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GiRIS

Endometriozis, endometrial gland ve stromanin ekstrauterin bulunmasi
olarak tanimlanan, benign, kronik ve yaygin gorulen bir jinekolojik
hastaliktir(1). Genis spektrumlu klinige sahip olmakla beraber tamamen
asemptomatik olabilecegi gibi kronik pelvik agri, dismenore ve infertiliteyle
de seyredebilir(2-3).

Endometriozisin inflamatuar bir hastallk oldugu ve patofizyolojisinde
endokrin, genetik ve gevresel faktorler kadar immun sistem degisikliklerinin
de oOnemli bir rol oynadigi dusunulmektedir (4-5). Endometriozis kronik
inflamasyonla iligkili oldugundan, yeni tedavi stratejileri immin moddule edici
ilaclara odaklanmaktadir. Ancak, immun htcre alt-gruplarinin, lokal olarak
uretilen  sitokinler, kemokinler ve ektopik endometriyal implantlarin
blylUmesini ve bunlarla iligkili enflamasyonu modlle eden diger mitojenik
faktorlerin agina nasil ve ne dlgude katkida bulundugu hakkinda pek az sey
bilinmektedir. Mast hucreleri (MH), 6zellikle alerjik reaksiyonlar sirasinda
bagisiklik sisteminin temel oyunculari olarak bilinmektedirler. Fakat, son
yillarda MH'lerin ¢ok daha genis bir islev yelpazesi sergiledikleri , ev sahibi
savunma ve yara iyilesme yanitlarina da dahil olduklari tespit edilmistir(6).

Ketotifen, anti-alerjik aktiviteye sahip bir sikloheptatiofen turevidir.
Ketotifen, histamin (H1) reseptorlerini segici olarak bloke ederek histamin
saliniminin neden oldugu semptomlari onlemektedir. Bu madde ayrica,
hipersensitivite reaksiyonlarinda rol oynayan mast hicrelerinden enflamatuar
mediatorlerin  salinmasina engel olarak kemotaksiyi ve eozinofillerin
aktivasyonunu azaltmaktadir(7).

Endometriotik lezyonlar boyunca mast hucrelerinin yaygin bir
infiltrasyonu go6zlenirken, bu hicrelerin ektopik endometriyum implantlarinin
blylimesini module eden ve endometrioz ile iligkili inflamasyonu aktive eden
molekdller agi Uzerine nasil katkida bulundugu hakkinda c¢ok az sey
bilinmektedir.(8)



Dienogest 17a-hidroksiprogesteronun Ozelliklerine sahip olan, oral
formda aktif bir yari sentetik progestojendir. 19-nortestosteronun bir tlrevidir
ve antiandrojenik Ozelliklere sahiptir. Agrii semptomlari hafifletmek ve
endometriotik lezyonlari azaltmak i¢cin endometriozisde onaylanmig bir tedavi
secenegidir (9).

Danazol, 17 —a-etinil testeronunun izoksazol turevi olan sentetik bir
ajandir. Ana etki mekanizmasi , midsiklustaki LH pikini baskilamak ve kronik
bir anovulasyon durumu yaratmaktir (10). Bu etkileri dolagimdaki steroid
transport proteinlerine ve hedef dokulardaki spesifik reseptorlere baglanarak
olusmaktadir. Danazol, gonadotropinleri inhibe ederek, gametogenezi ve
steroidogenezi baskilamaktadir. Ayrica gonadal ve adrenal steroidogenesis,
danazolin spesifik enzim sistemleri (Uzerindeki etkisi ile daha da
bastirilmaktadir. Danazol ayrica in vivo ve in vitro olarak immunoregulator
etkiler gosterir. Bu etki mekanizmalari sayesinde endometriyal atrofi ile
sonuglanan amenore ve hipoestrojenik bir duruma neden olarak Kklinik
iyilesme saglamaktadir (11). Fakat gunimizde danazol'un akne ,sicak
basmasi, hirsutizm ,kotu lipid profili ve irreversibl bir etki olan ses
kalinlagmasi ve karaciger enzim yuksekligi gibi yan etkileri sebebiyle medikal
tedavide daha az tercih edilmektedir.

