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OZET

ENDOMETRIOZIS’ Li HASTALARDA, ASIMETRIK DIMETILARJININ
MALONDIALDEHIT VE M30 DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Dilara ULGER
Yiksek Lisans Tezi- Biyokimya Anabilim Dah
Damsman: Prof.Dr. Sevtap BAKIR
2016, 67 sayfa

Endometriozis, lireme cagindaki bayan niifusunun % 10° unu etkileyen, &strojen
bagimli bir hastaliktir. Bu hastalik endometrial dokunun uterus disinda gelisimiyle
karakterize iyi huylu, kisirlik ve agri semptomlariyla iliskilendirilen jinekolojik bir
durumdur. Etyolojisi, patofizyolojisi, insidansi ve optimal tedavisi net olarak
aydinlatilmamistir. Bu ¢alismada hasta ve kontrol grubuna ait serum ADMA, M30 ve
MDA diizeylerinin 6lculerek, apoptozis ve oksidatif stresin hastaligin patogenezi ile
olan iliskisinin incelenmesi amaglanmistir. Ayrica bu hastalarda CA-125 seviyeleri ile
hormonlar ve bazi rutin kan parametre diizeyleri de belirlenmistir.

Endometriozis tanis1 konan 31 hasta ve 31 saglikli kadin c¢alisma grubunu
olusturmustur. Yapilan analizler sonucunda ADMA (p= 0,001), M30 (p=0,002) CA125
(p=0,001) diizeyleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda iki grup arasindaki farklilik
o6nemli bulunurken (p<0,005), MDA (p=0,924) yo6niinden gruplar arasinda anlamli bir
fark olmadig1 saptanmustir (p>0,005).

Sonug olarak, ¢alismamizda endometriozisli hastalarda serum ADMA ve M30
diizeylerinin anlamli olarak arttig1 tespit edildiginden bu parametrelerin endometriozis
patogenezi ve prognozunda bir Oneme sahip olmasmin muhtemel olacagini
diistinmekteyiz. Fakat bu parametrelerin hastaliktaki roliiniin daha kapsamli ¢aligmalarla
aciga kavusturulmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Endometriozis, Asimetrikdimetilarjinin, Malondialdehit, CK18-
M30, Apoptoz, Oksidatif stres, CA-125



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE, ADMA, MDA AND M30 LEVELS IN PATIENTS
WITH ENDOMETRIOSIS

Dilara ULGER

Master’s Thesis — Department of Biochemistry
Supervisor: Prof.Dr. Sevtap BAKIR
2016, 67 page

Endometriosis is a benign estrogen-dependent gynecological disase, characterized by
the presence and growth of endometrial tissue outside the uterus; it effects 10% of
women of reproductive age and is associated with infertility and pain. Etiology,
pathophysiology incidence and optimal treatment haven’t clearly clarified. In this study
patients and control group’ s serum ADMA, MDA and M30 levels were measured and
apoptosis, oxidative stress markers and inhibitor’s roles and correlation with each other
were aimed in the pathogenesis of endometriosis. Also in this patients CA-125,
hormones and some kind of blood marker’s levels were measured.

In our study, 31 endometriosis patients were chosen as a patient group, likewise
31 healthy individual female chosen as a control group. According to our analysis
results ADMA (p=0,001), M30 (p=0,002), CA-125 (p=0,001) level’ s compared
statistically and there was a significant importance beetwen two groups (p<0,005), on
the other hand there was no significant importance in terms of MDA (p=0,924) levels
when compared between two groups (p>0,005).

As a result, in our study endometriosis patient’s serum ADMA, M30 and CA125
levels were meaningful higher than control groups. We think it would be possible to
markers can be beneficial on the pathogenesis and prognosis of endometriosis. But it
needs to be more exhaustive and supportive studies for role of these parameters in this
disease.

Key Words: Endometriosis, Asymmetric Dimethylarginine, Malondialdehyde, CK18-
M30, Apoptosis, Oxidative stress, CA-125
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1. GIRIS VE AMAC

Endometriozis, lireme ¢agindaki bayan niifusunun % 10’ unu etkileyen dstrojen bagimh
yaygin, jinekolojik bir hastaliktir. Endometriyal dokunun, uterin kavite disinda
bulunmasi ve gelismesiyle karakterize edilir. Pelvik agri, dismenore, disparoni ve
infertilite belirtileri en ¢ok seyreden sikayetlerdendir [1]. Endometriozis, sadece ektopik
implantlarla sinirli olmayip, tim Ureme sistemini etkileyen karmasik bir patolojiyi
icermektedir [2]. En sik pelvik periton olmak {izere overler ve rektovajinal septumda
goralur.

Endometriozis, insidansi olduk¢a yiiksektir. Genel kadin popilasyonunda
goriilme siklig1 % 3-10 iken, infertil kadinlarda % 35’ e kadar ¢ikmaktadir [3].

Patofizyolojisi heniiz net olarak agiklanamayan endometriozisin patogenezi ile
ilgili son yillarda yapilan arastirmalarda, apoptozis ve oksidatif stresin onemli bir yere
sahip oldugu ileri siiriilmektedir.

Apoptozis programli hiicre 6liimiidiir ve normal dokularin homeostaz1 agisindan
6nemlidir. Howard ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, kusurlu apoptozisin
endometriozise neden oldugu ve saglikli kontrollerin ektopik endometriumlari ile
endometriozisli hastalarin ektopik endometriumlar1 karsilastirildiginda, apoptozisin
onemli derecede azaldigi ilk kez gosterilmistir [4]. Yine bir ¢alismada da saglikli
kadinlarda menstiiral siklusun ge¢ sekretuar ve menstiiral fazlarinda uterin
endometriumun fonksiyonel tabakasindaki yaslanan hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda
apoptozisin etkin bir mekanizma oldugu ortaya konulmustur [5]. Bunlara ek olarak,
endometriozisli olgularda antioksidan savunma sistemleri ve endometriyal dokunun
oksidatif durumunu inceleyen ¢alismalarda anlamli sonuglar elde edilmistir [6].

Calismamizda, apoptozisde 6nemli rol oynayan ve apoptozisin bir belirteci olan
M30 antijeni (CK-18 sitokeratin), apoptozisi ve oksidatif stresi indikleyen ADMA ve
lipid peroksidasyonunun 6nemli bir bozunma 0Grind olan MDA dizeyleri,
endometriozisli hastalar ve saglikli kontrol grubunda belirlenmistir.

Bu ¢alismada incelenen parametreler, patogenezi net olarak aydinlatilmamis bu
hastaligin, prognoz yonunden degerlendirilmesi, apoptozis ve oksidatif stres

belirteclerinin hastalikla iligskisinin incelenmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endometriozis
2.1.1. Tamm
Endometriozis, endometrial bezlerin ve stromanin endometrium disinda yerlesimi
olarak tamimlanmaktadir [7]. Diiz kaslarin diizensiz proliferasyonu da endometriozis
lezyonlarinin tipik bir bilesenini olusturmaktadir [8]. Endometriozis, sadece ektopik
implantlarla smirli olmayip tiim iireme sistemini etkileyen karmasik bir patolojiye
sahiptir [2].

Endometriozis en sik yumurtaliklar, karin boslugu, rahim yiizeyi, rahim arkasi
bosluk, rahimi destekleyen baglar ve tiiplerde goriiliir. Daha az siklikta, bagirsaklarda,
anal kanalda, idrar kesesinde, vajinada, dig iireme organlar1 cevresinde ve karin

ameliyatlarinin yara izlerinde goriilebilir [9].

2.1.2. Tarihge

Guniimuzde endometriozis olarak tanimladigimiz peritoneal lezyonlar, ilk kez 1800’ 10
yillarda tanimlanmis ve 1860 yilinda Von Rokitansky tarafindan adenomyom olarak
simiflandirilmustir [10]. John Sampson tarafindan ilk kez 1921 yilinda, perfore olmus bir
dizi hemorajik over kisti ‘cikolata kisti’ olarak tanimlanmis ve daha sonra lezyonlar
endometriozis olarak adlandirilmistir. Sampson’ un ‘endometrial dokunun pelvik

kaviteye menstiiral dagilimi’ konulu klasik makalesi 1927 de yayinlanmustir [11].

2.1.3. Patoloji
Endometriozisin patogenezi hentiz bilinmemekle birlikte bircok teori 6ne strilmektedir.
Bunlar; Retrograd Menstirasyon (Transplantasyon, Geri Akim) Teorisi, Colomik
Metaplazi ve Indiiksiyon Teorisi, Vaskiiler Disseminasyon Teorisi, Immiin Sistem
Teorisi, Genetik Faktorler, Hormonal Faktorler ve Cevresel Faktorlerdir.
2.1.3.A. Retrograd Menstirasyon-Transplantasyon Teorisi
Retrograd (geri akim) Menstiirasyon Teorisi 1920’ 1i yillarda Sampson tarafindan ortaya
atilmis ve hala en yaygin kabul edilen teorilerdendir. Sampson’un bu teorisi,
menstiirasyon sirasinda dokiilen endometrial dokularin, fallop tiipler araciligiyla periton
kavitesine ulagtigi ve burada pelvik organlar iizerine yerlestigini savunur [11]. Bu
teoriyi destekleyecek nitelikteki bircok ¢alisma asagida siralanmustir.

1. Liu ve Hitchcock menstiirasyon gdren kadinlara yapilan laparoskopi sirasinda
tiiplerin fimbrial uglarinda kan akis1 gérmislerdir [12].
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2. Endometriozis en sik pelvisle baglantili olan kisimlarda goriiliir. Siklikla
overler, anterior ve posterior cul de sac, uterosakral ligamentler, daha sonra posterior
uterus ve posterior broad ligamentlerde goralur [13, 14].

3. 1951 yilinda Keettel ve Stein menstiiral akimdaki endometrial kalintilarin
canliligini doku kiiltiirlerinden tiretmistir. Benzer sekilde uterin lavaj sonrasi peritoneal
kaviteden toplanan endometrial hiicreler de kiiltlirde tiretilmistir [15].

4. Maymun serviksleri transpoze edilerek, menstiirasyon peritoneal kavitede
olusturulunca, endometriozis gelistigi gosterilmistir [16].

5. Erken menarsi, menorajisi veya kisa menstiiral siklusu olan kadinlarda
endometriozis insidansi daha yiiksektir [17].

6. Menstiiral akim obstriiksiyonu olan kadinlarda endometriozis insidansinin daha
yiiksek oldugu saptanmistir [18].
2.1.3.B. Colomik Metaplazi ve Indiiksiyon Teorisi
Colomik Metaplazi Teorisi Mayer tarafindan 1919 yilinda tanimlanmistir. COlomik
kavite, farklilasmamus hiicreler veya endometriyal dokuya doniisme potansiyeli olan
hlcreler icermektedir. Bu teori, ¢6lom epitelinin metaplaziye ugramasi sonucunda
endometriozisin gelistigini, embriyolojik ¢alisma sonuglarina dayanarak savunmaktadir
[19].

Indiiksiyon Teorisi ise ¢dlomik metaplazi teorisinin genisletilmis halidir.
Endojen biyokimyasal ya da immiinolojik uyaricilarin etkisiyle, farklilasmamis
hlcrelerin endometrial hiicrelere farklilastiklarini savunur. Disi tavsanlarla yapilan bir
calismada bu desteklenirken kadinlar ve primatlarda hentiz gosterilememistir [20].
2.1.3.C. Vaskiler Disseminasyon Teorisi
1925 yilinda Halban, endometriozis odaklarinin, endometrial hiicrelerin lenfatik veya
hematojen yolla yayilmasi sonucu olustu§unu oOne slrmiistiir. Beyin, akciger, lenf
diigimleri ve abdominal duvar gibi uzak organlarda goriilen endometriozis olgularin
aciklayabilmektedir. Ayrica endometrial adenokarsinomun lenf yoluyla yayilma egilimi
endometriumun da bu yolla kolayca tasinabildigini gostermektedir [21].
2.1.3.D. iImmiin Sistem Teorisi
Immiin sistem, endometriozis patogenezinde Onemli yer kaplamaktadir [22].
Endometriozisli kadinlarda immiin sistem degisiklikleri miimkiindiir ve hastalik pelvik

kaviteden kaynaklanan canli endometrial hiicrelerin azalmig immiinolojik klirensi



sonucu gelisebilir [23, 24].Endometriozisin dogal immiin fonksiyondaki bozukluga
bagli olusan otoimmiin bir patolojide oldugu 6ngériilmektedir [25].

Normal de reflii olan endometrial hiicreler, hiicre dis1 siviya yapismazlar. Bu
hicreler kendi adezyon reseptorlerinden farkli uyar1 alarak apoptozise ugrarlar.
Endometriozisli kadinlarda bu hiicreler ¢ogalma, peritonun mezotelial hiicrelerine
yapisma ve neoanjiyogenezis olusturma egilimine sahiptir. Bu da endometriozis
gelisimi ile bagdastiriimaktadir [26].

Endometriozisli olgularda periton sivisinda makrofajlar, T lenfositler, NK
hiicrelerinin  miktarlarinda artis saptanmistir. Makrofa; salgilarindaki  biiyiime
faktorlerinde ve inflamasyon Oncesi sitokinlerde artis mevcuttur [27].

Apoptozis ile hiicre artisi arasindaki dengenin bozulmasinin endometriozise
sebep oldugu diistiniilmektedir [28]. Ektopik endometrium hicrelerinin ¢ogalma hizi,
apoptozis belirtegleri, steroid hormon seviyeleri normal endometriuma gore farklilik
gostermektedir. Ektopik dokunun apoptozise olan hassasiyetinin azalmasi, yayilmasini
ve yerlesmesini (implante) kolaylastirabilir [29].

Endometriozis anjiyogenez ile ilerlemektedir. Endometriozisle implante olan
endometrial doku kendi damarlarin1 gelistirmektedir. Bu sebeple endometriozis
kanserde goriilen metastazlarin implantasyonuna benzer bir davranis gostermektedir
[30].
2.1.3.E. Genetik Faktorler
Endometriozise yatkinlikta genetik faktorlerin  tek basina etkili olabilecegi
diisiniilmektedir.  Yapilan ¢alismalarda genetik polimorfizimin endometriozis ile
iligkisi tanimlanmistir [31, 32]. Simpson, endometriozisi olan bir kadinin varsa birinci
derece akrabasinda da endometriozis gelisme olasiliginin % 7 oldugunu gosteren bir
calisma yapmustir [33].

Endometriozis ve diger otoimmiin hastaliklar arasinda, endometriozis ve 16kosit
antijenleri arasinda oldugu gibi bir iliski gosterilmistir [34, 35]. TUmor supresor
genlerini inaktif eden DNA delesyonlariin (silinme), endometriozisin baglama veya
ilerlemesine katkida bulundugu [36] ve somatik kromozomlarda genetik degisikliklerin
oldugu &ne siiriilmektedir [37]. Ostrojen reseptorii B ve steroidojenik faktor-1 (SF-1)
overekspresyonu ve hipometilasyonunu igeren bu epigenetik olaylarin endometriozis

patogenezinde kritik rol oynayabilecegi diistiniilmektedir [38].



2.1.3.F. Hormonal Faktorler

Endometriozisin, iireme ¢agindaki kadinlarda sik goriilmesi, hastalik bulgularinin
menopoz ile gerilemesi, menopoz sonrast dstrojen takviyesi alan kadinlarda bulgularin
yeniden ortaya cikmasi, endometriozisin Ostrojen bagimli bir hastalik oldugunu
gostermektedir. Ek olarak endometriozisli kadinlarda 6topik ve ektopik endometrial
dokuda progesterona karsi azalmis endometrial sensivite gosterilmistir [39].
Progesteronun endometriumda giiglii bir antiinflamatuar etkinligi mevcuttur [40].
2.1.3.G. Cevresel Faktorler

Endometriozis ¢ok sayida gen ve cgevresel faktorlerin etkilesimde bulundugu bir
hastaliktir. Immiin sistem degisiklikleri hastaligin nedeni veya sonucu olabilirken, bu
degisiklikler genetik nedenlerden de kaynaklanabilir. Yapilan bir ¢aligmada, insan disi
primat modeli, endometriozis gelisiminde g¢evresel faktorler ve onlarin potansiyel
etkileri hakkinda énemli bilgiler saglamistir. Ornegin tiim viicuda X 1sinlar1 verilen

rhesus maymunlarinda kontrol grubundan daha yiiksek oranda endometriozis gelismistir

[41].

2.1.4. Prevalans
Endometriozis sik karsilasilan jinekolojik hastaliklardan birisidir. Kesin tanisi cerrahi
islemlerle konuldugundan prevalansi tam bilinmese de, lireme ¢agindaki kadinlarin %
5-15" inde ve infertil kadmlarm % 25-35" inde oldugu tahmin edilmektedir.
Sterilizasyon veya sterilizasyondan geri doniis operasyonu uygulanan kadinlari % 1-2’
sinde, histerektomi uygulananlarin % 10’ unda, laparoskopi uygulananlarin % 16-31°
inde, pelvik agri nedeniyle cerrahi gegirenlerin % 53’ {inde saptanmaktadir [38].

