCR



ABSTRACT

INVESTIGATION OF GALECTIN-3 LEVELS ACCORDING TO STAGES IN
ENDOMETRIOSIS PATIENTS

Dilsan Fulya KIZILGEDIK
Department of Pharmaceutical Biochemistry
Supervisor: Assistant Professor Dr. Ceylan Hepokur

2019, 86 Pages

Endometriosis is the presence of endometrial gland and stroma outside the
uterus and is a benign, chronic inflammatory, estrogen-dependent disease with a high
incidence. It is generally thought to involve genetic, environmental, immunological,

angiogenic and endocrine processes.

Galectin-3 is widely distributed in the body, but the level of expression varies
between organs. Galectin-3 is a multifunctional protein that plays a key role in many
physiological and pathological processes including cell growth, differentiation,
apoptosis, cell adhesion, angiogenesis, inflammation, fibrogenesis and tumor
progression. Galectins in vertebrates are found in the cytoplasm and in the nucleus,
on the cell surface and in the extracellular domain. In contrast to intracellular effects,
galectin-3-hensin interaction supports the oligomerization of hensin, which is
thought to be necessary for renal adaptation during metabolic acidosis. Extracellular
galectin-3 expression is increased in some human diseases such as organ fibrosis,
tumor development and progression, neural degeneration, atherosclerosis, diabetes

and heart failure.

The aim of this study is to investigate the potential levels of galactin-3
expression in the stage of endometriosis patients and to demonstrate their potential

strength as a non-invasive diagnostic biomarker by means of RT-PCR.

Key Words: Endometriosis, Galectin-3, PCR
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1.GIRiS

Endometriozis, uterus disinda endometrial bezlerin ve stroma varliginin
devami olarak bilinmeyen etiyolojiye sahip jinekoloijik hastaliktir ve diiz kaslarin
diizensiz proliferasyonu da endometriozis lezyonlarinin tipik bir bilesenlerini
olusturmaktadir (1). Endometriozis, sadece ektopik implantlarla sinirli olmayip tiim
reprodiiktif sistemi etkileyen karmagik bir patolojiyi icermektedir (2).Ufak
lezyonlardan, mesane, iireter ve barsaklar1 iceren adhezyonlara, tuba ve overlerin
anatomisini bozan biiyiik ¢apli endometriomalara kadar degisik Klinik yelpazede
izlenmektedir (3).

Endometriozis, endometrial stroma ve glandiler dokularin endometrium
disinda yerlesimi (4) olan iyi huylu jinekolojik hastaliktir. Endometrial bezlerin ve
uterus boslugu disindaki stroma varlig ile tanimlanir. Ektopik endometrial hicreler,
rektum, mesane ve yumurtaliklar gibi pelvik organlara yayilabilir. Yayilma, diizensiz
uterin kanama, disparoni, kronik pelvik agr1 ve kisirlik gibi cesitli klinik bulgulara
katkida bulunur (5-6).

Endometriozis, Ureme ¢agindaki kadinlarin %10'unun tizerinde etkilidir
(1-3). Istatistiksel olarak endometriozisli kadinlarin %30-50'si infertil, infertiliteli
kadilarin %25-50'sinde endometriozis vardir (7). Her ne kadar endometriozis ve
infertilite arasindaki iligki iyi kurulsa da, altta yatan mekanizmalar bilinmemektedir
(7).

Endometriozisli hastalarda anormal endometrial gelisimin, endometriozis ile
iliskili infertiliteye katkida bulundugu &ne siiriilmiistiir (8). Insan dokusu ve fare
modeli ¢aligmalari, endometrial alicilifin molekiiler markoérlerinin hem insanlarda
hem de endometriozisli farelerde degistigini gostermistir (8).

Endometriozis ilk olarak 1800 yilinda medikal literatiirde yeralarak kabul
goriip tam anlamiyla ise 20. yiizyilda tanimlanmistir. Klinik ve histolojik olarak
konuyla ilgili ilk veriler John Sampson tarafindan bildirilmistir. Sampson, pelvisteki
peritoneal endometriozisin endometrial hiicrelerin ekilmesi sonucu oldugu goriisiinii
savunarak 1927 yilinda “ Peritoneal kaviteye endometrial dokunun menstriiel

disseminasyonu sonucu peritoneal endometriozis’” seklinde yayinlamistir (9).



Sekil 1. Endometriotik implantlarin yerlesim yerleri ( The New England
Journal of Medicine 2001.Endometriosis )

Integrinler, matriks metaloproteinazlar (MMP'ler) ve homeobox genleri
(HoxA10) endometriozisli kadimnlarin 6topik endometriyumunda anormal sekilde
ekspresyon seviyeleri gosterir (10,11). Vaskiler endotel biyume faktori (VEGF)
seviyelerinde degisiklikler de dahil olmak {izere diger biyokimyasal veya molekiiler
belirteglerde degisiklikler bildirilmistir (12) ve interlokin 6 (IL-6) (13). Bir B-
galaktosid baglayici protein olan Galektin-3 son zamanlarda embriyonik
implantasyon sirasinda endometriyal alicilikla iligkilidir (14,15).
~ 31 kDa lektinli Galektin-3, bir kolajen-a benzeri alan, bir N-terminal alan1 ve
karbonhidrat tanima alan1 (CRD) igerir (12). Galektin-3'Un yapisindaki {i¢ yap1
hiicre adezyonu, gog, hucre-hiicre dis1 matris etkilesimleri (16), bagisiklik tepkisi,
(17) ve sinyal iletimi (18) dahil olmak Uzere spesifik biyolojik islevler kazanmasini
saglar . Endometrial hicreler ve trofoblast hiicreleri dahil olmak Gzere birgcok hiicre
tipinde Galektin-3 gosterilmistir (16-19). Onceki ¢aligmalar, Galektin-3'iin salg1
fazindaki endometrial hiicrelerde, erken gebelikte plasental dokuda ve implantasyon

bolgesinin spesifik olarak eksprese edildigini bildirmistir (20).



Cekirdek ve sitoplazma arasina giren Galektin-3, nlkleer ve sitoplazmik bir
kompleksin bir bilesenidir.(21). Ayrica, endometriozise bagli kisirligin anormal seks
hormonu regulasyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir (22).

Caligsmada, hlcre yapismasi, gog, anjiyojenez ve istilada blyik rol oynayan
bir grup karbonhidrat baglayict protein iiyesi olan galektin-3'in potansiyel roli
arastirilacaktir (22).

Galektin-3  ekspresyonu  deneysel endometriozis vakasinda  diistiniilen
galektin-3'n endometriozis gelisiminde  potansiyel  bir  roli  olabilecegini

goOstermektedir (22).



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Endometriozis

Endometriozis, Ostrojen bagimli bir inflamatuar hastalik seklinde tanimlanir
diger tanimla tanimlarsak endometriyal stroma ve bezlerin uterus diginda biiyiimesi
olarak tanimlanir (23). Bu hastalik 19. yiizyilda Karl VonRokitansky tarafindan
myometrium icerisinde ektopik endometriyum dokusunun go6zlenmesi ile
kesfedilmigtir (24).

Endometriozis, ekstrauterin (ektopik) bolgelerde endometrial hicrelerin
buyiimesi ile karakterizedir. Ureme ¢agindaki kadinlarm % 10'unu etkileyebilir (25-
26). Endometriozisin agiklandigir birgok teori vardir. Bunlar Sampson Retrograd
Akim Teorisi, Lenfatik ve Vaskiiler Yayilim, C6lomik Metaplazi, indiiksiyon Teorisi
olarak literatiirde yer almaktadir (26).

Endometriozisin patogenezini agiklamak icin gesitli teoriler olusturulmustur
(27).

A. Retrograd akim teorisi ( Sampson’un teorisi )

Sampson retrograd akim teorisinde, endometrial dokunun retrograd

menstruasyon sonucu pelvik periton iizerine yerlestigini bildirmistir (28).

Ama tiim kadinlar i¢cin bu bdyle degildir ve retrograd menstruasyon %90

oraninda goriilmektedir (29).Endometriozis implantasyon oranlarmin farkli

olmasina hormonlarin ve immiinolojik faktorlerin yol agtigi One
siiriilmektedir (29). Sampson’un teorisi asagidaki bulgularla desteklenmistir

9)

1. Menstruasyon goren kadinlara yapilan laparoskopi sirasinda tiiplerin
fimbrial uglarinda kan akis1 izlenmistir (30)

2. Endometriozis en sik overler, cul — de — sac , uterosakral ligamentler,
posterior uterus ve posterior broad ligamentlerde gorulir (31,32).

3. Menstriiel akimdaki endometrial fragmanlar doku kiiltlirlerinde
geligebilirler ve kadinlarda menstruasyon sonrasi peritoneal sividan elde edilebilirler
(33).

4. Menstriiel akim obstriiksiyonu olan kadinlarda endometriozis insidansinin

daha yiiksek oldugu saptanmistir (34).



5. Endometriozis riski, menstriiel siklusu kisa ve akimi uzun olan kadinlarda
daha yuksektir (35).

Retrograd menstruasyon, endometriozisli kadinlarda hastaligi olmayanlara
gore daha sik goriilmektedir (30). Menstruasyon doneminde veya erken folikuler
fazda kadinlarin %59- 79°nda peritoneal sivida endometrial hiicrelerin varligi rapor
edilmistir(33,36,37). Servikal stenoz, Miilleriyen anomaliler gibi anatomik
bozukluklarin varliginda endometriozisin daha sik goriilmesi bu teoriyi
desteklemektedir. Genital organlarda menstriiel kanin digar1 akimini saglayan yolda
herhangi bir tikaniklik olmast bu geng kadinlarda endometriozis olusum insidansini
arttirmaktadir (34). Yapilan c¢alismalarda klasik ve deneysel verilerle bu hipotez
kanitlanmistir (38,39).

B. Colomik metaplazi teorisi ( Meyer’ in teorisi )

Colomik metaplazi teorisi normal dokunun diger normal bir dokuya
donlismesi anlamina gelir. Colomik kavite (periton) farklilasmamis hiicreler ve
endometrial dokuya doniisme potansiyeli olan hiicreler icermektedir. Colomik
epitelin endometrial dokuya metaplazisi endometriozis etyolojisinde yer almaktadir
(40).1919 yilinda o6ne siiriilen bu teori puberte 6ncesinde, 7 menopoz déneminde ve
kanser tedavisi nedeniyle ostrojen kullanimina bagli olarak ortaya ¢ikan nadir
endometriozis olgularin1 agiklamaya yoneliktir (41).

(Co6lomik metaplazi teorisini destekleyen diger noktalar

1.Endometriozisin Miillerian anomali yoklugunda da ergen kizlarda olabilir
(42).

2.Endometriozis ergenlik 6ncesi kizlarda rapor edilmistir (43).

3.Endometriozis hi¢ menstruasyon olmayan kadinlarda da goriilmiistiir (44).

4.Endometriozis, bas parmak, uyluk, dizde, mezenkimal ekstremite
tomurcuklarindan erken embriyogenez sirasinda ¢élomik epitele yakin kisimlardan
gelismis olabilir (44). Colomik epitel metaplazisi kurami 6zel durumlar disinda
sadece kadinlar oldugunu, pelviste ve {liretken donemde daha sik goriilmesini

aciklayamamaktadir.



C. Indiiksiyon Teorisi

Indiiksiyon teorisi ¢dlomik metaplazi teorisinin daha genisletilmis formudur
ve peritona yayilan endometrial debrinin farklilasmamis periton hiicrelerini aktive
ederek metaplaziye gitmesini saglayan faktor salgilandigini ileri siirer. Periton
hiicrelerinin kendiliginden ya da bir etken yardimi ile metaplazi gelistirdigini
gosteren bir delil yoktur (41,45).