Bu deneysel calismada, endometriozis patofizyolojisinde roli oldugu
dusunulen mast hucrelerini stabilize eden ketotifen'in endometriozis
tedavisinde etkinligi olup olmadidi ve varsa bu etkinligin endometriozis
tedavisinde etkinligi kanittanmig olan dienogest ve danazol ile

karsilastiriimasi amaclanmistir.



GENEL BILGILER

1. TANIM

Endometriozis, endometrial gland ve stromasinin uterus disinda
bulunmasi olarak tanimlanan, benign, hormon bagimli, kronik,inflamatuar ve
yaygin gorulen bir jinekolojik hastaliktir (1). Siklikla reproduktif kadinlarda
gOrulmektedir.

Endometriotik implantlar ,en sik periton Uzerinde yerlesmekte , ayrica
overler, rektovajinal septum ,ureter ve daha nadir olarak mesane perikard ve
plevrada bulunabilmektedir. (12-13).

2. SIKLIK

Endometriozisli  kadinlarin ¢ogu asemptomatik oldugundan ve
gorintileme  yontemlerinin  tanida  glvenligi  dusik  oldugundan
endometriozisin toplumdaki gortlme sikhgr bilinmemektedir. Endometriozis
tanisinda altin standart hispatolojik tani ile birlikte olan laparoskopi veya
laparatomidir (14-15). Cerrahinin endometriozis tanisinda tek guvenilir
yontem olmasindan ve genellikle guclu bir sekilde hastaliga isaret eden
belirti ya da klinik bulgulari olmayan hastalara cerrahi uygulanmamasi
nedeniyle sikligini belirlemek oldukga zordur. Asemptomatik kadinlarda
endometriozis prevelansi arastirilan popullasyona gére %Z2ile %22 arasinda
degdismektedir (16-17). Asemptomatik endometriozis sikligi elektif
sterilizasyon yapilanlarda ise %I-7, reproduktif dénemde pelvik agrisi
olanlarda %12-32, infertil kadinlarda %9-50 dir (17-18).

3. ETIYOLOJi

Endometriozisin patofizyolojisi net olarak aydinlatlamamamistir , ancak
destekleyici kanitlari olan gesitli teoriler 6ne suralmuastur.



3.1. Retrograd Menstruasyon ve implantasyon Teorisi

Endometrial dokunun fallop tlplerinden peritoneal bosluga gegisini
tanimlayan retrograd menstriasyon teorisi, ilk ve en ¢ok kabul goren teoridir
(19). Tubalardan batin bosluguna gegcen endometrial dokular peritoneal
mezotelyuma yapisarak invaze ettikten sonra canliliklarini surdirmek ve
baylimek icin kan damarlarini gelistirmektedir (13).

Menstriel akisi engelleyen mulleryan anomalileri olan kadinlarda
endometriozis yayginhgi akigi engellemeyen anomalileri olan kadinlara
kiyasla endometriozis gorulme sikligi daha fazla olmaktadir (21).

Menstriasyon esnasinda peritoneal maiden elde edilen canli endometrial
hicreler hlcre kultirinde yetistirilebilmekte ve peritonun mezotelyal
yuzeyine tutunup penetre olabilmektedir(22).

Bu kanitlar implantasyon teorisinin endometriozis patogenezinde ana
mekanizma oldugunu desteklemektedir. Her ne kadar endometriozis igin gok
saylida etiyoloji dnerilmis olsa da, retrograd menstriasyon ve htcre aracili
lenfositotoksisitenin her birinin hastaligin gelisiminde énemli bir rol oynadigi
aciktir. Menstriasyon esnasinda yapilan laparoskopilerde fallop tupleri agik
olan kadinlarin %75- 90’'inda periton boslugunda kan gozlenebilmektedir(20).
Fakat kadinlarda retrograd menstruasyon yuksek oranda goérilebilmesine
ragmen endometriozis sikligi bu oran ile korele gdzlenmemektedir
(23,24,25). Ayrica teori pelvise lokalize endometriotik implantlari
acliklayabilmekle beraber uzak alan tutulumlarini  agiklayamamaktadir
(21,26,27).

