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OZET

Endometriyozis, tireme cagindaki kadinlarmm % 10-15 oraninda etkilendigi ve infertilite ile
pelvik agriya neden olan bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Anormal hiicre biiylimesi ile
karakterize olan endometriyozis olgusunun genetik mekanizmasi tam olarak aydinlatilabilmis
degildir. Calismamizda ileri evre endometriyozis vak’alarinda somatik hiicrelerde meydana
gelen kromozom degisiklikleri floresans in situ hibridizasyon (FISH) yontemi uygulanarak
saptanmistir. Ayrica calismamizda endometriyozis ve normal endometriyum dokular ile
periferik kan ornekleri incelenmistir. Sentromerik problar kullanilarak 11 ve 18 numarali
kromozomlar sayisal agidan degerlendirilmis, lokus spesifik prob kullanilarak da 17 numarali
kromozomda lokalize olan p53 lokusu yapisal acidan incelenmistir. Degerlendirmede

monozomi, dizomi ve trizomi gozlenen hiicrelerin frekanslar1 saptanmaistir.

Calismamizda alt1 (n:6) endometriyozisli hastanin endometriyozis dokusu (calisma grubu),
ayn1 hastalarin endometriyum dokusu ve periferik kan ornekleri ile bes (n:5) saglikli kadinin
endometriyum dokusu ve periferik kan ornekleri calisilmistir. Calisma grubunu olusturan
endometriyozis orneklerinde 11 numarali kromozomda % 3.6 oraminda trizomi, % 0.4
oraninda monozomi, 18 numarali kromozomda % 1.3 oraninda monozomi ve 17 numaral
kromozomda lokalize olan 17p13 (p53) lokusunda ise % 16.4 oraninda monozomi, % 2.1
oraninda trizomi saptanmistir. I. Kontrol grubunu olusturan hastalardan temin edilen
endometriyum 6rneklerinde, 11 numarali kromozomda % 1.3 oraninda trizomi, 18 numarali
kromozomda % 2.7 oraninda monozomi, % 1.0 oraninda trizomi ve 17 numarali kromozomda
lokalize olan 17p13 (p53) lokusunda ise % 3.2 oraninda monozomi tespit edilmistir. Calisma
grubu ve I. Kontrol grubu arasinda 11 ve 18 numarali kromozomlar ile 17p13 lokusunda
gozlenen genetik degisiklikler acisindan anlamli bir farklilik oldugu belirlenmistir
(p<0.0001). Bulgular endometriyozisin olusum ve/veya gelisiminde somatik hiicrelerde

genetik degisikliklerin meydana geldigini destekler niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Endometriyozis, Floresans In Situ Hibridizasyon, Anoploidi, pS53,

Familiyal Kalittm



ABSTRACT

Endometriosis affects 10-15 % of women of reproductive age and is a common cause of
infertility and pelvic pain. Although endometriosis is characterized by abnormal growth or
turn-over cells, the genetic changes involved remain unclear. We employed multi-color
fluorescence in situ hybridization (FISH) strategy to determine the incidence of somatic
chromosomal numeric alterations in late stage endometriosis. We performed three color FISH
using sentromeric DNA probes for choromosomes 11, 18 and locus specific p53 probes
(17p13) localized to chromosome 17 in endometriotic tissue specimens, normal endometrial
tisuue, and peripheral blood lymphocytes. We performed to evaluate the frequency of
monosomic, disomic, and trisomic cells in normal controls and endometriotic tissue

specimens.

Totaly six endometriosis samples (n:6), normal endometrium samples (n:6), and peripheral
blood lymphocytes (n:6) were studied and normal endometrium samples (n:5) with peripheral
blood lymphocytes were also studied from healty women. In endometriosis samples (n:6)
were a significantly higher frequency of trisomy (3.6 %), monosomy (0.4 %) for chromosome
11, frequency of monosomy (1.3 %) for chromosome 18, higher frequency of monosomy
(16.4 %), trisomy (2.1 %) for chromosome 17 p53 (17p13) locus. In endometrium samples
(n:6) were frequency of trisomy (1.3 %) for chromosome 11, frequency of monosomy (2.7
%), frequency of trisomy (1.0 %) for chromosome 18, frequency of monosomy (3.2 %) for
chromosome 17 p53 (17p13) locus. Apart from chromosome 11, 18 and chromosome 17 p53
(17p13) locus genetic alterations was significantly greater (p<0.0001) in the endometriosis
specimens than in normal endometrial cells. These findings support a multistep pathway

involving somatic genetic alterations in the development and/or progression of endometriosis.

Key words: Endometriosis, Fluorescence in situ hybridization (FISH), aneuploidy, p53,

familial inheritance
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1.GIRIS

Endometriyozis, normal olarak uterus i¢ yiizeyini orten endometriyum dokusunun, uterus i¢
yiizeyi disinda bulunmasi olarak tanimlanmaktadir. Endometriyozis kompleks bir jinekolojik
hastalik olup menapoz 6ncesi iireme ¢agindaki kadinlarin %10-15’ini etkilemektedir (Shin vd
1997, Bischoff ve Simpson 2004). Epidemiyolojik ¢alismalar bu hastaligin multifaktoriyel /
poligenik olarak kalitilan genetik bir hastalik oldugunu isaret etmektedir (Wenzl vd 2003).

Endometriyozisli hastalarin % 30-40 oraninda infertil oldugu, infertil olan kadinlarin ise % 6-
15 oraninda endometriyozis tanist aldigi bildirilmektedir (Muse ve Wilson 1982). Diger
taraftan endometriyozis olgusunda familiyal gecisin oldugu bildirilmekte olup, birinci
dereceden akrabalarinda endometriyozis saptanmis bir kadin i¢in hastaligin ortaya ¢ikma
riskinin % 5 ile % 8 arasinda oldugu ifade edilmekte ancak genetik gecisin sekli tam olarak
bilinmemektedir (Frey ve Bluefield 1957, Ranney 1971, Simpson vd 1980, Lamb vd 1986,
Coxhead ve Thomas 1993, Bischoff ve Simpson 2000, Cramer ve Missmer 2002, Simpson ve
Bischoff 2002, Simpson vd 2003, Simpson ve Elias 2003, Simpson vd 2003). Ote yandan
somatik hiicrelerdeki proto onkogenlerin aktivasyonu (6rn, k-ras) ve timor supresor genlerin
(TSG) kaybi endometriyozis olusumuna neden olan faktorlerin bazilarini olusturmaktadir

(Fearon ve Vogelstein 1990).

Genetik degisimde altta yatan sebepler heniiz aydinlatilmamis olmakla birlikte o6zellikle
onkogen (c-myc, c-fms, k-ras, c-erb, ras, B-1 ve B-2) ile tiimor siipresér gen (p53)
mutasyonlarinin endometriyozis olgusunda rol oynadig: diisiiniilmektedir (Simpson vd 1984,

Moen vd 1984, Maxwell vd 1989).

Bu calismada endometriyozis, normal endometriyum doku Ornekleri ve periferik kan
lenfositlerindeki sitogenetik ve molekiiler degisiklikler Floresans In Situ Hibridizasyon
(FISH) yontemiyle incelenmis olup c¢alismada kromozom spesifik problar kullanilarak
anoploidi frekansinin yiliksek olarak bildirildigi 11 ve 18 numarali kromozomlar sayisal
yonden ve 17 numarali kromozomda lokalize olan 17p13 gen lokusu lokus-spesifik DNA
problart kullanilarak yapisal agidan degerlendirilmistir. Calismamizda ayrica endometriyozisli
vak’alarin aile hikayeleri incelenerek hastaligin familiyal gecisinin irdelenmesi de

hedeflenmistir



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Giinlimiize kadar yapilan arastirmalarda, kanser olgusuyla olduk¢a benzer 6zellikler tagiyan
endometriyozisin olusumu ve/veya gelisiminde, somatik hiicrelerde genetik degisikliklerin
meydana geldigi ifade edilmektedir (Kennedy vd 1995). Bu calismalarda genellikle 7, 8, 11,
12, 16, 17 ve 18 numarali kromozomlarda yiiksek siklikta andploidinin gozlendigi
belirlenmistir (Shin vd 1997). 16 ve 17 numarali kromozomlarda monozomi, 11 numarali
kromozomda ise trizomi daha sik olarak goézlenmistir. Tiimor siipresor genler ve onkogenlerin
11, 16 ve 17 numarali kromozomlarda lokalize oldugu ve bu bolgelerdeki kromozom
kayiplarinin endometriyozisin olusumu ve/veya gelisiminde rol oynayabilecegi ifade
edilmektedir. 17 numarali kromozomda anéploidi frekansinin yiiksek bulundugu bir baska
calismada ise endometriyozis olgusunun somatik hiicrelerdeki genetik degisikleri destekledigi
ifade edilmektedir (Bischoff vd 2002). Gogusev ve arkadaglar tarafindan 1, 2, 3, 5, 7, 16 ve
20 numarali kromozomlar ile 6p 17q, 21q ve 22q kromozom bdlgelerinde ekstra bir artisin
oldugu ve 9, 12, 18 numarali kromozomlar, X cinsiyet kromozomu ve 6q, 11p, 13q
kromozom bdlgelerinde ise kromozom kaybinin oldugu bildirilmektedir (Gogusev vd 2000).
Diger birtakim arastirma bulgularinda ise lp, Sp, 6q, 7p, 9q, 16, 17q ve 22q kromozom
bolgelerinde kromozom kayiplarinin oldugu gosterilmistir (Vercellini vd 1994, Bischoff vd

2002).

Bizim caligmamizda 18 numarali kromozomda gézlenen kromozom kaybi ve 11 numaral
kromozomda gozlenen yiiksek trizomi frekansi nedeniyle bu kromozomlarin sayisal agidan

degerlendirilmesine karar verilmistir.

Endometriyozis malignant-abnormal morfoloji, diizensiz hiicre biiytimesi, uterin boslugu
disindaki dokulara invazyon yapmasi gibi karakteristik ozelliklerle birlikte seyretmektedir
(Nibert vd 1995, Jiang vd 1996, Jimbo vd 1997). Endometriyozis ile kanser arasindaki iliskiye
bakildiginda, kanserin genellikle ovaryum’da (% 75 oraminda) ortaya ¢iktigi saptanmistir
(Mostoufizadeh ve Scully 1980, Vercellini vd 1993). Endometriyozis olgusunda malignant
transformasyonun % 1 oraninda goriildiigii bildirilmektedir (Heaps vd 1990, McMeekin vd
1995, Campbell ve Thomas 2001). Over kanserleri, endometriyotik lezyon (%70) formunda,
berrak hiicre (clear cell, %14) tipinde ya da karisik halde bulunmaktadir. Ayrica
endometriyozis ve over kanserleri arasindaki patogenezis birbirinden bagimsiz olabilecegi

gibi yapilan son calismalarda endometriyotik lezyonlarin over tiimorlerle bitisik olarak



gozlenmesi, endometriyozisin over kanserlerinin bir kisminda tetikleyici bir roliiniin
olabilecegi seklinde ifade edilmektedir (Heaps vd 1990, McMeekin vd 1995, Campbell ve
Thomas 2001).

Endometriyozis olgusundaki somatik DNA mutasyonlarinin roliiniin incelendigi ¢calismalarin
cogunda, Orneklerin biiyiikk oranda normal dokular1 da kapsadiginin goézoniine alinmasi
gerekliligi vurgulanmaktadir (Schenken vd 1991). Yapilan imminohistokimyasal ¢aligmalarda
endometriyum dokusu, normal endometriyum dokusu ile karsilastinlmis 6zellikle c-myc, c-
fms, c-erb B-1/-2 ve ras i¢in yiiksek protein oranlar1 ile proto-onkogen ekspresyonlar
gozlenmistir (Berqvist vd 1991, Jiang vd 1998). Bu sonuglar proto-onkogen ekspresyonlarinin
farkli sekilde oldugunu desteklemekte ve belki de endometriyotik hiicrelerin farklilagmasi ve

biiytimesiyle iliskili oldugunu dogrulamaktadir.

17 numarali kromozomda lokalize olan p53 tiimor siipresor geninin (TSG) premalignant ve
malignant dokularda degisime ugradigi, endometriyal ve over epitel kanserlerde de benzer
durumun gozlendigi, ozellikle ileri evre (III-IV) endometriyozis olgularinda bu duruma sik
rastlandig1 bildirilmektedir. Bishoff ve arkadaslar1 (2002) tarafindan yiiriitiilen bir calismada
FISH yontemiyle monozomi 17 ve p53 lokusundaki degisimler gosterilmistir (Bischoff vd
2002). P53 (17p13) i¢in direkt spesifik prob ve 17 numarali kromozom i¢in alfa-satellit
sentromer probu kullamlarak yapilan s6z konusu calismada endometriyozis ile normal
endometriyum dokusuna ait hiicrelere ait analiz sonucglar1 karsilastirilmis ve normal
endometriyum dokusunda heterozigozite kaybi gozlenmez iken, endometriyozis gozlenen
dokularda polimorfik DNA lokusunun DNA analizinde 17 numarali kromozomda ve diger
lokuslarda heterozigozite kaybi gozlenmistir. Endometriyotik doku ve periferal kandan
ekstrakte edilmis DNA calismasinda, erken/ge¢ donem endometriyoziste; HGH, D17S250,
CHRNBI diniikleotit belirtecleri arastirilmistir. Orneklemedeki 14 endometriyozis dokusunun
12°sinde 17. kromozom sentromer kaybi (monozomisi) saptanmis, ayni zamanda p53
lokusunun kaybr da gozlenmistir. Diger 2 endometriyozis dokusunda sadece %14 oraninda
pS3 kaybi gozlenmistir. 17 numarali kromozomdaki diger allellerde heterozigozite kaybi daha
az siklikta gozlenmis, sadece 15 dokunun 3 tanesinde HGH, 15 dokunun 1’inde D17S250
belirtegleri  gozlenirken, 15 dokunun hi¢birinde CHRNBI1 diniikleotit belirteci
gozlenmemistir. Aym calismada 17 numarali kromozom iizerinde DNA polimorfik

belirte¢leri kullanilarak 15 doku O©rneginin 4 tanesinde (%27) heterozigozite kaybi



gosterilmistir. 3 endometriyozis doku 6rneginde kaybin HGH (17q22-q24) belirteci ile birlikte
oldugu ve 1 kaybin da D175250 (17q11.2-q12) belirteci ile birlikteligi gosterilmistir.