D. Implantasyon teorisi

Endometrial dokunun menstruasyon sirasinda fallop tiipiinden gecerek batina
dokiilmesi ve yerlesmesini savunur. Bu nedenle endometriozisin gelisimi periton
bosluguna ulasan doku miktarina, endometrial hiicrelerin peritona yapigsmasini
saglayan faktorlere veya kadinin immiin sisteminin menstriiel kan1 yok edebilmesine
baglidir (46). Epizyotomi yerinde, sezeryan ve diger cerrahi skarlarda endometriozis
olusumunu izah etmektedir. Pelvis disindaki dokularda endometriozis gelisimi
endometrial hiicre veya dokularin lenfatik veya kan yoluyla yayilimi ile olabilir.

E. Genetik faktorler

Bazi kadinlarda peritoneal kaviteye menstruel debrislerin taginmasina ragmen
endometriozis gelismemesi genetik ve immiinoloji faktorleri diistindiirmiistur.
Simpson, endometriozisli hastalarin birinci derece akrabalarinda riskin 7 kat fazla
oldugunu gostermistir (47). Monozigotik ikizlerde yapilan bir ¢calismada 14’iinde es
zamanli 8 endometriozis rapor edilmistir (48). Endometriozis vakalarinda ektopik
dokularda klonal genetik degisiklikler ve yaklasik %50’ sinde 1. kromozomda
delesyon izlenmektedir. Birinci kromozomda en sik izlenen delesyonlar
endometriozisin her tipinde, evresinde, periton implantlarinda, endometriomalarda ve
umbilikusdaki nodullerde tespit edilebilmektedir (49).

F. Immiinolojik faktérler

Immiin sistem, kesinlesmemis olmakla beraber énemli 6lciide endometriozis
patogenezinde rol almaktadir (50). Endometriozisli kadinlarda immiin sistemde
degisiklikler olabilir ve hastalik pelvik kaviteden kaynaklanan canli endometrial
hiicrelerin azalmis immiinolojik klirensi sonucu gelisebilir (51,52). Endometriozisin
dogal immiin fonksiyondaki bozukluga bagli olusan otoimmiin bir patoloji de oldugu
diistintilmektedir (53). Normal sekilde reflii varligi ger¢eklesen endometrial hiicreler

ekstraselliiler matrikse yapismaz ve bu hiicreler kendi adhezyon reseptorlerinden



farkli uyarilar alarak apoptozise ugrarlar. Endometroizisli kadinlarda bu hiicreler
peritonun mezotelial hiicrelerine yapisma, prolifere olma ve neoanjiogenezis
olusturma kapasitesine sahiptir. Bu da endometriozisin gelismesi ile su¢glanmaktadir
(54). Endometriozisli olgularda periton sivisinda makrofajlar, T lenfositler, NK
(naturel killer) hiicrelerinin konsantrasyonlarinda artis mevcuttur. Makrofajlarin
sekresyonlarindaki biiylime faktorlerinde ve inflamasyon oncesi sitokinlerde artig
izlenmektedir. Endometriozis olan kadinlar peritoneal makrofajlarin yiiksek bazal
aktivasyonuyla sperm motilitesini azaltip sperm fagositozunu artisina neden olarak
veya fertilizasyonu onleyerek dogurganligi bozmaktadir (55,56). Endometriozisin
apoptozis ve proliferasyon arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklanabilecegi
diistintilmektedir (57).Ektopik endometriumun proliferasyon hizi, steroid hormon
seviyeleri ve apoptozis belirtecleri normal endometriumdan farklidir. Ektopik
dokunun apoptozise sensitivitesinin azalmasi yayilmasini ve implante olmasini
kolaylastirabilir (58). 9 Endometriozis anjiogenezis ile seyreden hastaliklar ailesi
igerisinde yer almaktadir. Endometrioziste implante olan endometrial doku kendi
damarlarim1 ~ gelistirmektedir. Bu yoOniiyle endometriozis kanserde goriilen
metastazlarin implantasyonuna benzer bir davranig sergilemektedir (59).

G. Cevresel faktorler

Endometriozisin cevresel faktorlerle ve 6zellikle dioksin iligkisi bildirilmistir.
Giiclii bir kimyasal zehir olan dioksinin rhesus maymunlarinda endometriozise yol
actig1 gbzlenmistir (60).Endometriozis c¢ok sayida gen ve cevresel faktorlerin
etkilesimde bulundugu multifaktdriyel bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Immiin
sistemdeki degisiklikler ise hastaligin nedeni veya sonucu olabilir ve bu degisiklikler
genetik nedenlerden kaynaklanabilir. Endometrial hicreler mekanik olarak
yayilabilir, metaplaziden gelisebilir ve hastalifin progresyonu bireylerin immiin
yanitlarindan etkilenebilir. Endometriozis endokrin, immunolojik, genetik ve
cevresel faktorlerin etkilesimleri sonucu ortaya ¢ikmaktadir (61).

Endometriozis, iyi huylu bir jinekolojik hastaliktir ve endometrial bezlerin ve
uterus boslugu disindaki stroma varlig ile tanimlanir. EKtopik endometrial hiicreler,
rektum, mesane ve yumurtaliklar gibi pelvik organlara yayilabilir. Yayilma, diizensiz
uterin kanama, disparoni, kronik pelvik agr1 ve kisirlik gibi ¢esitli klinik bulgulara

katkida bulunur (62).
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Sekil 2. Yumurtaliklarda endometriozis yerlesimi https://www.gurganclinic.com/

Endometriozis hastaliginin sebepleri giinimuizde tam olarak
bilinmemektedir. Bunu agiklamaya ¢alisan birden fazla teori mevcuttur. Bu
teorilerden en ¢ok kabul gdreni adet kanmin tiipler araciligi ile karin bosluguna ters
yonde akmasi ve karin igerisinde endometrial dokularin yerlesmesidir. Bu ters yonde
akim her on kadindan dokuzunda goriilmesine ragmen bunlarin sadece birinde
endometriozis gortlmektedir. Ters yonde akim ile gelen dokulari normal bagisiklik
sistemi yanit1 olan kadinlar yok ederken, bagisiklik sistemi yanitinda bozukluk olan
kadinlar bu dokular1 yok edememektedir ve endometriozis olusmaktadir. Bu teori
rahim dokusundan uzak olan goz, burun, akciger gibi dokularda meydana gelen
hastalig1 agiklayamadigi i¢in, bunu agiklayan bir diger teori ise endometrial dokunun
rahim icerisinden kan damarlariyla veya lenf yoluyla viicudun diger bolgelerine
yayilmasi seklinde aciklanmaktadir. Son yillarda genetik yatkinligin da bu hastaligin
olusumunda rol oynayabilecegi diisiiniilmiis ama henliz sorumlu bir genetik faktor

bulunamamustir (63).



Endometriozisin farkli evrelerini ayirt etmek amaciyla Amerikan Ureme

T1ibb1 Dernegi (ASRM) 4 asamadan olusan bir siniflandirma sistemi kurmustur:

Minimal Hastalik (Evre 1)
Hafif Siddette Hastalik (Evre 2)
Orta Siddette Hastalik (Evre 3)
Siddetli Hastalik (Evre 4)

Eal A

Evreleme sistemi agr ile iliskili degildir. Cikolata Kistinin viicudu ne kadar
tuttugu ile ilgilidir. Ornegin evre 1 hasta ¢cok agrili olabilirken, evre 4 hastalii olan

hastanin higbir sikayeti olmayabilir (64).

Kimler Risk Altindadir?

* Erken yasta adet goren

= Cocuk sahibi olmayan

» Adet siklig1 fazla olan veya adetleri uzun siiren

= Tamamen kapali kizlik zar1 (imperfore hymen) olan hastalar ¢ikolata Kisti

hastalig1 (endometriozis) i¢in artmis risk altindadir.

Cikolata kisti hastalig1 (endometriozis) kadin hastaliklar1 uzmanlarinin en sik
karsilastig1 hastaliklardan biridir. Genel olarak dogurganlik yaslarindaki kadinlarda
goralir. Daha ¢ok 30-40 yaslarindaki kadinlar ile ergenlik doneminde agrili adet
yakinmast olup ilag tedavisine yanit vermeyen gen¢ kizlarin % 20-257inde
saptanmistir. Kronik karin agris1 olan olgularin % 25-40’1nda, kisirlik sikayeti olan
olgularin ise % 20-30’unda (63-65) ¢ikolata kisti hastaligi olan endometriozise
rastlanmaktadir. Cikolata kisti hastalig1 (endometriozis) olasilig1 siddetli adet sancisi
olan kadinlarda yaklasik 4-6 kat daha fazladir. Ailesinde endometriozis olan
hastalarda risk artmistir, 6rnegin; birinci derece akrabalarinda hastalik olanlarda risk

yaklagik 7-10 kat artmistir (65).



2.2.Endometrozisin Epidemiyolojisi

Jinekolojik hastaliklardans6z edilince en ¢ok karsilasilanlardan birisi
endometriozisdir. Kuzey Amerika’da 5,5 milyon kadini etkilemektedir (62).
Endometriozis dogurganlik cagindaki kadinlarin yaklasik % 5 — 15 kadarinda
bulunmaktadir (29). Endometriozis infertil kadinlarin ise %40’ inda vardir (63).
Laparoskopik gozlemler endometriozis sikligi ile ilgili olarak % 15 — 80 seklindedir
(64). Endometriozis sikligi 30 yasin lizerinde sik fakat , siyah irkta daha az
rastlanmaktadir. Menars 6ncesi genellikle gorilmedigi bildirilmektedir (65).
Endometriozis prevalansina yas, 1rk, ailesel yatkinlik ve sosyoekonomik durumun
etkisi hala tartisilmaktadir. Bir kadinda endometriozis varsa birinci derece kadin

akrabalarinda endometriozis olma ihtimali %7°dir (50).

2.3.Endometriozis Belirtileri

Endometriozis belirtileri ve siddeti hastaligin yayginligina, bulundugu organa
ve menstruasyon giiniine gore degisir. Asemptomatik yani semptom gostermeyecegi
seklinde olabilecegi gibi bazen de siddetli kronik pelvik agri veya infertilite
nedenidir (66).

Dismenoreli kadinlarda % 60’1nda, pelvik agr1 ya da disparoni ile basvuran
hastalarin %40 — 50’sinde endometriozis rapor edilmektedir(67).Kronik pelvik agrisi
olanlarin iicte birinde endometriozis goriiliir. Agr1 kramp tarzinda, kiint veya keskin
olarak tarif edilir ve menstruasyon doneminde artar.

Agn ile endometriozis lezyonlar1 arasinda korelasyon bulunmamaktadir.
Ciinkii minimal endometriozisi tanimlanan hastalarda siddetli agr1 olabilir. Siddetli
olarak nitelendirilen pelvik agrilar derin yani infiltre endometriozis ile uyumludur
(68). Endometrioziste agrinin nasil olustugunu agiklamaya calisan fizyopatolojik
mekanizmalar One siirlilmiistiir. Lokal peritoneal enflamasyon, doku hasar1 ile
birlikte derin infiltrasyon, adhezyon formasyonu, fibrotik kalinlasma ve
endometriotik implantlarda menstriiel kanin birikimi ve dokularin fizyolojik
hareketine bagli agr1 su¢lanmaktadir (69,70). Agriy1 hormonal bir temele dayandiran
Vercellini ve arkadaslar1 agiklama olarak nedenini su sekilde agiklamislardir
endometriozisli olgularda b endorfin salinimdaki anormallikleri gostermis ve kanit

olarak sunmuslardir (71).
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Endometriozisin tanimlanan 3 evresindede agr1i arasinda iyi bir iliski
olmamakla beraber derin lezyonlarda, 6zellikle de rektovaginal endometrioziste ve
endometrial odaklarin sayisiyla agrimin ciddiyeti arasinda pozitif korelasyon
gosterilmistir (69,72,73). Cul — de — sac, uterosakral ligaman, rektovaginal septum ve
vaginada invazif endometriotik nodiilleri olan hastalarda disparoni siktir(74).