15-64 yas arasindaki 1000 kadinin 4’ i her yil endometriozis sebebiyle
hastaneye yatirilmaktadir. Endometriozis 30 yas iistiinde daha sik goriiliirken, siyahi
kadinlarda daha az goriilmektedir [42]. Sosyoekonomi ve egitim durumunun

endometriozise olan etkisi ise hala tartismalidir.

2.1.5. Semptomlar

Endometriozis hastaliginin semptomu, hastaligin siddetine, yayginligina, bulundugu
organa ve menstiirasyon giiniine gore degisim gostermektedir. Klinik deneyimler ve
hastalar esas alindiginda, agir dismenore, siddetli disparoni, kronik pelvik agri,
ovulasyon agrisi, anormal kanama veya menstlirasyon Oncesi semptomlar, infertilite,

kronik yorgunluk, idrar semptomlari, bel agrisi, sislik ve konstipasyon, gibi bulgular
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endometriozis kokenli olabilir. Ancak bu semptomlarin birinin ya da birkag¢inin
endometriozis tanist koymadaki gilivenilirligi belirsizdir. Ciinkii bu semptomlar bagka
hastaliklardan dolay1 da kaynaklaniyor olabilir. Buna ragmen endometriozisli kadinlarin
bir¢ogu da asemptomatikdir [43].

Endometriozisli hastalarda agriya sebebiyet veren mekanizma, peritoneal
inflamasyon, doku hasar1 ile gelisen derin infilitrasyon, fibrotik kalinlagma, ektopik
alanlara tutunma, endometriotik implantlarda menstiiral kanin birikimi ve dokularin
fizyolojik hareketine bagli agri oldugu disiiniilmektedir [44, 45].

Infertilite endometriozisli kadinlarin ¢ogunda goriilen bir semptom olsa da
endometriozisteki infertilitenin mekanizmasi glinlimiizde tam olarak
aydinlatilamamistir.  Yapilan arastirmalarda infertilite ile endometriozisin evresi
arasindaki iligkinin bulunmasina ragmen normal anatomiyi bozan pelvik adezyonlar ve
bozulmus yumurta kanali fonksiyonu da sebep gosterilmektedir. Ayrica bazi bulgular,
orta siddetteki endometriozisin de oosit gelisimini bozdugunu, embryogenez ve

implantasyonu olumsuz etkiledigini gostermektedir [46, 47].

2.1.6. Teshis

Endometriozis teshisinde altin standart laparoskopi ile lezyonun goriilmesidir.
Laparoskopi endometriozisin hem tant hem de tedavisinde énemli yer kaplamaktadir.
Cerrahi sirasinda hastaligin tiim morfolojik sekilleri gozlenebilmektedir.

TVUSG (Transvaginal Ultrasonografi) periton yiizeyindeki ve over ylzey
epitelindeki endometriozis implantlarini ayirt etmekte faydali olmamaktadir [48].

Endometrioziste CA-125, CA-19-9 diizeylerinin yiikseldigi belirlenmis, ancak
teshiste gilivenilirligi kisithdir. CA-125 kullanim1 konusunda tartigmalar olsa da
noninvaziv tanisal testler arasinda en ¢ok ¢alisilanidir [49].

Endometriozis  belirteci  olarak  endometriumda C19  steroidlerinin
(androstenedion ve testosteron) esterona doniisiimiinde rol alan aromataz P450
enziminin ifadesi endometriozisli kadinlarin Gtopik endometriumunda izlenirken,
kontrol grubunda gorulmemektedir [50]. Ayrica, yapilan bir c¢alismada da
endometriumda aromataz P450 enziminin sadece endometrioziste degil, myoma uteri,
adenomyozis gibi uterusun hormon bagimli ¢ogalmasinda da izlendigi, dolayisiyla
endometriozis i¢in 6zel bir belirteg olmadigini ortaya koymuslardir [51].

Endometriozis klinik bulgularindaki heterojenite, hastaligin asemptomatik de

olabilmesi, kesin tani icin cerrahi gerekmesi, tan1 koydurucu ve hastaligin evresini
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gosterici bir laboratuvar testi bulunmasina yonelik ¢abalar1 artmistir. Bu bulgulardan
yola cikarak, endometriozis siiphesi tasiyan hastalarda taniya yardimci olmak amaciyla

cok sayida laboratuvar testi ¢alisilmistir (Tablo-1).

Tablo-1: Endometriozis tanisinda kullanilan belirtegler

CA-125, CA-19-9

TUmor belirtecleri ve SICAM
polipeptidler Glycodelin- A (PP-14)
Sitokinler: 1L-6, TNF-a
Immiinolojik Otoantikorlar: Antiendometrial antikor
belirtecler Oksidatif stres gdsteren otoantikorlar
(EGR)-1 Geni
Genetik belirtecler P450 Aromataz
PP 14
Aromataz P450
Doku belirtecleri Sitokinler

Hormon Reseptorleri

2.1.7. Klinik Inceleme

Endometriozisli kadinlarin ¢ogunda klinik inceleme esnasinda herhangi bir anormallik
saptanmaz. Dig ilireme organlarinin muayenesi genellikle normaldir. Gorsel tani
(laparoskopi), histopatolojik inceleme ve cerrahi girisim saglayan, hastay1 gereksiz
laparotomilerden koruyan 6nemli bir tan1 aracidir [52].

Laparoskipide endometriozise 6zgu bulgular, periton serdz yuzeyinde tipik barut
yanig1 seklindeki lezyonlardir. Bunlar siyah, koyu kahverengi, mavimsi diigiimciikler
veya degisken derecede fibrozis ile gevrili hemoraji igeren kiigiik kistlerdir (Sekil-1)
[53]. Bu implantlarin biiyiikligii birkag mm ile birka¢ cm arasinda degisebilmektedir.
Hemosiderin birikimi de implantlarda sari, kahverengi, siyah renk degisimine sebep
olabilir [54].

Endometrioziste renksiz lezyonlar gérmek de mimkindir. Periton zerinde
saydam olmayan beyaz lezyonlar, seffaf sivi kabarciklar1 ve pembe polipler seklinde
gordlebilir [55]. Menstiirasyon kanamasi kistin koyu kirmizi veya mavimsi hemorajik
renk degisikligine sebep olur. Kan pigmentinin zamanla azalmasi soncu kalin katran

kivamli igerik olusur ve bu nedenle ¢ikolata kisti de denir [56].



Sekil-1: A: barut yanig1 B: Mavi diigiimciik C-D: gikolata kisti

Endometriotik implantlar dort ana bilesenden olusur, endometrial bez,
endometrial stroma, fibrozis ve hemoraji [55].

Makroskopik olarak normal goriinen pelvis peritonunda ki endometrial bezler ve
stromanin varligi, mikroskopik endometriozis olarak tanimlanir. Endometriozis

histogenezinde ve tedavi sonrasi tekrarlamada bu durum 6nem arz etmektedir [57].

2.1.8. Simiflama

Endometriozis hastaliginda, anatomik yerlesim ve hastaligin siddeti temel alinarak
birgok siniflandirma sistemi gelistirilmistir. Tlki 1917 yilinda Lockyer tarafindan yapilan
adenomyozis smiflamasidir [58]. 1949 yilinda ise Wicks ve Larson histolojik
siniflamay gelistirerek, kist duvarinda fagositik hiicreler ve kan debrislerinin bulunmasi
Derece 1, lezyonlarda endometrial doku ve stromanin bulunmasini Derece 4 olarak
bildirilmistir [59]. 1951 yilinda Huffman tarafindan ilk cerrahi evreleme verilmistir
[60]. Ayrica birgok arastirici tarafindan da hastaligin smiflamasi yapilmig, ancak
giiniimiiz de gecerli ve en yaygin olarak kullanilan smiflandirma sistemi, 1979° da
yaymlanan ve 1996 da diizenlenen Amerikan Ureme Saghg Birliginin (ASEM)
siiflamasidir. Lezyonlarin goriintiisii, boyutu ile peritoneal, yumurtalik ve tiplerdeki
lezyonlarin derinligi, adezyonlarin varligi, yayginligi ve tipi ile cul-de-sac (rahim arkasi
bosluk ¢ikmazi) tikanmasina gére puanlama yapilmaktadir [61]. Bu sistem agri ve

infertilite goz oniline alinmadan, endometriozis hastaligini yansitir.



Ayrica bu siniflandirmada gézlemciden kaynaklanan ve gézlemciler arasi farkliliklarin
sebebiyet verdigi degerlendirmeler de s6z konusu olabilir.

Bu smiflama sisteminde lezyonlar puanlanarak toplam sonu¢ hesaplanir ve
hastaligin evresi belirlenir. Tipik olarak endometriozis minimal, hafif, orta derece ve
siddetli olarak smiflandirilir. Hafif hastalik, peritonun 5cm?’ sinden kiiciik alanda, over
Uzerinde cok kiglk implant bulunmasidir. Adezyon ¢ok az veya hi¢ yoktur. Orta
formda yuzeysel veya derin yayilim gosteren bircok implant vardir. Siddetli formda ise
ovaryan endometriomalarmi igeren, yiizeysel ve derin implantlar vardir. Ince veya
yogun adezyonlar genellikle mevcuttur [62] (Tablo-2).

Tablo 2: Endometriozisin (ASRM)’e gore siniflandirilmasi

Endometriozis 1 cm’den kiigiik 1-3cm 3 cm’den biiyiik
Periton
Superfisial 1 2 4
Derin 2 4 6
Over
Sag Superfisial 1 2 4
Sag derin 4 16 20
Sol Superfisial 1 2 4
Sol derin 4 16 20
Posterior cul-de-sac Parsiyel Komplet
obliterasyonu 4 40
Adezyonlar 1/3’den az 1/3-2/3 2/3’den fazla
Over
Sagda ince 1 2 4
Sagda yogun 4 8 16
Solda ince 1 2 4
Solda yogun 4 8 16
Tuba
Sagda ince 1 2 4
Sagda yogun 4* 8* 16
Solda ince 1 2 4
Solda yogun 4* 8* 16

*Fallop tdplnin fimbrial ucu tamamen ortilu ise 16 puan verilmelidir (Te Linde

Obstetri ve Jinekoloji kitabindan alinmstir).
Evre | (Minimal Endometriozis): 1-5 puan
Evre 1l (Hafif Endometriozis): 6-15 puan
Evre 111 (Orta Dereceli): 16-40 puan

Evre 1V (Siddetli Endometriozis): 40 puan Ustii
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2.1.9. Tedavi
Endometriozis tedavisinde hedef, sikdyete yonelik agrinin giderilmesi, fertilitenin
saglanmasi, korunmasi ve endometriotik hedeflerde tekrarlama ya da ilerlemenin
geciktirilmesi ve onlenmesidir. Genel olarak endometriozisin medikal ve koruyucu
tedavilerine ragmen hastaligin yillik tekrarlama orani % 5-10 olup, olgularin yaklasik %
50° sinde bu sorunla tekrar karsilagilmaktadir [63]. Tedavinin hastaligin gergek
aktivitesini ne Ol¢iide etkiledigi tartigmalidir.

Endometriozis Ostrojen bagimli bir hastalik oldugundan, dstrojenin azalmasi
sikayetlerin azalmasma sebep olmaktadir. Bu nedenle Ostrojen iiretimini azaltan
medikal tedaviler gelistirilmistir. Medikal tedavinin yani1 sira, cerrahi tedavi de

koruyucu ve radikal cerrahi olarak, hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir [22].

2.1.10. Endometriozis ve CA-125 iliskisi

Endometriozisin non-invaziv tani ve takibinde en ¢ok kullanilan serum belirteci CA-
125° dir. Serum CA-125, 200.000 D agirhginda bir glikoproteindir. I¢ organlar1 drten
epitellerde (endometrium, endoserviks, tupler, periton, akciger zar1, kalp zar1) bulunan
ve en siklikla mukus salgilamayan epitelyal kot huylu tumérlerde bulunan bir
belirtegtir. CA-125 diizeyleri orta ve siddetli endometriozisi olan kadinlarda ¢ok
yuksek, minimal ve hafif endometriozisi olanlarda ise normal diizeylerde bulunmustur
[64]. Endometriozis evresi 1-2 olan hastalarda CA-125 seviyesi ortalama 73 U/mL iken
evre 3-4 hastalarinda 248 U/mL civarindadir [65]. Menstiirasyon esnasinda da,
endometriozisi olan ve olmayan kadinlarda da CA-125 diizeylerinde artis saptanmigtir
[66].

Endometriozis tanisi koymayr amaglayan c¢ok sayida c¢alismada, CA-125
taramas1 yapilmistir [67]. Ileri evre endometriozisli cogu hastada ve bazi minimal evre
hastalarinda, over kanserli hastalarda ki gibi CA-125 seviyeleri yliksek bulunmustur. Bu
caligmalarda hassasiyet ve Ozgiilliigii etkileyen asil etmenin, hastaligin evresi oldugu
bildirilmistir [68, 69].

Yapilan bir meta analiz ¢alismasinda, CA-125’ in diisiik duyarlilik seviyesinin
(birgok calismada % 20-50), bu testin endometriozis tanisi i¢in klinik kullaniminda
sinirlamalara sahip oldugunu gostermistir [70]. Yine bir ¢alismada, seri CA-125
6lciminin, tedaviden sonraki donemde endometriozisin tekrarlama ihtimalini takipte
de kullanilabilecegi gosterilmistir [71]. Sonug olarak CA-125 endometriozis olgularinda

onemli tan1 belirteci olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
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2.2. Apoptozis

Apoptozis (Apo-,sonlanma, -ptozis, diisme, yaprak dokiimii) fonksiyonlarini kaybetmis,
fazla tretilmis, yaslanmis, diizensiz gelismis veya DNA’ sinda hasar olan hiicrelerin,
giivenli bir sekilde yok edilmelerini saglayan ve genetik olarak kontrol edilen programli
hicre 6limudir. Hiicreler dogar, belli bir miiddet yasar ve sonra oliirler. Hiicrenin bu
son agsamasina apoptozis denir. Apoptozis, fizyolojik hiicre 6liimii, hiicre intihar1 olarak
da adlandirilmaktadir [72 ].

Apoptozis ilk defa 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie isimli patologlar
tarafindan tarif edilmistir. Kerr ve arkadaslar1 hiicre 6liimiinii morfolojik olarak takip
ederken, olen hiicrelerin pargalandigini, pargalarin bir zarla kaplanarak daha kiguk
kiireciklere doniistiigiinii, bunlarinda makrofajlar araciligiyla fagosite edildigini ifade
etmislerdir [73].

Apoptozis, doku homeostazinda énemli bir parca olup, hem fizyolojik hem de
patolojik durumlarda goriilmektedir. Fizyolojik kosullarda apoptozis, embriyogenez
sirasinda programli hiicre yikimi, menstiiral siklusta endometrial dokunun dokilmesi,
bagirsak epiteli gibi yenilenebilir hiicrelerin azaltilmasi, timiis gelisimi sirasinda immdiin
hicrelerin 6ltim sureclerinde 6nemli yere sahiptir [74]. Patolojik kosullarda olusan
apoptozise de, alzheimer hastaliginda noronlarin 6lmesi, immiinolojik hastaliklarda
sitotoksik T hiicreleri tarafindan hiicrelerin Oliimii, bazi viral hastaliklarda hiicre
harabiyeti ile 1s1, radyasyon, hipoksi, kemoterapotik ilaglar ile olusan hiicre 6limleri
ornek olarak verilebilir [74, 75].

Hiicre 6liimii ya ‘apoptozis’ ya da ‘nekroz’ ile olur. Disardan gelen bir uyaranin
plazma membraninda olusturdugu degisiklikler sonucu meydana gelen hucre 6lim
sekline nekroz denir. Nekrotik hiicre, siserek plazma membranini yikar, sitoplazmik
icerigi disardaki doku araligina salar ve nekrotik atiklari ile inflamatuar hucreleri
dokuya alarak, bu dokunun pargalanmasina yol agar. Bu da inflamasyon olarak

bildigimiz histolojiye sebep olur [76].