Bir baska calismada ise 9p, 11q ve 22q kromozom bdlgelerinde gosterilen heterozigozite
kaybinin endometriyozis olgularinin etiyolojisinde rol oynadigi gosterilmistir (Jiang vd 1996,
Kosugi vd 1999). Arastirilan kromozom bdlgelerinin, dnceden over kanserlerle ilgili oldugu
bilinen bolgeler oldugu endometriyotik kistlerde monoklonal orjinin daha fazla gosterildigi
ifade edilmektedir. Diger bir calismada ise yaygin olan genetik degisikliklerin, 11
endometriyozis doku 6rneginin 9’unda over kanserinin ortaya ¢iktigin1 ya da endometriyozis
dokusuna yakin bolgelerde oldugunu gostermistir (Gogusev vd 2000). Degisiklikler 5q, 64, 9p,
11q ve 22q iizerindeki kromozomal bolgelerde gozlenmis olup, 1 endometriyozis orneginde

ise p53 genindeki 220. kodonda mutasyon gosterilmistir. (Tyr > Cys)

Literatiir taramalarindan elde edilen sonuglar dogrultusunda yapilan incelemelerde 17
numarali kromozomda lokalize olan p53 tiimor siipresor geninin premalignant ve malignant
dokularda degisime ugradigi, ozellikle ileri evre (III-IV) endometriyozis olgularinda bu
duruma sik rastlandigr bildirildiginden 17 numarali kromozomda 17p13 gen lokusunun

degerlendirilmesine karar verilmistir.

3. KURAMSAL TEMELLER

3.1. Tarihge



Endometriyozis ilk olarak 1860 yilinda tamimlanmistir. Endometriyozisin familiyal gecisinin
oldugu da bilinmekte olup, vak’a raporlarinda familiyal gecis, 1927 yilindan beri
bildirilmektedir (Sampson 1927). Bu konuda 1971 yilinda Ranney tarafindan yapilan ¢alisma
anket formlartyla gerceklestirmis, 1980 yilinda ise Simpson ve arkadaslari ilk makaleyi
yaymlamislardir (Ranney 1971, Simpson vd 1980). Simpson ve arkadaslari, birinci derece
akrabalarinda endometriyozis olan kadinlarda % 6.9 oraninda hastaligin gelistigini
saptamiglar ve kontrol gruplarinda hastalifin gériillme oranin1 % 0.9 olarak bildirmislerdir
(Simpson vd 1980). Malinak, endometriyozis olgusunda ailesel geg¢is gOsteren vak’alar
incelediginde probandlarin % 62’sinde hastalifin daha agir seyrettigini saptamis, bunu ailesel
gecis gostermeyen vak’alar ile kiyasladiginda oranin % 23’e diistiigiinii bildirmistir (Malinak
vd 1980). Diger calismalarda bu bulgulan desteklemektedir (Lamb 1986, Moen ve Magnus
1993, Coxhead ve Thomas 1993). Diger taraftan monozigotik ikizlerde, % 75-88 oraninda
gozlenen endometriyozis olgusunun, dizigotik ikizlere oranla daha sik goézlendigi ifade
edilmektedir (Moen 1994, Hadfield vd 1997, Treloar vd 1998). Bu veriler 1siginda
endometriyozisin poligenik / multifaktoriyel olarak kalitilan bir hastalik oldugu ifade
edilmektedir (Malinak vd 1980, Lamb 1986, Coxhead ve Thomas 1993, Moen 1994,
Hadfield vd 1997, Treloar vd 1998).

3.2. Endometriyozis ve Smiflandirilmasi

Endometriyozisin en belirgin semptomlarindan biri dokunun her ay bulundugu bélgede aynen
mensturasyon gibi kanama yapmasidir. S6z konusu belirtiler, bir yandan kanamanin bolgede
yarattig1 iltihabi reaksiyona, 6te yandan kanamanin kalintilarinin olusturdugu yapisikliklara
yol agmasi, Fallop tiiplerinin yapisikliklar tarafindan tikanmasi, olusan yapisikliklarin Fallop
tiiplerinin distal uglarindaki sacaklarinin islevlerini bozmasi ve yumurtlama esnasinda salinan
yumurta hiicresinin yapisikliklar nedeniyle tiip i¢ine gecememesi ve bu nedenle gebe
kalamama sorunu olusmasi, cinsel iliskide agri, pelvik agr1 gibi bulgularin gelismesi ve her ay
ortaya ¢ikan kanama artiklarinin birikerek kitle olusumuna neden olmasi gibi sonuglari ortaya

cikarmaktadir.

Endometriyozis genellikle yumurtalik ve karin i¢ zarinda (omentum) ortaya ¢ikmasina karsin

viicudun hemen her organinda goriilebilmektedir. Karmn i¢i dokunun endometriyal dokuya



degisimiyle olustugu, endometriyal dokunun ise uterustan karina kan ve lenf akimi yolu ile
yaylldigr bildirilmektedir (Wenzl vd 2003). Sekil 3.1’de yaygin olarak gozlenen
endometriyozis odaklar1 yer almaktadir. Ornegin apandiks bolgesi, ince barsaklar, mesane,
karin duvan i¢ zar1 (omentum), gobek, kasik (inguinal kanal), akcigerler, lenf bezleri, iist
solunum yollar1 (6zellikle burun), bobrek, beyin ve kulak, genital organlar disinda

endometriyozisin goriildiigii bolgelerdir (Mendelin vd 1999, Obata ve Hoshiai 2000).

Sekil 3.1. Yaygin olarak gozlenen endometriyozis alanlari (Woodward vd 2001 makalesinden degistirilerek
alinmugtir.)

lleri evredeki hastaligin tani kriterlerinde standardizasyon amaglandiginda Amerikan Ureme
Tibbi Dernegi'nin (AUTD) gelistirdigi smiflandirma yaygin olarak kullanilmaktadir
(American Society for Reproductive Medicine 1997). Ameliyat sirasinda pelvik bdlgenin
gorsel olarak degerlendirilmesi sonucunda 6l¢ii, pozisyon ve endometriyal implantin derinligi
ve adezyon (yapigsma) biciminden elde edilen skorlar hastaligin evresini belirlemeye yardimci
olmaktadir. Hastalik boylelikle dort evreye ayrilmaktadir. Baslangic, orta, ilimh ya da siddetli

olmak iizere sirasiyla evre I, evre II, evre Il ve evre IV olarak tanmimlanmaktadir.

3.3. Endometriyozisin Epidemiyolojisi

Endometriyozisin 1940’1 ve 1950’1i yillarda insidansi ve prevelansina bakildiginda, hastalik
frekansiin tireme cagindaki kadinlarda sayisal a¢idan farklilik gosterdigi rapor edilmektedir
(Burns ve Schenken 1989). Bu duruma secilen farkli hasta gruplari (6rnegin fertil veya infertil
kadinlar) veya hastaligin hemen géze carpmayan evrelerinin varligi ve 19701i yillardan 6nce
laparoskopinin sinirlt kullaniminin neden oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan genis 6lcekli son

calismalarda ise fertil kadinlarda prevelansim % 0.5 ile % 5 arasinda oldugu, infertil



kadinlarda ise prevelansin % 25 ile % 40 arasinda oldugu ifade edilmektedir (Haupt 1982,
Strathy vd 1982, Housten vd 1987).

3.3.1. Risk Faktorleri
3.3.1.1. Sosyodemografik faktorler

Yas: Goldstein ve arkadaglari, Chatman ile Vercellini ve arkadaglar tarafindan kronik pelvik
agn sikayetiyle laparoskopi yapilan 20 yas alt1 gruptaki kadinlarin oraninin % 38’den % 65’e
yiikseldigi belirtilmektedir (Goldstein vd 1980, Chatman ve Ward 1982, Vercellini vd 1989).

Sosyo-ekonomik gostergeler: Ekonomik durumu diisiik kadinlarda endometriyozis olgusunda
bir artisin varh@ gosterilmektedir (Makhlouf vd 1986). Kuzey Italya’da vaka-kontrol
calismalarindan elde edilen bilgilere gore 241 endometriyozisli vakanin egitim diizeyinin, 437
bireyden olusan kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Calismadan elde
edilen verilerden 7 yildan az egitimli olanlar ile 12 yil ve daha fazla egitim alanlar
kiyaslandiginda, egitim diizeyi arttikga hastaliga yakalanma oraninda da bir artisin oldugu

vurgulanmaktadir (Candiani vd 1991).

Medeni Durum: Makhlouf ve arkadaglar1 endometriyozis ve medeni durum oykiisii (medeni
durum, evlilik yas1) arasinda bir iligskiye rastlamadiklarini bildirmisler benzer olarak Parazzani
ve arkadaglar1 da bdyle bir iliskilendirme yapmamislardir (Makhlouf vd 1986, Paparazzini vd
1989).

3.3. 2. Temel faktorler

Familiyal ve genetik faktorler: Endometriyozis olgusunun gelisiminde familiyal gecisin
oldugu uzun zamandir belirtilmektedir (Goodall 1943, Frey ve Blufield 1957). 1971 yilinda
Ranney, endometriyozis operasyonu gecirmis 350 hastayla yaptigi calismada ankete katilan
237 (%22 oranminda) kadinin 53 tanesinde en az 1 ya da 2. derece akrabalarinda
endometriyozis oldugunu saptamistir. (Ranney 1971). Simpson ve arkadaslart (1980) ile
Malinak ve arkadaslarn (1980) ise aile Oykiisii olan hastalarda % 61 oraninda hastaligin agir
seyrettigini, buna karsin aile 6ykiisii olmayanlarda hastaligin % 24 oraninda agir seyrettigini

belirtmektedirler (Simpson vd 1980, Malinak vd 1980). Aym calismada saglikli kadinlarla, 1.



derece akrabalari hasta olan kadinlar kiyaslandiginda, hastalik ykiisii bulunan ailelerde bu
riskin endometriyozis gelisimini % 7 oraminda arttirdigr bildirilmektedir. Bu durumun
multifaktoriyel / poligenik etiyolojiye isaret ettigi ifade edilmektedir (Simpson vd 1980,
Malinak vd 1980).

Kilo ve Boy: Crammer ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada yiiksek kilolu ve diisiik
kilolu olan kadinlar arasinda endometriyozis riski agisindan bir farkliligin olmadigi
bildirilmektedir (Cramer vd 1987). Yapilan ¢calismada vak’alarin cogunun >1.66 cm. den uzun

oldugu isaret edilmektedir (RR 1.4).

3.3.3. Saghk Alskanhklar

Sigara: Crammer ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada 17 yas 6ncesi sigaraya baglamis
ve giinde 1 veya daha fazla paket sigara icen kadinlarin endometriyozise yakalanma
risklerinin, sigara igmeyen kadinlara gore daha diisiik oldugunu saptamislardir (Cramer vd
1987). Bu bulguya karsit olarak Parazzani ve arkadaslari ise sigara igcme aligkanliginin over
endometriyozisli ve kontrol gruplarinda herhangi bir fark yaratmadigini gostermislerdir

(Paparazzini vd 1989).

Egzersiz: Crammer ve arkadaslari, kiiciik yasta egzersize baslayan ve haftada 2 saat diizenli
egzersiz yapan kadinlarda egzersizin endometriyozise yakalanma agisindan koruyucu bir

etkiye sahip oldugunu saptamislardir (Cramer vd 1987).

3.3.4. Mensturasyon ve Ureme Faktorleri

Mensturasyonun baglama yasi: Cramer ve arkadaslann endometriyozisli 268 kadinin
mensturasyon Ozelliklerini ve 3794 kadim yas, irk bakimindan karsilastirmali kontrol gruplar
olusturararak incelemisler ve calisma grubunda ilk mensturasyon baslama yasinin kontrol
grubuna gore daha diisiikk oldugunu saptamislardir (Cramer vd 1987). Parazzine ve
arkadaglarinin yaptig1 bir baska calismada ise 15 yasindan sonra adet gérmenin ovaryan
endometriyozise kars1 dogal bir koruyucu etki olusturdugu ifade edilmektedir (Paparazzini vd

1989).



Mensturasyon Durumu: Sensky ve Liu'nun yaptigi retrospektif bir caligmada
endometriyozisli 148 hastanin % 76’sinda asir1 adet kanamasi (menorrhagia) oldugunu
saptamiglar ancak bir kontrol grubu olusturmamislardir (Senksky ve Liu 1980). Cramer ve
arkadaglar1 endometriyozis ve menstural donemlerin siiresi arasinda bir iliski saptamslar,
calismalarina oldukca diizensiz goriilen periyotlart dahil etmemisledir (Cramer vd 1987). 27
giin ve daha kisa siireli dongiiler icin Relatif Risk (R.R) 2.1 (% 95 CI 1.5-2.9) olarak
bildirilmis olup, bu risk 28-34 giinliikk dongiiler ile karsilastirilmistir. 34 giin ve daha uzun
stireli dongiiler i¢in R.R.’in diistiigii belirlenmistir. 1 haftanin {istiine ¢ikan dongiilerde artan

bir RR varligi saptanmis olup bu oran 2.4 (% 95 CI 1.4-4.0) olarak belirlenmistir.