3.2. Golemik Metaplazi Teorisi

Pariyetal peritonun pleuripotent bir doku oldugunu ve histolojik olarak
normal endometriumdan ayirt edilemeyecek kadar metaplastik degisime
ugradigini 6ne slren teoridir. Over ve endometrium o&ncul hucreleri |,
mullerian kanal ¢élemik epitelden farklilastiklarindan dolay1 bu teori ovaryan
endometriozisi aciklayabilmektedir (28). Yanlhis entegre olmus ¢olemik



epitelde (erken embriyogenez esnasinda mezensimal ekstremite
tomurcuklari ile yakin komsuluktadir.) olusan metaplazi, ekstremiteler (bas
parmak, uyluk, diz) gibi alisiimamis bodlgelerdeki endometriozisi
aciklayabilmektedir (30).

Endometriozis menars oncesi donemdeki kizlarda ve primer amenoreik
kadinlarda da go6zlenebilmektedir. Ayrica  goreceli olarak az sayida
menstriel siklusu olan addlesanlarda gozlenen endometriozisde de ¢dlomik
metaplazi etkisi oldugu dusunulmektedir (29). Bu hasta drnekleri bu teoriyi
desteklemekle birlikte ¢dlomik metaplazi teorisi kuvvetli klinik ve deneysel

verilerle desteklenmemistir (31).

3.3. Lenfatik ve Vaskiiler Disseminasyon Teorisi

Endometrial dokunun anormal lenfatik ve vaskiler yayilim yoluyla
ekstrauterin dokulara yayildigini éne suren bir teoridir. Endometriozisin
perine, inguinel bolge gibi alisilmadik vyerlesimleri, bu teoriyi
desteklemektedir (32).
izole retroperitoneal endometriotik implant saptanan hastalarda bu yayilimin
lenfatik yolla oldugu dusunulmektedir. Bunun sebebi retroperitoneal bdlgenin
lenfatik agidan zengin olmasi ile iligkilendiriimektedir. Yinede bu teori igin az

miktarda deneysel ¢calisma bulunmaktadir (33).

3.4. indiiksiyon Teorisi

Colomik metaplazi teorisinin bir varyanti olarak sunulmustur. Bu teoride
cesitli hormonal ve biyolojik faktorlerin, farklilasmamis hcrelerin
endometrium dokusuna farklilagsmasina sebep oldugu dusindlmektedir. Bu
faktorlerin eksojen veya endometriumdan salinan faktérler oldugu ileri

surUlmektedir (34).



3.5. Hormonal Bagimlilik

Ostrojen ,endometriozis gelisiminde kesin olarak rol oynadigi gosterilen
esas faktordur (35). Kadindaki dstrojenin ¢ogu direkt overlerden Uretilse de ,
cesitli periferik dokularinda over ve adrenal kaynakli androjenlerin
aromatizasyonu ile ostrojen Urettikleri bilinmektedir. Endometriotik lezyonlarin
aromataz ve 17B-hidroksisteroid dehidrogenaz tip-1 eksperese ettigi
gosterilmistir. Fakat , implantlarda dstrojeni inaktive eden 173-hidroksisteroid
dehidrogenaz tip-2 bulunmamaktadir. (36). Bu sayede, implantlarin
Ostrojenik ortamda kalmasi saglanmis olmaktadir.

Normal endometrium dokusunda ise aromataz eksperese edilmekte ve
progesterona cevap olarak 17B-hidroksisteroid dehidrogenaz tip-2
salgilanmaktadir (37). Sonu¢ olarak menstriel siklusun luteal fazinda
progesteron 0Ostrojenin  endometrium Uzerindeki etkilerini antagonize

etmektedir.

3.6. immiinolojik Faktorler

Retrograd menstriasyon kadinlarda sik goérulen bir olaydir, ancak
retrograd menstruasyon olan her kadinda endometriozis gelismemektedir.
Endometriozisli kadinlarda immun sistemde bir takim degisiklikler olabileceqgi
ve hastaligin endometrial kaviteden kaynaklanan canli endometrial hicrelerin
azalmis immunolojik klirensi sonucu gelisebilecedi dusunulmektedir (38, 39).
Yapilan calismalarda endometritik implantlarda  bozulmus hlcresel ve
humoral immanite ile dedismis buylme faktorl ve sitokin sinyallerinin oldugu
saptanmistir. Peritoneal maideki endometrial hucrelerin klirensinin, azalmig
makrofaj aktivitesi ve azalmis naturel killer (NK) hicre aktivitesi sebebiyle
azalmasi sonucu endometriozis geligebilecedi dne surulmektedir (40).