2.2.1. Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Apoptozisde ki biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler, nekrozda goriilenden farklidir.
Apoptozis morfolojisi, hiicre biiziismesi, kromatin yogunlagmasi, sitoplazmik
tomurcuklanma ve apoptotik cisimcik olusmasi ve son olarak apoptotik hiicre veya

cisimciklerin fagosite edilmesi ile karakterize edilen asamalar1 igermektedir [77].
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Sekil-2: Hiicre nekroz ve apoptozis morfolojisi

Bunlara ek olarak bir dizi biyokimyasal olayda meydana gelmektedir. Ornegin,
kaspazlarin proteinleri hidroliz etmesi, aktivitesi artan transglutaminazin apoptotik
hiicrenin diger hiicrelerle baglant1 yetenegini bozmasi. Ayrica glukokortikoidlerin hiicre
ici Ca™ seviyesini artirmasi, Ca'™ bagimli endoniikleazlarin oligoniikleotidleri
parcalayarak DNA kiriklart olusturmasi. Normalde plazma membraninin i¢ yiiziinde
bulunan fosfotidilserinin erken evrede membranin dis yiiziine dogru yer degistirmesi, bu
degisim ile apoptotik hiicrenin komsu hiicre ve makrofajlar tarafindan taninmasini
saglamaktadir. Tiim bunlar apoptozis sirecinde meydana gelen biyokimyasal olaylara
birkag ornektir [78].

2.2.2. Mekanizmasi

Apoptozis, hiicre dis1 ve hiicre i¢i reseptorlerden gelen sinyaller ile yasam ve oliim
arasinda dengenin saglanmasina karar veren Onemli bir mekanizmadir. Eger hcre,
etrafindaki hiicrelerle iletisimini kaybederse yada igerisinde onarimi1 mimkin olmayan
bir hasara ugrarsa apoptozis devreye girer [79]. Apoptozis, baslatilma (uyarilma-sinyal
faz1), hlcre ici proteazlarin (kaspazlar) aktivasyonu (islem fazi), fagositoz (ortadan
kaldirma faz1) olmak iizere li¢ asamadan meydana gelmektedir.

2.2.2.1. Apoptozisin Baslatilmasi (Uyarilma-Sinyal Fazi)

Hiicrede apoptozisin baslatilmasi igin ilk olarak, hiicre i¢i veya disindan bir sinyal

alarak ilgili genetik mekanizmay1 harekete gecirmesi gerekmektedir [80].
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Hiicre Disindan Kaynaklanan Sinyaller

1-Cevresel Yasam Sinyalleri ve Biiylime Faktorlerinin Yetersizligi: Hiicreler g¢evre
hlcrelerden ve hiicre dis1 sividan gelen biiyiime faktorlerine, yasam sinyallerine ihtiyag
duyarlar. Eger sinyaller yeterli degil ve diizensizse hiicre apoptozise gider [80].

2-Olim Reseptorlerinin Aktivasyonu (Reseptor-Ligand Etkilesmesi): Bazi sitokinler
hiicre zarindaki alicilara baglanarak, apoptozisi aktiflestirecek sinyaller tiretebilir [80].
Apoptoziste etkin rol alan hiicre zar1 alicilari i¢inde en 6nemli grup ‘Tiimoér Nekrozis
Faktor Reseptor’ (TNFR) ailesidir. TNFR iginde de apoptozisi sebep olan
reseptorlerden en Onemlileri Fas ve TNFR1’ dir. Uyar1 alan bu reseptorler, hicre
sitoplazmasinda bulunan adaptor proteinlere baglanarak, adaptoér proteinlerin Sliim
efektor pargalari sayesinde de apoptozis i¢in baglatici olan kaspazlara (0rn: prokaspaz 8)
baglanirlar [81].

a) Fas-Fas Ligand Aracili Apoptozis: Bu apoptozis tiirii hiicre ylizey alicist olan Fas
aracihigl ile olusur. Fas ligand Fas reseptoriine baglanarak, Fas reseptoriinin hiicre
iginde bulunan pargasi, FADD’ la birleserek hiicre 6limiinii baslatan sinyali olusturur.
Bu da Oncul kaspaz 8’ in aktiflesmesini saglar [82].

b) Tumor Nekrozis Faktor (TNF) Aracih Apoptozis: Bir sitokin olan TNF,
reseptorlerinden biriyle birlesir (6rn: TNFR1) ve reseptorin hicre icinde bulunan
parcasi, TRADD ile birleserek etkilesim gosterir. Adaptor protein daha sonra Onciil
kaspaz 8’ i aktive ederek apoptozise neden olur [80].

c) Sitotoksik T Lenfosit Aracihi Apoptozis: Sitotoksik T lenfositler (CTL) infekte
olmus konakgr hiicrelerin yiizeyinde bulunan yabanci antijenleri tanirlar. CTL’ lerin ana
gorevi kotii huylu ve viriis ile infekte olmus olan hiicrelerin 6ldiiriilmesidir [80, 83].
Yabanci antijenleri tespit ettiklerinde, yiizeylerinde Fas ligand olusturarak hedef
hlcrelerin Fas reseptorlerine baglanirlar. CTL’ ler sitoplazmalarinda apoptozise sebep
olan granzim B (serin proteaz) ve perforin adi verilen proteinler iceren taneciklere
sahiptirler [83]. Perforin, hiicre zarindan gecgebilen bir proteindir. CTL’ ler hedef hiicre
zarinda perforin ile delikler olusturarak, sitoplazmalarina granzim B salgilarlar.
Salgilanan Granzim B’ de hedef hiicreye girerek kaspazlari aktiflestirir [84].

d) Hiicrelerin Maruz Kaldig1 Dis Etkenler: Hipoksi, radyasyon, antimetabolit etkili
ilaglar, gamma ve ultraviyole 1sinlar1, 1s1 gibi dis etkenler ¢esitli yollar ile DNA hasari

olusturarak apoptozise neden olurlar [84].
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Hiicre I¢cinden Kaynaklanan Sinyaller

Hiicre ici Ca* duizeylerindeki artis, hiicre i¢i pH’da azalma, metabolik ve hiicre
dongiisii bozukluklar: gibi DNA hasar1 sonucu olusan degisiklikler, hiicrede apoptozise
sebep olan 6lum sinyallerini aktive edebilmektedir [85].

2.2.2.2. Hiicre I¢i Proteazlarin Aktivasyonu (islem Faz)

I¢ ve dis sinyaller ile hiicre igindeki proteazlarm bir kismi aktive olur. Bu proteazlara
kaspaz denmektedir. Digardan gelen sinyaller, 6lim reseptorlerini aktive eden adaptor
proteinleri, i¢ ortamdan gelen sinyaller ise mitokondrideki baglatic1 kaspazlar1 aktive
ederler [80].

Disardan gelen sinyaller mitokondri zarindaki gecirgenligin artmasina sebep
olur. Mitokondri dis zarinin gegirgenligini antiapoptotik bir protein olan Bcl-2
ayarlamaktadir. Bu protein mitokondri dis zarinda bulunan apoptozis proteaz aktive
edici faktor 1 (Apaf 1)’ e tutunur. Hiicre i¢cinden gelen apoptotik sinyaller Apaf 1’ in
mitokondriden ayrilmasina neden olarak, dis mitokondrial zarin gecirgenligini artirir.
Gegirgenligin artmasi ile mitokondrinin i¢ ve dis zar1 arasinda bulunan sitokrom C’nin
sitoplazmaya salinmasi saglanir. Sitokrom C’ de sitoplazmada Apaf 1, kaspaz 9 ve ATP
ile birleserek apoptozom cisimcigini olusturur. Sonlandirici kaspaz olan kaspaz 3
apoptozom ile aktifleserek apoptozisi baslatir [85].

Herhangi bir sebeple, hiicre kromozomlarinda DNA hasar1 olustugunda, aktive
olan baz1 genler, apoptozise neden olabilir. Bu genlerin en énemlisi p53 genidir. insan
timorlerinin yaridan fazlasinda p53 geninin mutasyona ugrayarak, kanser olusumunda
kritik rol oynadig1 belirtilmistir [82, 86]. DNA hasar1 olustugunda aktif hale gelen p53
geni, p21 genini harekete ge¢irir ve hiicrenin G1 fazinda kalarak S fazina ge¢cmesini
engeller. Boylece hiicre donglst durdurularak, DNA’ s1 hasarli hiicrenin gogalmasi
engellenir. p53 geni, DNA tamiri yapan proteinlerin transkripsiyonunu saglar. Eger bu
proteinler DNA hasarin1 dlzeltebilirse, hiicre donglsundeki engel kalkar. Hicre hasar
duzeltilemezse, p53 geni Bax proteinini (Bcl-2 grubu proteini, preapoptotik) aktive edip
mitokondri araciligiyla hiicrenin apoptozise gitmesini saglar. Boylece DNA’ s1 hasarli
hiicre ortadan kaldirilmis olur [80, 87].
2.2.2.3. Fagositoz (Ortadan Kaldirma Fazi)

Apoptozis sonunda olusan apoptotik cisimler, ortamdaki parenkim hicreleri ve

fagositler tarafindan ortadan kaldirilarak, dokudan temizlenirler [84].
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2.2.3. Apoptozisi Belirleme Yontemleri

Apoptozisi belirlemek igin ¢ok gesitli yontemler gelistirilmistir. Apoptozis terimi ilk kez
hiicrenin morfolojik goriiniimii esas alinarak kullanilmistir. Ancak, glnimizde
morfolojik goriintilemeye ek olarak apoptozise 6zgl bazi belirteglerin molekuler
duzeyde belirlenmesiyle de saptanabilmektedir. Son yillarda, sadece apoptotik epitelyal
hiicrelerde olmak tizere, kaspazlarca kirilan bir protein olan sitokeratin 18’ in kirildiktan
sonraki 0zglin formunu taniyan antikorlar kullanilarak, apoptozise o6zgiil oldugu
diisliniilen bir yontem saptanmistir [88].

Apoptozis tayininde kullanilan baslica yontemler soyle siniflandirilmistir:

A. Morfolojik Gorlntileme Yontemleri (Isik, Floresan, Elektron, Faz Kontrast Mikr.)
B. Biyokimyasal Yontemler (A. Jel Elektroforezi, Western Blotting, Flow Sitometri)

C. Immﬁnohistokimyasal Yontemler (Anneksin V, TUNEL, Kaspaz-3, M30)

D. Immiinolojik Yontemler (Fluorometrik, ELISA)

E. Molekiler Biyoloji Y6ntemi

2.2.3.1. ELISA ve M30

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) yontemi, viral, bakteriyel ve paraziter
enfeksiyonlari ile apoptozisin belirlenmesinde kullanilan, serolojik bir tan1 yontemidir.
ELISA yonteminin prensibi, antijen-antikor iligkisinde, antikora baglanmis bir enzim
ilavesi ve ardindan substratin eklenmesini seyreden, ardindan antikor ve antijen varsa
olusan rengin belli bir dalga boyunda okunmasi esasina dayanmaktadir [89]. Duyarli,
0zgul ve cabuk sonug veren kantitatif bir yontemdir.

Monoklonal bir antikor olan M30, apoptotik epitel hiicrelerden sitokeratin 18
(CK-18)’ in kaspazlarla kirilmasi sonucu serum veya plazmaya salinan antijenik bir
kesittir [90]. M30 sadece kaspazlarin aktivasyonuyla kirilan CK-18 Kesitlerini
belirleyerek, apoptotik hlcre 6limine 6zgu bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir.
Nekrotik htcrelerde bu kesitlere rastlanmaz [91]. M30 immdinoreaktivitesi apoptotik

epitel hiicrelerinin sitoplazmasi ile sinirhidir ve erken apoptozis sirasinda ifade edilir

[92].
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2.2.4. Apoptozis ve Sitokeratinler

Son yillarda epitelyal kaynakli gesitli hastaliklarin prognozunun belirlenmesinde,
apoptozise 0zgl serum belirteglerinin kullaniminin yararl olabilecegi belirtilmistir. Bu
belirteclerden biri M30 antijen olarak da adlandirilan, kaspazla kirilmis sitokeratin
18°dir [93].

Kaspazlar, aktif merkezlerinde sistein aminoasidi bulundurdugundan sistein
proteazlar olarak da adlandirilan, zimojen (inaktif prekursor) olarak sitoplazmada
bulunan bir grup enzimdir. Su ana kadar tanimlanmis 14 farkli kaspaz vardir ve bircogu
apoptozisde rol oynamaktadir. Apoptozisin islem fazinda hiicreyi parcalayarak,
apoptotik cisimlerin olusumunu saglayan ectkenler (efektor) olarak bilinirler. Hicre
iskeletinde yer alan CK-18 ise kaspazlarin en dnemli substratlarindan biridir. CK-18
apoptozisle 6len hiicrelerde yeni bir antijenik bolge olusumuna neden olacak sekilde,
apoptozise 6zel bir pozisyonda kirtlir. Olusan yeni antijen kaspazla-kirilmis CK-18 ya
da M30 antijeni olarak adlandirilir. Apoptotik hiicrelerden salinarak seruma ¢ikabilen
M30 antijeninin, ELISA yontemiyle duzeyleri kolayca olculebilir.

Boylece, M30 antijen serumda 6lgiilebildigi i¢in klinikte rutin kullanima uygun
bir belirte¢ olarak 6zellikle epitelyal kaynakli birgok hastalik ve kanserin prognozunda
timit vaat edici bir rol tistlendigi goriilmektedir [94, 95].
2.2.4.1. Sitokeratinler
Epitelyal hiicrelerin iskeletini olusturan sitokeratin (CK), ara filament protein
ailesindendir  [96]. Epitelyal dokularda hiicrelerin sekil ve bitiinligiiniin
desteklenmesine katki saglarlar. Yapilan son ¢alismalarda CK’ lerin sinyal iletiminde
rol aldigi ve hucrelerin gociinde, sekil ve hareketlerine katkida bulundugu ileri
stirilmiisttr [97].

Her sitokeratin molekili, kendine 6zgl yapisal ve islevsel dzelliklere sahip olan
epitel ile iliskilidir [98]. CK’ ler ¢ogunlukla basit ve keratinlesmemis ¢ok katli epitelden
ve epitelyal dokulardan salgilanir. Saglikli bireylerde, squamoz epitelden CK 1-6 ve 9-
17 eksprese olurken, CK 7,8, 18-20 basit epitelden eksprese olur. Kétl huylu hiicrelerde
ise sadece CK 8, 18, 19 cok miktarda eksprese olur [99].

Simdiye kadar 20’ den fazla sitokeratinin varligindan s6z edilmistir ve bunlar iki
gruba ayrilmaktadir. Tip I sitokeratinler asidik proteinlerden olusup, CK 9-23 arasindaki
sitokeratinleri icerirler. Tip Il sitokeratinler bazik proteinlerden olusup, CK 1-8

arasindaki sitokeratinleri i¢erirler [100].
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Tum sitokeratinler, 1A, 1B, 2A, 2B gibi dort sarmalli b6limden meydana gelen benzer
molekiilleri igerirler. Ayrica, ligand pargalar1 ad1 verilen L1, L2 ve L12 gibi kisa diz
parcalarla ayrilirlar. Temel CK’ larda sarmal ve degisken bolimler arasinda HI ve H2
gibi var olan parcalar bulunurken uzantilarda, V1 ve V2 gibi degisken parcalar
bulunmaktadir (Sekil-3) [100-102].

E1 Y1 L1 Lig...l2 .5 ¥2 E2
Tip I Sitokeratin
E1 ¥1 HI L1 L12 L2 5 HZ ¥2 E2
Tip I Sitokeratin

Sekil-3: Tip | ve Tip Il sitokeratin filamentleri. Boyali alanlar molekdlun L bolimd ile
baglanan sarmal pargalarini, E- ve V- bolimleri degisken bolgeleri, H-bolimi homolog

bolgeleri gosteriyor. “Stutter” bolgesi 2B’ nin oranini S ile belirler.

2.2.4.2. Sitokeratin 18 (CK-18)

CK-18, embriyogenez esnasinda olusan ilk sitokeratindir. Yetiskinlerde mesane epiteli,
ince bagirsak ve kolon mukozasi, hepatositler, ekrin ter bezleri, fallop tlpleri, pankreas
asiner hucresi, rahim agzi ve endometriumdan salgilanir [103]. Hizli biiyiiyen
timorlerin epitel hiicrelerinden CK-18 asirt derecede salgilanirken, artan dizeyleri
hiicre ¢ogalmasi ve hiicre dongus ile iligkilidir [104].

Total CK-18, hizla ¢ogalan hiicrelerde bol miktarda iiretilir ve nekroz esnasinda
zar biitiinliigii bozulunca dolasima salmir. CK-18 sadece apoptozisle 6len hicrelerde,
total CK-18’ in kaspazlarla kirilmasi sonucunda olusur. Apoptozisle olusan apoptotik
cisimcikler, fagosite edilir. Kanser gibi hlicre 6luminin ve hilicre dongusunin ¢ok fazla
oldugu durumlarda apoptozise giden hiicrelerin bir kism1 sekonder nekroza ugrayarak,
hiire igindeki kirilmis CK-18 dolagima saliir [105]. In-vitro ¢alismalarda kaspazlarca

kirilmig CK-18” in apoptozis esnasinda hiicre dis1 alana salindig1 gosterilmistir [106].

Apoptozis esnasinda CK-18, kaspazlarla aspartat 238 ve aspartat 396
noktasindan kirilarak, CK-18Asp396 neo-epitopunun (M30 antijeni) ¢ikmasina sebep

olur.