Dogurganlik (Parite): Makhlouf ve arkadaslari, 156 hi¢ evlenmemis hasta grubuyla 162
kontrol grubunu kiyaslamis ve aralarinda zayif negatif bir birliktelik bulmuslardir (Makhlouf
vd 1986). Parazzani tarafindan yapilan bir calismada hi¢c dogum yapmamis (nullipardz)
kadinlarla dogum yapmis olan kadinlar arasinda bir kiyaslama yapilmistir. Dogum yapmis
olan kadinlarda dogum sayisi arttik¢a endometriyotid over kistlerin olugsmasinda bir diisiisiin
oldugu saptanmistir (Paparazzini vd 1989). Dogum yapmis olmanin endometriyozise karsi

koruyucu bir etkisi oldugu ve endometriyozisin infertilitiye neden oldugu ifade edilmektedir.

Oral Kontraseptif (OK) Kullamini: Baz1 ¢alismalarda hastalik riskini diisiiren etmenlerden
biri olarak OK kullanimi vurgulanmaktadir (Sangi-Haghpeykar 1995). Oxford Aile
Planlamas1 Dernegi tarafindan yiiriitilen kohort calismasinda, endometriyozis oranina
bakildiginda, OK kullanmaya devam eden veya OK kullanmaya yeni baslayanlarin hi¢ OK
kullanmamis olanlara gére daha az bir riske sahip oldugu belirlenmistir. (RR 0.4; %95 Giiven
Araligr CI: 0.2-0.7). Oysa hap kullamimin1 (>2-4 yil) kesen kadinlarda yiiksek riskin varlig
gosterilmektedir. (RR 1.8; %95 CI 1.0-3.1) (Vessey vd 1993). Royal Koleji Pratisyenler
Calismasi ile Walnut Creek calismalarinda da halen OK kullananlarda diisiik riskin, eskiden
OK kullanmis olanlarda ise yiiksek riskin varligi gosterilmistir (Royal College of General
Practitioners 1974, Walnut Creek Contraseptive Drug Study 1981). Aym sekilde italya’daki
vaka-kontrol ¢alismalarinda hi¢ OK kullanmamis olanlarda pelvik endometriyozis riskinin
yiiksekligi gosterilmis ancak gec¢miste OK kullananlar icin kisith bir riskin oldugu

bildirilmistir (Moen 1987, Kirshon 1988, Moen 1991, Parazzini vd 1994). Gegici bir siire OK



kullaniminin hastaligt durdurucu etkisinin oldugu, 6nceden OK kullanilmis fakat artik

kullanimiyor olmanin ise riski arttirdigi vurgulanmaktadir.

3.4 ENDOMETRIYOZISIN FiZYOPATOLOJISi

Endometriyozis olgularinda agr ve infertilite yaygin olarak goriilmekle birlikte infertilite i¢in
cerrahi miidahaleye karar verilen bir¢ok kadinda pelvik agri bulunmamaktadir, hastaligr ¢cok
siddetli geciren kadinlarin bazilarinda ise farkli diger semptomlar goézlenebilmektedir.
Endometriyozis olgusunda Amerikan Ureme Tibbi Dernegi'nin yaptigi simiflandirma
sistemine gore hastaligin siddeti/evresi ve gebelik olusumu arasinda anlamli bir iliski oldugu
belirtildigi halde diger calismalar bunu desteklememektedir (Guzick vd 1997). Benzer bir
bicimde endometriyozis evreleri ile agrinin siddeti arasinda zayif bir korelasyon varligi ifade
edilmektedir. Korelasyondaki bu yoksunluk hastaligin evresi, agrn ya da gebelik olusumu
endometriyozisin fizyopatolojisinin anlasilmasim1 daha komplike hale getirmektedir (Guzick

vd 1997).

Hastaligin infertiliteye neden oldugu teorisi infertil kadinlarda endometriyozis prevelansinin
dogurgan kadinlardan daha fazla goriildiigii temeline dayanmaktadir (Strathy vd 1982). Nedeni
tam olarak bilinmemekle birlikte genellikle siddetli evre (Evre III-IV) endometriyozis
olgularinda pelvik yapinin bozuldugu ifade edilmektedir. Endometriyozisin I. ve IL
evrelerinin infertilite iizerindeki etkisi de tam olarak aciklanamamaktadir. Ilave bir
destekleyici teori de Omland ve arkadaglar1 (1998) tarafindan bildirilmektedir (Omland vd
1998). Arastirict grup tarafindan yapilan kohort ¢alismasindan elde edilen bulgulara gore
yardimc1 iireme teknikleri uygulayan endometriyozisli kadinlarda gebelik oranlari,
endometriyozisli olmayan kadinlara oranla daha diisiik olarak ifade edilmektedir (Omland vd
1998).

Endometriyozisin histogenetik mekanizmasi “implantasyon teorisi” veya “Sampson teorisi”
olarak adlandirilmaktadir. Bu teoriye gore endometriyotik lezyonlar, peritoneal yiizeyden
ayrilan canli endometriyal dokularin reflii yoluyla pelvik organlara ya da peritoneal yiizeye
yapismalariyla olusmaktadir (Witz 1999). Bu hipotezi destekleyen birtakim deliller

mevcuttur:



1) Canli endometriyal hiicreler peritoneal sivida ve menstural sivida gosterilmektedir (Keettel
ve Stein 1951)

2) Endometriyum doku deneysel olarak peritoneal bosluga implante olabilmektedir (Ridley ve
Edwards 1958)

3) Biitiin kadinlarda belli derecelerde geriye dogru / reflii kanama (retrograde mensturasyon)
gozlenmektedir (Halme vd 1984)

4) Endometriyozis ile menstural akis arasinda bir birliktelik vardir (Sanfilippo vd 1986, Olive
ve Henderson 1987).

Hayvan modelleri de endometriyozisin implantasyon modelini desteklemektedir. Te Linde ve
Scott tarafindan yiiriitiilen ¢calismada 10 maymunun 5 tanesinde yaygin pelvik adezyon tespit
edilmistir (TeLinde ve Scott 1950). Benzer bir calisma da ise D’Hooghe, dort baboon (Papio
anubis)’un peritoneal bosluguna menstural endometriyum enjekte etmis ve tiimiinde
endometriyozis gelistigini gozlemlemis, vak’alarin ii¢ tanesinde ise implantasyonun 12.

ayindan sonra prognozun kotilye gittigini tespit etmistir (D’Hooghe vd 1995).

Programli hiicre o©liimii olarak adlandirilan apoptozisin ¢ok hiicreli organizmalarda
homeostasisi koruyan temel mekanizmalardan sorumlu oldugu belirtilmektedir. Uterus i¢inde
endometriyumun menstural faz ve ileri sekretor fazi boyunca fonksiyonel tabakada yaslanan
hiicrelerin menstural dongiide elimine edilmesi siirecinde apoptozis, hiicresel dengeyi
korumaya yardimci olmaktadir. Proliferatif faz boyunca, bazal tabakadan yeni hiicrelerin

cogalmasi bunu takip etmektedir (Dmowski vd 2001).

Her mensturasyon siklusu sirasinda fonksiyonel tabakadaki endometriyum atilmaktadir.
Atilan endometriyum dagilmis stroma parcalari, kan pihtilar1 ve uterus bezlerini icermektedir.
Saglam uterus bezlerinden bazilarinin liimeni kanla dolmaktadir. Endometriyumun daha derin
tabakalari, bazal tabaka, uterus salgi bezlerinin tabanlart mensturasyon sirasinda saglam
kalmaktadir. Gebel ve arkadaslarina gore, saglikli kadinlarda, mensturasyon hiicrelerinin ¢ogu
programli hiicre Oliimiine ugramakta ve yasamlarin1 siirdiirmemektedir. (Gebel vd 1998).
Endometriyozisli olan kadinlarda ise, apoptozis mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte mensturasyon hiicrelerinin biiyiik bir cogunlugu apoptozise ugramamakta, boylelikle
canli hiicrelerin sayis1 artmakta ve fizyolojik aktivitenin devam ettigi bildirilmektedir.

Calisma ekibi, endometriyozisli olan kadinlardan elde edilen endometriyum dokularinda,



fertil kontrol grubundan elde edilen endometriyum dokularina oranla anlamli bir sekilde daha
az spontan apoptozis gozlemislerdir. Bundan bagka azalmis apoptozisin, Otopik
endometriyuma nazaran ektopik endometriyum’da goézlendigi tespit edilmistir (Gebel vd
1998). Bu gozlenenler 1518inda, endometriyozisli hastalarda, Bcl-2 anti-apoptotik genin
endometriyal dokulardaki ekspresyonunun arttigi ifade edilmektedir (Meresmen vd 2000).
Bcl-2 ekspresyonu, normal endometriyumda menstural dongii siiresince degismektedir.
Meresman ve arkadaslar1 (2000), endometriyozisli olan kadinlarda proliferatif 6topik
endometriyumda Bcl-2 ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilastirdiklarinda arttigin
gozlemlemislerdir (Meresmen vd 2000). Bcl-2 ekspresyonunun 6zellikle ektopik
endometriyumda, 6topik endometriyumda ise Bcl-2 ekspresyonunun dongiisel degisikliklere
bagl olarak gozlendigi belirtilmektedir (Goumenou vd 2001). Ne var ki, Watanabe ve ekibi
(1997), ektopik ornekleri 6topik dokularla kiyasladiginda Bcl-2 ekspresyonunun artmadigim
bildirmistir (Watanebe vd 1997). Jones ve calisma arkadaglarn ise (1998), ektopik
endometriyum hiicrelerinde Bcl-2 sayisinda otopik dokularla kiyasladiginda anlamli bir

bicimde yiiksek oldugunu gozlemlemistir (Jones vd 1998).

Molekiiler hiicre adezyon mekanizmasinda, hiicre-hiicre ve hiicre-matrix adezyonu ve
bunlarin ekspresiyonunda temel aract molekiiller olan integrin ve kadherinler dnemli rol
oynamaktadir  (Beliard vd 1997). Otopik endometriyum dokusunda yapilan
immiinohistokimyasal calismalarda E-kadherin ekspresyonu degerlendirildiginde, peritoneal
ile endometriyotik lezyonlarda, biitiin dokularda epitel salgi hiicrelerinde E-kadherin
ekspresyonu gozlenmistir (Darai vd 1998). E-kadherin geninin siklikla karsinoma hiicrelerinin
metastazinda mutasyona ugradigi bildirilmektedir (Frixen vd 1991, Takeichi 1993, Gaetje vd
1997, Starzinski-Powitz vd 1999). Bu giine kadar, endometriyotik doku hiicrelerinde
mutasyon gosterilememistir, ektopik dokularda E-kadherin sistemin diizenlenmesi
kaldirildiginda ise molekiiler fenotipin karsinoma hiicrelerinde gézlenen mutasyona benzer

olabildigi ifade edilmektedir (Starzinski-Powitz vd 1999)

Endometriyozis, kadinlarin cogunda herhangi bir semptom vermemesine ragmen olgularda en
stk goriilen semptom pelvik agr1 olarak bilinmektedir. Genellikle agrinin bagslamasi
mensturasyondan birkag¢ giin once ve/veya cinsel iliski (dyspareunia) sirasinda, nadiren de
derin penetrasyonun ardindan meydana gelmektedir. Endometriyozis’in ileri evrelerinde agri
siirekli hale gelebilmektedir. Ilave olarak ac1, rektum veya mesaneyi etkileyebilmekte ve idrar

yaparken veya digkilama sirasinda devam edebilmektedir. Pelvik agr1 bircok kadinda yaygin



bir semptom oldugundan endometriyozis tanist koymak oldukca zordur. Mensturasyon devam

ederken bu agrinin normal oldugu seklinde yorum yapilabilmektedir.

3.5. ENDOMETRIiYOZIS GENETIGi

3.5.1. Familiyal Kalitim

Endometriyozisin familiyal kalittminin oldugu uzun bir siiredir bilinmektedir (Bishoff ve
Simpson 2000, Simpson 2001). Ilk olarak familiyal kalitm 1940’hi yillarda vak’a
takdimlerinde belirtilmis, 1971 yilinda ise Ranney bu gecisi anket calismas1 ile
degerlendirmistir (Ranney 1971). 1984 yilinda Simpson ve arkadaslar ilk genetik calismay1
yaymlamislardir (Simpson vd 1980). Simpson ve arkadaslari, 123 endometriyozisli hasta ile
yaptiklar ¢aligmada, hastalarin kiz kardeslerinin % 5.8 oraninda, annelerinin % 8.1 oraninda
ve 1. derece akrabalarinin % 6.9 oraninda etkilenmis oldugunu saptamisladir, buna karsin
eslerinin annelerinde % 0.9 oraninda ve kiz kardeslerinde % 1 oraninda endometriyozis
olgusunu bildirmislerdir (Simpson vd 1980). Malinak ve arkadaslari tarafindan (1980)
ailelerinde veya kardeslerinde endometriyozis olgusu saptanan kadinlarin hastalii daha
siddetli olarak gecirdigi ifade edilmektedir (Malinak vd 1980). Bu calismada 1. derece
akrabalar1 etkilenmis olan 18 probandin (% 61 oraninda) 11’inde hastaligin daha siddetli
olarak goriildiigii, birinci derece akrabalari etkilenmemis olan 105 probandin (% 23 oraninda)

25’inde hastaligin siddetli olarak goriildiigii belirtilmektedir (Malinak vd 1980).