Endometriozisli kadinlarda hlcresel immuanitenin bozuk oldugu ve T
lenfositlerininde bu  kapsamda yer aldigi dusundlmektedir. Hastaliktan
etkilenmemis kadinlarla endometriozisli kadinlar karsilastinildiginda ,toplam
lenfosit sayisi veya T helper / supersor alt grup oraninin, periferik kanda farkli
olmadidi bildirilmistir. Ancak endometriozisli kadinlarda periton sivisinda



lenfosit sayisi arttigi ve yine bununda hastalarda ,T lenfositlerin otolog
endometriuma karsi sitotoksik aktivitesinin bozuldugu gorulmektedir (41,42).

Birgok kanit endometriozisin subklinik bir peritoneal inflamasyon oldugu
ve bu inflamasyona artmis peritoneal sivi volumu ,artmis peritoneal sivi
lenfosit konsantrasyonu, artmig inflamtuar sitokinler, blylime faktorleri ve
anjiogenez uyarici faktérlerin sebep oldugunu goéstermektedir . Ornegin
endometriozislilerin peritoneal sivilarinda inlerlokin-13 (IL-1B) ,IL-6 ve tUmdr
nekrozis faktor alfa (TNF-a) seviyeleri artmistir (43,44). Ayni sekilde IL-8 ‘in
peritoneal sivi seviyeleri artmistir ve endometrial stromal hidcrelerin artigini
uyarmaktadir (45).

Monosit kemoakrantant protein -1 (MCP-1) ve RANTES (aktivasyon ile
dizenlenir, T hlcresi eksperese eder ve salgilar) monositler icin bir
kemoatraktanttir. Yapilan calismalarda bu sitokinlerin peritoneal sivi
seviyelerinin yukseldigi ve bu yuksekligin hastaligin siddeti ile dogru orantili
oldugu gozlemlenmistir (46,47).

Endometriotik implantlar boyunca mast hucrelerinin  yaygin bir
infiltrasyonu godzlenirken, bu hicrelerin ektopik endometriyum implantlarin
blylmesini modile eden ve endometriozis ile iligkili inflamasyonu aktive
eden molekuller ag Uzerine ne sekilde katkida bulundugu hakkinda c¢ok az
sey bilinmektedir. Cevresel toksinlere ve endojen bilesiklerine yanit olarak
bilinen bir transkripsiyon faktori olan aril hidrokarbon reseptori (AhR) mast
hicrelerinde bulunmaktadir. Mariuzzi ve ark. tarafindan yapilan galismada
endometrial stromal hucre buylUmesinin, Ahr aktivasyonu uUzerinden mast
hicreleri tarafindan salinan ¢6zlnebilir faktorlerinin  varliginda gelistigi
gosterilmigtir. Bu sonuglar, endometriozis patogenezinde mast hcrelerin
yeni bir mekanik roll oldugunu disundurmektedir (48).

Bu faktorlerin kesin rolleri net olarak bilinmese de, eksperesyon ve
aktivitelerindeki karigiklik, endometriozis patogenezinde immunolojik rollerini

desteklemektedir.



3.7. Genetik Faktorler

Endometriozisin poligenik / multifaktoryel olarak kalitildigr yapilan
epidemiyolojik caligmalarla gosterilmistir. Hastalik 1. derece akrabalarda %5
-%7 insidans ile kalitimsal yatkinlik gostermektedir (49).