Buna 6zel gelistirilen M30 monoklonal antikoru, 6zellikle CK-18’ in aspartat 396’ da
kirilan kismmi (M30 antijen) tanir (Sekil-4) [106]. Boylece monoklonal M30 apoptotik
belirtec olarak kullanilabilir.

SITOKERATIN 18

=g =

Kaspaz Kaspaz

Sekil-4: Kirilmig sitokeratin 18

2.2.5. Apoptozis ve Endometriozis Tliskisi

Ureme ¢agindaki kadinlarin ¢ogunda, endometrial dokular bir noktaya kadar reflii
olmaktadir [107]. Geri akim olarak peritoneal kaviteye kagan menstiiral igerigin, canli
endometrial hiicre bulundurdugu goriilmistir [108]. Retrograd menstiiral akimin
neredeyse tiim kadinlarda goriiliyor olmasina ragmen, sadece bazi kadinlarda
endometriozis gelistigine neden olan sebeplere yonelik ¢ok sayida aragtirma yapilmis,
bunlarla ilgili 6nemli iki tane teori One sirilmistir [109]. Teorilerden ilki,
endometriumun normal peritoneal arinma sistemlerine direng géstermesi, ikincisi ise,
peritoneal mezotelyumun c¢okca reseptdr bulundurarak, artan makrofaj aktivitesi ve
natural killer (NK) hiicrelerinin normal isleyisini etkileyen, anormal hiicresel ve salgisal
bagisikliga ikincil bir hastaligin sebep oldugu 6ne siiriilmektedir. Bdylece de, peritoneal
ortam araciligiyla degistirilebilen endometrium, yayilmaya yatkin bir hal almaktadir.
Geri akim gosteren yada degistirilmis endometrium, inflamatuar: tetikleyen veya

hormonal bir ortam olusturarak hastaligin gelismesine sebep olabilir [109].

18



2.2.5.1. Normal Endometriumda Apoptozis

Menstiirasyonu diizenli olan kadinlarin endometrial dongiisii ii¢ temel evreden
olusmaktadir. Bunlar, proliferatif, sekretuar ve menstiiral evredir. Yapilan ¢alismalarda
apoptozisin, donginin menstiral ve geg sekretuar evrelerinde, uterin endometriumunun
islevsel kismindan, yaslanmis hiicrelerin temizlenerek, hiicrenin 6liim ve yasam
arasinda ki dengesini saglamaya yardim ettigi one siiriilmektedir. Apoptozise, geg
sekretuar ve menstiral evrede endometriumun salgi epitelinde rastlanmustir. Proliferatif
ve sekretuar evrelerin baslangicinda ise ¢ok az miktarda apoptozis saptanmistir [5].
Proliferatif evrede endometrial hicrelerin ¢ogalmasi Gstrojene baglidir. Progesteronun
hicreleri  farklilasmaya  yonelterek, blylimenin  durmasina neden oldugu
diisiiniilmektedir. Normal endometriumdaki apoptozisin dongusel ilerlemesi gbz 6nline
alindiginda, muhtemel olarak Ostrojen ve progesteronun bu dokuda apoptozise sebep
olan sinyalleri diizenledigi soylenebilir [5]. Yapilan bir ¢alismada da, proliferatif

evredeki Ostrojen diizeylerinin apoptozisle ters orantili iligkisi gosterilmistir [110].

2.2.5.2. Endometriozisli Hastalarda Apoptozis

Normal kadinlarin endometriumu ile endometriozisli kadinlarin 6topik endometriumu
karsilastirilinca birgok farklilik gorulmektedir. Bunlar yapisal, ¢ogalma, bagisiklik
sistemi bilegenleri, adezyon molekulleri, sindirim enzimleri ve inhibitorleri, steroid ve
sitokin dretimi, cevap verme, protein retimi ile ilgili sapmalar ve gen ekspresyonu gibi
cok cesitli farkliliklar goriilmektedir. Bu farkliliklar endometriozisteki ilk hasarin,
Otopik endometriumda oldugunu ve peritoneal kaviteye dokilen endometrial hiicrelerin
yasamasina izin vererek endometriozise sebep oldugunu gostermektedir [111].
Farklilasan 6topik endometriumun ve peritoneal kaviteye dokulen hiicrelerin, peritoneal
yuzeylere yerleserek orda blylimesinin endometriozis gelistirmeye sebep oldugu
distintilmektedir. Bagka bir agidan ise endometriozisli bir hastanin ektopik dokusu ve
Otopik endometriumu arasinda izlenen birgok farkliligin peritoneal sivi farkliliklarindan
olustugu disiiniilmektedir [ 41, 112].

Endometriozisli kadinlarda peritoneal kaviteye dokiilen endometrial
hiicrelerinde apoptozis yiizdesinin ¢ok azaldigi goriilmistiir [4]. Ayrica endometriozisli
hastalarda apoptozisdeki dongiisel degisiklik kaybolmustur. Yine bir c¢alismada,
endometriozisli kadinlarin salgi epitelinde hastaligin evresine gore apoptozis ylizdesi

analiz edilmis ve kontrol grubuna gore daha diislik apoptozis tespit edilmistir.
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Bu arastirma sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusmamis ancak artan evre

ile apoptozisin azalma egiliminde oldugu gosterilmistir [113].

2.2.5.3. Endometriozisli Hastalarin Peritoneal Makrofajlarinda Apoptozis
Endometriozis en sik temeli makrofaj hilcresi olan, bir siv1 igeren peritoneal kavitede
gelismektedir [14, 114]. Endometrioziste bu hiicrelerin say1 ve sekretuar evre
aktiviteleri artarken sitotoksik gilicleri azalir. Yapilan son ¢aligmalara gore, bu hiicreler
endometriozis gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli rol oynamaktadir [115, 116].

Endometriozis hastalarinin peritoneal sivisindaki Bcl-2 pozitif makrofajlarin
artmig orani, aktivasyon siirecini atlayan hiicre sayisini artirarak apoptozisin azalmasina
neden olmaktadir [117]. Normal ve endometriozisli kadinlarin 6topik endometrial
dokusunda anlamli oranda artan Bcl-2 retimi ge¢ sekretuar evrede daha da artar. Bcl-2’
ce pozitif hucrelerin biiyiik kismini l6kositler olusturur. Ektopik doku Otopik dokuya
gore 6nemli miktarda yiksek Bcl-2 pozitif hiicre icermektedir, bunlarin ise bazilari
I6kosittir [118].

2.2.5.4. Endometriozis Fizyopatolojisinde Apoptozis
Endometriozisli kadinlarin endometrial hiicreleri, ektopik dokulara yerleserek orada
yasayabilme ve artan g¢ogalma yetenegine sahiptir. Endometrial dokunun normal
apoptozis yeteneginin bozulmasi endometrial hicrelerin ektopik alanlara oldukca fazla
yerlesmesine ve orada biiylimesine zemin hazirlar. Endometrial hiicrelerin 6liim sinyali
iletememesi ya da hicre 6limune direnmeleri, bu hicrelerin antiapoptotik faktorleri
(Bcl-2) arttirmasi, preapoptotik faktorleri (Bax) azaltmasi ile iliskilidir [119].
Endometriozisin fizyopatolojisine katki sagladigi diisiiniilen Onemli
etkenlerden biri, 6topik endometrium ve endometriotik dokularda degisen apoptozistir.
Fakat bu degisikligin, hastaligin sebebi mi yoksa hastaligin gelisme siurecinde ki bir
sonu¢ mu oldugu net olarak aydinlatilamamustir.

Son yapilan ¢aligmalarda, endometriozis gelisen bireylerin genetik faktorlerden
etkilendigi one siiriilmektedir. Somatik kromozomlardaki genetik degisiklikler ve tiimor
baskilayici genlerin aktivitesini bozan DNA mutasyonlarinin, endometriozisin olugsmasi,
ilerlemesi ve biylmesine katkida bulanabilecegi gosterilmistir [37]. Yine bir ¢alismada
97 tane artmis ve 337 tane azalmis gen tespit edilmistir [120]. Apoptozisle ilgili ve

timor baskilama genlerinin endometriotik dokularda azaldig goriilmiistiir [121].
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Bu bulgular endometrioziste apoptozisi diizenleyen genlerin 6nemini belirlemek,
hastaligin teshis ve tedavisine katki saglamak adina onemli bilgiler saglayabilir.
Endometriozisli hastalarin apoptozisle iliskili gen ifadesindeki degisiklikler bu hastaliga
olan bireysel hassasiyeti agiklamakta ve endometriozisin neden yalnizca bazi kadinlarda

gelistigi sorusuna cevap olmaktadir.

2.3. Serbest Radikaller Ve Oksidatif Stres

Oksijen, canlilarin yasamlarini devam ettirmeleri igin ihtiyag duyduklari en temel
elementlerden birisidir. Normalde suya doniisen oksijenin % 1-3” Itk bir diliminden
serbest radikaller olusmaktadir. Son yoriingesinde c¢iftlesmemis bir adet elektron
bulunduran atom veya molekullere radikal denir. Oksijenli solunum yapan
organizmalarda bu radikaller, degisik metabolik olaylar sonucunda, genellikle serbest
oksijen radikalleri olarak agiga ¢ikarlar [122].

Serbest radikaller genellikle ¢ok reaktif, kararsiz ve biyolojik molekiillere kars1
zararhdir. Baska molekiiller ile kolayca elektron aligverisi yapan bu molekiillere
‘oksidan molekiiller’ ya da ‘reaktif oksijen tiirleri’ de denilmektedir [123]. Oksidanlar,
reaktif oksijen turleri (ROS), reaktif nitrojen turleri (RNS), sulfir merkezli radikaller
gibi molekiillerden olusurlar. ROS ve RNS fizyolojik ve patolojik kosullarda
metabolizma tarafindan {retilirler. Oksidanlar1 olusturan ¢esitli yollar1 soyle
siralayabiliriz;

1. Iyonize radyasyon

2. Kimyasal reaksiyonlar

3. Enzimatik tepkimeler

4. Serbest gecisli metal iyonlarinin veya enzimlere bagli metal iyonlarinin neden
oldugu redoks tepkimeleri [124].

ROS ve RNS baglica serbest radikaller ve serbest radikal olmayanlar olmak

Uzere iki gruba ayrilmistir. Tablo-3’ de bunlarin siniflandirilmasi gosterilmistir [125].
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Tablo-3: Bazi ROS ve RNS ile bunlarin serbest radikal olan ve serbest radikal

olmayanlarinin ayr1 ayr1 gruplandirilmasi

Serbest Radikaller Serbest Radikal Olmayanlar
Hidrojen Radikali (H¢) Ozon (03)
Suiperoksit Radikali (Oze ) Singlet Oksijen (10z2)
ROS Hidroksil Radikali (OH?) Hidrojen Peroksit (H202)
Hidroperoksil Radikali (HOze) Hipokloroz Asit (HOCI)
Alkoksil Radikali (RO¢) Lipid Hidroperoksit (LOzH)

Peroksil Radikali (ROz¢)

Nitrozil Katyon (NO +)
Nitrik Oksit (NO *) Nitrozil Anyon (NO-)
RNS Nitrojen Dioksit (NOz.) Peroksinitrit (ONOO-)
Nitroz Asit (HNOz2)
AlKil Peroksinitrit (ROONO)

2.3.1. Serbest Radikallerin Hticre ve Doku Dizeyindeki Etkileri

Serbest radikaller, hicrelerin lipid, protein, karbonhidrat, DNA ve enzim gibi yapisal
bilesenlerini olumsuz yonde etkilemektedir. Kilcal gegirgenligi ve oksijenli solunumu
bozar, hiicrenin potasyum kaybetmesini ve trombositlerin kiimelesmesini artirmasinin
yani sira bazi savunma sistemlerini de inhibe ederler [126].

A- Protein Oksidasyonu: Proteinlerin yapisindaki aminoasitlere RNS ve ROS’ larin
saldirist ¢esitli sayida tiriin ortaya ¢ikmasina sebep olur. H202 ve Oz2¢ fizyolojik
dizeylerde proteinlere direkt etkisi ¢cok azdir veya hi¢ yoktur (-SH grubu olmadikga)
[127].

B- DNA, RNA ve Gen Ekspresyonu: ROS yeterli diizeyleri, insan patofizyolojisinde
enzimlerin ve redoksa duyarl transkripsiyon faktorleri ile genlerin degisiminde rol
oynayabilir. Bu hicre sinyali, hiicre zar ile ROS’ un tepkimesinden kaynaklanan ve
diger biyoaktif molekiillerin katildig1 bir yolla meydana gelir [128].

C- Karbonhidrat Oksidasyonu: Serbest radikallerin karbonhidratlar Uzerinde de
onemli etkileri vardir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksit,
peroksitler ve oksialdehitler meydana gelir. Bu oksialdehitler ise bir¢cok kronik

hastaligin patogenezinde rol oynar [126].
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D- Lipid Peroksidasyonu: Serbest radikaller, zar yapisindaki ¢oklu doymamuis yag asiti
zincirinin, alfa metilen grubundan bir hidrojen atomu ¢ikararak lipid peroksidasyonunu
baglatirlar. Hucre zarmin yapisi lipid ve proteinden olugmaktadir. Lipid peroksidasyonu
lipidlere hasar vermekle kalmaz, zar proteinlerine de zarar verir [127]. Lipid
peroksidasyonu sonucu, peroksitler, alkoller, malondialdehit, etan ve pentan gibi
molekiiller olugur. Peroksidasyon sonuca agiga ¢ikan bu driinler hiicre zarinin islevini
bozabilir, zara bagl reseptor ve enzimleri inaktif edebilir, hiicre zar1 akiskanligina zarar
vererek, gegirgenligini artirabilir buda hiicre ve organel igeriklerinin ayrilmasina neden
olan kopma ve kirilmalara yol agar. Lipid peroksidasyonu ile olusan hiicre zar1 hasari
geri dontlistimstizdiir [129].

Hiicrenin islevleri agisindan, hiicre zari biitiinliigii ve akigkanligi 6nem arz
etmektedir. Okaryot hiicrelerde bu akiskanlik zar lipidleri igine giren coklu doymamis
yag asitleri (PUFA) araciligiyla saglanmaktadir. Serbest radikal etkisi ile PUFA’ larin
alfa metilen grubundan bir hidrojen atomunun ayrilmasiyla lipid peroksidasyonu baslar
[130].

Lipid peroksidasyonu ii¢ asamada ger¢eklesmektedir (Sekil-5).

a) Bagslama Evresi: Serbest radikal etkisiyle PUFA’ dan bir hidrojen atomunun
ayrilmasi sonucu zincir radikal (L) 6zelligi kazanir.

b) Ilerleme Evresi: Olusan radikal, molekiler diizenlemeyle, oksijen ile tepkimeye
girerek peroksil radikalini (LOO ) olusturur.

¢) Sonlanma Evresi: Radikal olmayan iiriiniin olugsma asamasidir. Cift baglarin yeniden
duzenlenmesinden sonra molekdler oksijen eklenerek lipid hidroperoksit (LOOH) yada
endoperoksit olusur.

Baslangictaki yag asidinde en az {ii¢ ¢ift bag varsa son iirlin olarak
malondialdehit (MDA) olusur. Ug karbonlu bir ketoaldehid olan MDA, normalde asetat
veya malonata kadar yikildiktan sonra krebs dongist ile CO2’ e indirgenerek atilir.
Fakat lipid peroksidasyonu gereginden fazla olursa, ortamda artan MDA duzeyleri
dokulara hasar vermeye baslar. Boylece tek bir baslatict etkisiyle yiizlerce yag asidi

zincirinin lipid hidroperoksitlere dontisiimii s6z konusudur [131].
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Sekil-5: Lipid Peroksidasyonu ve MDA olusumu

2.3.2. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), non-enzimatik lipid peroksidasyonu sonunda olusan, zararh
etkileri olan son drunlerden en 6nemlisidir. Uzun 6murli ve ylksek reaktiviteye sahip
bir Grindlr. Bu ozelliginden dolay1 dokulardaki duzeyleri lipid peroksidasyonunun
siddetini belirlemek adma kolaylik saglamaktadir. MDA, fosfolipidlerin amin
gruplartyla ve proteinlerin lizin kalintilariyla reaksiyona girer. Olustugu alandan uzaga
gidebilen MDA, DNA bazlariyla da etkilesime girebilir. Bu 0zelliginden dolay1
mutajenik ve kanserojendir. Bu yuzden lipid peroksidasyonu ve Urtnleri, lipidlere
oksidatif hasarin boyutlarinin izlenmesinde 6nem arz eder [132, 133, 134, 135].