Hurd makalesinde agrinin etkisinin tamamen endometriozis odaginda
olamayacagini ifade etmistir (1998). Agrinin asil sebebinin endometriozis kokenli
oldugunu predikte edebilecek bazi kriterler bulabilir miyiz sorusuna yanitlar
aramistir (74).

Agrinin sebebinin endometriozis oldugu kanitinda ilk kriter, endometriozis
odaklarinin hormonu yanitlama o6zelligi ile, agrinin siklik 6zellik gostermesidir.
Endometriozis, siklus boyunca agriya, hassasiyete ve disparoniye neden olabilir.
Siirekli duyulan agrilar dongiiden uzak olarak oldugundan endometriozis olma
olasiligi azdir. Dongiisel ve dogiisel olmayan agrilar birlikteyse agrinin birden fazla
kaynagi olabilir. Ikinci kriter endometriozis tanisinin cerrahi olarak konulmasi
gerekliligidir. Belirgin endometriotik odaklarda visual diagnoz kesin tani igin
yeterlidir. Atipik endometriozis siiphesi olan odaklardan histopatolojik inceleme
yapilmasi gereklidir.Ugiincii kriter ise, endometriozis i¢in uygulanan medikal veya
konservatif cerrahilerin uzun siireli rahatlama saglamasi gerekliligidir. Yanit
almamayan vakalarda agri etyolojisinde endometriozisin rol oynamadigi
dustnulmelidir (75).

Pelvis disinda yerlesen endometriozis bulundugu yere gére semptom verir.
Mesane tutulumunda sik idrara ¢ikma ve ani idrar yapma hissi olur. Mukoza
invazyonu varsa hematiiri goriiliir. Ureterde tutulum olursa siklik agri, diziiri ve
hematuri ile sonuclanabilir.

Gastrointestinal sistem tutulumunda ishal, rektal kanama, konstipasyon ve
diskezya goriilebilir. Ekstrapelvik endometriozis vaka raporlari ¢ok sayida
mevcuttur. Pulmoner endometriozis adet doneminde olusan hemoptizi ve dispne ile
seyreder (76).

Tum semptomlar adet doneminde artabilir. Umbilikal bdlgede palpabl kitle
olmasi, adet doneminde olusan hassasiyet, sislik ve kanama olmasi kutandz

endometriozisten suphenilmelidir(70).
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Endometriozisli kadinlarda oligomenore, polimenore, adet periodunun
ortasinda ya da premenstriiel lekelenme gibi anormal uterin kanamalar goriilebilir.
Prolaktin degerleri normal kadinlara gore endometriozisli hastalarda yiiksek
bulunmadigi igin galaktore ile endometriozis arasinda baglanti yoktur.
Endokrinolojik anormalliklerin insidansinin endometriozisli olgularda arttigina dair
yeterli veri bulunmamaktadir (77). infertil kadinlarin % 25 — 50’sinde endometriozis
vardir ve endometriozis saptanan hastalarin % 30’u infertildir(78). Endometriozis ve
infertilite arasindaki iliski iyi bilinse de patogenezi heniiz tam agikliga
kavusmamistir. Endometriozis ve endometrioma adhezyon olusturarak pelvik
anatomiyi ve tubal pasaji bozmaktadir (78).

Endometriozis, klasik semptomlar1 olan pelvik agri, dismenore, disparoni,
anormal menstriiel kanama ve infertilite sikayeti olan hastalarda disuntlmelidir.
Adneksiyel kitle ve infertilitesi olan kadinlarda endometriozisten siiphelenilmelidir.
Ayrica endometriozis olan birgok hasta asemptomatik olabilir. Hastalarin fizik

muayene bulgular1 hastaligin lokalizasyonu ve evresine bagli olarak degisebilir.

Tablo 1. Endometrioziste klinik bulgular

Cul — de - sac veya uterosakral ligamanda lokalize hassasiyet

Cul — de - sac, uterosakral ligaman ve rektovaginal septumda palpe edilen
hassas noduller

Uterus ve adneksin fiksasyonu

Uterus ve adneks hareketine eslik eden agr1

Hassas, biiylimiis, immobil adneks varligi

Johns Hopkins Jinekoloji ve Obstetrik

Endometriozis hastaliginda birgok belirti bulunmaktadir. Cikolata Kisti
hastaliginin kisirlik ve agr1 (devamli karin agrisi, agrili adet gérme ve agrili cinsel
iliski) olmak iizere baslica iki dnemli belirtisi vardir. Hem adetleri agrili hem de
cinsel iligskide agris1 olan kadinlarda, dncelikle ¢ikolata kisti hastalig1 (endometriozis)

akla gelmelidir (79,80). Agrinin siddeti, hastaligin yaygmlik derecesi ile dogru
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orantilt degildir. Agrinin siiresi ve siddeti genellikle zaman gegtikce artar ve siklikla
bel agrisi ile birliktedir. Bu siklikla karsilagilan belirtiler haricinde endometrozis
belirtilerini agagidaki bagliklar seklinde siralayabiliriz;

Bunlar sirasiyla;

a-Klasik belirtiler
»  Agnlh adet donemleri
= Kisirlik
= Agril cinsel iliski
b-Agn
= Agrili adet donemleri
» Adet donemi 6ncesinde baslayan agri
= [liski sirasinda veya sonrasinda agri
» Bacak agrisi
= Bel ve sirt agrisi
» Vulvar bolgede agr
= Siirekli devam eden kasik ve karin agrisi
c-Kanama
*  Yogun kanamali adet donemleri
»  Uzamis adetler
= Adet 0ncesi lekelenme
= Diizensiz adetler
d-Bagirsak ve mesane semptomlari
= Agnrli bagirsak hareketleri
» Diskilama 6ncesi veya sirasinda agri
= Kalin bagirsaktan kanama
= Idrar yaparken agr1
= Kanl idrar
= [rritable bagirsak hastalig1 benzeri bulgular: ishal kabizlik kolik tarzda agr1
e-Diger semptomlar
*  Asirt yorgunluk
» Uykuya egilim
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= Bulant1
= Depresyon
= Tekrarlayan enfeksiyonlar

= Adet sirasinda bayilacakmis gibi hissetme/bayilma

Siddetli olgularda ¢ikolata kisti hastaligi, yasami tehdit edecek bagirsak
tikaniklig1, mesane rahatsizliklari, bobrek fonksiyon bozuklugu, sessiz bobrek kaybi

(treteral endometriozis) gibi ciddi komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden
olabilir (81).

Sekil 3. Endometriozis yerlesimi www.gurayunlu.com

Ureme cagindaki kadinlann etkileyen endometriozis, histolojik olarak
endometrial bezlerin ve uterus disindaki stroma varligi olarak tanimlanir. Kronik
pelvik agri, cinsel iligki sirasindaki agri ve kisirlik gibi gesitli semptomlarla iliskili
olarak gozlenmektedir (81).

2.4 Endometrozisin Siniflandirilmasi

1921 yilinda Sampson ilk smiflandirmayr yapmistir. Bu siniflandirma
hemorajik kist ve belirgin adezyon smiflandirmasidir. Acosta ve arkadaslar
hastaligin siddetini ve cerrahinin basarisin1 lezyonlarin tarafi ve yayiliminin
belirlenmesinin belirleyebilecegini 1973 yilinda ileri siirmiistiir (82).

Buttram ve arkadaslar1 tarafindan yapilan simiflandirmada ise malignite
mevcudiyeti, lezyonun yeri ve yayilimi, laparoskopik bulgular ve tedavi sonuglarmi

igeren bir sistem kullanilmaktadir (83).

14



Amerika Fertilite Dernegi (AFS) olarak adlandirilan suan Amerikan
Reprodiiktif Tip Dernegi (ASRM) olarak bilinen dernek tarafindan ilk kez
endometriozis i¢in siniflandirma sistemi 1979°da Onerildi. Daha sonraki yillarda
Guzick ve Adamson tarafindan 1985 yilinda revize AFS (rAFS) siniflandiriimasi
Onerildi (84,86).

Yeni siniflandirmaya gore;

1. Over ve peritonda yuzeyel ve derin endometriozis ayrimi yapilmis,
2 Minimal hastalik kategorisi olusturulmus,

3 Douglas obliterasyonu hastaligin ileri evresi olarak kabul edilmis,
4, Tubal endometriyozis ayri bir kategori olmaktan ¢ikarilmis,

5 Yaygin hastalik evre olarak degerlendirmeden ¢ikarilmistir (84).

ASRM tarafindan pelvik agri ile ilgili bilgiler eklenerek bu sistem ise 1996
yilinda bir kez daha revize edilmistir (87).

Endometriozis bu sisteme gore 3e ayrilmistir minimal, hafif, orta ve ciddi
olarak smiflandiriimaktadir. Peritonun 5 cm? sinden kiigiik alanda ve over iizerinde
minimal implant olmasi durumuna hafif hastalik denir ve bu durumda adezyon ¢ok
az veya hi¢ yoktur. Orta siddetli hastalikta ylizeyel veya derin invazyon gosteren
bircok implant vardir. Siddetli hastalikta ise bir¢ok yiizeyel ve derin implant vardir
ve over endometriyomalarini da igerir.

Ancak bu sistemde de halen,

1.Skorlara verilen puanlamanin evreleri kesin sekilde ayiramiyor olmasi,

2.Kategori skorlarinin genis aralikta degismesi,

3.Gorsel olarak cerrahinin laparotomik veya laparoskopik olarak yapilmig olmasina
bagli gbzlem hatalar olabileceginin gézardi edilmesi

4 Morfolojik prezentasyon farkliliklarinin skorlar1 degistirebilmesi gibi eksiklikler
bulundugu diistiniilmektedir. Bu yiizden de agr1 veya infertilite semptomlar1 ile
korele bir skorlama sistemi {lizerinde halen ¢aligsmalara devam edilmektedir.

ASRM tarafindan 1996 yilinda revizyonu yapilan skorlama sistemi ve
sisteme gore skorlar1 belirlenen endometriozis evrelemesi Sekil 4’de

gosterilmektedir. Bu sistemde batin igerisindeki endometriyotik odaklarin yerlesim
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yeri biiyiikliigii, invazyon derinligi gibi parametreler puanlandirilir ve ortaya ¢ikan

puana gore endometriozis evrelemesi yapilir.

Buna gore;

Evre 1(Minimal): 1-5puan
Evre 2 (Hafif): 6 — 15 puan
Evre 3 (Orta): 16 — 40 puan

Evre 4 (Siddetli): > 40 puan olarak belirlenmektedir.

ASRM smiflandirmasina uygun olarak gelistirilen siniflandirma ENZIAN
siiflandirmas1 da yaygin olarak kullanilmamaktadir. ENZIAN siniflandirmada,
siniflar 6zellik olarak tutulmus organlara gore ayrilmistir ve derin yerlesimli
endometriozisi hedef almaktadir (88).

Endometriozis ile ilgili daha sonralar Fertilite indeksi (EFI) gelistirilmistir.
EFI cerrahi tan1 ve tedavi sonrasinda gebelik sansini belirlemede kullanilmaktadir
(Sekil 5).