Son zamanlarda yiiriitiilen ¢aligmalarda bu bulgular desteklenmektedir. (Cizelge 3.1). Lamb
ABD.’de Endometriyozis Dernegi iiyesi 491 hastayr anket calismasi ile degerlendirmistir
(Lamb vd 1986). Pozitif aile 6ykiisii olan ilgililerin % 18’i raporlanmis ve 43 hasta detayli bir
bicimde degerlendirilmistir. Probandlarin annelerinin % 6.2°si ve kizkardeslerin % 3.8’i
endometriyozisli olarak tespit edilmistir. Ikinci derece akrabalarin ise % 0.4 oraninda

endometriyozisli oldugu tespit edilmistir (Lamb vd 1986).

Cizelge 3.1. Endometriyozis ve kontrol grubunu olusturan bireylerin birinci derece akrabalarinda gozlenen
endometriyozis frekanslari (Simpson vd 2003 makalesinden degistirilerek alinmuistir.)



Anneler (%) Kizkardesler (%) 1.derece akrabalar (%) Kontrol (%)

Simpson vd 1980 59 8.1 6.9 (19/276) 0.9 (27211)*
Lamb vd 1986 6.2 3.8 4.9 2.0

Moen ve Magnus1993 3.9 4.8 4.3 (45/1038) 0.6 (2/318)*
Coxhead ve Thomas 1993 - - 5.5 (7/127) 0.8 (2/258)"

“Istatistiksel degerlendirme

Moen ve Magnus’un (1993), Simpson’in c¢aligmasina benzer bir bi¢imde planladiklari
calismada; 522 vak’a degerlendirilmis, annelerin % 3.9’u ve kizkardeserin % 4.8’i
endometriyozisli, sadece endometriyozisli olmayan kadinlarin kizkardeslerinin % 0.6’s1
(kontrol grubu, diger sebeplerle laparoskopi geciren) endometriyozisli olarak saptanmistir
(Moen ve Magnus 1993). Annelerde etkilenmis kizkardeslere oranla adenomiyoz (uterus kas
tabakas1 iginde yer yer endometriyum odaklarin bulunusu) daha fazla goriildigi
belirtilmektedir (Moen ve Magnus 1993). Malinak ve Simpson tarafindan Onceden
bildirildigi iizere ¢aligmada ailesel vak’alarda ailesel olmayan vaka’alara oranla
endometriyozis daha siddetli olarak tespit edilmistir (Simpson vd 1980, Malinak vd 1980). Bir
baska calismada ise 515 endometriyozis vak’a icerisinde sekiz monozigotik ikizin yer aldigi,
bu ikizlerin altisinda endometriyozisin gozlendigi aym1 zamanda ii¢ annenin de etkilenmis

oldugu bildirilmistir (Moen 1994).

Ingiltere’de, Coxhead ve Thomas 1. derece akrabalarinda endometriyozis gozlenen ailelerde
alt1 kusak boyunca riskin arttigimi gozlemislerdir (Coxhead ve Thomas 1993). Reis ve
arkadaslan (1999), Brezilya’da, etkilenmis 81 probandin 1. derece akrabalarinin da % 8.6
oraninda etkilenmis oldugunu, 43 kisilik kontrol grubunda ise boyle bir iliskilenmenin
olmadigin bildirmislerdir (Reis vd 1999). Taiwan ve Puerto Rico’da da ailesel gecisin oldugu
vak’alar bildirilmektedir (Chang vd 2002, Flores vd 2002). Stefansson ve arkadaslar
tarafindan (2002) yapilan ¢aligmada, 750 irlanda kokenli endometriyozisli kadin, kontrol
gruplaniyla karsilagtirmiglardir. Diger caligmalardaki bulgular1 destekler nitelikte olan bu
calismada hastalik  kizkardeslerde % 5.2 oraninda, kuzenlerde ise % 1.56 oraninda

saptanmugstir (Stefansson vd 2002).



Hull ve ekibi tarafindan (2002), 419 endometriyozisli hastanin iireme cagindaki en az bir
kardesin de hasta oldugu 326 endometriyozis vak’asi1 tespit edilmistir (Hull vd 2002). Aym
calismanin sonuclarindan bir digeri ise % 11.2 oraminda probandlarin annelerinde de
endometriyozis tespit edilmis ve bu % 25 oraninda pelvik agrilarla karakterize olarak
saptanmugtir. Yaklasik olarak % 14 oraninda ise etkilenmis kuzenlerin varligi belirtilmistir.
Etkilenen akrabalara bakildiginda % 10.3’iiniin maternal yasta oldugu bildirilmektedir. Genel
olarak probandlarin % 33’iiniin en azindan birinin akrabasinda bir etkilenme oldugu

bildirilmistir (Hull vd 2002).

Monozigotik ikizlerde dizigotik ikizlere oranla daha yiiksek bir siklikta endometriyozis
gozlenmektedir (Moen 1994, Kennedy vd 1995, Treloar vd 1998, Treloar vd 1998). Bir baska
calismada pelvik endometriyozisli iki kizkardeste menstural pnomotoraks (plevra boslugunda

hava (gaz) toplanmasi) tespit edilmistir (Hinson vd 1981).

3.5.2. Olas1 Kalitim Modelleri: Poligenik/Multifaktoriyel

1. derece akrabalarin % 5- % 8 oraninda gozlenen poligenik / multifaktoriyel kalitim kalibi
tek bir mutant gene oranla daha fazla kabul gérmektedir. Poligenik bir hastaligin daha siddetli
olacagi genetik degisimlerin siklikla gozlendigi endometriyozis olgusunda da ortaya
cikmaktadir (Malinak vd 1980). Boylece etkilenmis akrabalarin oranimin yiiksekligine
bakildiginda, biiyiik bir olasilikla, probandin siddetli endometritozisli oldugu gbzlenmektedir.
Endometriyozisdeki bu bulgu ailesel vak’alarn sporadik vak’alara oranla hastaligin
prognozonun daha siddetli olduguna isaret etmektedir. Boylelikle sporadik vak’alarda aile

iiyelerinden birinin daha etkilenmis olma olasilig1 diismektedir.

Endometriyozis vakalarinin biiyiik cogunlugu genetik olmayan (nongenetik) ya da poligenik
olmasina karsin, bir ya da birka¢ formu mendel kalitim modellerine uygun olabilmektedir. Bu
heterojenite peptik {iilserde ya da diger yetiskin hastaliklarinin baglangicinda da
goriilebilmektedir. Poligenik / Multifaktoryel kalittm major bir genetik agiklama olmasina
ragmen, endometriozis olgusunda insan 16kosit antijen (HLA) assosiasyonu goriilmemektedir
(Simpson vd 1984, Moen vd 1984, Maxwell vd 1989). Son zamanlarda Ishii ve arkadaslari,
HLA-DRB1 1403 alleli i¢in bir assosiasyon bildirmelerine karsin diger alleller i¢in bdyle bir

assosiasyon gosterilememistir (Ishii vd 2002).



3.5.3. Endometriyozisde meydana gelen kromozomal degisiklikler

Endometriyozis olgusundaki sayisal ve yapisal kromozomal degisiklikleri sitogenetik ve
molekiiler teknikler kullanilarak incelenmektedir. Bu ¢aligmalarda siklikla 1, 5, 11, 16, 17, 18
ve 22 numarali kromozomlar ve X cinsiyet kromozomu floresans in situ hibridizasyon (FISH)
yontemiyle degerlendirilmistir (Dangel vd 1994, Shin vd 1997, Gogusev vd 1999, Gogusev
vd 2000, Gogusev vd 2000). Bu arastirmalarda, kromozom kayiplan genellikle 1, 17, 18, 22
numarali kromozomlar ile X cinsiyet kromzomunda gozlenmis, kromozom artiglar1 ise

siklikla 5, 18 numarali kromozomlarda saptanmaistir.

Shin ve arkadaslan tarafindan (1997) trizomi 11, monozomi 16, monozomi 17, trizomi 18 gibi
anoploidiler kromozom spesifik problar kullanarak ileri evre (III- IV. Evre) endometriyozis
olgularinda saptanmistir (Shin vd 1997). Kromozom kayb1 ya da artisinin endometriyozisin
olusumunda veya gelisiminde rol oynadig1 ve 6zellikle 17 numarali kromozomda gozlendigi
yaygin olarak bildirilmektedir. Bishoff ve Simpson tarafindan (2000) 6zellikle 17 numaral
kromozomda monozomi frekansinin yiiksekligi endometriyozis dokularinda belirlenmis ve
normal endometriyum dokusu ile kiyaslanmistir (Bishoff ve Simpson 2000). Somatik
hiicrelerde meydana gelen degisimler farkli ¢aligmalarla da desteklenmektedir (Bishoff ve

Simpson 2000, Kosugi vd 1999, Simpson ve Bishoff 2002).

Literatiir taramalarindan elde edilen veriler dogrultusunda asagidaki cizelge hazirlanmis olup
siklikla incelenen kromozom ve kromozom lokuslar ile uygulanan sitogenetik ve molekiiler

teknikler ifade edilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3. 2. Endometriyozis olgusunda siklikla incelenen kromozomlar

Kromozom Bolgesi Bulgu Uygulanan Teknik Literatiir
Gogusev vd 1999;
1 Artis KGH Gogusev vd 2000;

(Karsilagtirmali Gogusev vd 2000
Genomik

Hibridizasyon)



Ip

Iq

4q
4q

5p

6p

Kayip

Artis

Artis

Artis

Artis
Kayip

Artis

Kayip

Artig
Artis

Kayip

Trizomi

Artis

Kayip

Trizomi

Artis

Kayip

FISH

KGH

KGH

KGH

Sitogenetik R bandlama

KGH

KGH

KGH

KGH
FISH

KGH

Sitogenetik R bandlama

KGH

KGH

Sitogenetik R bandlama

KGH

KGH

Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Mhawech vd 2002;
Gogusev vd 1998
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000

Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Bouquet vd 1997
Gogusev vd 1998
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Bouquet vd 1997
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Gogusev vd 1999;
Bouquet vd 1997
Mhawech vd 2002
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;



10
10p

11

11p

12

13q

16

17

17q

P53, 17p13

Kayip

Trizomi

Kayip

Trizomi

Kayip

Kayip

Kayip
Kayip
Artis
Kayip

Monozomi

Artig

Monozomi

Tetrazomi
Artis
Artis

Kayip

KGH

sitogenetik R bandlama

KGH

FISH

KGH

KGH

KGH

KGH

KGH

FISH

KGH

FISH

sitogenetik R bandlama

FISH
KGH

FISH

sitogenetik R bandlama

Gogusev vd 2000
Gogusev vd 1998
Gogusev vd 1999;
Bouquet vd 1997
Mhawech vd 2002
Dangel vd 1994
Shin vd 1997

Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Gogusev vd 1998

Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Gogusev vd 1998
Mhawech vd 2002
Gogusev vd 1998
Gogusev vd 1998;
Dangel vd 1994
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Dangel vd 1994
Shin vd 1997
Bischoff vd 2002
Bouquet vd 1997
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Kosugi vd 1999
Bischoff vd 2002



18

19

20

21q

22q

Tetrazomi

Kayip

Kayip

Tetrazomi

Tetrazomi

Artig

Artig

Artis

Kayip

Kayip

Kayip

Monozomi

KGH

KGH

sitogenetik R bandlama

sitogenetik R bandlama

KGH

KGH

KGH

FISH

FISH

KGH

sitogenetik R bandlama

Bouquet vd 1997
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000

Gogusev vd 1998
Bouquet vd 1997
Bouquet vd 1997
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000

Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Gogusev vd 1999;
Gogusev vd 2000;
Gogusev vd 2000
Bouquet vd 1997

3.5.4. Endometriyozisde etkin olan onkogen ve tiimor siipresor genler

Onkogenler, proonkogenlerin aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Tiimor Stipresor Genler

(TSG) tiimo6r olusumunu engelleyen genlerdir ve bu genlerden birinin mutasyona ugramasi



durumunda kanser olusumu gozlenmektedir. 11 numarali kromozomda WT1, MEN1, ATM,
XPE, FANCD, FANCE genleri ile 18 numarali kromozomda MALT1, SYT gen mutasyonlari
yogun olarak calisilmaktadir. Monoklonal hiicre ekspresyonlari endometriyozis olgusunda
incelenmis ve burada onkogenlerin (c-myc, c-erg, B1) siirece eslik ettigi belirlenmistir (Jimbo
vd 1997, Tamura vd 1998). Neoplazi’'nin patogenetik mekanizmasi incelendiginde tek bir
progenitor hiicrenin klonal orjini olusturdugu ve en az iki mutasyonun arka arkaya meydana
geldigi ifade edilmektedir (Bishoff ve Simpson 2000, Simpson ve Bishoff 2002, Campbell ve
Thomas 2001). Endometriyozis olgusunda birden fazla genin (poligenik) sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Her iki mutasyonun da sporadik olabildigi ya da bir mutasyonun
germline’da meydana geldigi, diger mutasyonun ise sporadik olarak ortaya c¢iktig
vurgulanmaktadir. Ik durumda her iki mutasyonun somatik olarak meydana gelme olasili
diisiiktiir o nedenle kalitsal olma olasiligl az oldugu (sporadik vak’a), diger durumda ise
kalitsal olma durumunun yiiksek (ailesel vak’a) oldugu belirtilmektedir. Neoplazinin ortaya
cikmasinda iki ya da daha fazla sayida genin mekanizmada yer aliyor olmasi, neoplazinin

endometriyozis ile benzestigi biciminde yorumlanmaktadir (Knudson 2002).

Endometriyozis neoplazi gibi bir olusum/gelisim siireci gecirmekte ise ve bir tiimor siipresor
gen (TSG) igeriyorsa heterozigozite kaybinin da olabilecegi ifade edilmektedir.
Heterozigozite kayb1 ilk olarak Jiang tarafindan endometriyozis doku caligmalarinda 9p, 11q
ve 22q kromozom boélgelerinde gosterilmistir (Jiang vd 1996). Diger bir calismada ise,
kromozomal degisimler 11 vak’anin 9 ‘unda gosterilmistir. Bu degisimler sonucunda over
karsinoma olusmus ve dokunun endometriyozise yakinligi belirtilmistir. Kromozomal
degisimler 5q, 6q, 9p, 11q ve 22q bolgelerinde gdzlenmis olup ve endometriyozisin % 25 ile

% 30 arasinda karsinomalar ile iligkili olduguna isaret edilmistir (Jiang vd 1998).