MDA, ozellikle lizin kalintilar1 olmak {izere bir¢cok kalintida degisimlere,
molekiil i¢i ve molekiiller aras1 ¢apraz baglarin olusmasina, DNA yapisinda kirilmalara
ve baz degisimlerine, hiicre zarini etkileyerek hiicre iginde asir1 Ca+? birikimine yol
acar. Hiicre membraninin islevinin bozulmasi da, hiicrenin sismesi ve hiicre oliimii ile
sonuglanir [136, 137, 138].

MDA, tiyobarbutirik asit (TBA) ile belirlenebilen bir lipid peroksidasyon
urinudur. MDA iki molekil TBA ile reaksiyona girerek, olusturdugu pembe renkli
kompleksin UV spektrofotometrede 532 nm’ de absorbansi 6l¢iiliir (Sekil-6).
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Sekil-6: MDA ile tiyobarbutirik asit reaksiyonu

Serbest radikallerin olusumuyla canli sistemlerde cesitli hasarlar meydana
gelmektedir. Ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastaliklar, beyin dokusu hasarlari,
enfeksiyonlar, kanser, osteoporoz, preeklampsi, infertilite, endometriozis ve yaslanma
stirecindeki ¢ogu hastalikta da lipid peroksidasyonu 6nemli rol oynamaktadir [139]. Son
yillarda endometriozisli hastalarda MDA diizeyleri 0lgiilerek oksidatif stres ve lipid
peroksidasyonunun Olgiitiinii  inceleyen c¢aligmalar yapilmistir. Bir ¢alismada
endometriozisli olgularda hem 6topik hem ektopik endometriumda MDA duzeyleri

Ol¢iilmiis ve anlamli derecede artis gozlenmistir [140].

2.3.3. Asimetrik Dimetilarjinin (ADMA)

Asimetrik Dimetilarjinin  (ADMA), arjinin amino asitinin translasyondan sonra
degisiklige ugramis bir formudur [141]. ADMA’ nin 6nemli bir molekiil olma sebebi,
nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini yarigmali olarak inhibe etmesidir. Nitrik oksit (NO)
sadece endotel bagimli damar genislemesini diizenlemekle kalmayip, ayni zamanda
damar duvarindaki diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini, platelet adezyonu ile
kiimelesmesini ve monosit adezyon inhibisyonunu da dizenleyen islevlere sahiptir.
Ayrica vaskiler dengenin saglanmasinda ve organlara kan iletilmesini devam ettirmede
rol alan 6nemli bir molekildur [142, 143]. ADMA ise boyle énemli gorevleri olan NO
molekiluniin sentezini segici olarak inhibe eder. Bdylece, vaskiiler sistemin, NO’ in
olumlu etkilerinden yararlanmasimi engelleyerek patolojik etki yaratir [144, 145].

ADMA ilk olarak 1970’ li yillarda bulunan bir molekilken, 1992 yilinda NOS
enzimini inhibe eden &zelliginin kesfedilmesiyle onem kazanmustir ve {izerinde ¢ok
sayida ¢alisma yapilmaya baslanmistir [146].

Serbest ADMA’ nin olusmasi i¢in gerg¢eklesmesi gereken iki karmasik olay
vardir. 11k olayda, proteinlerdeki arjinin kalmtilarinin metillenmesi gerekirken, ikincisin
de, metillenmis proteinlerin serbest aminoasitlere proteoliz edilmesi gerekir. Serbest
ADMA bu yolla olugmaktadir [147]. Proteinlerdeki arjinin kalintilarinin metillenmesi

gorevini, protein arjinin metil transferaz (PRMT) enzimleri Ustlenmektedir [148].
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Bu enzimin baslica iki formu vardir. Bunlar PRMT 1 ve PRMT 2’ dir. PRMT 1 enzimi
histon ve histon dis1 niikleer proteinler basta olmak iizere metilleme yaparken, PRMT 2
ise yalniz miyelin alkali proteinleri metillemektedir [149].

ADMA’ nin % 10’ u hiicreden kan dolasimina tasinir, dolasimdaki ADMA
bobrekler araciligiyla uzaklastirilir. Geriye kalan % 90’ lik kisim ise dimetil arjinin
dimetil aminohidrolaz (DDAH) enzimi tarafindan yikilir [150]. DDAH enziminin de
iki tlrd bulunmaktadir. DDAH 1, bobrek ve beyinde daha aktifken, DDAH 2 ise kalpte,
plasentada ve bdbrekte daha aktif sekilde bulunur. ADMA’ nin DDAH tarafindan

yikilmasi sonucu sitriilin ve dimetilamin olusmaktadir [151] (Sekil-7).

Proteinlerin yapisindaki Arjinin
arjinin reziddleri
1 PRMT N
NOS inhibisyonu
ADMA == ecoaacacaa oo o o oo - —= NOS
I DDAH
Sitrdlin Sitrilin + NO

Sekil-7: ADMA’nin NOS inhibisyonu ve sitriilin olusumu

Oksidatif stresin artis gosterdigi durumlarda, ADMA diizeylerinde de artis
meydana gelir. ADMA diizeyinde ki bu artis, DDAH enziminin azalan aktivitesine bagl
olarak gelisebilir. DDAH aktivitesinin azalmasinda, enzimin aktif bélgesinde bulunan
sisteinin yukseltgenmesi Onem arz etmektedir. Yukseltgenme ise NO tarafindan
saglanip, enzimin aktivitesi de geri donlisiimlii olarak azaltilabilmektedir [152].
Oksidatif stres, ADMA sentezinde gorevli enzim aktivitelerini degistirerek ADMA
dizeylerinde degisime yol agmaktadir. PRMT aktivitesi ROS ile artirilir vee ADMA
dizeyleri artar [153].

Plazma ADMA dizeyleri, ¢esitli avantaj ve dezavantaj bulundurmak ile birlikte,
yiiksek performansh sivi kromotogrofisi (HPLC), kitle spektrometresi ve ELISA ile
belirlenebilmektedir. Plazmadaki ADMA’ nin biyolojik olarak aktif olup olmadig1 kesin
olarak bilinmemektedir. Ancak literatirde bircok hastalikta plazma ADMA
konsantrasyonlarinda artis oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Ornegin, Bobrek
yetmezliginde ADMA dlzeylerinde artis gozlenmektedir. Hemodiyaliz hastalarinda
ADMA diizeyleri artip, hemodiyalizden sonra azalmaktadir [154]. Kardiyovaskiler
hastaliklarin ~ patogenezinde aktif olan risk  faktorleri  (hiperkolesterolemi,

hiperhomosisteinemi, hipertansiyon, hipertrigliseridemi) bulunan kisilerde ADMA
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diizeyleri yiiksek bulunmustur [155]. Insiilin direnci ve Tip 2 Diyabette ADMA
diizeyleri artmaktadir [156]. Ayrica karaciger hastaliklar1 [157], preeklampsi [158] ve
gebelik durumlarinda da seviyeleri degiskenlik gostermektedir [159]. Yapilan bir
calismada sizofreni hastalarinda ADMA seviyeleri yiiksek bulunmustur [160]. Yine
deneysel endometriozis olusturulmus ratlarda, kontrol grubuna gore daha yiiksek
plazma ADMA duizeyleri elde edilmistir [161].

2.3.4. Endometriozis ve Oksidatif Stres

Normal sartlarda serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma sistemi denge
halindedir. Serbest radikal artis1 dengeyi bozarak, lipid peroksidasyonuna yol
agmaktadir. Hiicre zar1 ve organellerin yapisindaki lipid ve proteinler bozunmaya ugrar,
enzimlerin aktivitesi bozulur, DNA hasar gorir, mitokondrilerde aerobik solunum
bozulur, pargalayici enzimler aktive olur, hiicreden K+ kaybi artar, damar gecirgenligi
bozulur, hiicre dis1 sividaki kollajen doku bilesenleri yikilir, dokulara fagositlerin gog¢ii
ve trombosit kiimelesmesi artar. Organizmadaki tiim bu fonksiyonel ve yapisal
degisikliklere oksidatif stres denir [162].

Saglikli kadnlarla kiyaslandiginda endometriozisli kadinlarda oksidatif stresin
daha ylksek oldugu gorilmistir [163]. Bu durum ektopik endometriyal doku
olusumuna karsilik gelisen yerel makrofaj ve nétrofil aktivasyonunun sonucudur.
Monontkleer hucrelerin aktifligi ROS Uretimine neden olmaktadir. Bu da (reme
hiicresinin yasaya bilirligini, spermin hareketliligini, yumurtanin verimini, implante
yumurta gelisimini direkt olarak etkilemektedir. Bu yonden degerlendirildiginde,
antioksidan kaynag1 gidalarin alimmin oksidatif stres belirteci diizeylerini azalttig
gosterilmistir. Antioksidan kaynagi gidalar1 daha az tiiketen kadinlarin endometriozis
riskini daha ¢ok tasidigi ve artmis oksidatif stresin gozlemlendigi agiktir [164].
Antioksidan kaynagi maddeler ve oksidatif stres arasindaki iligki degerlendirilirken
cogunlukla lipid peroksidasyonu mekanizmalari goéz oOnilinde bulundurulmaktadir.
Endometriozisli kadinlarin saglikli kadinlara gore vitamin A, C, E ile ¢inko ve bakir

diizeylerinin daha diisiik oldugu belirtilmistir [165].

Retrograd menstiirasyonun kadinlarin bazisinda endometriozise neden olurken,
bazisinda endometriozise neden olmamasi, peritoneal sivida ROS ve antioksidanlar
arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklandigi, bununda oksidatif stres ve

endometriozisle sonuglanabilecegi diisiiniilmektedir [163].
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Santrifuj (Hettich EBA 3S)

Otomatik pipet ug¢lari (mavi, sari, beyaz)
ELISA okuyucusu (GF-M3000 MICROPLATE READER)
Spektrofotometre (Cift 1s1nl1 Labmed. inc)
Elektronik hassas terazi (Sartorius 000032)
Manyetik karigtirict (TM 14S)

Etlv (Lab Companion 37°C)

Vortex (ISO LAB)

PH Metre (Adva)

Falcon Tup (ISO LAB tubes/sterile)
Eldiven (Beybi Latex M)

Ependorf tlp (1500 pL)

Derin Dondurucu (-80)

Mikropipetler (1000 uL, 500 uL, 100 uL)
Balon joje (100 ml, 250 ml)

Su Banyosu

Buz banyosu

Damuitik su

Tupluk

Parafilm

Balik

Huni

Mezur

Pecete

Kivet
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3.2. Kimyasal Maddeler ve Kitler

e Human Asimetrik Dimetilarjinin (ADMA) Elisa Kit

e Human CK 18-M30-Apoptosense Elisa Kit

e Tiyobarbutirik asit (C4H402N2S)

e DisodyumHidrojenFosfat (Na2HPO4.2H20)

e SodyumDihidrojenFosfat (NaH2P0O4.2H20)

e TrikloroAsetikasit (CCI3COOH)

e EtilenDiaminTetraAsetikasit (C10H14N2Na208.2H20)
e Sodyum Hidroksit (NaOH)

e Distile su

3.3. Hasta ve Kontrol Grubunun olusturulmasi

3.3.1. Hastalar

Bu caliymada hasta grubu, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum kliniginde endometriozis 6n tanisi
konulan 31 kadin hastadan olusturuldu. Hastalar yas bakimindan ayrim gézetmeksizin
rastgele secildi. Calisma 6ncesi Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul
Bagkanligi’ndan 30.04.2014 tarihli ve 2014-04/40 sayili karar ile onay alinmistir [Ek-1].

3.3.2. Kontroller

Herhangi bir sistemik rahatsizligi bulunmayan, yas bakimindan hasta grubuyla benzer
dagilim gosteren, saglhikli 31 kadin birey kontrol grubu olarak belirlendi. Kontrol
grubundaki tiim bireyler ¢alismaya goniillii olarak dahil edildi. Calismaya dahil edilen

tim hasta ve kontrol gruplari i¢in bilgi formu karsilikli soru-cevap seklinde dolduruldu
[Ek-2].

3.4. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Endometriozis tanisi konmus 31 kadinin ve herhangi bir sistemik rahatsizlig
bulunmayan 31 saglikli kadinin sag veya sol on kolundan yaklasik 5° er ml vendz kan
kuru tiiplere alindi. Kan 6rnekleri 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi, serumlar1

ependorf tiiplere alinarak, ¢alisma giiniine kadar -80° C* de muhafaza edildi.
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3.5. Asimetrik Dimetilarjinin Tayini

Hasta ve Kontrol grubuna ait bireylerin serumlarinda, YH Biosearch Laboratary Human
ADMA ELISA kiti kullanilarak, Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya
Boliimiinde ELISA yontemi ile yapilmistir. Deneyin her asamasinda kit prospektiisiine
uyulmustur.

Prensip: Serum ornekleri Human ADMA ya kars1 yiiksek oranda saf monoklonal
antikorla kaplanmis kuyucuklara eklenir. Bu antikorlara baglanan serumdaki Human
ADMA iizerine biotinlenmis ADMA antikoru ilave edilir. Olusan bu komplekse HRP-
konjuge straptividin eklenir. Daha sonra komplekse sirayla Kromojen A ve B
soliisyonlar1 eklenerek mavi renk olusumu goézlenir. Olusan rengin siddeti serum

ADMA diizeyini yansitir.

3.5.1. Kullamilan Cozeltiler
-Human ADMA Standart: (64000 ng/L) 0.5 mL orijinal standart ¢ozeltiden, standart
seyreltici soliisyon ile 5 farkli derisimde '2 oraninda standartlar hazirlandi.

-Standart Seyreltici: 3 mL
-HRP-konjuge straptividin: 6 mL
-Biotin ADMA antikoru: 1 mL

-Yikama Cozeltisi: 20 mL yikama ¢o6zeltisi (x30) alinarak 580 mL distile su ile

seyreltilmistir.
-Kromojen A: 6 mL
-Kromojen B: 6 mL
-Stop Cozeltisi: 6 mL

3.5.2. Deneyin Yapihis::

1. Deneye baglamadan 6nce tiim numune ve reaktifler oda sicakligina getirildi.

2. Human ADMA standardi, standart sulandiric1 yardimiyla 32000 ng/L, 16000 ng/L,
8000 ng/L, 4000 ng/L, 2000 ng/L olacak sekilde seyreltildi ve 5 adet ADMA
standardi elde edildi.

3. Blank olarak segilen kuyucuga hig bir sey eklenmedi.

4. 50 pL standart ve 40 pL numune 6rnekleri kuyucuklara eklendi.

5. 10 uL ADMA antikoru numune kuyucuklarma eklendi.
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6. Son olarak 50 pL HRP blank hari¢ tiim kuyucuklara eklenerek, plagin iizeri
kapatilip 37°C’ de 1 saat ¢alkalanarak inkube edildi.

7. Inkiibasyondan sonra kuyucuklar 350 pL yikama ¢dzeltisiyle 5 kez yikandi.

8. Daha sonra sirastyla 50’ ser uL Kromojen A ve B soliisyonlar1 eklenerek 10 dk.
calkalanip 37°C’ de 1s1iktan uzak inkiibe edildi. Bu soliisyonlarin eklenmesiyle mavi
renk olusumu gozlendi.

9. Bu asamadan sonra her bir kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklenerek 15 sn.

calkalandi, olusan sar1 renkli kompleksin absorbansi 450 nm dalga boyunda okundu.

3.5.3. ADMA Derisiminin Hesaplanmasi

5 farkli derisimde hazirlanan ADMA standartlarinin 450 nm dalga boyunda
absorbanslar 6l¢iildii. Standart absorbanslarindan kor absorbansi ¢ikarilarak derisime
kars1 absorbans grafigi ¢izildi ve standart egri denklemi olusturuldu. Bu grafik ve
denklemden faydalanarak numunedeki ADMA derisimi hesaplandi ve ng/L olarak ifade
edildi.