2007 yilinda Amerikan Jinekolojik Laparoskopi Dernegi(AAGL) tarafindan
cerrahi sirasinda goriilen endometriozis morfolojisine bagli olarak kullanilabilecegi
bildirilen ve pelvik agr1 kriterine dayanan bir ¢izelge olusturulmustur. Yapilan

hesaplamalarla agr1 ve infertilite arasinda iliski olusturulmaya c¢alisilmaktadir

(89,90).
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THE AMERICAN FERTILITY SOCIETY
REVISED CLASSIFICATION OF ENDOMETRIOSIS
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Sekil 4. ASRM (Amerikan Reprodiiktif Tip Dernegi) endometriozis siniflamasi(87)
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ENDOMETRIOSIS FERTILITY INDEX (EFI)
SURGERY FORM

LEAST FUNCTION (LF) SCORE AT CONCI USION OF SURGERY

Score Description
4 = Normal
3 = Mild Dysfunction
2 = Moderate Dysfunction
1 = Severe Dysfunction
0 = Absentor Nonfunctional

To calculate the LF score, add together the lowest score for
the left side and the lowest score for the right side. If an ovary

is absent on one side, the LF score is obtained by doubling the

Fallopian Tube |:|

Fimbria

Ovary

Left Right

[ ]
==

LU L

Lowest Score |:| +

-

lowest score on the side with the ovary. Left Right LF Score
ENDOMETRIOSIS FERTILITY INDEX (EFI)
Historical Factors Surgical Factors
Factor Description Points Factor D_eg.grjption Points
' 1l
Age FScore:____.
If age is < 35 years 2 If LF Score =7 to 8 (high score) 3
If age is 36 to 39 years 1 If LF Score = 4 to 6 (moderate score) 2
If age is > 40 years 0 If LF Score = 1 to 3 (low score) 0
Years Infertile AFS Endometriosis Score
If years infertile is < 3 2 If AFS Endometriosis Lesion Score is < 16 1
If years infertile is > 3 0 If AFS Endometriosis Lesion Score is > 16 0
Prior Pregnancy AFS Total I
If there is a history of a prior pregnancy 1 If AFS total score is < 71 1
If there is no history of prior pregnancy 0 If AFS total score is > 71 0
Total Historical Factors Total Surgical Factors |
EFI = TOTAL HISTORICAL FACTORS + TOTAL SURGICAL FACTORS: + | =
Historical Surgical EFI Score

ESTIMATED PERCENT PREGNANT BY EFI SCORE

100%

80%

60%

40%

20%

9-10
7-8

0-3

0%

24 30 36 Months

Sekil 5. Endometriozis fertilite skorlamasi (www.sciencedirect.com)
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2.5. Endometrozis Teshisi

Endometriozis tanisinda altin standart laparoskopi ile lezyonun goriilmesidir.
Laparoskopi, doku biopsisi ile birlikte hastalik yayginliginin belirlenmesini de saglar.
Transvaginal ultrasonografi (TVUSG) periton ylzeyindeki ve over yiizey
epitelindeki endometriozis implantlarint ayirt etmekte yararli olmamaktadir. Ancak
10mm ve lizerindeki endometriomalarin tedavi ve takibinde faydali olabilir. Yogun,
diistik seviyede internal ekolar ve kitle duvarinda hiperekojen odaklar izlenir (91).

TVUSG’ye Doppler eklenmesi tanida etkinligi arttirdigi tartismalidir. Aleem
ve arkadaslarinin yaptigi calismada daginik vaskiilarizasyon endometrioma, yogun
vaskllarizasyon ise korpus luteum Kkisti ve over timorleri lehine
degerlendirilmektedir (92).

Smm’den kiigiik hemorajik lezyonlarin tespit edilebilme oran1 yag — satlire
magnetik rezonans goruntuleme (MRG) teknigi ile % 50, konvansiyonel MRG ile %
4 olarak bildirilmektedir (93). Retroperitonda derin endometriozis varliginda,
rektovaginal septumdaki nodiillerin tanisinda, uterosakral ligamentlerin kalinligi ve
rektal infiltrasyonlarin varligin1 degerlendirmede, mesane endometriozisin teshisinde
MRG ile saptamak mimkundur (94).

Intestinal endometriozis nadir olarak mukozay1 infiltre ettiginden baryumlu
barsak grafileri, kolonoskopi ¢ok ileri evre vakalar disinda teshiste faydali degildir.
Rektum 6n duvarmin cul — de sac’1 kapattigi ileri evre hastalarda MRG veya rektal
ultrason istenebilir (95,96).

Endometrioziste CA — 125, CA 19-9 dizeylerinin yukseldigi gosterilmistir,
ancak tanida degerleri kisitlidir. CA — 125 kullanimi konusunda tartismalar olsa da

cerrahi olmayan tanisal testler arasinda en ¢ok ¢alisilanidir (29).

Hastada endometriozis teshisi i¢in asagida ifade edilen yontemler uygulanmalidir;
A- Muayene

Hastanin vajina, rahim, mesane ve rektumunu kontrol etmek icin yapilir.
Doktor, bu organlarin sekil ve biiyiikliigiinde degisme olup olmadigini veya herhangi
bir kitlenin var olup olmadigini hissederek kontrol eder. Vajina ve rahim agzinin iist
kistmlarini kontrol etmek i¢in ise doktor vajina i¢ine “spekulum” adi verilen bir alet

yerlestirir (96).
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B- Laboratuvar testleri

Endometriozis kanda CA125 olarak bilinen, baz1 jinekolojik kanserlerdeki
timorlerin isareti olan ama ayni zamanda endometriozise sahip olan kadinlarin da
kaninda mevcut olan bir proteinin seviyesini kontrol eder. Ancak CA125 seviyeleri
hamilelik, menstruasyon (adet déonemi) ve baska jinekolojik hastalik veya kanserler

sebebiyle de yiliksek olabilmektedir (96).

C- Gorunttleme

Skar dokusuna yakin klasik implantasyon bolgesi, klinik oykii ve
goriintiileme bulgular1 birlestirildiginde goriintiileme tanist miimkiindiir. Ultrason
goruntilemede lezyon genellikle kati, hafif hipoekoik ve genellikle ¢evredeki kaslara
izoekoiktir (97). https://web.a.ebscohost.com/

D-Tanisal Laporaskopi

Laparoskopideki karakteristik kriterler, periton serozal ylzeyinde tipik barut
yanigl lezyonlaridir. Kriterler siyah, koyu kahverengi, mavimsi nodiiller veya
degisken derecede fibrozis ile cevrili eski hemoraji iceren kicuk kistlerdir (98). Bu
implantlarin  biuiylikliigii birka¢ milimetre ile birkag santimetre arasinda
degisebilmektedir. Hemosiderin birikimi sar1 kahverengi, siyah renk degisikligine
sebep olabilir (99).

Endometrioziste pigmentsiz lezyonlar da gorilebilir. Periton (zerinde beyaz
opasiteler, seffaf bil veya pembe polipoid implantlar seklinde karsimiza
c¢ikabilir (100).

Atipik endometriotik odaklarin varligi ortaya konuldugundan beri siipheli
alanlardan biopsi alma egilimi artmustir. Diagnostik laparoskopiler sirasinda biopsi
alma sikligt % 42°de %72 ye yiikselmistir (101).

Endometriozis derin infiltratif hastalik seklinde de goriilebilir. Posterior cul — de —
sac, pelvik yan duvarlar, posterior broad ligaman ve overde timore benzeyen kitlesel
lezyonlar, invazyon ve yaygin fibrozis sonucu olusabilir. Retroperitoneal alana
ilerleyip Greteri tutabilir. Cul — de — sac lezyonlar1 rektovaginal septumu tutup

rektosigmoid kolon ve ince barsak anslari bu alanlara yapisabilir. Biiylik ovaryan
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endometriotik kistler ( endometrioma ) siklikla overin 6n yiiziinde lokalize olur.
Retraksiyon, pigmentasyon ve posterior peritona adhezyon

ile beraberdir. Menstruasyon ile olan kanama kistin koyu kirmizi veya mavimsi
hemorajik renk degisikligine sebep olur. Kan pigmentinin zamanla azalmasi sonucu

kalin, katran kivaminda igerik olusur ve bu nedenle ¢ikolata kisti de denir (102).

E-Histopatolojik Tani

Mikroskopik olarak endometriotik implantlar hemosiderin yikli makrofaj
iceren veya icermeyen endometrial bezler ve stromadan olusurlar (102). Dort ana
komponent icerirler. Endometrial bez, endometrial stroma, fibrozis ve hemoraji
(100). Her bir igcerigin bulunma oranmi degiskendir ve lezyonun yasina ve bulundugu
yerebaglidir. Farkli tiplerde lezyonlar degisik derecede proliferatif veya sekretuar
glandiler aktiviteye sahiptir. Vaskilarizasyon, mitotik aktivite ve endometriozis
lezyonlarin ii¢ boyutlu yapisi anahtar faktorlerdir. Derin endometriozis, yogun
fibrozis ve diiz kas dokusunun i¢inde bezler, stromanin proliferasyonu ile karakterize

spesifik tip pelvik endometriozis olarak tanimlanir (103).

2.6.Galektin

2.6.1. Galektin Yapisi ve Ekspresyonu

Hayvansal lektinlerden olan Galektinler, ortak paylasilan amino asit dizileri
ve oligosakkarit zinciri iceren, beta-galaktozidaz olarak bilinen karbonhidrat sinifiyla
baglantili yapilardir. Memelilerde 16 memeli galektin tespit edilmistir ve ti¢ alt tipte
siiflandirilir (104).
1. Karbonhidrat tamima alant (CRD=carbonhydrate-recognition domain) iceren
prototipik galektinler;
2.CRD'ye kaynasmis prolin ve glisin bakimindan zengin kisa uzantilarin siradisi
tandem tekrarlarindan olusan chimaera galektin(galektin-3);
3. Tandem repeat type; bir linker ile baglanmis iki ayr1 CRD igeren galektinler.
Omurgalilarda galektinler, sitoplazma ve c¢ekirdekte, hiicre yiizeyinde ve hiicre

disinda bulunurlar.
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Galektin-3 klonlamasi  yapildi (1984) (104) ve Galektin-3 (105)
galaktosidaz baglayici bir lektin olarak 1991 de smiflandirildi. Galektin-3, yapisal
olarak 17 kilobaz iceren alti ekzon ve bes introndan olusur ve 14. kromozom
Uzerinde g21-q22 lokusundadir ve insan genomunda, tek gen LGALS3 (lectin,
galactoside-binding, soluble 3) tarafindan kodlanan yapidadir (106-107).

Galectin-3, 32 ila 35 kDa'lik bir molekiiler agirhiga sahiptir ve galektin
ailesindeki tek chimaera tlrtdir. Galektin-3 yapisinda 251 amino asit, yiiksek oranda
korunmus bir CRD ve bir atipik N-terminal alan1 (ND) igerir (108-109). Lektin
aktivitesini iceren CRD, 130 amino asitten olusur ve tripsin tarafindan proteolitik
olarak sindirilebilir. ND (N terminal domain), yaklagik 120 amino asit igerir ve
prolin tirozin ve glisin bakimindan zengin dokuz amino asit bir tekrarli tekrarindan
olusur; bu galektin-3'in tam biyolojik aktivitesi i¢in gereklidir (110). ND, kollajenaz
ve matris metaloproteinazlar (MMPs) gibi proteazlarla bélunebilir (111).

Galektin-3 ekspresyon diizeyi organlar arasinda degisir ve viicutta yaygin
olarak dagilir. Galektin-3 salgilanmasi ilk trimesterde cilt, sindirim ve solunum
sistemi epitel tabakalari, bobrek tiibiilleri, {iretelyum, miyokard hiicreleri,
kondrositler ve karaciger gibi dokularda lokalizedir (112). galektin-3, bircok insan
timortinde, miyeloid hicreler (113), enflamatuar hicreler (makrofajlar, mast
hicreleri, notrofiller, T hucreleri, eozinofiller, vb.) (114), fibroblastlar (115) ve

kardiyomiyositler (116) gibi hiicre tlrlerinde yiksek oranda eksprese edilir.