Obata ve calisma ekibi tarafindan, endometriyozis olgusunda 10923 kromozom bolgesinde
lokalize diger bir TSG olan PTEN calisilmistir. PTEN (Phosphatase and Tensin nomolog
deleted on chromosome Ten) mutasyonlari endometriyozis ile iligkili over tiimorlerinde de
rapor edilmistir. Vak’alarin yalmizca % 21’inde endometriyotid tiimorlerin  PTEN
mutasyonlarimi igcerdigi belirlenmistir (Obata vd 1998). PTEN mutasyonlarinin, bening
endometriyotik hiicrelerin, malign progenitorlere doniisiimiinde erken goriilen bir anomali

olabilecegi ifade edilmektedir (Simpson vd 2003).



4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Calisma Gruplarmin Olusturulmasi

Bu arastirma Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii tarafindan desteklenen 157

numarah Bilimsel Arastirma Projesi (BIAP) kapsaminda gerceklestirilmistir.

Arastirmamiz yaslan 28-48 (ortalama 37.63 + 6.9) arasinda degisen ¢alisma ve kontrol grubu
bireylerinden olugmustur. Calisma grubu bireyleri yaslar1 28-36 (ortalama 39.6 + 7.9)
arasinda degisen ileri evre endometriyozis tanisi almig toplam 6 (alt1) hastadan olugmustur.
Yaglar1 34-48 (ortalama 43.2 + 6.1) arasinda degisen toplam 5 (bes) saglikli kadinin

endometriyum doku ornekleri kontrol grubu olarak degerlendirilmeye alinmistir.

Calismada 6 (alt1) endometriyozisli hastanin endometriyozis dokusu (Calisma grubu), ayni
hastalarin endometriyum dokusu (1. kontrol grubu) ve periferik kan 6rnekleri (2. kontrol
grubu) ile 5 (bes) saglikli kadinin endometriyum dokusu (3. kontrol grubu) ve periferik kan
ornekleri (4. kontrol grubu) incelenmistir. Biitiin hastalarin endometriyozis evrelemesi
Amerikan Ureme Tibbi Dernegi (American Society for Reproductive Medicine)
siniflandirmasina gore yapilmis olup calisma grubu bireyleri endometriyozisin ileri

evresinden (III-IV. Evre) secilmistir.

Calisma ve kontrol grubu bireyleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali Kisirlik Teshis Tedavi Arastirma ve Uygulama Merkezi ve Dr. Zekai
Tahir Burak Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Arastirma ve Egitim Hastanesi’ne basvuran
hastalardan temin edilmistir. Hastalar ile yiiz yilize goriisiilerek calisma hakkinda bilgi

verilmis ve ¢aligmaya goniillii katildiklarina dair onay formu alinmistir.



Calismamizda endometriyozis’li vak’alarin aile hikayeleri incelenerek konuya bu acidan da
151k tutulmasi planlanmistir. Bdylece ailesinde endometriyozis olan kisilere genetik danisma
verilirken yararlanilacak saglikli verilere ulasilmasi da hedeflenmistir. Calismamiza katilan
altt endometriyozisli olgunun dordiinde 1.derece akrabalarinda infertilite varlig1 tespit
edilmistir. Kontrol grubunu olusturan bes endometriyum doku 6rnegi temin edilen saglikli
kadinlarda ise 1. derece akrabalarinda infertilitiye rastanmamis bir olguda 2. derece

akralarinda infertilite varlig1 belirlenmistir

Calisma grubumuzu olusturan endometriyozis tanisi almig hastalarimizdan 7 ileri evre (IIL.-
IV. Evre) endometriyozis olgusunun birinden (% 14.2 oraninda) ve I. ve II. kontrol grubunu
olusturan aymi hastanin endometriyum dokusundan ve periferik kan Ormeginden FISH

calismasi icin yeterli sayida ve nitelikte hiicre elde edilememistir.

Calisma ve kontrol gruplarinda 11 numarali ve 18 numarali kromozomlar sayisal yonden, 17
numarali kromozom {izerinde lokalize olan 17p13 gen (p53) lokusu ise yapisal agidan

incelenmistir.

Dokularin preparat haline getirilmesi, A.U. Saglik Egitim Fakiiltesi Temel Saglik Bilimleri
Boliimii Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirilmistir. FISH  yontemi uygulamasi ise

Mikrogen Laboratuvari’nda yapilmistir.

4.2. Floresans In Situ Hibridizasyon

In Situ Hibridizasyon (ISH) teknigi spesifik DNA ve RNA dizilerinin doku kesitlerindeki her
hiicrede, kromozom preparasyonlarinda veya interfaz niikleuslarinda morfolojik olarak
gosterilmesini ve niikleik asitlerin kendi dogal hiicresel ortamlarinda incelenmesini saglayan

bir tekniktir.

[zotopik olmayan (Non-Izotopik) In Situ Hibridizasyon (NISH), radyoaktif olmayan bir
molekiil ile kimyasal olarak modifiye edilen DNA problarinin immunolojik veya afinite

reaksiyonlar ile floresan veya enzimatik olarak goriintiilendigi bir ISH teknigidir.



FISH ise probun haptenlerle ya da florokromlarla isaretlenip florokrom maddelerle
goriintiilenmesinden olusan, floresan veren sinyaller ile degerlendirilmenin yapildig: bir ISH

teknigidir.

Artan tarafindan bildirildigine gore (1996), sitolojik preparatlarda RNA nin DNA ile
hibridizasyonu ilk kez 1969 yilinda Gall ve Pardeu tarafindan gergeklestirilmistir (Artan, S.
1996). Arastiricilar, isaretlenmis DNA sekanslarinin sitolojik preparatlarda lokalize
olduklarmi gostermislerdir. Biiyiimekte olan hiicrelere tritium verilmis ve isaretli niikleik
asitler niikleer emiilsiyon araciligi ile belirlenmistir. Baglangicta ISH radyoaktif madde
kullanilarak uygulmaya konulmustur. Radyoaktif maddelerin ekonomik olmayisi, yari
omiirleri, toksik etkisi ve uzaklastirilmasi gibi zorluklar nedeniyle yontemin ilk donemlerde
kullanim alan1 kisitlanmistir. 1970 lerde molekiiler klonlama tekniklerinin gelismesi, 1975
yilinda biotin-avidin sisteminin bulunmasi, hapten molekiilleri ile isaretlenmis olan problarin
florokrom enzim veya koloidal altin gibi arac1 molekiillerle belirgin hale getirilmesi teknigin
hassasiyet ve giivenirliliini etkilemistir. Biotinin yam sira digoxigenin ve florescein ile
isaretleme, farkli florokrom molekiillerin birlikte kullanilmasi Horgman ve arkadaslarinin iki
renkli, Nedersof ve arkadaslarinin {i¢ renkli hibridizasyonu gergeklestirilmesini saglamistir.
1986 da Pinkel ve Cremer non-radyoaktif isaretli problar kullanarak FISH teknigini
gelistirmislerdir (Artan, S. 1996).

4.2.1. FISH Tekniginde Kullanilan Problar ve Ozellikleri

FISH tekniginin uygulamasinda en ©nemli asama prob sec¢imidir. Kullanilacak probun
incelenecek materyale, degerlendirilecek anomali tipine ve bolgesine uygun olmasi gerekir.

Prob, orneklerde aranan genetik materyale (DNA veya RNA) komplementer, radyoaktif veya
nonradyoaktif madde ile isaretli DNA veya RNA segmentidir. Probun hangi yontemle
isaretlendigi, uzunlugu, RNA veya DNA kaynakl olmasi, tek veya cift sarmalli olmasi

spesifik olmayan sinyalleri arttirabilir.

FISH tekniginde sitogenetik alaninda kullanilan baslica problar sunlardir;
- Tekrarlayan dizi problar (satellit problar)
- Lokusa 6zgii problar
- Tiim kromozomu boyayan problar

- Banda 6zgii problar



- Telomer bolgesine 6zgii problar

4.2.2. FISH Tekniginin Temel Mekanizmasi

FISH prosediirii 6 asamada gergeklestirilir;

1. Preparatlarin Hazirlanmasi

2. Preparatlarin On Yikamasi

3. Prob ve Hedef DNA Denatiirasyonu
4. Prob ve Hedef DNA Hibridizasyonu
5. Hibridizasyon sonrasi Yikamalar

6. Goriintiileme ve Inceleme

Molekiiler hibridizasyona dayanan biitiin yontemlerin (Southern blotting, Nothern blotting,
PCR, ISH) altinda yatan mekanizma iki komplementer daldan cift sarmal yapinin olusmasidir.
DNA-DNA hibridizasyonunda prob ve hedef DNA larin denatiirasyonunu takiben olusan
DNA fragment karisimi, tek zincir halindeki fragmentlerin tekrar birlesmesini saglayacak

kosullarda gergeklestirilir.

Bu kosullarda etkili olan dort parametre vardir;
1. Ist
2.pH
3. Monovalent katyon konsantrasyonu

4. Organik solvent varligi

Hibridizasyonda ii¢ temel asama 6nemlidir;
1- Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda gecirgenliklerini korumalari,
2- Probla hedefin yiiksek etkinlikle birbirlerine baglanmasi,
3- Hibridizasyonun spesifik aktivitesi yiiksek bir reporter ile en az zemin sinyali

olacak bicimde en parlak sekilde goriintiilenmesi.



FISH sonras1 problardan elde edilen sinyaller epifloresan mikroskopta incelenirler. Kullanilan
florokromlarin go6zlenebilmesi icin dogru prob setleri ve uygun filtrelerin seg¢ilmesi
gerekmektedir. Birden fazla hedef dizinin goriintiilenmesi gerektiginde dogru filtreler ile

yesil, akua ve oranj florokromlar gozlenebilmektedir.

4.3. Preparatlarin Hazirlanmasi

Doku ornekleri 1 cm x 0.5 cm ebatinda olup, alimi1 takiben serum fizyolojik icinde 3- 24 saat
icerisinde labaratuvara ulastirllmistir. Taze endometriyozis ve endometriyum doku &rnekleri
vakit kaybedilmeden 5 ml RPMI 1640 + 0.5 ml gentamisin iceren falkon tiiplerine

aktarilmistir. Ayrica her hastadan 7 ml. yesil kapakli heparinli tiip i¢ine tam kan alinmistir.

4.3.1. Endometriyozis ve endometriyum doku preparatlarinin
hazirlanmasi

1) Dokularin 1 x Hanks dengeli tuz soliisyonu icerisinde 10 dk. siire ilk yikamasi yapilir.

2) Yikama sonunda doku ornekleri ayiklanir. Bu ayiklamadaki amag preperat hazirlarken
diisiik kalitedeki dokularin ayrilmasidir.

3) Secilen doku 6rnekleri pastor pipeti ile ependorf tiipleri icerisine aktarilir.

4) 2 ml TRIPSIN EDTA C ilave edilerek enzim etkisi ile dokunun parcalanmasi
saglanir. 37 °C de 30 dk. bekletilir.

5) Siire sonunda dokular pipetle falkon tiipe aktarilarak {izerine 3 ml hipotonik soliisyon
(KQ) ilave edilir.

6) 5 dk. sonunda tizerine 3 ml taze Karnoy’s Fiksatifi (metanol:asetik asit, 3:1) eklenerek
1200 rpm de 10 dk. santrifiij edilir.

7) Santrifiij sonunda siipernatant atilir.

8) Pellet iizerine 3 ml taze Karnoy’s Fiksatifi eklenir ve tekrar santriifiij edilir.

9) Buislem 3 kez tekrarlanir.

10) Hiicreler temiz bir lam tizerine hedef bolgeye yayilir.

11) Lamlar havada kurutularak FISH uygulanmak iizere -20 °C’de saklanir.

4.3.2. Periferik Kan preparatlarinin hazirlanmasi

1) 5 ml RPMI 1640 iizerine 20 damla kan ilave edilir.



2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

1500 rpm’de 15 dk. santrifiij edilir.

Stipernatant dokiiliir ve pelet elde edilir.

5 ml KCI daha 6nceden 37 °C’ye 1sitilir.

Pelet vortekslenir ve peletin lizerine damla damla KCl ilave edilir.

Bu karisim 37 °C’de 25 dk bekletilir.

Karnoy’s Fiksatifi (metanol:asetik asit, 3:1) onceden hazirlanir ve —20 °C’de bekletilir.
0.5-1 ml. Karnoy’s Fiksatifi KCI’li ¢ozeltiye ilave edilir, vortekslenir.

Cozelti 1500 rpm’de 7 dk. santrifiij edilir.

10) Siipernatant dokiiliir, pelet iizerine 5 ml olacak sekilde tekrar Karnoy’s Fiksatifi ilave

edilir.

11) 1500 rpm’de 7 dakika santrifiij edilir.
12) Buislem 3 kez tekrarlanir.

13) Son yikamay1 takiben elde dilen hiicreler lam {izerine yayilir.

14) Lamlar havada kurutularak FISH uygulanmak iizere -20 °C’de saklanur.

4.4. YONTEM



4.4.1. FISH PROBLARI

Calismada 11 (Cep 11; yesil, Vysis Inc.) ve 18 (Cep 18; akua, Vysis Inc.) numarali
kromozomlar i¢in sentromerik problar, 17p13 (LSI, p53; oranj, Vysis Inc.) gen bolgesi icin

ise lokus spesifik prob kullanilmistir.