ADMA Standart Grafigi
3 -
y = 7E-05x + 0.1322
2.5 - R2=0.9948
2 .
& ADMA Standart
] Grafigi
1.5 PN g
——Linear (ADMA
1 - Standart Grafigi)
0.5 A
4
O T T T 1
0 10000 20000 30000 40000

Sekil-8: ADMA standart egrisi
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3.6. M30 Tayini
Hasta ve Kontrol grubuna ait bireylerin serumlarinda, YH Biosearch Laboratary
Human M30-Apoptosense ELISA kiti kullanilarak, Cumhuriyet Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Boliimiinde ELISA yontemi ile yapilmistir. Deneyin her
asamasinda kit prospektiisiine uyulmustur.
Prensip: Serum o6rnekleri Human M30-Apoptosense karst yiiksek oranda saf
monoklonal antikorla kaplanmis kuyucuklara eklenir. Bu antikorlara baglanan
serumdaki Human M30-Apoptosense iizerine biotinlenmis M30-Apoptosense
antikoru ilave edilir. Olusan bu komplekse HRP-konjuge straptividin eklenir. Daha
sonra komplekse sirayla Kromojen A ve B soliisyonlar1 eklenerek mavi renk
olusumu gozlenir. Olusan rengin siddeti serum M30 diizeyini yansitir.
3.6.1. Kullamilan Cozeltiler
-Human M30-Apoptosense Standart: (800 IU/L) 0.5 mL orijinal standart
cozeltiden, standart seyreltici soliisyon ile 5 farkli derisimde 2 oraninda standartlar
hazirlandi.
-Standart Seyreltici: 3 mL
-HRP-konjuge straptividin: 6 mL
-Biotin (CK 18-M30) antikoru: 1 mL
-Yikama Cozeltisi: 20 mL yikama ¢ozeltisi (x30) alinarak 580 mL distile su ile
seyreltilmistir.
-Kromojen A: 6 mL
-Kromojen B: 6 mL
-Stop Cozeltisi: 6 mL
3.6.2. Deneyin Yapilhisi:
Deneye baslamadan 6nce tiim numune ve reaktifler oda sicakligina getirildi.
Human M30-Apoptosense standardi standart sulandiric1 yardimiyla, 400 1U/L, 200
IU/L, 100 IU/L, 50 IU/L, 25 TU/L seklinde seyreltildi ve 5 adet M30-Apoptosense
standard elde edildi.
Blank olarak secilen kuyucuga hig bir sey eklenmedi.
50 pL standart ve 40 pL numune 6rnekleri kuyucuklara eklendi.
10 uLL M30-Apoptosense antikoru numune kuyucuklarina eklendi.
Son olarak 50 pL HRP blank hari¢ tiim kuyucuklara eklenerek, plagin iizeri
kapatilip 37°C” de 1 saat calkalanarak inkube edildi.

32



Inkiibasyondan sonra kuyucuklar 350uL yikama ¢Ozeltisiyle 5 kez yikandi.

. Daha sonra sirasiyla 50’ ser pL. Kromojen A ve B soliisyonlar1 eklenerek 10 dk.
calkalanip 37°C de 1siktan uzak inkiibe edildi. Bu soliisyonlarin eklenmesiyle mavi
renk olusumu gozlendi.

Bu asamadan sonra her bir kuyucuga 50 pL stop soliisyonu eklenerek 15 sn.

calkalandi, olusan sar1 renkli kompleksin absorbansi 450 nm dalga boyunda okundu.

3.6.3. M30 Derisiminin Hesaplanmasi

5 farkli derisimde hazirlanan M30 standartlarinin 450 nm dalga boyunda
absorbanslar1 Olciildii. Standart absorbanslarindan kor absorbanst ¢ikarilarak
derisime karsi absorbans grafigi ¢izildi ve standart egri denklemi olusturuldu. Bu
grafik ve denklemden faydalanarak numunedeki M30 derisimi hesaplandi ve IU/L

olarak ifade edildi.

M30 Standart Grafigi
2.5 -
y =0.0055x + 0.0982
R2=0.9926
2 .
15 1 # M30 Standart
< Grafigi
1 —— Linear (M30
Standart Grafigi)
0.5 ~
L 4
0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Sekil-9: M30 standart egrisi
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3.7. Malondialdehit (MDA) Tayini

MDA diizeyi tiyobarbiitiirik asit ile muamele edilerek olusturulan renkli kompleksin 532
nm dalga boyundaki max absorbansi Jain SK.1998 yontemine gore Tip Fakiiltesi
Biyokimya ABD’de dl¢iilmiistiir.

3.7.1. Kullanilan Cozeltiler

v" % 1’ lik Tiyobarbutirik asit ¢dzeltisi (0,05 N NaOH ¢ozeltisiyle hazirlanmig)

v" 0,2 M Sodyum Fosfat Tamponu (pH=7.4)
v' % 30” luk TCA ¢ozeltisi

v' 0,1 M EDTA ¢ozeltisi

v' 6.072 M MDA stok cozeltisi

3.7.2. Deneyin Yapilisi

1. Deneye baglamadan 6nce numune ve ¢ozeltiler oda sicakligina getirildi.

2. Deney tiipleri her biri i¢in tablodaki gibi hazirlandi.

Tablo-4: MDA deneyinin yapilis yontemi

Kor Standart Ornek
Standart 0,6 mL
Serum 0,6 mL
Distile su 0,6 mL
Fosfat tamponu 2,4 mL 2,4 mL 2,4 mL
TCA 15mL 1,5mL 1,5mL

Hazirlanan tiipler 2 saat buz banyosunda bekletildi.

Sonra 2000 rpm de 5 dk. santrifij edildi.

3 mL siipernatant alinip iizerine 0.225 mL EDTA, 0.75 mL TBA eklendi.
15 dk. su banyosunda kaynatildi.

Tiipler oda sicakligina gelince 532 nm dalga boyunda absorbanslart okundu.

G N o g B~ W

6.072 M MDA stok ¢ozeltiden farkli derisimler de hazirlanarak, ayni igslemler

uygulandi ve standart egrimizi ¢izmemize yardimci oldu.

3.7.3. MDA Derisiminin Hesaplanmasi
6,072 M stok MDA ¢0zeltisinden, 1- 0.5- 0.25- 0.2- 0.15- 0.1- 0.075- 0.05- 0.025 mMol
9 farkli standart ¢ozelti hazirlandi, Tablo-4’ de ki iglemler uygulanip 532 nm dalga

boyunda absorbanslar1 6l¢iildii. Standart absorbanslarindan koriin absorbansi ¢ikarildi,
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derisime karsilik absorbans grafigi cizildi ve standart egri denklemi olusturuldu. Bu
grafik ve denklemden faydalanarak numunedeki MDA derisimi hesaplandi ve mMol
olarak ifade edildi.

MDA Standart Grafigi
0.9 -
0.8 - y =0.7459x + 0.039
R?=0.9977
0.7 -
0.6 -
0.5 A @ Seriesl
04 - —— MDA standart egrisi
0.3 -
0.2 -
0.1 -
0 T T 1
0 0.5 1 1.5

Sekil-10: MDA standart egrisi
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizda hasta ve kontrol grubundan elde edilen ¢esitli verileri istatistiksel
olarak degerlendirmek amaciyla ‘Statistical Package for the Social Sciences’ (SPSS)
programi (Versiyon 16.0) kullanilarak yapildi.

Parametrik test varsayimlar1 yerine getirildiginde iki ortalama arasindaki farkin
onemlilik testi (Kolmogorof-Simirnov), parametrik test varsayimlari yerine
getirilemediginde Man Whitney U testi kullanilmistir. 2x2 diizenlerde Khi-Kare testi
ve Fisher Exact Khi-Kare testi kullanilmistir. Cok gozlii diizenlerde ise Khi-Kare
testi varsayimlar1 yerine getirilmediginden Khi-Kare Excat testlerden Monte Carlo
modeli uygulanarak Khi-Kare degeri hesaplanmis ve yanilma diizeyi 0,05 olarak

alimmustir.
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5.BULGULAR

Bu aragtirmada 31’ i hasta, 31” i kontrol grubu olmak iizere toplam 62 kadin ¢alisma
grubunu olusturmustur. Bireylerin yas dagilimlar1 kontrol grubunda 30,29 + 7,41 iken
hasta grubunda yaglar1 34,26 £+ 8,59 olarak bulunmustur. Yas yoniinden gruplar arasi
farklilik 6nemsizdir (p=0,056 p>0,05). Gruplar ayrica dismenore, disparoni, pelvik
agri, alkol ve sigara kullanimi acisindan karsilastirildi, ilgili sonuglar asagida

gosterildi.

Tablo-5: Gruplarin sigara ve alkol kullanimi yoniinden analizi

Hasta Kontrol p Toplam
N=31 N=31 Degeri
Sigara Icen 7(21,9) 3(9,7) 10 (15,9)
kullammi oo oven 25(781) 28903 164 53 (84,1)
Alkol  icen 3(9,4) 0(0) 3 (4,8)
kullammt o000 29(906) 31 (100) 0,164 60 (100,0)

Tablo-5 e gore hasta ve kontrol grubundaki bireyler sigara ve alkol kullanim1 yéniinden

istatistiksel olarak karsilastirildiginda, iki grup arasindaki fark anlamsiz bulunmustur
(p>0,05).

Tablo-6: Hasta ve Kontrol grubunun dismenore yoniinden analizi

Hasta Kontrol p X?
N=31 N=31 Degeri
Dismenore Yok 9 (29,0) 15 (48,4)
Var 22 (71,0) 16 (51,6) 0118 2,44

Tablo-6 ya gore her ki gruptaki bireyler dismenore sikdyeti yoniinden
karsilastirildiginda, gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur

(p>0,05).
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Tablo-7: Hasta ve Kontrol grubunun disparoni yoninden analizi

Hasta Kontrol p X?
N=31 N=31 Degeri
Disparoni 16 (57,1) 27 (87,1)
12 (42,9) 4 (12,9) 0,010 6,67

Gruplar disparoni sikayeti yoniinden karsilastirildiginda, iki grup arasindaki fark

istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Hasta grubundaki bireylerde disparoni gorilme

siklig1 % 42’ dir.

Tablo-8: Hasta ve Kontrol grubunun pelvik agr1 yoninden analizi

Hasta Kontrol p X?
N=31 N=31 Degeri

Pelvik 920,00 19 (61,3)

Agn 22(71,0)  12(38.7) 0,011 6,11

Gruplar pelvik agr1 yoniinden karsilastirildiginda iki grup arasi fark istatistiksel olarak

anlamlidir (p<0,05). Hasta grubunda pelvik agrinin goriilme siklig1 % 71” dir.

Tablo-9: Gruplarin hemogram parametrelerinin analizi

Parametreler Kontrol Hasta Sonug
WBC 7,79+3,31 7,69 + 3,36 p=0,899
Hb 13,11+ 1,19 13,52 + 4,95 p=0,696
Hct 39,66 + 3,10 39,89 +9,98 p=0,922
NGt 4,78 +2.05 5,32 +£3,48 p=0,505
Lenf. 2,35+0,70 1,86 + 0,49 p=0,005 *
Eos. 0,14 +£0,12 0,11+0,12 p=0,235
Baso. 0,03 £ 0,02 0,04 +£0,09 p=0,743
Pt 12,16 £ 1,13 12,90 = 0,99 p=0,038 *
Aptt 29,59 + 4,62 30,57 + 2,84 p=0,416
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Her iki gruptaki bireylerin hemogram parametreleri karsilastirildiginda Lenfosit ve Pt
(*) yoniinden farklilik 6nemli bulunurken (p<0,05), diger parametreler Gnemsizdir
(p>0,05).

Tablo-10: Gruplarin biyokimya ve hormon parametrelerini analizi

Olguimler Kontrol Hasta Sonug
Ca 9,29 + 0,37 9,33 £0,73 p=0,836
Na 138,20 £ 2,05 138,34 £2,37 p=0,823
K 4,26 + 0,28 4,28 +0,29 p=0,863
Fsh 6,23 £ 5,54 8,04 £ 12,01 p=0,907
E2 70,86 + 73,30 76,52 £ 53,01 p=0,148
Prolaktin 27,15+ 37,75 28,78 £ 27,40 p=0,164
LH 6,27 = 7,50 4,78 + 3,20 p=0,796
Progesteron 0,86 + 2,04 1,23 +1,70 p=0,321
AST 18,87 + 4,04 16,68 + 3,41 p=0,038 *
ALT 17,33+ 8,41 13,67 + 4,64 p=0,054
ALP 78,40 + 20,06 52,57 £17,21 p=0,038 *

Bireylerin (her iki grup) biyokimya ve hormon degerleri karsilagtirildiginda, AST ve
ALP (*) yoniinden farklilik istatistiksel olarak onemli bulunurken (p<0,05), diger

parametreler yonlnden ise istatistiksel fark 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).
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Tablo-11: Hasta ve Kontrol Grubuna ait ADMA, M30 ve MDA diizeylerinin

istatistiksel degerlendirilmesi

Parametreler Kontrol X + S Hasta X+S Sonug
ADMA 12,65+ 5,44 19,26 + 7,84 p=0,001*
Min 4 10,7 t=3,852
Max 25,2 34,8

M30 371,30 £ 134,60 871,48 £99,9 p=0,002 *
Min 150,3 147,4 t=3,315
Max 590,3 502,0

MDA 0,24 £ 0,04 0,25 £0,05 p=0,924
Min 0,15 0,15 t=-0,421
Max 0,29 0,33

CA-125 19,69 + 15,34 62,19 + 59,42 p=0,001*
Min 2,70 7,60 t=-3,796
Max 13,30 246,00

*[statistiksel olarak farkliliklarin &nemli oldugu parametreler

Hasta ve kontrol grubundaki bireyleri, serum ADMA, M30, MDA ve CA-125 dizeyleri
incelenerek ortalama, standart sapma degerleri istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Bu
karsilastirmada ADMA, M30 ve CA-125 yo6nunden gruplar arasindaki farkliliklar

anlamli bulunurken (p<0,05), MDA yoéniinden gruplar arasi farkliliklar anlamsiz

bulunmustur (p>0,05).
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6. TARTISMA VE SONUC

Endometrium, epitel stroma, inflamatuar hiicre, damarli yap1 ve kan hiicrelerinin eslik
ettigi farkli hiicre bilesiminden olusan karmasik bir dokudur. Endometriozis ise
endometrial dokularin uterin kavite disinda hormon bagiml yerlesmesi ile karakterize,
kronik ve yaygin bir kadin hastaligidir. Histolojik olarak endometriozis iyi huyludur.
Fakat biiylime, invazyon ve ¢ogalmak i¢in ¢evre dokulara ihtiyag duymasi agisindan
malignite gibi davranmaktadir [166]. Hastalik cogunlukla tiim etnik ve sosyal gruplarda
lireme ¢agindaki kadinlarda gériilmektedir. Ureme ¢agindaki kadmlarin % 6-10> unu,
pelvik agrili geng kizlar ve kadinlarin % 50-60" 1n1, infertilite sikayetiyle gelenleri % 50
ve Uzerini etkilemektedir [3]. Cogu kadinda higbir belirti olmazken, endometriozisin
cerrahi tanis1 tesadiif olabilir. Semptomlar, fiziksel, zihinsel ve sosyal yonden olumsuz
etki yapabilir. Endometriozis gelisiminde en ¢ok etkilenen bdlgeler, pelvik organlar,
peritonyum ve overlerdir. Endometriozisin karakteristik belirtileri, siddetli dismenore,
derin disparoni, kronik pelvik agri ve menstiirasyon sancisidir. Pelvik agri
menstiirasyondan bagimsiz olusabilmektedir. Agr1 tek veya iki tarafli olabilir, bel ve
bacaktan asagiya yayilabilir. Ayrica, infertilite, kronik yorgunluk ve kabizlik sorunu da
klinik endometriozis tablosuna aittir. Hastalarin % 17-29” nun kendiliginden 1yilestigi,
% 24-64° linde hastaligin ilerledigi ve % 9-59° unda ise bir yil siireyle sabit kaldig:
gosterilmistir [167].

Biz de calisgmamizda hastalari, dismenore, disparoni, pelvik agri, konstipasyon,
infertilite sikayetlerini g6z oniinde bulundurarak degerlendirdik. Hastalarin % 71’ inde
dismenore sikayeti gorilirken, kontrollerin % 51.6° sinda bu sikdyetin varhigi
belirlenerek, iki grup arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir (p<0.05). Dismenore
sikdyeti sadece endometriozisle ilgili olmayip, leiomyoma, servikal darlik,
adenomyozis, over kisti, pelvik yapisikliklar, RIA kullanimi, pelvik enfeksiyonlar gibi
altta yatan organik bir nedenden de kaynaklaniyor olabilir. Dolayisiyla her ne kadar
hasta grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek siklikta dismenore sikayeti olsa da
anlamli fark goériilmemesinin nedeni bu faktorlerdir.

Disparoni ve pelvik agri yoniinden gruplar degerlendirildiginde istatistiksel
olarak fark 6nemli (p<0.05) bulunmustur. Endometriozisli kadinlarin % 42.9’ unda
dismenore sikdyeti goriiliirken saglikli bireylerin % 12.9° unde bu sikayete
rastlanmaktadir. Pelvik agrili hasta sayis1 % 71.0 iken saglikli kontrollerde bu say1 %
38.7’ dir. Bu sikayetler dogrultusunda bulgularimiz literatiirle uyumludur.
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Endometriozis teshisinde en giivenilir yontem laparoskopiye dayanan, cerrahi
operasyonla lezyonun goriintiilenmesidir. Gorsel inceleme endometriozis teshisinde
genellikle yeterli olmaktadir ancak en azindan bir lezyonun histolojik olarak
dogrulanmasi da idealdir. Eger belirtiler endometriozise uyarsa, ilk olarak sikayetlerin
tedavisine hormonal kontraseptifler, non-steroid anti inflamatuar ilaglar onerilir. Eger
bu oOnlemler yeterli olmazsa, Avrupa Insan Uremesi ve Embriyoloji Toplulugu
(ESHRE) tarafindan verilen yonergelere gore, tanisal bir laparoskopi teshisi dogrulamak
adina yapilmalidir [43]. Minimal invaziv teshis olarak laparoskopi, hasta lezyonlarinda
net bir fikir verebilir. Ayrica Ultrason ve MRI da endometriozis teshisinde yardimci
olabilir. Non-invaziv teshis yontemlerinin eksikligi, endometriozisin kesin teshisini
geciktirmektedir [168].