2.6.2. Galektin-3’tin Biyolojik Rolleri

Galektin-3, hiicre biiyiimesi, farklilasma, apoptoz, hiicre adezyonu,
anjiyogenez, inflamasyon, fibrogenez ve tumor ilerlemesi dahil olmak tizere bircok
fizyolojik ve patolojik siirecte temel rol oynayan ¢ok islevli bir proteindir (117).

Sitozolik galektin-3, hiicre proliferasyonu, farklilasma, apoptoz ve sagkalim
dahil olmak {izere ¢esitli hiicre i¢i olaylara katilir ve bag dokusu biiyliimesi ve
gelisimi, kikirdak ve kemik gelisimi (113), osteoklast farklilagsmasi (118), kondrosit
sagkalimi (119) ve embriyonik biiyiime (120) ile ilgilidir. Bu etkiler biiyiik dl¢iide bir
dizi galektin-3 baglayici protein ile birlestirilerek gerceklestirilir. Galektin-3, Bcl-2
(B hicreli lenfoma -2), synexin (121) CD95 (APO-1 / Fas) ve Alix / AIP1 (122) ile

etkilesime girer ve hiicre apoptotik olaylarini diizenler. Ilgingtir ki, galektin-3
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mitokondride zenginlestirilmistir. Calismalar, galektin-3'lin, synexin ekspresyonunu
diizenleyerek sitokrom ¢ salimmini ve oksidatif mitokondriyal hasari 6nledigini
gostermistir (121). Ek olarak, galektin-3, ¢esitli enflamatuar yanitlara katilmaktadir.
Galektin-3, bir opsonin gibi davranabilir ve makrofaj eferositosisini tesvik ederek
klirensi baglatabilir (123). Hiicre i¢i galektin-3 ekspresyonunda artis, miyofibroblast
ve makrofaj aktivasyonu (124) ve doku fibrozisi ile sonuglanir.

Galektin-3 proteini ¢cekirdekten de ekspre edilir. Nukleer galektin-3'in ¢ok
cesitli  fonksiyonlara sahip oldugu bildirilmistir.  Cekirdekte galektin-3,
ribonukleoprotein kompleksinin bilesenleri ile birlesir (125). Dagher ve ark. galektin-
3'lin bir onciill mRNA ekleme faktorii olarak islev gordiigiinii ve spliceosome
diizenegine katildigini bildirdi (125). Ayrica, Park ve ark. Gemin4 igeren protein
kompleksleri araciligiyla pre-mRNA ile bir galektin-3 etkilesimi gosterdi (126).
Galektin-3 ayrica, ¢ekirdekteki Wnt / B-catenin sinyal yolunu diizenlemeye de katilir
(127). Ilging sekilde, galektin-3 protein artim, tiimdr hiicreleri ve monositler gibi
bazi hiicre tiplerinin hiicre ¢ogalmasi sirasinda ¢ekirdekte 6nemli Slgiide artmaktadir.
Ek olarak, galektin-3, siklin DI ve miisin 2 (128) gibi kansere bagli genler dahil
olmak iizere bazi genlerin ekspresyonunu diizenleyebilir; Bununla birlikte, bu
diizenleyici faaliyetin altinda yatan mekanizmalar hala bilinmemektedir.

Diger bir galektin proteinlerine benzer sekilde, geleneksel bir salgilama
sinyal sekansi olan galektin-3'Un Retikulum-Golgi aparatini by-pass ederek klasik
olmayan bir yolla salgilanir (129). Hiicre dis1 veya hiicre yiizeyine bagl galektin-3,
laminin, fibronektin, musin, MAC-2 baglayic1 proteinler ve makrofaj yiizey
antijenleri gibi ¢esitli hiicre dis1 matris (ECM) ligandlarina baglanir ve bdylece
hlcre-hiicre ve hiicre matrisi adezyonuna katilir. Bu proteinlere baglanma laktoz
tarafindan inhibe edilebilir (128). Hicre ici etkilerinin aksine, galektin-3, T
hlcrelerinin ve monositlerin apoptozisini indikler ve B ve T hicrelerinin
bliylimesine ve farklilasmasina katkida bulunur (109). Bir galektin-3 - von
Willebrand faktorii etkilesimi, trombiis olusumunu modiile eder (130). Ayrica, bir
galektin-3-hensin etkilesimi, metabolik asidoz sirasinda renal adaptasyon i¢in gerekli
oldugu diisiiniilen hensin oligomerizasyonunu destekler (131). Hiicre dis1 galektin-3

ckspresyonu, organ fibrozu, tiimor gelisimi ve ilerlemesi, noral dejenerasyon,
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ateroskleroz, diyabet ve kalp yetersizligi gibi bazi insan hastaliklarinda artmistir
(109-132).

Galektin-3, B-galaktosid tarafi igeren glikokonjiigatlar igin afiniteyi paylasan
ve karbonhidrat baglama bolgesinin konserve edilmis bir sekansini paylasan bir grup
karbonhidrat baglayici protein grubunun bir tiyesidir. (133)

Lektin ailesi olan Galektinler, hyd-galaktositlerin, karbonhidrat tanima
bolgesinin (CRD) evrimsel olarak korunan dizi elemanlar1 vasitasiyla spesifik olarak
baglanmasiyla karakterize edilir. Ailenin yapisal olarak benzersiz bir tiyesi galektin-
3'tlir; CRD'ye ek olarak, icinden oligomerler olusturabilen prolin ve glisin
bakimindan zengin bir N-terminal alan1 (ND) igerir.

Lektinlerden glikoproteinin ¢esitli fonksiyonlar1 arasinda hiicre biiyiimesi,
iltihaplanma, anjiyogenez, apoptoz ve kanserli transformasyon bulunur. (134)

Ayrica son veriler daha once tarif ettigimiz gibi farkli endometriozislerde
kuvvetle ifade edilen, norotrofin sinir biiyiime faktorii tarafindan regiile edilen
galektin-3'Un de oOnerildigini gostermistir (135,136). Galektin-3, esas olarak bir
sitosolik proteindir ancak buna gore farkli fonksiyonlarla c¢ekirdege kolayca yer
degistirebilir (137).

Galektinler, ortak paylasilan amino asit dizileri ve oligosakkarit zinciri iceren, beta-
galaktozidaz olarak bilinen karbonhidrat simifiyla baglanti kuran hayvansal lektinlerdir.
Omurgalilarda bulunan galektinler, sitoplazmada ve g¢ekirdekte, hiicre yiizeyinde ve hiicre
dis1 alanda bulunur. Galektin-3 viicutta yaygin olarak dagilir, ancak ekspresyon diizeyi
organlar arasinda degisir. Galektin-3 salgilanmasi ilk trimesterde cilt, sindirim ve solunum
sistemi epitel tabakalari, bobrek tiibiilleri, iiretelyum, miyokard hiicreleri, kondrositler ve
karaciger gibi dokularda lokalizedir. Galektin-3, bircok insan timdrinde, miyeloid hicreler,
enflamatuar hticreler (makrofajlar, mast hucreleri, notrofiller, T htcreleri, eozinofiller, vb.) ,
fibroblastlar ve kardiyomiyositler (141-146) gibi hicre turlerinde yiiksek oranda eksprese

edilir.
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Sekil 6. Galektin-3 yapisi. (A) galektin-3 monomerinin ve (B) galektin-3
oligomerizasyonunun, baglanma ortaklarinin varliginda N-terminal alan1 yoluyla

sematik gosterimi Www. https://www.researchgate.net/

Galektin-3, hiicre biiytimesi, farklilasma, apoptoz, hiicre adezyonu,
anjiyogenez, inflamasyon, fibrogenez ve tumor ilerlemesi dahil olmak tizere bircok
fizyolojik ve patolojik siirecte temel rol oynayan ¢ok islevli bir proteindir. Sitozolik
galektin-3, hiicre proliferasyonu, farklilasma, apoptoz ve sagkalim dahil olmak {izere
cesitli hiicre i¢i olaylara katilir ve bag dokusu biiyiimesi ve gelisimi, kikirdak ve
kemik gelisimi (147), osteoklast farklilasmasi (148), kondrosit sagkalimi (149) ve
embriyonik buytme ile ilgilidir. Bu etkiler buylk 6lgtde bir dizi galektin-3 baglayici
protein ile birlestirilerek gergeklestirilir. Galektin-3, Bcl-2 (B hucreli lenfoma -2),
synexin CD95 (APO-1 / Fas) ve Alix / AIP1 ile etkilesime girer ve hiicre apoptotik
olaylarim1 diizenler. Galektin-3 mitokondride zenginlestirilmistir. Caligsmalar,
galektin-3'in, synexin ekspresyonunu diizenleyerek sitokrom c¢ salinimimi ve
oksidatif mitokondriyal hasar1 6nledigini gostermistir. Galektin-3, ¢esitli enflamatuar
yanitlara katilmaktadir. Galektin-3, bir opsonin gibi davranabilir ve makrofaj
eferositosisini  tesvik ederek klirensi baslatabilir . Huicre ici galektin-3
ekspresyonunda artig, miyofibroblast ve makrofaj aktivasyonu (150) ve doku
fibrozisi ile sonuc¢lanir. Galektin-3 proteini ¢ekirdekten de ekspre edilir. Nukleer
galektin-3'tin ¢ok ¢esitli fonksiyonlara sahip oldugu bildirilmistir. Cekirdekte
galektin-3, ribonikleoprotein kompleksinin bilesenleri ile birlesir (151). Dagher ve
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ark. galektin-3'tin bir onciil mRNA ekleme faktorii olarak islev gordiigiinii ve
spliceosome diuzenegine katildigini bildirdi (152). Ayrica, Park ve ark. Gemin4
igeren protein kompleksleri aracihigiyla pre-mRNA ile bir galektin-3 etkilesimi
gosterdi (153). Galektin-3 ayrica, ¢ekirdekteki Wnt / B-catenin sinyal yolunu
dizenlemeye de Katilir (154). Ilging sekilde, galektin-3 protein artimi, timér
hiicreleri ve monositler gibi bazi hiicre tiplerinin hiicre ¢ogalmasi sirasinda
cekirdekte onemli dl¢iide artmaktadir. Ek olarak, galektin-3, siklin DI ve miisin 2
(155) gibi kansere bagli genler dahil olmak iizere bazi genlerin ekspresyonunu
dizenleyebilir. Bununla birlikte, bu diizenleyici faaliyetin altinda yatan
mekanizmalar hala tam olarak bilinmemektedir. Diger bir galektin proteinlerine
benzer sekilde, gelencksel bir salgilama sinyal sekansi olan galektin-3'0n Retikulum-
Golgi aparatim by-pass ederek klasik olmayan bir yolla salgilanir (156). Hiicre disi
veya hiicre ylizeyine bagl galektin-3, laminin, fibronektin, misin, MAC-2 baglayici
proteinler ve makrofaj ylizey antijenleri gibi g¢esitli hiicre dis1 matris (ECM)
ligandlarina baglanir ve bdylece hiicre-hiicre ve hiicre matrisi adezyonuna katilir. Bu
proteinlere baglanma laktoz tarafindan inhibe edilebilir (157). Hucre ici etkilerinin
aksine, galektin-3, T hucrelerinin ve monositlerin apoptozisini indiikler ve B ve T
hiicrelerinin biliylimesine ve farklilasmasina katkida bulunur. Bir galektin-3 - von
Willebrand faktorii etkilesimi, trombiis olusumunu modiile eder. Ayrica, bir galektin-
3-hensin etkilesimi, metabolik asidoz sirasinda renal adaptasyon igin gerekli oldugu
diistiniilen hensin oligomerizasyonunu destekler. Hiicre dis1 galektin-3 ekspresyonu,
organ fibrozu, tiimor gelisimi ve ilerlemesi, noral dejenerasyon, ateroskleroz, diyabet
ve kalp yetersizligi gibi bazi insan hastaliklarinda artmistir (158).