4.4.2. FISH PROTOKOLU

Hibridizasyon sonrasi fiksasyon tekniginde CEP 18 (spektrum akua, p11.1-q11.1), CEP 11
(spektrum yesil, p11.11-q11) ve LSI p53 (spektrum oranj, 17p13.1) problarnn kullanilmistir
(Vywsis-Downers Grove IL). Uygulamada hazirlanan preperatlar 2 defa 2xSSC (sodyum
kloriir ve sodyum sitrat) soliisyonunda ¢alkalanmis ve dehidrasyon i¢in (%70, 85, 90 oraninda
) etanol serisinden gecirilerek havada kurutulmustur. Preparatlar daha sonra 73 °C’de %70
formamidide / 2xSSC denatiire edilmis ve hibridizasyon i¢in 5 saat 37 °C’de bekletilmistir.
11, 18 numarali kromozomlar ve 17pl3 gen lokusu i¢in ¢ok renkli (multicolor) FISH
protokolii uygulanmistir. Tiim problar dogrudan isaretlenmistir. (Vysis Inc., Downer’s Grove,
IL, USA) Post-hibridizasyon yikamasi 0.4x SSC / 0.3 NP40 soliisyonunda 73 °C’de 2 dk.

tamamlanmuistir.

Preparatlar Choromo Teknoloji filtre setinde (Santa Clara, USA) degerlendirilmistir. Oranj
(17 numarali kromozomun 17p13 lokusu), yesil (11 numarali kromozom) ve akua (18
numarali kromozom) sinyaller gozlenmis olup, degerlendirme Applied Imaging (Cytovision
version 2.7; ENGLAND) sisteminde yapilmistir.

4.4.2.1. Preparatlarin On Yikamasi

2 x SSC onceden 37 °C ye getirilir.

1) Lamlar 2 defa 37 °C’de 2 x SSC igeren salede calkalanir.

2) Lamlar oda 1sisinda kurumaya birakilir.

4.4.2.2. Denatiirasyon / Hibridizasyon



Oda 1s1sinda % 70, %85, %100’lik etanol igeren 3 sale hazirlanir.

3) Lamlar oda 1s1sinda 3 dk. siire ile % 70’lik etanol igeren salede bekletilir.

4) Lamlar oda 1sisinda 3 dk. siire ile % 85’lik etanol iceren salede bekletilir.

5) Lamlar oda 1sisinda 3 dk. siire ile % 100’lik etanol iceren salede bekletilir.

6) Lamlar oda 1sisinda kurutulur.

7) Lamlar 6nceden 73 °C ye getirilmis denatiirasyon ¢ozeltisi i¢inde 5 dk. %70
formamidide / 2x SSC bekletilir.

8) Lamlar oda 1sisinda kurutulur.

Bundan sonraki islemler olabildigince karanlik ortamda gerceklestirilir.

9) Onceden oda 1s1s1na getirilen prob tiipii vortekslenir ve spin edilir.

10) 1 ul prob, 2 pl distile su ve 7 pl buffer ayri bir ependorf tiipiine konulur ve 73
derecede 5 dk. siireyle denatiirasyona tabi tutulur.

11) Prob denatiire edildikten sonra vortekslenir, mikrosantrifiijde santriifiij edilir (spin
attirilir) ve tekrar vortekslenir.

12) 10 pl prob lamin hedef alanina konulur ve hemen uygun boyutta bir lamelle hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatilir.

13) Lamellerin etrafi plastik izolasyon maddesi (rubber cement) ile sikica kapatilir.

14) Lamlar 37 °C de 5 saat tutulur. Hibridizasyon ortaminin nemli olmasina dikkat edilir.

4.4.2.3. Hibridizasyon Sonrasi Yikama

15) Lamlardan plastik izolasyon maddesi (rubber cement) c¢ikarilir, lameller diisiiriiliir.

16) Onceden 73 °C ye getirilen birinci yikama soliisyonu icinde birkag saniye ¢alkalanir
ve 2 dk. siireyle bekletilir.

17) Lamlar oda 1s1sinda karanlikta kurumaya birakilir.

18) DAPI tiipii vortekslenir, mikrosantrifiijde santriifiij edilir (spin attirilir) ve tekrar
vortekslenir.

19) Karanlikta 10 pl DAPI hedef alana konur ve biiyiik lamelle kapatilir.

20) Lamlar 30 dk. boyunca -20 °C’de bekletilir.



21) Preparatlar degerlendirilmeye hazirdir.

4.4.2.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi:

20 x SSC (pH: 5.3):
132 gr. 20 x SSC 400 ml saf su ile karigtirilir. Son hacim 500 ml olacak sekilde saf su
eklenir. pH: 5.3’e getirilir.

2 x SSC (pH: 7.0):
100 ml 20 x SSC (pH:5.3) 850 ml saf su ile karistirilir. Son hacim 1 1t olacak sekilde saf

su eklenir. pH: 7.0‘e ayarlanir.

5. BULGULAR

Bu projede endometriyozis, normal endometriyum doku drnekleri ve periferik kan lenfositleri
Floresans In Situ Hibridizasyon (FISH) yontemiyle degerlendirilmistir. Calismamizda

kromozom spesifik problar kullanilarak 11 ve 18 numarali kromozomlar sayisal yonden ve



lokus-spesifik DNA problan kullanilarak 17 numarali kromozomda lokalize olan 17p13 gen

lokusu (p53) yapisal acidan incelenmistir.

Calisma grubunu olusturan ileri evre (III- IV. Evre) endometriyozis hastalarindan elde edilen
endometriyozis dokusu (Caligma grubu) ve ayn1 hastalarin endometriyum dokular1 (I. Kontrol
grubu) ve periferik kan ornekleri (II. Kontrol Grubu) ile saglikli kadinlardan temin edilen
endometriyum doku ornekleri (III. Kontrol Grubu) ve periferik kan ornekleri (IV. Kontrol
Grubu) andploidi agisindan degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler, calisma grubundaki
endometriyozis doku Ornekleri ve aym hastalarin endometriyum doku (I. Kontrol grubu)
ornekleri kendi aralarinda ve diger kontrol gruplaryla karsilastinlarak, X* (ki-kare) testi

uygulanarak yapilmistir.

Prob karisimindan elde edilen sinyallerin herbiri igin ortalama 100-250 niikleus
degerlendirilmis, uygulama yapilan laboratuvarda Fish Problarinin hibridizasyon etkililigi %
99.8 olarak belirlenmistir. Hiicrelerin yanls sinyaller verebilecegi ihtimaline karsi, preparat
iizerinde beklenmedik biiyiikliikte sinyaller tespit edildiginde, hiicre zari disinda sinyaller
gozlendiginde degerlendirilmeye alinmamugtir. Sinyallerin degerlendirmesinde sinyallerin
Olciisii ve parlakligi diger homologundan az ise degerlendirmeye dahil edilmemistir.
Anoploidi gozlenen tiim niikleuslar fotograflanmis ve 3. bir gbzlemci tarafindan

degerlendirilmistir.

Calismada calisma grubunda 11 numarali kromozomda % 0.4 oraninda monozomi, % 3.6
oraninda trizomi ve % 96 oraninda ise dizomi saptanmistir. 18 numarali kromozomda ise %
1.3 oraninda monozomi, % 98.8 oraninda dizomi saptanmis olup trizomiye rastlanmamistir.
17 numarali kromozomda lokalize olan 17p13 gen lokusunda ise % 16.4 oraninda monozomi,
% 2.1 oraninda trizomi ve % 81.5 oraninda dizomi saptanmistir. Endometriyozis vak’alarinda
11 ve 18 numarali kromozom ile 17 numarali lokalize olan 17p13 gen lokusu i¢in yapilan

istatistiksel degerlendirme sonucunda anlamli bir farklilik oldugu saptanmistir (p<0.0001).

Calismamizda Calisma grubu ve 1. Kontrol grubu kendi aralarinda ve Calisma grubu diger

Kontrol gruplariyla karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

11 numarali kromozom icin ¢alisma grubu kapsaminda degerlendirilen toplam 896 hiicreye

ilave olarak 1 (bir) hiicrede tetrazomi tespit edilmistir. Bu oran X2 (ki-kare) testinde



degerlendirilmeye alinmamistir. Poliploidi tespit edilen hiicrenin goriintiisii Sekil 5.1°de

sunulmaktadir.

p53

Kromozom 18

Kromozom 11

Sekil 5.1. Calisma grubumuzdan E2006/05 no.lu olguya ait endometriyozis dokusunun LSI p53 (17p13)/ Cep 11
/ Cep 18 Prob FISH analiz goriintiisii. Ok ile gosterilen p53 (17p13) bolgesinin homolog kromozomunda sinyal
gozlenmemistir (Monozomi p53). Cep 11 bolgesinde dort sinyal gozlenmistir (Tetrazomi 11). (LSI p53 30190008
(17p13) Spektrum Oranj, Cep 11 32-132011 Spektrum Yesil, Cep 18 32-131018 Spektrum Akua)

Calisma grubu ile I. Kontrol grubu 11 numarali kromozom i¢in karsilastirildiginda, calisma
grubunda % 0.4 oraninda monozomi, % 3.6 oraninda ise trizomi tespit edilmistir (Cizelge
5.1). I. Kontrol grubunda ise % 1.3 oraninda trizomi saptanmig ancak monozomiye
rastlanmamistir. I. Kontrol grubuna ait 11 numarali kromzomun trizomisine ait goriintii Sekil
5.2’de gosterilmektedir. Caligma ve 1. Kontrol grubunda monozomi ve trizomi frekanslari

acisindan anlaml bir farklilik oldugu gozlenmistir (p<0.0001).



Kromozom 11

Kromozom 18

p53

Sekil 5.2. Calisma grubumuzdan E2006/01 no.lu olguya ait endometriyum dokusunun LSI p53 (17p13)/ Cep 11/
Cep 18 Prob FISH analiz goriintiisii. Ok ile gosterilen p53 (17p13) bolgesinin homolog kromozomunda sinyal
gozlenmemistir (Monozomi p53) .Cep 18 bolgesinde bir sinyal gozlenmistir (Monozomi 18) Cep 11 bolgesinde
ii¢ sinyal gozlenmistir (Trizomill). (LSI p53 30190008 (17p13) Spektrum Oranj, Cep 11 32-132011 Spektrum
Yesil, Cep 18 32-131018 Spektrum Akua)

Calisma grubu ile II. Kontrol grubu 11 numarali kromozom i¢in karsilastirildiginda, ¢alisma
grubunda % 0.4 oraninda monozomi, % 3.6 oraninda ise trizomi tespit edilmistir. II. Kontrol
grubunda ise monozomi ve trizomiye rastlanmamistir. Calisma ve II. Kontrol grubunda
monozomi ve trizomi frekanslar agisindan anlamh bir farkliligin (p<0.0001) oldugu tespit

edilmistir.

Calisma grubu ile III. Kontrol grubu 11 numarali kromozom i¢in karsilastirildiginda, ¢alisma
grubunda % 0.4 oraninda monozomi, % 3.6 oraninda ise trizomi tespit edilmistir. III. Kontrol
grubunda ise monozomi ve trizomiye rastlanmamistir. Endometriyozis vak’alarinda % 96
oraninda, III. Kontrol grubunda ise %100 oraninda dizomi tespit edilmistir (Sekil 5.3).
Calisma ve III. Kontrol grubunda monozomi ve trizomi frekanslar1 agisindan anlamli bir

farkliligin oldugu gézlenmistir (p<0.0001).
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Kromozom 18

Sekil 5.3. Calisma grubumuzdan E2006/01 no.lu olguya ait endometriyozis dokusunun LSI p53 (17p13)/ Cep 11
/ Cep 18 Prob FISH analiz goriintiisii. Ok ile gosterilen p53 (17p13), Cep 11 ve Cep 18 bolgelerinde iki sinyal
gozlenmistir (Dizomi). (LSI p53 30190008 (17p13) Spektrum Oranj, Cep 11 32-132011 Spektrum Yesil, Cep 18
32-131018 Spektrum Akua)

Calisma grubu ile IV. Kontrol grubu 11 numaral icin karsilastirildiginda, calisma grubunda
% 0.4 oraninda monozomi, % 3.6 oraninda ise trizomi tespit edilmistir. IV. Kontrol grubunda
ise monozomi ve trizomiye rastlanmamistir. Calisma ve IV. Kontrol grubunda monozomi ve

trizomi frekanslar1 acisindan anlaml bir farkliligin oldugu gézlenmistir (p<0.0001).

I. Kontrol grubu ile II. Kontrol grubu kendi aralarinda kiyaslandiginda, I. Kontrol grubunda
gozlenen % 1.3 oranindaki trizomi frekansinin II. Kontrol grubuna gore (trizomi, % 0) yiiksek
oldugu tespit edilmistir (p<0.0001). Benzer bir sekilde 1. Kontrol grubu ile III. Kontrol grubu
kiyaslandiginda, I. Kontrol grubunda tespit edilen trizomi frekans1 % 1.3 oraninda olup, IIL
Kontrol grubu (trizomi, % 0)’ndan yiiksek olarak belirlenmistir (p<0.0001). Benzer bir
sekilde 1. Kontrol grubu ile IV. Kontrol grubu kendi aralarinda kiyaslandiginda, 1. Kontrol
grubunda % 1.3 oranmindaki trizomi tespit edilmis ancak IV. Kontrol grubunda trizomi
gozlenmemistir. I. Kontrol grubunda % 98.7 oraninda, IL., ITI. ve IV. Kontrol gruplarinda ise

% 100 oraninda dizomi saptanmistir (Sekil 5.4). Bu durum, hasta bireylerden elde edilen



endometriyum dokusundaki somatik hiicrelerde genetik bir degisimin oldugunu

diistindiirmektedir.