Endometriozis yoniinden siiphelenilen kadinlarin, degerlendirilmesinde non-
invaziv ve basit teshis yontemlerinin bulunmasi, her zaman ciddi bir endise konusu
olmustur. Endometriozis tan1 ve takibinde laparoskopiye yardimci olarak non-invaziv
CA-125 testi kullanilmaktadir. CA-125 ¢ogu endometriozis vakasinda yiiksek ¢ikan bir
cesit hiicre yiizey antijenidir ve bu hastalik i¢in bir tarama yontemi olarak onerilmistir.
Endometriozis tanisinda CA-125 kullanimi konusunda tartigmalar olsa da cerrahi
olmayan tanisal testler arasinda en ¢ok ¢alisilanmidir [49]. Ancak, 22 ¢alismada yapilan
bir meta analiz de, bu testin teshis degerinin ¢ok diisiik oldugu rapor edilmistir [169,
170]. CA-125 birgok jinekolojik hastaligin tani ve takibinde yaygin olarak kullanilan
epitelyal, glikoprotein yapili bir kanser antijenidir. Bu antijenin, endometrium, periton,
endoserviks gibi ¢cogu normal dokuda salgilandigi cesitli calismalarla gosterilmistir
[171]. Endometriozis olsun veya olmasin, menstiirasyon sirasinda CA-125 seviyelerinin
arttig1 bu sebeple menstiirasyon sirasinda bu antijen diizeylerinin goz ardi edilmesi
gerektigi Pittaway ve ark. tarafindan gosterilmistir [171].

CA-125’ in en onemli kullanim alanlarindan birisi de over kanser teshisi ve
sonrasinda tedavi takibinin yapilmasidir. Endometriozis hastalariyla yapilan bir
caligmada, normal cerrahi operasyon ve laparoskopik yontem karsilagtirilarak,
hastalarin CA-125 seviyelerinde degisiklikler takip edilmis ve birbiri ile olan iliskileri
kiyaslanmugtir. Operasyonlar dncesi yiiksek miktardaki CA-125 seviyeleri, operasyonlar
sonras1t 6-12-24. saatlerde kemiliiminesans yoOntemiyle Olciilerek anlamli derecede
diisiisler gozlenmistir. Laparoskopi ile normal cerrahide kiyaslandiginda, daha diisiik

CA-125 seviyeleri dikkat cekmektedir [172].
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Endometriozis evresi ile CA-125’ in seviyesi arasindaki iliskinin aydinlatilmas: adina
da ¢esitli caligmalar yapilmistir. Serum CA-125" deki artisin ileri evre hastalarda daha
yiiksek oldugu gosterilirken [173], bir baska ¢alismada ise endometriozis hastaligindaki
tim evrelerde anlamli derece yiiksek bulunmustur [174]. Hastaligin tiim evreleri goz
Oniine alindiginda testin sensivite ve spesivite acisindan kotii bir tanisal performans
sergiledigi bildirilmistir [170].

Calismamizda da endometriozis grubunda serum CA-125 dlizeylerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) derecede daha yiiksek oldugu tespit
edildi. Endometriozis hastalarinda CA-125 ortalama 62.19 U/mL iken kontrol grubunda
ortalama 19.69 U/mL olarak belirlendi. Bu sonug literatiirdeki ¢alismalarla uyumludur
[174, 175].

Her ne kadar 6zgun ve hassas bir belirte¢ olmasa da, CA-125’ in seri dlgiimleri
tedavi sonrasi hasta takibine yardimci olabilir [174]. Tedavi sirasinda diisiis gosterip,
niks halinde artan CA-125 seviyesinin sensivitesi diisiik olmakla birlikte, tedavi ve
takipte 0onemli bir parametre olabilecegi géz oniinde bulundurulabilir. Teshis de kesin
olarak kullanmak i¢in farkli parametreler ve ¢alismalarla korelasyonu desteklenmelidir.

Endometriozis tip literatiiriinde ilk defa 1800’ lii yillarda tanimlanmasina
ragmen, giiniimiizde etyolojisi ve fizyopatolojisi hala aydinlatilmamis ancak bircok
teori One siirlilmiistiir. Bu hastalik, peritoneal yiizeylere yerlesen ve inflamatuari
indiikleyen endometrial hiicrelerin, retrograd menstiirasyonundan kaynaklanmaktadir
[167]. Endometriozisi olan ve olmayan bayanlarin &topik endometrial hiicreleri
karsilastirildiginda bazi temel farkliliklar ortaya konmustur. Endometriozisli bayanlarin
endometrial hiicreleri ektopik yerlesim gosterme ve bu yerlerde ¢ogalma yetenegine
sahiptir. Ektopik yerlesimlerin sebebi ise; neoanjiyogenezis, fibrozis, adezyon olusumu,
immiin fonksiyon bozuklugu, néronal sizma ve apoptozisden kaginma gibi ¢cok degisik
patolojik siireglere dayanmaktadir [175]. Son yillarda {izerine yogunlasilan
patofizyolojik mekanizmalardan biri de endometriozisli hastalarin 6topik ve ektopik
endometriumlarinda  apoptozisin  diizenlenmesindeki  degisikliktir ~ [109-111].
Endometrial dokuda apoptozisin normal duzenlenmesindeki bozulma, anormal
implantasyona ve endometrial dokunun ektopik alanlarda blyimesine yol acar.

Apoptozis veya programlt hiicre oliimii, ¢ok hiicreli organizmalarda hiicre

dengesinin devamindan sorumlu, temel fizyolojik ve patolojik bir siirectir.
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Doku dengesinin devam ettirilmesinde ve normal islevinde, ayrica fazlalik olan
fonksiyonu bozulmus hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda kritik rol oynar [176].

Endometriozis hastalarinda son zamanlarda, apoptozisin Onemini belirlemek
amaciyla ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Mevcut veriler ve Harada ile ark. yaptig1 bir
meta analiz basta olmak {lizere, endometriozis hastalarinda apoptozisin azaldigi
belirtilmistir [116]. Yapilan bir ¢alismada da endometriozisli kadinlarda peritoneal
kaviteye reflii olan endometrial hiicrelerde apoptozis yilizdesinin ¢ok azaldig:
gosterilmistir. Ayni sekilde endometriozisli bayanlarin salgi epitelindeki apoptozis
yiizdesi, kontrol grubuna gore daha dusiiktiir [4]. Endometriozisli hastalarda déngusel
degisiklik kaybolmustur. Dmowski ve ark. hastaligin evresine gore apoptozis indeksini
belirlemek igin bir ¢alisma yapmislardir. Caligma sonucunda istatistiksel bir fark
belirlenemezken, artan evre ile apoptozisin azalma egiliminde oldugu gosterilmistir
[113].

Endometrial hiicrenin bir 6liim sinyali iletmemesi ya da programli hiicre
oliimiine kars1 gelebilmesi i¢in, bu hiicrede antiapoptotik faktorlerin (Bcl-2) artmasi ya
da apoptotik Bax proteinlerini azaltmasi gerekmektedir [119]. Meresman ve ark.
TUNEL yontemi ile 6topik endometrial dokuda apoptotik hcreleri belirleyerek,
immunohistokimyasal yontemle Bcl-2 ve Bax proteinleri degerlendirilmistir. Sonug
olarak endometriozisli bayanlarda apoptotik hiicre pozitifliginin kontrol grubuna gore
Oonemli oranda azaldig1 saptanmistir. Yine ayni ¢alismada hastalarda proliferatif faz ile
sekretuar fazdaki Bcl-2 ekspresyonu incelenmis proliferatif fazda artmis Bcl-2 protein
ekspresyon ifadesi tespit edilmistir [119].

Apoptozis mekanizmasinda rol alan ii¢ temel faktoér vardir, 6lim reseptorleri,
adaptor proteinler ve proteolitik enzim olan kaspazlar. Bu g faktor koordine olarak, bir
proteaz aktivasyon selalesi olusturarak sitoplazmik protein yikiminda gorev alirlar.
Sitokrom C’ nin sitoplazmaya salinmasi ile apoptozisin son agamasindan sorumlu
kaspaz enzimleri aktive olur. Cok cesitli gorevleri olan kaspaz tiirleri vardir. Hiicre
olumiini gergeklestiren ise efektor kaspazlardir. Apoptozis mekanizmasinin ana bileseni
kaspazlardir. Kaspaz aktivasyonu hiicreye 6zeldir, kaspaz inhibitorlerinin (IAP) efektor
kaspazlar1 inhibe edip apoptozisi Onledigi Biiylikgebiz ve ark. yaptigi bir ¢caligmada
gosterilmigtir. Ayrica bu inhibitorlerin malign hiicrelerde ¢ok sayida bulundugu da

gosterilmistir [177].
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Yapilan bir c¢alismada, endometriozis hastalariin hem salgi hem stromal
epitellerinde kaspaz-3 diizeylerine bakilmis ve bu hastalarda kaspaz-3 diizeylerinin
anlamli olarak daha diisiik oldugu belirlenmistir [178].

Apoptozis siirecindeki degisimleri belirlemek amaciyla c¢esitli yontemler
gelistirilmistir.  Bunlar, morfolojik gorintileme, biyokimyasal, imminolojik,
immunohistokimyasal ve molekiler biyolojik yontemlerdir. Apoptozis sirecini
belirlemek adina en uygun immiinolojik yontem ELISA yontemidir. Calismamizda da
apoptozis durumu ELISA yontemiyle degerlendirilmistir.

Apoptozisle 6len hiicrelerde, apoptozise 6zgu kaspaz enzimlerinin etkisi sonucu
olusan kirilmis sitokeratin 18 (CK-18), timor hicrelerinden salinan ve epitel kaynakli
malign hastalik siireclerini degerlendirmek amaciyla kullanilan énemli bir apoptozis
belirtecidir. Apoptozis esnasinda olusan apoptotik cisimler, komsu hiicre ve makrofajlar
tarafindan fagosite edilir. Kanser gibi hiicre 61uminiin ve hiicre déngusunin gok yiiksek
oldugu durumlar da ise apoptozise giden hiicrelerin bir kismi1 sekonder nekroza ugrar,
bdylece hiicre igindeki kirilmig CK-18 (M30 antijeni) dolagima salinir [105].

Apoptozis sirasinda CK-18, kaspazlarla aspartat 238 ve aspartat 396 noktasinda
kirilir. M30 monoklonal antikor, 6zellikle CK-18" in aspartat 396’ da kirilan pargasini
(M30 antijen) tanir [106]. Bdylece sitokeratinler apoptotik belirte¢ olarak kullanilabilir.

Endometriozisli hastalarda apoptozis siirecini degerlendirmek amaciyla ¢ok
sayida ¢alisma mevcuttur [113, 116, 119, 176-178]. Ancak yaptigimiz kaynak taramasi
151¢inda M30 antijeni kullanarak endometriozis hastalarindaki apoptozisi degerlendiren
herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Fakat bazi1 kanser tiirlerinde yapilan
calismalarda serum CK-18 diizeylerinin kemoterapi uygulamasina paralel olarak
yiikseldigi goriilmistiir [95, 179]. Serum M30 seviyesi daha Onceki ¢alismalarda,
tedaviye yanit belirteci olarak incelenmistir. Kemoterapi sirasindaki serum M30
diizeyindeki degisimler sayesinde bu belirtecin, kemoterapiye yanitin erken gostergeleri
olarak kullanilabilir olacagi bildirilmistir [94]. Ayrica, gastroentestinal kanser
hastalarmin kemoterapi sirasinda yiikselen M30 seviyeleri, artan apoptozis sonucu
terapiye yanitla iliskilendirilmistir [180].

Endometriozis ve kanser, hiicre implantasyonu, kontrolsiiz ¢ogalma,
neoanjiogenez ve apoptozise ugrayan hiicre sayisinda azalma yonlerinden benzerdir.
Kanser hicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasindaki artisin, apoptozisde azalmaya bagl

olarak gelistigi bilinmektedir. Apoptozis inhibe olunca, fonksiyonu bozulan hiicreler
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birikir ve dokuda hasara sebep olur. Kemoterapi ile tedavi sonucunda hiicrelerde tekrar
apoptozis artist gozlemlenir [181]. Yukarda bahsetmis oldugumuz ¢alismalarda
kemoterapi etkisiyle artmig apoptozis ve buna bagl olarak apoptozis varligini gosteren
M30 diizeylerinde de artis oldugu gorilmiistiir.

Iyi ve kotii huylu endometrial epitelde, proliferatif ve sekretuar fazda Bcl-2 ve
M30 arasindaki iliski degerlendirilmistir. Iyi huylu doku érneklerinde proliferatif fazda
biiyiikk bir kism1 Bcl-2-pozitif olan hicrelere, ¢cok az miktarda M30-pozitif hicrelerin
eslik ettigi gortilmiistiir. Sekretuar fazda bu degiserek az sayida Bcl-2-pozitif hiicre ve
cok sayida M30-pozitif hiicre saptanmustir. Ko6tii huylu tiimorle hiperplazik
endometrium kiyaslandiginda Bcl-2-pozitif hiicrelerin ortalama degerinin daha diisiik
oldugu ve 3. derece kanser hastalarinda bu degerin ¢ok daha fazla diistiigli gortilmiistiir.
Kanser ve hiperplazinin ortalama M30 degeri karsilastirildiginda aksi yonde bir durum
s0z konusu olmustur. Yani M30 ekspresyonu kanserli dokularda 6nemli derecede daha
yiiksek bulunmustur ve aksine Bcl-2 seviyesi daha diisiik olarak tespit edilmistir [182].

Calismamizda da endometriozisli hastalarla kontrol grubunun serumlarinda M30
seviyeleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir.
Hastalarda ortalama deger 271.48 IU/L iken kontrol grubunda ortalama deger 371.30
IU/L olarak hesaplanmistir. Goriildiigii iizere kontrol grubunda M30 diizeyleri hasta
grubuna gore daha yiiksektir. Yukarda belirtmis oldugumuz endometriozis hastalarinda
azalan apoptozis ylizdesine 151k tutar niteliktedir.

Bilgilerimize gore suana kadar bir ¢alisma disinda endometriozis hastalarinda
M30 seviyelerini inceleyen herhangi bir caligma bulunmamaktadir. Dolayisiyla
calismamiz bu anlamda ilk verileri olusturmaktadir. Diisiik ¢ikan hasta serum M30
seviyelerinin baskilanmig apoptozis siirecinin bir sonucu olarak yorumlayabiliriz. Bu
bilgiler 1s181nda calismanin gilivenilirligi ve patofizyolojisine katkida bulunmak adina
destekleyici caligmalar yapilmalidir.

Farkli hastaliklarin evresinde ¢ok sayida yapilan c¢alismalara karsin,
endometriozis gelisimi ve ilerlemesinde hangi mekanizmalarin nasil rol aldigina dair
elde agik bilgiler bulunmamaktadir. Agarwal ve ark. serbest radikallerin ve antioksidan
mekanizmalarin  kadin iireme sistemi {izerine etkilerinin arastirildigi c¢aligmada
tekrarlayan gebelik kaybi, preeklampsi, spontan abortus, endometriozis, polikistikover
sendromu ve aciklanamayan infertilite gibi tireme saghigini etkileyen hastaliklarin

patogenezinde oksidatif stresin arttigimi gostermislerdir. Endometriozisli kadinlarin
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peritoneal sivida antioksidan koruyucu tiirlerin daha az aktif oldugu, maruz kaldiklari
yiiksek oksidatif stres sebebiyle dogal yolla gebe kalmalarinin gii¢lestigi ve alternatif
ureme tekniklerinin de bagar1 oraninin diisiik oldugu goriilmiistiir [183].

Retrograd menstiirasyonun endometriozisle iligkisi hakkinda ¢ok sayida kanit
bulunsa da, retrograd menstiirasyonu olan bayanlarin sadece bazilarinda endometriozis
gelistiginin sebebi ac¢iga kavusturulamamistir. Aciklanamayan bu durumun, bazi
bayanlarin peritoneal sivisinda serbest radikaller ve antioksidanlar arasindaki dengeyi
bozarak oksidatif strese ve endometriozise neden olan makrofajlar, demir iyonlar1 ve
cevresel atiklarin sebep oldugu diistiniilmektedir [163].