Calismanin amaci endometriozis hastalarin evrelerinde serum galaktin-3
ekspresyon seviyelerinin arastirilarak invazif olmayan tanisal biyobelirte¢ olarak

potansiyel giiclerini ortaya koymaktir.
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Sekil 7. Galektin-3 terminal yapisi https://www.pharma-ig.com/

Galektin-3, hiicre i¢i olarak ¢ekirdek ve sitoplazmada bulunan veya hiicre dis1
klasik yoldan salgilanan, bdylece hiicre yiizeyinde veya hiicre dig1 alanda bulunan
hiicre ve dokularin farkl tiirleri arasinda yaygin olarak yayilir. Cesitli hiicre ici ve
hiicre dis1 proteinlerle spesifik etkilesimler yoluyla galektin-3, ¢cok sayida biyolojik
stireci etkiler ve gelisme, bagisiklik reaksiyonlar: ve neoplastik transformasyon ve
metastaz gibi farkli fizyolojik ve patofizyolojik kosullarda yer aldig1 goriilmektedir
(158).

Galektin-3 ve endometriozis deneysel olarak etkilesim gosteren faktorler

olarak dongii saglarlar.
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2.7. Tezde Kullanilan Yontemler

2.7.1. PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR), herhangi bir
organizmaya ait DNA’daki istenen bolgelerin ¢ogaltilmasini saglayan ydnteme
verilen addir. Tek iplik¢ikli DNA'min sentetik primerler ve bir DNA polimeraz
kullanilarak bir sablondan ¢ogaltilmasi ilk olarak 1970'lerin baslarinda bildirilmistir
(159,160). Bununla birlikte, bugiin hedef DNA'y1 yiikseltmek i¢in bildigimiz PCR
yontemi, Kary Mullis tarafindan 1983'e kadar bir arastirma aract olarak
gelistirilmemistir (161,162).

PCR, tek bir DNA molekiiliinii kisa siirede milyonlarca kopyaya amplifiye
edebilen biyokimyasal bir islemdir. Amplifikasyon {i¢ adimdan olusan bir dizi ile
elde edilir: (1) cift iplik¢ikli DNA sablonlarmin iplik¢ikleri ayirmak igin
sit1ldigr denatiirasyon ; (2) primerler olarak adlandirilan kisa DNA molekiillerinin,
hedef DNA'nin kusatma bolgelerine baglandigi tavlama ; ve (3) DNA polimerazin,
her primerin 3 ' ucunu sablon iplikleri boyunca uzattig1 uzatma . Hedef DNA'nin tam
kopyalarini katlanarak ¢cogaltmak i¢in bu adimlar 25-35 kez tekrarlanir (163).

Yillar gectikce, PCR'nin temel prensipleri aymi kalmistir, ancak
yontemler DN Apolimerazlar1 vereaktiflerinde biiyiikperformansiyilestirmelerinin ya

ni1 sira enstrimantasyondaki yenilikler ile gelismistir (163).
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Sekil 8. PCR siklusu https://www.thermofisher.com/

Polimeraz zincir reaksinonu, molekuler fotokopi olarak adlandirilan bir
tekniktir. 1966 yilinda Nirenberg, Khorana ve Holley’in genleri yapay olarak
sentezleyerek genetik kodu tanimlamalar1 bir baska Onemli kilometre tasidir.
Boylelikle kalitsal kodun hangi sira ile okundugu, kodun baslangic ve bitis
noktalariin nasil belirlendigi bulundu. H. Gobind Khorana, protein sentezinde
genetik kod ve islevlerinin yorumlanmasi hakkinda yaptig1r aragtirmalardan oOtiirii
Nobel Odiilii’nii kazanmistir (163).

Polimeraz zincir reaksiyonunun kesfi de daha dncesinde yapilan aragtirmalar
ile miimkiin olmustur; 6rnegin DNA polimeraz adli enzim gibi. Enzimler, hiicrelerde
bir tepkimeye yol acan ve onu hizlandiran, protein yapisinda, eriyebilir organik
maddelerdir. 1956 yilinda, Nobel Odiillii Arthur Kornberg ve arkadaslari tarafindan
Escherichia coli adli bakteride “DNA polimeraz 1” enzimi kesfedilmistir. Bu kesif
DNA’nin kendini nasil eslediginin anlagilmasina yol agmistir. Bununla birlikte
laboratuvarlarda kullanilmak iizere yeteri kadar anlamli sonug verebilen stabil DNA
polimerazin bir tiiriinii kesfetmek biyologlarin bir 20 yilin1 daha alacakti (163).

1976 yilinda, Cincinnati Universitesi’nden bir grup arastirmaci kaplica gibi
cok sicak sularda yasayan termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’tan Taq
polimeraz enzimini kesfetti. Taq polimeraz enzimi, polimeraz zincir reaksiyonunda

kullanilan, yiiksek sicakliklara (94 °C) dayanabilen bir enzimdir.
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A.Pcr ¢alisma Prensibi

PCR, niikleotitlerin uygun kosullarda tiipte ¢ogaltilmas1 islemidir. Belli bir
DNA pargasinin kopyalarinin primer adi verilen yapilar tarafindan yonlendirilerek
enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro (canl disinda, tiipte)
yontemdir (164).

Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki
nikleotid dizilerini tamamlayici bir ¢ift sentetik DNA pargasi (primer) kullanilarak,
bu iki primerle sinirlandirilan genin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir (164).

Polimeraz zincir reaksiyonunda ii¢ temel basamak vardir ve c¢ogaltilmig
iriiniin miktari, bu {ic adimin tekrarlanma sayisina baglidir:

1. Denaturasyon: DNA’nin iki zincirinin yiiksek sicaklikta birbirinden ayrilmasidir.
94 - 98 santigrad derecede

2. Primer baglanmas1 (annealing, hibridizasyon): Sentetik olgonukleotidlerin
hedef DNA’ya baglanmasidir. 37 — 65 derecede

3. Uzama (extension, polimerizasyon): Zincirin uzamasi veya DNA polimerazin

primerleri uzatmasidir. 72 derecede

Real-time immuno-PCR vs ELISA

Colonmaine reachon

anbEcdty wilh

Hrkad wrzyme g

Sekil 9.PCR ve ELISA www. https://www.slideshare.net/
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2.7.2.ELISA

ELISA terimi, antijen antikor reaksiyonlarini gosterebilmek icin enzim
kullanilan tiim teknikleri igerir (165).

ELISA yonteminin prensibi, 6zgul antijen-antikor arasindaki reaksiyona
dayanir. Elisa enzimlerin kovalent yapilarin1 kullanir. Enzimin katalik 6zellileri ve
spesifitesi degismez (165).

Teknikte isaretsiz antijen veya antikor tayin edebiliriz. Isaretli konjugatin
hazirlanmasinda isaretleyici olarak enzim kullanilir. Daha sonrasinda isaretli
enzimle kullanmilir ve reaksiyon devami saglanir. Reaksiyonun tamamlanmasiyla
ayirma islemi yapilir ve ortama bir substrat ilave edilerek spektrofotometrik olarak

enzim aktivitesi 6lculir (165).

Elisa Komponentleri

Kati faz (Matriks): Maniel elisa yontemlerinde kullanilan, genellikle
cukurlarina analitlerin ( antikor veya antijen ) bagh oldugu 96 c¢ukurlu
mikropleytlerdir (165).
Antikor: IgG fraksiyonlaridir.
Enzim ve substratlar: Konjugatin isaretlenmesinde en sik kullanilan alkalen
fosfataz(AP) ve horseradish peroksidaz (HRP) enzimleridir.
AP icin BCIP/NBT ( 5-bromo-4chloro-3-fosfat indolyl/Nitro mavi tetrazolium)
HRP i¢in TMB ( tetramethylbenzidine ) kullanilir.
Yikama: ELISA yénteminde her bir satha arasinda fosfatli tampon soliisyonu (PBS)
ile yikama islemi 6nemli yer tutmaktadir.
Durdurma: ELISA’nin son safhasi olan ‘reaksiyon durdurulmas1’ basamaginda asidik

ve bazik ¢ozeltiler ( H2s02, HCL, NaOH ) kullanilir.
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3.MATERYAL VE METHOD

3.1.Kullanilan Cihaz, Alet ve Malzemeler

Bu tez calismasinda kullanilan cihazlar, laboratuvar gerecleri ve malzemeler

Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Kullanilan cihaz, alet ve malzemeler

Kullanilan Cihaz, Alet ve

Malzemeler

Marka / Model

Derin dondurucu, -80
Derin dondurucu, -20
Cesitli hacimlerde otomatik pipetler
Mikro Santrifj

Spektrofotometre

Real-Time PCR Cihazi

Mikro hacimli spektrofotometre
Vorteks
Cesitli hacimlerde steril Pipet uglari
Buz makinesi
GAPDH
Galektin-3 revers

Galaktin-3 forward

Thermo Electron Corporation
Altus
Eppendorf
Thermo IEC Micromax
Shimadzu, UV-1601

Applied Biyosistem VIIA 7 Real
Time PCR Sistemi — 96 well
Thermo Nanodrop 2000

IKA vortex genius 3
Axygen
Scotmann
Qiagen
Qiagen

Qiagen
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3.2.Kullanilan Kimyasal Maddeler
Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve iiretici firmalar1 Tablo

3’de verilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri ve {iretici firmalar

Kimyasal Madde Uretici firma

Total RNA izolasyon Kiti Kit Ro

RT-PCR reaksiyon ortami kiti GeneAll

cDNA sentez Kiti HyperScript (GeneAll)
Galektin-3 ELisa Kiti Fine Test

GAPDH Qiagen

Galektin-3 reverse Qiagen

Galektin-3 forward Qiagen

3.3.0lgu Secimi

Calismada, Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi kadin hastaliklar1 ve
dogum kliniginde ameliyat veya muayene olmus ve endometriosis On tanisi ile alinan
biyopsi materyalinde histopatolojik olarak veya radyolojik incelemeler sonucunda
endometriozis tanist almig goniilli tim hastalar (eslik eden malignitesi ve kronik
inflamatuvar hastalig1 olanlar ¢aligmaya alinmamistir) calismaya dahil edilip, 71
kisilik hasta grubu olusturulacaktir. Ayrica kadin hastaliklar1 ve dogum anabilim
dalinda benign sebeplerle ameliyat edilmis ve endometriosisi olmadig tespit edilmis,
herhangi bir sistemik hastaligi olmayan ve yas ortalamasi hasta grubuna benzer
dagilim gosteren 65 goniillii kontrol grubu olusturulacaktir. Calisma ve kontrol grubu
yas aralif1 15-45 aras1 (reprodiiktif donem) olarak planlanmistir. Hastalarin muayene
ve/veya kontrolleri sirasinda hastalardan serum ve plazma i¢in EDTA’l ve jelli
tiiplere 15 cc kan alinacaktir. Alinan kan 6rnekleri 4000 rpm de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra elde edilen serum o&rnekleri ependorf tiplere alinarak ilgili

parametreler ¢alisilana kadar -80 °C de muhafaza edilecektir.
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3.4. Numunelerin Hazirlanmasi
Hastalarin muayene ve/veya kontrolleri sirasinda hastalardan serum ve
plazma i¢in EDTA’l1 ve jelli tiiplere 15 cc kan alindi. Alinan kan 6rnekleri 4000 rpm
de 10 dakika santrifuj edildikten sonra elde edilen serum 6rnekleri ependorf tiiplere
alinarak ilgili parametreler ¢alisilana kadar -80 °C de muhafaza edildi.
Fine Test’e ait Human GAL3 (Galectin-3) ELISA Kit (Cat No:EH0145)

kullanmilmistir. Kitin standart araligi 0,156-10 ng/mL olarak verilmistir.