Kromozom 11

p53

Kromozom 18

Sekil 5.4. 1. Kontrol grubumuzdan E2006/02 no.lu olguya ait endometriyum dokusunun LSI p53 (17p13) / Cep
11 / Cep 18 Prob FISH analiz goriintiisii. Ok ile gosterilen p53 (17p13), Cep 11 ve Cep 18 bolgelerinde iki

sinyal gozlenmistir (Dizomi). (LSI p53 30190008 (17p13) Spektrum Oranj, Cep 11 32-132011 Spektrum Yesil,
Cep 18 32-131018 spektrum Akua)

Cizelge 5.1. 11 numarali kromozom icin ¢calisma ve kontrol gruplarimin degerlendirme sonuglart

HUCRE SAYISI
11. kromozom TOPLAM

Dizomi Monozomi Trizomi

GRUP Calisma 860 4 32 896
Grubu % 96.0 % 0.4 % 3.6 %100.0



Kontrol 1 1338 0 17 1355

% 98.7 % 0 % 1.3 % 100.0
Kontrol I1 1519 0 0 1519
% 100.0 % 0 % 0 % 100.0
Kontrol III 859 0 0 859
% 100.0 % 0 % 0 % 100.0
Kontrol IV 1135 0 0 1135
% 100.0 % 0 % 0 % 100.0
TOPLAM 5711 4 49 5764
% 99.1 % 0.1 % 0.9 % 100.0

Calisma Grubu: ileri evre (III-IV.Evre) Endometriyozis hastalarindan elde edilen
endometriyozis doku ornekleri

I. Kontrol : Hastalardan elde edilen Endometriyum doku 6rnekleri

II. Kontrol : Hastalardan elde edilen Periferik Kan ornekleri

III. Kontrol : Saglikli kadinlardan temin edilen Endometriyum doku drnekleri

IV. Kontrol : Saglikli kadinlardan temin edilen Periferik Kan 6rnekleri

18 numarali kromozom icin c¢alisma grubu kapsaminda degerlendirilen toplam 880 hiicre
degerlendirilmistir (Cizelge 5.2). Calisma grubu ile I. Kontrol grubu 18 numarali kromozom
acisindan karsilastirildiginda, c¢alisma grubunda % 1.3 oraninda monozomi tespit edilmis
trizomiye rastlanmamustir. I. Kontrol grubunda ise % 2.7 oraninda monozomi, % 1.0
oraninda ise trizomi tespit edilmistir. I. Kontrol grubunda caligma grubuna oranla yiiksek
bulunan monozomi ve trizomi frekanslart hastadan alinan endometriyum dokusundaki
somatik hiicrelerdeki degisimleri isaret ettigi diistiniilmektedir. Calisma ve I. Kontrol
grubunda monozomi ve trizomi frekanslart agisindan anlamli bir farkliligin oldugu tespit

edilmistir (p<0.0001).



Calisma grubu ile II. Kontrol grubu 18 numarali kromozom i¢in karsilastirildiginda, ¢alisma
grubunda % 1.3 oraninda monozomi tespit edilmis, trizomiye rastlanmamistir. II. Kontrol
grubunda ise monozomi ve trizomi frekansi sirasiyla % 0 ve % 0.9 olarak saptanmistir. (Sekil
5.5) II. Kontrol grubunu olusturan hasta bireylerden temin edilen Periferik Kan orneginde
gbzlenen trizomi frekansinin hasta gruba kiyasla yiiksek olmasi hiicre diizeyinde gozlenen,
mekanizmadaki bir bozuklugu diisiindiirmektedir. Calisma ve II. Kontrol grubunda monozomi

ve trizomi frekanslar1 agisindan anlaml bir farkliligin (p<0.0001) oldugu belirlenmistir.

Kromozom 18

Sekil 5.5. I1. Kontrol grubumuzdan E2006/04 no.lu olguya ait Periferik Kan orneginin LSI p53 (17p13)/ Cep 11
/ Cep 18 Prob FISH analiz goriintiisii. Ok ile gosterilen Cep 18 bolgesinde ii¢ sinyal gozlenmistir (TrizomilS§).
(LSI p53 30190008 (17p13) Spektrum Oranj, Cep 11 32-132011 Spektrum Yesil, Cep 18 32-131018 Spektrum
Akua)

Calisma grubu ile III. Kontrol grubu 18 numarali kromozom icin karsilastirildiginda, calisma
grubunda % 1.3 oraninda monozomi tespit edilmistir. III. Kontrol grubunda ise monozomiye
rastlanmamistir. Calisma ve III. Kontrol grubunda gozlenen monozomi frekansi agisindan

anlaml1 bir farklilik oldugu belirlenmistir (p<0.0001).



Calisma grubu ile IV. Kontrol grubu 18 numarali kromozom agisindan karsilastirildiginda,
calisma grubunda % 1.3 oraninda monozomi tespit edilmistir. III. Kontrol grubunda ise
monozomiye rastlanmamistir. Calisma ve IV. Kontrol grubunda gézlenen monozomi frekansi

icin anlamli bir farkliligin (p<0.0001) oldugu tespit edilmistir.

I. Kontrol grubu ile II. Kontrol grubu 18 numarali kromozom i¢in kendi aralarinda
karsilastirildiginda, 1. Kontrol grubunda gézlenen % 2.7 oranindaki monozomi frekansi ve %
1.0 oranindaki trizomi frekansinin II. Kontrol grubuna gére (monozomi, % 0; trizomi % 0.9)
yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.0001) (Sekil. 5.6). I. Kontrol grubu ile III. Kontrol grubu
kiyaslandiginda ise, 1. Kontrol grubunda tespit edilen trizomi frekanst % 1.0 oraninda ve
monozomi frekansi ise % 2.7 oraninda olup, III. Kontrol grubu (monozomi ve trizomi, %
0)’ndan yiiksek olarak tespit edilmistir (p<0.0001). Benzer bir sekilde I. Kontrol grubu ile IV.
Kontrol grubu kendi aralarinda kiyaslandiginda, 1. Kontrol grubunda goézlenen % 1.0
oranindaki trizomi frekansi ve % 2.7 oraninda gozlenen monozomi frekansi, IV. Kontrol
grubunda gozlenen trizomi ve monozomi frekansindan yiiksek (p<0.0001) olarak tespit

edilmistir.

Kromozom 18

Sekil 5.6. 1. Kontrol grubumuzdan E2006/05 no.lu olguya ait endometriyum dokusunun LSI p53 (17p13) / Cep
11/ Cep 18 Prob FISH analiz goriintiisii. Ok ile gosterilen Cep 18 bolgesinin homolog kromozomunda sinyal
gozlenmemistir (monozomi 18). (LSI p53 30190008 (17p13) Spektrum Oranj, Cep 11 32-132011 Spektrum Yesil,
Cep 18 32-131018 spektrum Akua)



Cizelge 5.2. 18 numarali kromozom icin ¢calisma ve kontrol gruplarinin degerlendirme sonuglart

HUCRE
18. kromozom Dizomi  Monozomi  Trizomi TOPLAM
GRUP  Calisma 869 11 0 880
Grubu % 98.8 % 1.3 % 0 % 100.0
Kontrol 1 1289 36 14 1339
% 96.3 % 2.7 % 1.0 % 100.0
Kontrol 11 1507 0 13 1520
% 99.1 % 0 % 0.9 % 100.0
Kontrol III 856 0 0 856
% 100.0 % 0 % 0 % 100.0
Kontrol IV 1135 0 0 1135
% 100.0 % 0 % 0 % 100.0
TOPLAM 5656 47 27 5730
% 98.7 % 0.8 % 0.5 % 100.0

Cahsma Grubu: lleri evre (III-IV.Evre) Endometriyozis hastalarindan elde edilen

endometriyozis doku ornekleri



I. Kontrol : Hastalardan elde edilen Endometriyum doku 6rnekleri
II. Kontrol : Hastalardan elde edilen Periferik Kan 6rnekleri
III. Kontrol : Saglikli kadinlardan temin edilen Endometriyum doku drnekleri

IV. Kontrol : Saglikli kadinlardan temin edilen Periferik Kan ornekleri

17 numarali kromozomda lokalize olan 17p13 (p53) lokusu icin ¢alisma grubu kapsaminda
toplam 906 hiicre degerlendirilmistir. (Cizelge 5.3). Calisma grubu ile 1. Kontrol grubu 17
numarali kromozomda lokalize olan 17p13 gen lokusu (p53) acisindan karsilastirildiginda,
calisma grubunda %16.4 oraninda monozomi, %2.1 oraninda ise trizomi tespit edilmistir. I.
Kontrol grubunda ise monozomi % 3.2 oraninda tespit edilmis, trizomi saptanmamistir.
Calisma ve 1. Kontrol grubunda monozomi ve trizomi frekanslar icin anlamli bir farklilik
oldugu tespit edilmistir (p<0.0001). Calisma grubunda % 81.5 oraninda dizomi, I. Kontrol

grubunda ise %96.8 oraninda dizomi tespit edilmistir.

Calisma grubu ile II. Kontrol grubu 17 numarali kromozomda lokalize olan 17p13 gen lokusu
(p53) acisindan kargilastirildiginda, ¢alisma grubunda % 16.4 oraninda monozomi, % 2.1
oraninda ise trizomi tespit edilmis, II. Kontrol grubunda ise monozomi gézlenmezken trizomi
% 0.3 oraninda saptanmistir. Calisma ve II. Kontrol grubunda monozomi ve trizomi
frekanslar1 acisindan anlamli bir farkliligin (p<0.0001) oldugu tespit edilmistir. Calisma ve

kontrol gruplarinda dizomi frekansi ise sirasiyla % 81.5 ve % 99.7 olarak belirlenmistir.

Calisma grubu ile III. Kontrol grubu 17 numarali kromozomda lokalize olan 17p13 gen
lokusu (p53) icin karsilastinldiginda, calisma grubunda % 16.4 oraninda monozomi, % 2.1
oraninda ise trizomi tespit edilmis, III. Kontrol grubunda ise monozomi ve trizomiye
rastlanmamistir (Sekil 5.7). Calisma ve III. Kontrol grubunda monozomi ve trizomi
frekanslar1 agisindan anlamli bir farkliligin oldugu tespit edilmistir (p<0.0001). Calisma
grubunda % 81.5 oraninda dizomi, I. Kontrol grubunda ise % 100 oraminda dizomi tespit

edilmistir.
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Sekil 5.7. Calisma grubumuzdan E2006/05 no.lu olguya ait endometriyozis dokusunun LSI p53 (17p13)/ Cep 11
/ Cep 18 Prob FISH analiz goriintiisii. Ok ile gosterilen p53 (17p13) bolgesinde ii¢ sinyal gozlenmistir (Trizomi
p53). (LSI p53 30190008 (17p13) Spektrum Oranj, Cep 11 32-132011 Spektrum Yesil, Cep 18 32-131018
Spektrum Akua)

Calisma grubu ile IV. Kontrol grubu 17 numarali kromozomda lokalize olan 17p13 gen
lokusu (p53) icin karsilagtirildiginda, ¢alisma grubunda % 16.4 oraninda monozomi, % 2.1
oraninda ise trizomi tespit edilmis, IV. Kontrol grubunda ise monozomi ve trizomiye
rastlanmamistir (Sekil 5.8). Calisma ve IV. Kontrol grubunda monozomi ve trizomi
frekanslar1 icin anlamli bir farklilik vardir (p<0.0001). Calisma grubunda % 81.5 oraninda

dizomi, IV. Kontrol grubunda ise % 100 oraninda dizomi tespit edilmistir.
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Sekil 5.8. Calisma grubumuzdan E2006/06 no.lu olguya ait endometriyozis dokusunun LSI p53 (17p13)/ Cep 11
/ Cep 18 Prob FISH analiz goriintiisii. Ok ile gosterilen p53 (17p13) bolgesinin homolog kromozomunda sinyal
gozlenmemistir (Monozomi p53). (LSI p53 30190008 (17p13) Spektrum Oranj, Cep 11 32-132011 Spektrum
Yesil, Cep 18 32-131018 Spektrum Akua)

I. Kontrol grubu ile II. Kontrol grubu kendi aralarinda kiyaslandiginda, I. Kontrol grubunda
gozlenen %3.2 oranindaki monozomi frekansmin II. Kontrol grubuna gére (monozomi, %0 )
yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0.0001). Benzer bir sekilde 1. Kontrol grubu ile III. Kontrol
grubu kendi aralarinda kiyaslandiginda, I. Kontrol grubunda tespit edilen monozomi frekansi
% 3.2 oraninda olup, III. Kontrol grubunda monozomiye rastlanmamistir (p<0.0001). Bu
durum, hasta bireylerden elde edilen endometriyum dokusunun somatik hiicrelerinde genetik

bir degisimin oldugunu diisiindiirmektedir.