Birgok veri, endometriozisli bayanlarin periferik kan ve peritoneal sivisinda lipid
peroksidasyon belirteglerinin yiiksek konsantrasyonlarina isaret etmektedir. Bu durum
endometrial hucrelerin peritoneal kaviteye adezyonunu ve orda buyimesini arttirabilir
[32]. Endometriozisli bayanlarda yuksek lipid peroksidasyon belirteclerinin goriilmesi
proinflamatuar ¢evre ile iligskilendirilmistir. Bu da apoptotik ve sindirilmemis
endometrial ektopik hiicreler ile kirmizi kan hiicrelerinin varligindan dolay1 peritoneal
makrofajlarin aktivasyonunun bir sonucu olarak diistiniilmektedir [31]. Bu aktivasyon
sonucu, peritoneal makrofajlar ayrica serbest radikaller olarak da bilinen reaktif oksijen
ve nitrojen tdrlerini (RONS) salarlar. Endometriozis olmayan ve olan kadinlarda
makrofajlarin  aktivasyonu ve konsantrasyonu karsilagtirildiginda endometrioziste
makrofajlarin yogun olarak aktive oldugu goriilmiistiir [23].

Serbest radikaller hiicrede artis gosterdiginde hiicre lipid, protein ve niikleik asit
yapilarinda hasara neden olan ajanlar olarak islev yaparlar. Malondialdehit (MDA)
olusumu lipid peroksidasyonu sonucu olusan oksidatif hasar gostergesidir [184].
Endometriozis de MDA diizeyini inceleyen sinirli sayida ¢alisma vardir ve sonuglar da
tutarlilik gdstermeyip, olduk¢a farklidir. Ornegin, infertil hastalarin endometriozis ve
kontrol grubunun peritoneal sivida ve serumda MDA degerleri karsilagtirilmis ve iki
grup arasi fark anlamsiz olarak tespit edilmistir [164,185]. Bir bagka ¢alismada da
endometriozisli hastalarin periton sivisinda kontrol grubuna gére MDA seviyelerinde
anlamli bir fark tespit edilmemistir [186].

Bir diger arastirmada endometriozisi olan ve olmayan infertil bayanlarin kan
serumunda oksidatif stres belirtecleri ve hastalik siddetiyle olan iligkileri

karsilastirilmistir. Diger belirtegler anlam ifade ederken, iki grup arasinda MDA
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seviyeleri farki onemsiz bulunmustur. Lipid peroksidasyonunun endometriozis ve
infertilite aras1 nedensel iliski i¢inde bir rol oynamadigi diistiniilmiistiir [187].

Hayvanlarla yapilan bir c¢alismada, deneysel endometriozis olusturulan
siganlarda Etanercept’ in (TNF-inhibitéri) endometriozisi tedavi edebilme yeteneginin
serum lipid peroksidasyonuna olan etkisini degerlendirmisler. Tedavi 6ncesi hastalarda
serum MDA konsantrasyonu kontrol grubuna gore yiiksek olmasina ragmen istatistiksel
acidan bir dneme sahip olmadigi belirlenmistir. Tedavi sonrasinda ise Etanercept’ in
serum MDA konsantrasyonlarini diisiirdiigii gozlemlenmistir [188].

Turgut ve ark. endometriozisli hastalar tzerine Cu, seruloplazmin ve oksidatif
stres belirteclerinin hastaligin patogenezinde ki Onemini gostermek amaciyla kan
serumunda incelemeler yapmuslar. Iki grup TOS (total oksidatif stres) duzeyleri
yoniinden karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli ve endometrioziste daha
yiiksek oldugu belirlenirken, serum MDA diizeyi farkinin iki grup arasinda anlaml
olmadig1 saptanmistir. Ayni ¢aligmada peritoneal sivida MDA seviyesi artarken, serum
diizeylerinde herhangi bir degisiklik olmadigi rapor edilmistir [189].

Biz de c¢alismamizda, endometriozisli hastalarin kan serumunda MDA
diizeylerini 6lctik. Hasta grubunun ortalama MDA dizeyi (0.26 mM) kontrol grubu ile
(0.24 mM) karsilastirildiginda, hasta grubunda bu degerin daha yiiksek oldugu gozlense
de istatistiksel olarak gruplar arasindaki farkin O6nemsiz oldugu tespit edilmistir
(p>0.05).

Ayrica literatirde MDA konsantrasyonlarinin  endometriozisli  hastalarin
serumunda anlamli olarak yiiksek bulan bir ¢alismaya rastlanmamuistir. Dolayisiyla bu
verimiz literatdr ile uyumludur.

Her ne kadar oksidatif stresin endometriozisin patogenezinde rol aldig: bildirilse
de, calismamizda MDA diizeyleri yoniinden fark anlamsizdir. Bunun nedeni, serumda
bu diizeyin incelenmesi, ¢alisma grubunun smirli sayisi ve oksidatif stresin sadece bu
parametre yoniinden incelenmesi olarak diisiiniilebilir.

MDA, oksidatif stres ve inflamasyon durumlarinda artmasi beklenen lipid
peroksidasyon drunudir. Bunun aksine, MDA seviyeleri endometrioziste bilinmeyen
mekanizmalar ya da nispeten lokal inflamatuar varhigindan dolay1 peritoneal sivida
artmasina ragmen serumda degismeden kalabilmektedir. Bu karmasik mekanizmalar

biiyiik 6l¢ekli daha fazla arastirma yapmay1 gerektirmektedir.
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Nitrik Oksit (NO) ¢esitli fizyolojik ve patolojik siiregte bayan tireme sistemini de
iceren farkli organlarda agiga ¢ikan serbest radikallerden bir digeridir [190]. Endotelden
tireyen NO anjiyogenik faktorlerin faaliyetlerinde Onemli bir rol oynar. Damarlar
tizerinde vazodilatasyon, damar direncinde diisme ve kan akiminda artig gibi etkilere
sahiptir. Bir takim anjiyogenik faktorler endotelyal NOS ifadesi ve endotel kaynakli NO
salimimini stimiile ederek diizenler. VEGF, insan gobek vendz endotel hiicrelerinden
salinan NO ve NOS sentezini stimiile ederek diizenledigi goriilmiistiir [191, 192]. Son
zamanlarda NOS’ a yarismaci bir endojen tarif edilmistir. Bir arjinin analogu olan
ADMA, L-Arjinin ile NOS i¢in yarigir [144].

Viicutta oksidatif stresin arttigi durumlarda, ADMA diizeylerinde artis meydana
gelir [152]. ADMA olusumu i¢in iki kompleks olayin gerceklesmesi gerekir. Birincisi,
proteinlerdeki arjinin kalintisinin metillenmesi, ikincisi bu metillenmis proteinlerin
proteoliz yoluyla serbest aminoasitlere kadar yikilmasidir. Serbest ADMA, bu yikim ile
olusmaktadir. ADMA NOS’ u inhibe etmektedir [147].

Bugiine kadar yapilan bircok c¢alismada yiiksek ADMA diizeylerinin
kardiyovaskiiler hastalikla iligkisi gosterilmistir [155]. Bu g¢alismada ayrica
endometriozisli hastalarin serumunda bugiine kadar arastirnlmamis olan ADMA
dizeyleride belirlendi. Calismamizda ADMA diizeyleri, iki grup arasinda
karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak farkin énemli oldugu belirlendi (p<0.05). Hasta
grubunda ortalama deger 19.26 ng/L iken kontrol grubunda 12.65 ng/L dir. Yani serum
ADMA degerlerinin hastalarda kontrollere gore onemli oranda daha yiiksek oldugu
sonucuna varilmistir.

Yapilan ¢aligmalarda endometriozis hastalarinda ADMA seviyeleri ¢cogunlukla
plazmada [144], peritoneal sivida [193] ya da ilag tedavisi sonrasi plazma seviyelerine
bakilarak analiz edilmistir [161]. Calismamizla benzer olarak yapilan bir arastirmada
periton sivist ve serumda ADMA diizeyleri 6l¢iilmiis, periton sivisina gore serum
ADMA seviyelerinin daha anlamli oldugu goriilmiistiir. Fakat hasta ve kontrol grubu
arasinda ADMA diizeyleri karsilastirildiginda farkin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu
sonucuna varilmistir [193].

Baz1 calismalarda viicutta oksidatif stresin arttift durumlarda ADMA
diizeylerinde artis oldugu bildirilmistir [152, 194]. Ornegin, preeklampsi hastalarinda
yapilan bir aragtirmada, bu hastalarda artan oksidatif strese bagli olarak ADMA
diizeylerinde artis goriilmistiir [194]. Oksidatif stresin ADMA yapim ve yikiminda rol
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alan bazi1 enzimlerin aktivitelerinde degisiklikler yaratarak ADMA diizeylerinde
farkliliklara neden oldugu ileri stiriilmektedir [152, 153, 194]. ADMA, dimetilarjinin
dimetil aminohidrolaz (DDAH) tarafindan sitriiline metabolize edilirken [151], PRMT
1, arjinin kalintilarina metil gruplarinin eklenmesini saglayarak ADMA olusumunda rol
alan bir enzim grubudur [153]. Artan reaktif oksijen turlerinin PRMT 1 aktivitesini
artirdigt bunun da ADMA diizeylerinde artisa neden oldugu, ayrica artan oksidatif
stresin, DDAH enzim aktivitesini azalttigi da tespit edilmistir [152, 153]. DDAH
aktivitesindeki bu azalma ise ADMA yikiminda azalmaya neden olarak artan oksidatif
stres durumlarinda ADMA diizeylerindeki artig1 tetikledigi ileri siiriilmektedir [152,
153, 194]. Tum bunlara ek olarak, artan plazma ADMA seviyeleri sistematik
inflamasyon ile de iligkilendirilmistir [155].

Oksidatif stres [163, 164, 183] ve inflamasyonun [195] endometriozisin
patogenezinde de Onemli rol aldig1 yapilan caligmalarda ortaya konulmustur.
Calismamizda artan oksidatif strese bagli olarak lipit peroksidasyonunun bir belirteci
olan MDA duzeyleri yoniinden hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli farkin olmadig:
belirlenmis olsa da endometriozisli hastalarda bu parametrenin arttigi goriilmiistiir.
Dolayisiyla, endometriozisli kadinlarda artan oksidatif stres ve/veya inflamasyona bagl
olarak ADMA diizeylerinin yiikseldigini diisinmekteyiz.

Sonu¢ olarak, MDA, M30 ve ADMA dizeylerinin endometriozis
patofizyolojisinde ki 6nemini belirlemek amaciyla yaptigimiz bu ¢alismada, ADMA ve
M30 diizeyleri yoniinden gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunurken,
MDA duzeylerinin anlamsiz oldugu tespit edilmistir. Hasta grubunda M30 diizeylerinin
daha diisik olmasinin endometrioziste azalan apoptozisden kaynaklandigin
diisinmekteyiz. Ayrica, hasta grubumuzda ADMA diizeylerindeki anlamli artig
endometrioziste artan oksidatif stresle iliskili olabilir. Calismamizda artan oksidatif
stres sonucu lipit peroksidasyonunun bir belirteci olan MDA duzeylerinin hasta
grubunda kontrol grubuna gore daha yiikksek olarak bulunmasi bu diislinceyi
desteklemektedir. Fakat MDA diizeylerindeki bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildir. Oksidatif stresin tek basina bu parametre ile degerlendirilmesi ve calisma
grubumuzun sinirli sayisindan dolayl, ADMA diizeylerinin ve oksidatif stres arasindaki
korelasyonun birlikte degerlendirildigi daha genis kapsamli ¢aligsmalarin gerekliligini

ortaya koymaktadir.
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EK-2

C. U. KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
BILGILENDIRILMiS OLUR FORMU

Saym ...

Bu katilacaginiz calisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi ‘Endometriozis’li
(agrili adet gdrme, agrili cinsel birlesme ve kisirlig1 seyreden sikayetlerle birlikte,
ultrasonografi ile yumurtalikta yer alan kisttik kitlelerin teshisi ile kesinlik gosteren
kadin hastaligidir) hastalarda Asimetrik Dimetilarjinin, Malondialdehit ve M30 (bir
takim laboratuvar testleri) diizeylerinin arastirilmasi *dir.

Bu arastirmanin amaci, Endometriozis tanisi almis olan hastalarin, kan serumunda bazi
laboratuvar analizleri yaparak, hastaligin seyri hakkinda 6nemi oldugu diisiiniilen
degiskenlerin arastirilip hastaligin tedavisine katkida bulunmaktir. Calismaya katilim
goniilliiliik esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek
istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu
imzalayiniz.

Bu arastirmada sizin sag veya sol 6n kolunuzdan kan 6rnegi alinacak, alinan kanlar 6zel
tlplerde -80°C de ¢aligma giiniine kadar saklanacak ve bir takim biyokimyasal
degiskenlerin analizi Biyokimya Laboratuvarimizda yapilacaktir. Bu arastirmada yer
almaniz i¢in size endometriozis tanist kondugu anda ¢aligmaya katilmak istemeniz ve 5-
10 ml kan vermeniz yeterli olacaktir. Bu arastirma sizin gibi endometriozis tanisi
konmus 31 goniillii bayandan ve ¢aligmanin giivenilirligini karsilastirmak i¢in, 31
saglikli ve goniillii, bayan kontrol grubundan olusmaktadir. Kontrol grubuna alinan
gonallilerin de sadece 5-10 ml kan vermesi yeterli olup, kanlarinda; hasta grubuyla ayni
degiskenler analiz edilecek ve karsilastirma yapilacaktir. Hasta ve kontrol grubu i¢in
beklenen riskler aynidir. Calisma 1 yil siirecektir.

Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk ve zarar s6z konusu degildir. Bu
aragtirma esnasinda size ila¢ ad1 altinda herhangi bir madde verilmeyecek veya herhangi
bir cerrahi miidahalede bulunulmayacaktir. Sadece sizden tani aldiginiz tarihten bugiine
kadar olan otomasyon sistemi iizerindeki bilgilerinizi (yas, cinsiyet gibi
sosyodemografik bilgileriniz ve kan testleri sonuclariniz) incelemek ve az miktarda kan
almak i¢in izin istemekteyiz. Bu arastirma ile ilgili olarak sizden beklenen istenen
tahlilleri yaptirmak, arastiricinin sorularina uygun ve dogru cevap vermek ve
sonuclarint zamaninda arastiriciya ulastirmaktir.

Eger aragtirmaya katilmay1 kabul ederseniz Yrd.Dog¢.Dr. Savas KARAKUS veya
onun gorevlendirecegi bir hekim tarafindan muayene edileceksiniz ve bulgular
kaydedilecektir. Muayene sonucunda doktorunuz uygun goriirse bu ¢alismaya
aliacaksiniz.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler:

1-) igne batmasina bagli olarak az bir ac1 duyabilirsiniz. Az bir ihtimal de olsa igne
batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya enfeksiyon riski vardir.

2.) Nadir de olsa kan alinan bolgede enfeksiyon ve sinir hasar1 sebebiyle kolda agri,
uyusma goriilebilir. Bunun disinda 5-10 ml kan kaybinin bilinen bir yan etkisi yoktur

Arastirma sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu
durum size veya yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiler
almak icin ya da calisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger
rahatsizliklariniz i¢in 05542533347 numarali telefondan proje yiiriitiiciisii Prof.Dr.
Sevtap Bakir’a bagvurabilirsiniz.
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Ayrica bu arastirma kapsamindaki biitlin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim
hizmetleri i¢in sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan hig¢bir
licret istenmeyecektir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan
kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorununuzun ortaya
¢itkmast halinde, her tiirlii tibbi miidahale sizden iicret talep edilmeden ve sosyal
giivenceniz kullanilmadan saglanacaktir desteklenmektedir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Aragtirmada yer
almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada aragtirmadan ayrilabilirsiniz. Bu
durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir.
Aragtiric1 bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda, uygulanan tedavi semasinin
gereklerini yerine getirmemeniz, ¢calisma programini aksatmaniz veya tedavinin
etkinligini artirmak vb. nedenlerle sizi aragtirmadan ¢ikarabilir. Arastirmanin sonuglari
bilimsel amagla kullanilacaktir, ¢alismadan ¢ekilmeniz ya da arastirici tarafindan
¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amagla
kullanilabilecektir.

Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa
bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama
yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz
de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

Calismaya Katilma Onay1:

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan 6nce goniilliiye verilmesi
gereken bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorular1
arastirictya sordum, yazili ve sozlii olarak bana yapilan tiim aciklamalari ayrintilariyla
anlamis bulunmaktayim. Calismaya katilmay1 isteyip istemedigime karar vermem i¢in
bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gézden
gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiiriitliciisiine yetki
veriyor ve soz konusu arastirmaya iligkin bana yapilan katilim davetini hi¢bir zorlama
ve bask1 olmaksizin goniillii olarak kabul ediyorum.

Bu formun imzal1 bir kopyasi bana verilecektir.

Gonallunin,

Adi-Soyadi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin,
Adi-Soyadz:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamklik eden kurulus
gorevlisinin/goriisme tamginin,
Adi-Soyadi:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:
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