Kit Prosediri

o
Y oy 5 a:l.
J / - srtragl | e
e | | s
- Y Y Fa w
Ny P o, . : W 4 \-
= Y‘r' | . .. *{.; # -- .ﬁ.‘ \Pe : o, I I, l_ 4rdl_ } | Yellow

g ~4blmm

Sekil 10. Galaktin-3 ELISA Assay kit proseduri (https://static.fn-
test.com/product/manuals/elisa/EH0145 )

1) Numune (numune seyreltme tamponu ile en az 1/2 oraninda seyreltilmis) ve
kontrol eklemeden 6nce plaka 2 kez yikandi.

2) Her kuyucuga 100ul numune eklendi ve 37 © C'de 90 dakika inkube edildi.

Yikama adimi: Plaklar 2 kez aspire edildi ve yikandi.

3) Her bir kuyucuga 100 ul biyotin etiketli antikor ¢aligsma soliisyonu eklendi ve
37 ° C'de 60 dakika inktbe edildi.

Yikama adimi: Plaklar 3 kez aspire edildi ve yikandi.

4) Her bir kuyucuga 100ul SABC ¢aligsma soltisyonu eklendi ve 37 © C'de 30
dakika inktbe edildi.

Yikama adimi: Plaklar 5 kez aspire edildi ve yikandi.

5) 90l TMB substrat soltisyonu eklendi. 37 © C'de 10-20 dakika inkibe edildi.

6) 50ul durdurma solusyonu eklendi. Hemen 450nm'de okundu ve hesaplama

yapildu.
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Elde edilen verilerle sekil 11 *deki Galaktin-3 standart egri grafigi ile

degerlendirilmistir.

2,51
2,0 1
1,54

1,04

Galaktin-3 Absorbans (nm)

0,5 1

0,0
C (ng/mL)

Sekil 11. Galaktin-3 standart egri grafigi

Standart egri grafiginden y=0,3572x+0,3843 denklemi elde edildi.Bulunan

denklemden hastalarin galaktin-3 degerleri hesaplandi.

3.5.Pcr (real-time pcr) ¢calismalar:

Hybrid R ile RNA izolasyonu yapildi.

1) Tam kan Uzerine 500 ul RiboEXx eklendi.

2) Oda sisinda 5 dk inkiibe edildi. Bu sirada hiicre igeriginin ortaya ¢ikmasi igin
hiicre lizis edilmis oldu.

3) Uzerine 100uL kloroform eklendi. Hiicrenin agiga ¢ikan farkli bilesenleri
kloroform sayesinde goriiniir bir faz ayrimi1 saglandi.

4) 4°C de 12,000g de 15 dk santrifiij yapildi.

5) En ist fazda RNA igeren sivi baska bir eppendorfa alindi. Alinan sivinin
hacmi kadar RB1 Buffer eklendi. Pipetaj yapilan karisim spin kolona aktarild.
10.000g de 30 saniye santrifiij yapildi. Collection tiip yenisi ile degistirildi.

6) Uzerine 500uL SW1 Buffer eklendi. 10.000g de 30 saniye santrifiij yapildi.
Collection tiip yenisi ile degistirildi.
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7) Uzerine 500uL RNW Buffer eklendi. 10.000g de 30 saniye santrifiij yapildi.
Collection tiip yenisi ile degistirildi.

8) Herhangi bir Wash Buffer kalma ihtimaline kars1 10,000g de 1 dk santrif(ij
yapildu.

9) RNase-DNase free 1,5ml lik etiketlenmis tiiplere kolonlar aktarildi. Uzerine
50uL RNase-free su eklendi ve 1 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 10,000g de
1 dk santrifiij yapildi.

10) Ornekler -80°C de bekletildi.

RNA izole edilen 6rneklerden cDNA izolasyonu asagidaki protokole gore yapildi.

1. -80 °C’de saklanan total RNA o6rnekleri oda sicakliginda erimeleri i¢in bekletildi.
2. Her total RNA 6rnegi igin 1.5 mL hacimli steril tlp icerisinde gerekli reaksiyon
ortami Tablo 4’de verilen hacimler kullanilarak hazirlandi.

3. Hazirlanan karisim cDNA elde edilecek her bir 6rnek i¢in dnceden hazirlanmis
200 pL hacimli tiiplere her birinde 10’ar pL olacak sekilde dagitildi (Tablo

4). Dagitilan karigimlar tizerine de her bir deney grubu igin 10’ar pL total RNA

orneklerinden ilave edildi.

Tablo 4. cDNA sentezi i¢in gerekli reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Miktar
10X Reaksiyon Tamponu 2ul
20X dNTP Karisimi 1ul
Random Hexamer 2ul
Rtase 1ul
RNaz inhibitori 0.5ul
ddH20 3.5ul
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25C d’e 10 dakika, 37C "de 120 dakika, 85C ‘de 5dakika inkiibasyonda birakildi.

cDNA s1 elde edilen orneklerin miktarlar1 6l¢uldi.(Molecular probes, qubit
ssDNA Assay Kit, Life Technologies)

cDNA Miktarlar 6lgiilen 6rneklerin Real Time PCR ile ekspresyonlarina bakildi.
SYBR Green Temelli gqRT-PCR ile ¢alisma yapildi.
REALAMP SYBR GREEN MASTERMIX (HIGH ROX DYE) kullanilds.

Tablo 5’de Galektin-3 ve GAPDH geninin sekans dizilimi, Tablo 6’da PCR

bilesenleri verilirken, Tablo 7°de yapilan PCR ¢alismasinin kosullari verilmistir.

Tablo 5 . Galaktin-3 ve GAPDH geninin sekans dizilimi

Ad 5 Sekans 3’
Galaktin-3-F AGCCAACGAGCGGAAAATG
Galaktin-3-R GCACTTGGCTGTCCAGAAGA

GAPDH-F GTCAAGGCTGAGAACGGGAA
GAPDH-R AAATGAGCCCCAGCCTTCTC

Tablo 6. PCR bilesenleri

PCR Bilesenleri

Miktar

2X Sybr master mix
F(10pm)
R(10pm)

cDNA

Rnaz free / Su

10pL
luL
luL
luL
12pL

Toplam

25uL
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Tablo 7. PCR kosullari

95°C 10 dakika

95°C 15saniye

X40

60°C 30 saniye

3.6. Istatistiksel Analiz

Calismada ¢alisma i¢in 0=0,05, f=0,10, (1- B)=0,90 (R:Sample Allection
Ratio:1,7) olarak alindiginda 71 hasta ve 65 hasta olmayan bireyin dahil edilmesine
karar verildi ve testin guct p=0,001 olarak belirlendi. Calismamizda elde edilen
veriler SPSS 22.0 programina yiiklenerek verilerin degerlendirilmesinde parametrik
test varsayimlari yerine getirildiginde (Kolmogorof-Simirnov) bagimsiz gruplarda iki
ortalama arasindaki farkin Onemlilik testi, parametrik test varsayimlari yerine
getirilmediginde Mann-Whitney U testi, lojistik regresyon analizi, sayimla elde
edilmis nitel verilerin degerlendirilmesinde Ki-Kare testi kullanilarak ve yanilma

diizeyi 0,05 olarak alind.
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4. BULGULAR

Calismaya Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Kadm Hastaliklar ve
Dogum ABD, ameliyat veya muayene olmus ve endometriozis 6n tanisi ile alinan
biyopsi materyalinde histopatolojik olarak veya radyolojik incelemeler sonucunda
endometriozis tanis1 almis 71 hasta dahil edildi. Ayrica Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim dalinda benign sebeplerle ameliyat edilmis ve endometriozisi olmadigi
tespit edilmis yas ortalamasi hasta grubuna benzer dagilim gosteren 65 gonulli
kontrol grubu da olusturuldu. Hastalardan alinmis kan ornekleri prospektif olarak

incelendi.

4.1. Galaktin-3 Duzeyi

Yapilan analiz sonucunda Galektin-3 i¢in endometriozis ve kontrol grubu
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p< 0,001) tespit edilmistir.
Sekil 12’de goriildiigi lizere endometriozis evrel grubunun galektin-3 degeri
yaklagik olarak 12,5668+0,6929 pg/mL, endometriozis evre2 grubunun galektin-3
degeri yaklagik olarak 16,3269+0,8625 pg/mL, endometriozis evre3 grubunun
galektin-3 degeri yaklasik olarak 21,2308+0,5653 pg/mL, endometriozis evre4
grubunun galektin-3 degeri yaklagik olarak 28,6667+0,8699 pg/mL olarak
bulunurken, kontrol grubunun galektin-3 degeri yaklasik olarak 7,2991+0,5623
pg/mL olarak bulunmustur. Buna gore endometriozis evrel'in galektin-3 degeri,
kontrol grubuna gore yaklasik iki kat (1.72), endometriozis evre2'nin galektin-3
degeri, kontrol grubuna goére yaklasik ikibuguk kat (2.23), endometriozis evre3'ln
galektin-3 degeri, kontrol grubuna goére yaklasik ¢ kat (2.90), endometriozis
evre4'in galektin-3 degeri, kontrol grubuna gore yaklasik dort kat (3.92) daha fazla

bulunmustur.
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Sekil 12. Endometrozis hastaliginda kontrol grubu ve hasta gruplar: arasindaki
Galektin-3 ortalama degerleri [*; kontrolle evrel,evre2,evre3,evre4 arasindaki farklar

grafik degerlendirilerek istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p< 0,001)]

4.2. Galaktin-3 Gen Ekspresyon Seviyesi

Yapilan analiz sonucunda Galektin-3 gen ekspresyon seviyesi igin
endometriozis ve kontrol grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
(p< 0,001) tespit edilmistir. RT-PCR sonucuna gore galektin-3 geninin kontrole gére
evre 1 hastalarinda 2,5167+0,2489, endometrozis evre 2 hastalarinda 2,9691+0,5211,
endometrozis evre 3 hastalarinda 3,8396+0,1835, endometrozis evre 4 hastalarinda

4,3631+0,4627 ekspresyon kat degisimi olarak bulunmustur.
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Ekspresyon Degisimi (Kat)
w
—

O 1 1 1 1 1
Kontrol Ewe 1 Ewe 2 Ewe 3 Ewve 4

Sekil 13. Galektin-3 gen ekspresyonuna ait kantitatif RT-PCR Kat degisimi [*;
Kontrol ve evrel,evre2,evre3,evre4 Galektin-3 gen ekspresyonu arasindaki fark

anlamli bulunmustur. (p<0,001)]



Morm. Fluoro.
=
L%
Th

1078 Threshold] !
5 10

Resim 1. Endometriozis hastalarinda pik drnekleri

dF idT
N

55 60 E5 70 75 80
deg.

85

100

Resim 2. Endometriozis hastalarinda pik 6rnekleri
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OZELLIK N Galektin Mean Std.Deviation
HASTA 71 16,8640 5,9116

KONTROL 65 7,2991 0,0002

EVRE N(%0) p degeri

EVRE 1 39(54,9)

EVRE 2 11(15,5) 0,001

EVRE 3 10(14,1)

EVRE 4 11(15,5)

EVRE N(%0) Galektin Mean | Std.Deviation p degeri
EVRE 1 39(54,9) 12,5669 0,0004

EVRE 2 11(15,5) 16,3269 0,0002 0,001
EVRE 3 10(14,1) 21,2309 0,0002

EVRE 4 11(15,5) 28,6667 0,0003

Tablo 8. ELISA degerleri
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OZELLIK N Galektin Mean Std.Deviation
HASTA 71 3,059 0,720

KONTROL 65 1,001 0,001

EVRE N(%6) p degeri

EVRE 1 39(54,9)

EVRE 2 11(15,5) 0,001

EVRE 3 10(14,1)

EVRE 4 11(15,5)

EVRE N(%0) Galektin Mean | Std.Deviation p degeri
EVRE 1 39(54,9) 2,5167 0,0003

EVRE 2 11(15,5) 2,9691 0,0002 0,001
EVRE 3 10(14,1) 3,8396 0,0003

EVRE 4 11(15,5) 4,3632 0,0001

Tablo 9. PCR degerleri
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5.TARTISMA

Endometriozis ile ilgili yapilan yogun galismalar ve arastirmalara ragmen
hastaligin etyopatogenezi tam olarak agiklanamamistir. Endometrial hiicrelerin
ektopik olarak dagilimi ve yerlesmesi endometriozisin etyopatogenezisinde temel bir
oOzelliktir (166,167). Genel kabul olarak Sampson’un teorisi olan retrograd
menstruasyon teorisine gore periton bosluguna ilerleyen menstriiel kanin implante
olup endometriozise yol agmasidir (168).