Cizelge 5.3. 17 numarali kromozomda lokalize olan 17p13 gen lokusu (p53) icin ¢alisma ve kontrol gruplarinin
degerlendirme sonuglart

HUCRE SAYISI
17p13 (p33) Dizomi  Monozomi  Trizomi TOPLAM
Calisma 738 149 19 906
GRUP  Grubu % 81.5 % 16.4 % 2.1 % 100.0
Kontrol 1 1288 42 0 1330
% 96.8 % 3.2 % 0 % 100.0
Kontrol 11 1515 0 4 1519
% 99.7 % 0 % 0.3 % 100.0
Kontrol 111 857 0 0 857
% 100.0 % 0 % 0 % 100.0
Kontrol IV 1135 0 0 1135
% 100.0 % 0 % 0 % 100.0
TOPLAM 5533 191 23 5747
% 96.3 % 3.3 % 0.4 % 100.0

Cahsma Grubu: lleri evre (III-IV.Evre) Endometriyozis hastalarindan elde edilen
endometriyozis doku ornekleri

I. Kontrol : Hastalardan elde edilen Endometriyum doku 6rnekleri

II. Kontrol : Hastalardan elde edilen Periferik Kan 6rnekleri

III. Kontrol : Saglikli kadinlardan temin edilen Endometriyum doku 6rnekleri

IV. Kontrol : Saglikli kadinlardan temin edilen Periferik Kan ornekleri

Sonug olarak c¢alisma ve kontrol gruplarinda 11 ve 18 numarali kromozomlar ile 17 numarali

kromozomda lokalize olan 17p13 gen lokusunda yapisal degisiklik varligi tespit edilmistir.



fleri evre endometriyozis vak’alarinda 11 numarali kromozomda % 3.6 oraninda trizomi ve %
0.4 oraninda monozomi; 18 numarali kromozomda % 1.3 oraninda monozomi; 17 numaral
kromozomda lokalize olan 17p13 gen lokusunda ise % 16.4 oraninda monozomi ve % 2.1
oraninda trizomi saptanmistir. Bu bulgular kontrol gruplann ile karsilastirildiginda
endometriyozis olgularinda sayisal ve yapisal agidan genetik degisiklerin varligini

gostermektedir.



6. TARTISMA VE SONUC

Uterus i¢ yiizeyini orten endometriyum dokusunun, uterus ic yiizeyi disinda bulunmasi olarak
tanimlanan endometriyozis, kompleks bir jinekolojik hastalik olup menapoz 6ncesi iireme
cagindaki kadinlarin %10-15’ini etkilemektedir (Shin vd 1997; Bischoff ve Simpson 2004).
Giintimiizde genis Olgekli kohort ¢alismalar1 bu hastaligin multifaktoriyel / poligenik olarak
kalitilan genetik bir hastalik oldugunu isaret etmektedir (Wenzl vd 2003). Poligenik
kavraminda birden fazla genin etken oldugu nitelikler anlagilirken, multifaktoriyel
kavraminda ise hem genlerin hem de cevresel etkenlerin bir arada rol oynadigi ifade
edilmektedir. Bu tiir hastaliklarda klinik tablonun ortaya cikabilmesi i¢in birden cok
degiskenin birarada bulunmasi sz konusu olmaktadir. Hastaligin olusum ve/veya gelisim
stirecinde etkili olan faktorler bir araya geldiklerinde bireyde bulgular ortaya ¢ikmaktadir.
Calismamizda cevresel etmenlerin (Sigara i¢me, alkol kullanimi, egzersiz yapma, diyet
uygulama, hijyen ve diizenli saglik konrolii aligkanlig1) etkisi hastalarimiz i¢in hazirlanan
ayritili bilgi formlarindan elde ettigimiz veriler bizi ¢calismanin detaylandirilmasi gerektigi

konusunda yonlendirmektedir.

Endometriyozisli hastalarin % 30-40 oraninda infertil oldugu, infertil olan kadinlarin ise % 6-
15 oraninda endometriyozis tanisi aldigi bildirilmektedir (Muse vd 1982). Diger taraftan
endometriyozis olgusunda familiyal gecisin oldugu bildirilmekte olup, birinci dereceden
akrabalarinda endometriyozis saptanmis bir kadin icin hastaligin ortaya ¢ikma oraninin % 5
ile % 8 arasinda oldugu ifade edilmektedir (Frey ve Bluefield 1957; Ranney 1971; Simpson
vd 1980; Lamb vd 1986; Coxhead ve Thomas 1993; Bischoff ve Simpson 2000; Cramer vd
2002; Simpson ve Bischoff, 2002; Simpson vd 2003; Simpson ve Elias 2003; Simpson vd
2003). Bizim aragirmamizda da hasta bilgi formlarindan saptadigimiz verilerde 6 (alt1)
endometriyozis tanis1 almis hastalarimizdan 4 proband (% 66.6) (hastaligin ilk tespit edildigi
kisi) ile daha Once operasyon gecirmis 2 (% 33.3) vak’amizin dordiinde infertilite varligi
tespit edilmistir. Endometriyozis vak’asimin Tiirk toplumundaki epidemiyolojisinde anlamli

verilere ulasilmasi i¢in hasta sayisinin arttirilmasinin uygun olacag diistiniilmektedir.

Shin ve arkadaslar (1997) tarafindan, ileri evre endometriyozis tanisi alan 4 olguda (E1-E4)

alfa satellit sekans spesifik DNA problar1 kullamilarak FISH analizi gerceklestirilmistir.



Calismaya kontrol grubunu olusturan 2 endometriyum dokusu ( NEI-NE2 ) ile kiiltiir
edilmemis 2 periferik kan 6rnegi de ( P.K 1-PK 2 ) eklenmistir. Calismada 7, 8, 11, 12, 16, 17
ve 18 numarali kromozomlara iki-ii¢ renkli FISH uygulayarak kromozomlar1 sayisal agidan
degerlendirilmislerdir. Monozomik, dizomik ve trizomik hiicreleri endometriyozis,
endometriyum ve periferik kan lenfositlerinde saptamislardir. 12 (yesil), 17 (sar1) ve 18
(kirmiz1) numarali kromozomlara ii¢ renkli, 11 (kirmiz1) ve 16 (yesil) numarali kromozomlara
iki renkli, 7 (yesil) ve 8 (kirmizi) numarali kromozomlara da iki renkli prob kombinasyonlari
olusturmuglardir. Calisma sonucunda; 4 endometriyozis doku 6rneginin bir tanesinde (E2) 11.
kromozom i¢in trizomi frekansini %14.8 oraninda (X?=96.2, p<0,0001) saptamisglardir.
Kontrol grubunu olusturan normal endometriyum doku 6rneklerinin andploidi oranina
bakildiginda; monozominin % 3.4 oraninda ( % 2.2-5.8 araliginda ), trizominin ise % 1.2
oraninda ( %0-1.9 araliginda) oldugu tespit edilmistir. Bizim calisma grubumuzda 11
numarali kromozomun trizomi frekansi %3.6 olarak bulunmustur. I. Kontrol grubumuzu
olusturan normal endometriyum doku Orneklerinin andploidi frekansina bakildiginda

monozominin % 3.2 oraninda, trizominin ise gozlenmedigi belirlenmistir.

Gogusev ve arkadaglar1 (2000) tarafindan, Karsilagtirmali Genomik Hibridizasyon (KGH),
FISH ve konvansiyonel karyotipleme metodlarini kullanarak 1, 2, 3, 5, 6p, 7, 16, 17q, 20, 21q
ve 22q numarali kromozom ve kromozom bdlgelerinde kromozomal bir artisin oldugunu
bununla birlikte 6q, 9, 11p, 12, 13q, 18 ve X cinsiyet kromozomlarinda ise kromozom
kaybinin oldugunu saptamiglardir. Endometriyozis dokusundan ekstrakte edilen DNA
kullanilarak yapilan KGH c¢alismasinda 17 numarali kromozomun q kolunda bir artis tespit
edilmistir. Bizim ¢alisma grubu vak’alarimizin endometriyozis dokusunda gozledigimiz 18
numarali kromozomun monozomisi % 1.3 oraninda ve 11 numarali kromozomun monozomisi

% 0.4 oraninda tespit edilmistir.

Gogusev ve arkadaglar1 (1999) tarafindan, 18 endometriyozis dokusuna KGH calismasi
uygulamislardir. Bu c¢alismada kromozom artiglart ve kayiplarimi arastirmislardir. 18
endometriyozis dokusunun 3 tanesinden DNA amplifiye edilemediginden ¢alismaya dahil
etmemislerdir. 15 vak’ada yaygin olarak kromozom kayiplarinin oldugunu belirlemislerdir. Sp
(% 33), 6q (% 27), Tp (% 22), 9p (% 22), 16 (% 22) numarali kromozomlarin kaybi ile
vak’alarin birinde 17q’da kromozom kaybi tespit etmislerdir. Ug vaka’da ise 6q, 7q ve 17q

bolgelerinde bir artisin oldugunu tespit etmislerdir. KGH bulgularina ilave olarak sentromerik



problar kullamilarak 1p36, 7p22.1, 22ql2 kromozom lokuslarmma FISH uygulamasi
yapilmistir. Niikleuslarin % 30’undan daha az bir kisminda 2 sinyal gozlemislerdir. Kontrol
grubunda ise % 85’den daha fazla iki sinyal gozlemislerdir. Bizim c¢alismamizda
endometriyozis dokularinin 4 tanesinde 17 pl3 (p53) monozominin % 16.4 oraninda

gozlendigi ve trizominin de % 2.1 oraninda varlig1 tespit edilmistir.

Son zamanlarda yapilan endometriyozisin genetik mekanizmasini aciklamaya yonelik
calismalarda somatik hiicrelerdeki proto onkogenlerin aktivasyonu (6rn, k-ras) ve timor
supresor genlerin kaybi (p53) endometriozisin olusumuna neden olan faktorleri olusturduguna

iligkin yaygin olarak kabul goren hipotezler mevcuttur.

Kosugi ve arkadaglart (1999) tarafindan, yapilan calismada sentromer spesifik ve lokus
spesifik prob kullanarak 17 numarali kromozom ve 17pl3 gen lokusunu p53 yoniinden
degerlendirmislerdir. Calismada ileri evre (III-IV. Evre) endometriyozisli 8 doku 6rnegini ve
arsivdeki endometriyum doku 6rneklerini incelemislerdir. Endometriyozis dokularinda % 65
oraninda andploidi ve kontrol grubunu olusturan normal endometriyum dokularinda ise % 25
oraninda andploidi tespit etmislerdir. Bizim arastirmamizda ise endometriyozis dokularinda

gozlenen andploidi oran1 % 18.5 olup bu oran kontrol grubunda % 3.2 olarak tespit edilmistir.

Bishoff ve arkadaslar1 (2002) tarafindan, ileri evre endometriyozis olgusunda somatik DNA
degisimlerinin roliinii degerlendirmislerdir. Calisma kapsaminda arsivde bulunan ileri evre
(III-1V. Evre) ye ait 6 endometriyozis dokusu ile 8 taze endometriyozis dokusunda 17.
kromozomun monozomisi ile p53 (17pl13.1) delesyonunu FISH yontemini kullanarak
incelemiglerdir. Toplam 14 endometriyozis dokusunun bazi hiicrelerinde 17 numaral
kromozomun sentromer kaybini (monozomisi) ve p53 delesyonunu saptamislardir. Toplam 14
ornegin 12’sinde (hiicrelerin % 8 ile 42 oraninda) 17 numarali kromozomun monozomisini ve
bu bulguya ilave olarak p53 lokusunun kaybimi da saptamiglardir. Diger iki doku 6rneginde
sadece p53 kaybi hiicrelerin % 8 ile 14 oraninda belirtmislerdir. 17 numarali kromozomdaki
17p13 gen lokusu (p53) delesyon oranimm %3.4 olarak tespit etmislerdir. Periferik kan
orneginde ise p53 kaybinin % 0-3 arasinda oldugunu saptamislardir. Bizim ¢alismamizda
calisma grubumuzu olusturan 6 (alt1) vaka’nin 4 (dort) tanesinin bazi hiicrelerinde 17
numarali kromozomda lokalize olan 17p13 (p53) lokusunda % 16.4 oraninda monozomi tespit

edilmigtir. II. Kontrol grubumuzu olusturan endometriyozisli hastalara ait periferik kan



orneklerinde ise monozomiye rastlanmamis, bu bulguya ilave olarak % 0-1 arasinda ise

trizomi tespit edilmistir.

Son donemlerde yapilan arastirmalarda ileri evre endometriyozis olgusunda tespit edilen
kromozoma spesifik andploidilerin insidans1 hizla boliinen hiicrelerdeki andploidi frekansi ile
kiyaslanmaktadir. Bizim sonucumuzda da kromozom sayisal anomaliler belki de
endometriyozisin gelisimine/olusumuna neden olmaktadir. Bu bulgular karsinogenezisin
modeline gore; tek bir hiicrede mutasyon meydana geldiginde ve/veya genetik bir degisim
gecirdiginde o hiicreye komsu diger hiicre kolonileri de etkilenmektedir, hipotezini
desteklemektedir. 2. bir mutasyon/genetik degisim kolonilerin birinde meydana geldiginde,
ilave olarak yeni degisime ugramis hiicreler meydana gelmektedir. Bu mutasyon dongiisii
stiresince malignant timor populasyonu artmaktadir. Benzer bir bigimde orta ve siddetli
endometriyozis evrelerinin gelisiminde somatik hiicrelerde meydana gelen degisiklikler
onkogenlerin aktivasyonlar ve tiimor siipresor genlerin (TSG) aktivasyonlarini igermektedir.
Bizim bulgularimizda da endometriyozisin olusumunda kromozom spesifik sayisal
anomalilerin meydana gelmesiyle andploidi gozlenen kromozom hiicrelerin klonal bir
bicimde yayilmasi desteklenmektedir. Bir¢ok onkogen ve tiimor siipresor gen (TSG) 11, 16 ve
17 numarali kromozomlar iizerinde haritalanmaktadir ve bu kromozomlarda meydana gelen

kromozom kayb1 veya artis1 endometriyozisin olusumu /gelisimini desteklemektedir.

Sonuc olarak, calismamizda ileri evre (III-IV. Evre) endometriyozis tanist almis hastalar ile
kontrol gruplan karsilastirildiginda, ¢alisma grubunda sayisal ve yapisal degisiklikler oldugu

tespit edilmistir.

Tiirkiye’de endometriyozisin genetik mekanizmasi lizerine yapilan ilk calismalardan biri
olmas1 sebebiyle, elde edilen bulgular gézoniine alinarak, mevcut hasta sayist arttirilarak
farkli molekiiler tekniklerle calismanin devam ettirilmesinin hastalifin patogenezisinin

aciklanmasinda yararli olacag: diisiiniilmektedir.
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