Uterusun disindaki endometrial glandiiler doku ve stroma olarak tanimlanan
endometriozis genel kadin populasyonunda % 5 — 15, infertilite nedeniyle arastirilan
hastalarda % 40’n1 olusturan yaygin jinekolojik patolojidir(169). Asemptomatik
olabilecegi gibi dismenore, disparoni, kronik pelvik agr1 ile prezente olabilir. Bazen
hayat1 tehtid eden komplikasyonlara yol acabilen kronik bir hastaliktir.

Calismamizda endometriozisli olgularin en sik basvuru sebebi sirasiyla
infertilite (%37), dismenore (%33), kronik pelvik agr1 (%18), dispatoni (%]11) olarak
kaydedildi. Bununla birlikte ayn1 hastada birden fazla semptom da gorulebilir.

Endometriozisin insidansi yiliksek ve ilk tarifinden uzun zaman gegtigi halde
etiyolojisi ve fizyopatolojisi hakkinda bilgiler oldukca azdir. Metaplaziden ve
miillerian artiklardan gelismesi, retrograd menstruasyon akim sonrasi implantasyon
ve endometrium blyimesi, induksiyon teorisi dahil ¢ok sayida teoriler 6ne
striilmistar.

Endometriozis tanisinda altin standart laparoskopidir. Kesin taniya
laparoskopik olarak lezyonlarin goriilmesi ve histolojik degerlendirme ile ulasilir.
Glnlmuzde endometriozis tanisinda ve takibinde laparoskopiye yardimci olarak CA
— 125 testi kullanilmaktadir. CA-125 epitelyal orijinli yiiksek molekiil agirlikli
glikoproteindir. Endometriozis ve artmis CA-125 diizeyleri arasindaki iliski 80°li
yillarin ortasinda gosterilmistir. (170). Xavier ve arkadaslarinin yaptigi calismada 25
ileri evre endometriozis hastalart 13 kontrol grubu ile karsilastirilmis ve
endometriozisli olgularda CA-125 diizeyleri yiiksek saptanmistir (171). Benzer
sekilde de Somingliana’nin arastirmasi sonug¢lanmistir. Serum CA-125’daki yukselis

ileri evre hastalikta daha fazla oldugu rapor edilmistir (172). Bu veriler literatiirde
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birgok calisma ile desteklenmektedir (173,175). Baz1 yayinlarda CA-125 yiiksekligi
evre 1 — 2endometrioziste daha belirgin oldugu gosterilmistir (176,177).

Histolojik olarak  benign endometriotik lezyonlarin, malign
transformasyonlara da yol agabilen genetik hatalar sonucu olustugu kabul
edilmektedir. Calismalar, heterozigozite kaybin1 ve tiimor supresor genlerde
mutasyon varligimmi saptamistir. Bu hastalik, kanser progresyonunda yer bulan
hiicresel fenotipik degisikliklerin olusmasinda rolii olan yiiksek genetik instabilite
gostermektedir (178). Endometriozis, koken olarak monoklonal patern gosterir. Bu
durum, birbirinden ayr1 odaklarin tek onciil hiicrelerden kdken aldig1 konusunda fikir
uyandirmaktadir (180). Bir¢ok epidemiyolojik ¢alismada, endometriozis ve ovaryan
kanser arasinda iliski saptamistir (181-182). Epidemiyolojik c¢alismalar
endometriozisli kadinlarda, dzellikle endometrioid tip ve berrak hucreli epitelyal
ovaryan kanserler i¢in artmis risk saptamistir.

Brinton ve arkadaslar1 1969 ve 1983 yillar1 arasinda endometriozis nedeniyle
hospitalize edilen 20,686 hastanin kayitlarimi incelemistir (183). Calismanin
kohortuyla genel popiilasyon arasinda kanser insidans oranlarin1 karsilastirmak igin
standardize insidans oranlari (Standardized incidence ratios-SIRs) hesaplanmistir.
Yas, periyod ve komorbiditeler i¢in gerekli diizeltmeler yapildiktan sonra, ¢alismanin
kohortunun daha yuksek kanser riski tasidigina isaret eder sekilde, endometriozis
grubunun kontrol grubuna goére hazard orani 1.9 olarak bulunmustur. Ayrica uzun
stireli ovaryan endometrioma Oykiisii olan kadinlarda ovaryan kanser i¢in ilave
artmis risk saptanmistir (SIR, 4.2) (184). Ayn1 arastirmacilar, primer infertilitesi olan
endometriozis hastalarinin genel popiilasyona gore 4.19 kat fazla ovaryan kanser
riski tagidiginida yayimlamiglardir (185).

Calismamizda yaptigimiz ELISA sonuglarina gore galektin-3 degerleri
kontrol grubun da 7,2991+0,5623 pg/mL, endometrozis evre 1 hastalarinda
12,5668+0,6929 pg/mL, endometrozis evre 2 hastalarinda 16,3269+0,8625 pg/mL,
endometrozis evre 3 hastalarinda 21,2308+0,5653 pg/mL, endometrozis evre 4
hastalarinda 28,6667+0,8699 pg/mL olarak bulunmustur. Yapilan istatistik sonucuna
gore kontrol grubu ile endometrozis hastalarinda anlamli olarak bir farklilik

bulunmustur (p<0,001).71 hasta ve 65 kontrol grubunda olusturulan sonuglar
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degerlendirilerek galektin-3 degerleri igin tiim gruplar arasinda kontrole gére anlaml
farklilik bulunmustur.Bu sonug literatlr ile uyumludur (186).

Yapilan PCR sonuglarina gore; galektin-3 duzeyleri kontrol grubun da 1
olarak kabul edilirken, endometrozis evre 1 hastalarinda 2,5167+0,2489
endometrozis evre 2 hastalarinda 2,9691+0,5211, endometrozis evre 3 hastalarinda
3,8396+0,1835, endometrozis evre 4 hastalarinda 4,3631+0,4627 ekspresyon kat
degisimi olarak bulunmustur.71 hasta ve 65 kontrol grubunda olusturulan sonuglar
degerlendirilerek galektin-3 degerleri igin tiim gruplar arasinda kontrole gére anlaml
farklilik bulunmustur.

Endometriozis etiyolojisi  ve  patogenezi  bilinmeyen  gizemli  bir
hastaliktir. Endometriozisin genezini agiklamak i¢in pek ¢ok teori One siiriilmiistiir.
Yaygin olarak kabul edilen mekanizma, ektopik bolgelere menstriiasyon sirasinda
endometrial fragmanlarin transplantasyonundan olusan “transplantasyon teorisi” dir
(187,189). Retrograd menstriiasyonun hemen hemen tiim kadinlarda gergeklestigine
dair  kanitlara  ragmen, ¢ogu  kadin endometriozis gelistirmez,  ¢linkii
muhtemelen endometriozis gelisimi  karmasiktir ve periton yilizeyine, kan
beslemesinin ve sekonder yapiya bagliligi igerir (190).Bu nedenle, habis hiicrelerin
yayilmasina kiyasen, endometriozis hastaligi kompleksi birbiriyle olaylar zincirini
olarak gorulebilir ve endometriyozis bir sekilde belli yazarlar tarafindan kabul edilir
“iyi huylu kanser.” (8-27-28) Bu bakis i¢in, Hiicre yapisma proteinlerinin ve
Ozellikle integrinlerin Gst ailesi , endometriozis gelisiminde 6nemli bir rol oynuyor
gibi gorinmektedir .I-galaktosidlerin afinitesine sahip 1 veya daha fazla karbonhidrat
tanima alani igeren genis lektin ailesinin bir Gyesi olan gal-3'in potansiyel rolini
arastirdik. Bu proteinin, karbonhidrat bagimli veya karbonhidrattan bagimsiz bir
sekilde ¢oklu ligandlarla etkilesime girmesini saglayan bir matris metaloproteinazla
ayrilabilir alan, bir karbonhidrat baglayici alandan olusan benzersiz yapisi. Bu
glikoproteinin  ¢ok islevli olmast kismen genis ligand yelpazesi ile
yansitilir. (191,193) Gergekten, son kanitlar, gal-3'Un hiicre adezyonu, goc,
anjiyogenez, istilada dnemli bir rol oynadigini gostermektedir. immin fonksiyonlar
ve ¢ok cesitli kanserlerde ve 6zellikle endometrial karsinomlarda apoptoz(193,195)

Galektin-3 normal ekspresyon endometrium ve endometriyoz , bununla birlikte, cok
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az anlagilmistir. Normal endometriumda, gal-3 ekspresyonu salgi bezindeki
glandiiler ve stromal bilesenlerde artar. (195)

Mevcut veriler otopik disiindiirmektedir daha gelismis teori, uygun
endometriyum olankadinlarin endometriozis farklidir endometrium olmadan
kadinlarin endometriozis bu “modifiye izin endometrium rahim bosluguna zaman
disinda daha kolay yapisir, biliylimeye” ve yayilma adet yetersizligi sirasinda
salinir. (6-11-17)  Gergekten de, baz1 arastirmacilar agikca  gostermistir
ki endometriyum olan kadinlarin endometriozisintegrinler, cadherinler, lektinler veya
metaloproteinazlar da dahil olmak (izere hiicre adezyonu veya istilasina daldirilmig
birkag proteinin farkli ekspresyonunu gosterdi . (11-30-37)

Son olarak, daha once de belirtildigi gibi, endometriozisin ana
semptomlarindan biri muhtemelen agridir . (30-37) Bu goriise gore, son veriler gal-
3'Un agn gelisiminde rol oynayabilecegini, ¢linkii miyelin fagositozunda, ndronlarin
walleryen dejenerasyonunda ve sinir hasarindan sonra ndronal apoptoz
indiksiyonunda tetiklenmesinde rol oynadigin1 one siirdii . (34) Daha 0Onceki bir
calismada, perineurial ve endoneurial istila yoluyla sinirler ile endometriotik odaklar
arasinda yakin bir morfolojik iliski oldugunu acikga gostermistik., ozellikle
hastaligin en ac1 halini temsil eden DIE'de.

Bu nedenle, endometriotik odaklarla asir1 ifade edilen gal-3 sekonder olarak
sinir dejenerasyonunu indukleyebilir. (3) Buna ek olarak, gal-3 ifadesi, ifade kendisi

norotrofin sinir bliyiime faktorii ile yukar1 dogru regule edilmektedir (196).
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6. SONUC

Yaptigimiz ¢alismanin sonucuna gore Galektin-3 ekspresyonun ve galektin-3
diizeylerinin evrelere gore degistigi gozlenmektedir. Endometrozis hastaliginda evre-
1 ‘den evre-4’e¢ dogru hastalik siddetlenmektedir. Calismanin verilerinde de
endometrozisin evrelerine gore galektin-3 degeri ve ekspresyonu artmaktadir.
Galektin-3 yeni ¢alismalar 1g1g1inda bu tiir hastaliklar i¢in gelecekte bir belirteg olarak

kullanilabilir.
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