GUnumuze kadar yapilmig olan en buylk calismada, 1000 in Uzerinde
etkilenmis kiz kardes ciftleri arastirnimis, 10926 kromozomunda anlamli iligiki
oldugu 6ne surualmastur (50). Ayrica calismada 20p13 kromozomunda kuguk
bir baglanti oldugu da gosterilmistir. Bu lokusun iginde veya yakininda
bulunan iki aday gen tanimlanmigtir. Biri, Ureme sisteminin gelisimi igin
gerekli olan transkripsiyon faktori EMX2 (51), digeri ise ovaryan
endometriozisin malign transformasyonuna sebep olan tUmor slpresor gen
PTEN’ dir (52).

Evre 2 endometriozisli olgularin incelendigi baska bir g¢alismada
mikrosatellit DNA analizi ile p16, GALT, p53 ve APOA2 lokuslarinda allellik
imbalansi (heterozigosite kaybi) gorilmuastur (54). Bir diger calismada ise
endometriotik implantlarin  %28’inde bir veya daha fazla bdlgede
heterozigosite kaybi gorulmustir. Bu bdlgeler: kromozom 9q(%18) ,11q(%18)
ve 22q(%15) (53). Yukardaki calismalarin bulgulari 1sinda endometrizosin
kismen genetik faktorlerin rol oynadigi bir olay olduguna dair kanitlar gittikge

artmaktadir.

3.8. Cevresel Faktorler

Cevresel toksinlere maruziyetin, endometriozisin gelisimine sebep
olduguna dair cesitli kanitlar bulunmaktadir. Ozellikle dioksinin
endometriozisin patogenezinde ki rolleri Uzerinde durulmaktadir. Dioksin
hicreye baglandiktan sonra aril hidrokarbon reseptdrini aktive ederek
etkisini gostermektedir. (55). Normal endometriuma kiyasla endomeriozis
dokularinda daha ylksek oranda (9 kat fazla) dioksinle uyarilan bir gen olan
CYP1 Al geni transkripsiyonuna rastlaniimigtir. Aril hirokarbon reseptori ve
dioksin iligkili genlerin semikantitatif revers tarnskriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu ile endometriotik implantlarda daha yuksek oranda ekspresyonu
da tespit edilmigtir (56). Yapilan bir baska calismada ise bu galismanin



aksine endometriozis prevelansi veya siddeti ile aril hidrokarbon reseptoru ve
aril hidrokarbon nukleer translakatoru veya CYP 1 A1 geni polimorfizmleri
arasinda baglanti saptanmamisitr  (57). Bu bulgular neticesinde
endometriozis ile dioksine maruz kalma arasinda baglanti oldugunu gosteren
yeterli kanit hentz gosterilememistir.

Bir cok farkli teori tanimlanmig olsa da , bu duruma bazi kadinlarin egilimi
olup bazilarinin olmamasi, bu hastaligin hala tanimlanmamig etiyolojileri

oldugunu gostermektedir.

4. ENDOMETRIOZISIN SINIFLAMASI VE LOKALIZASYONU
4.1. Anatomik Yerlegimler

Endometriozis pelvis iginde ve diger pelvis digi periton yuzeylerinin
herhangi bir yerinde gorulebilmektedir. Pelvik organlar arasinda en sik
overlerde izlenirken azalarak pelvik periton, anterior ve posterior kul-de-sak,
posterior broad ligament, uterosakral ligament, uterus, fallop tlpleri, sigmoid
kolon, appendiks ve round ligamentler Uzerinde izlenebilmektedir. Ayrica
,rektovajinal septum ,uerter nadir olarak mesane ,perikard, cerrahi skarlar ve

plevra tutulabilir. (28).
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Sekil1: Batin ve pelviste endometriotik implantlarin olasi yerlesimleri



4.2. Siniflama Sistemi

Endometriozis siniflamasinda bircok klasifikasyon sistemi 6nerilmekle
beraber bunlardan sadece 1997°de ASRM ( Amerikan Ureme Tibbi Dernegi)
tarafindan olusturulan siniflama  sistemi kabul edilmistir. Bu sistem
implantlarin gérinima , boyutu, peritoneal- ovaryan implantlarin gérunimu ,
bayuklugu, derinligi , adneksiyel lezyonlarin varhgi, yayginhgdi ve cul-de sac
obliterasyonuna dayanarak yapiimaktadir (58,59). Peritoneal ve ovaryan
lezyonlarin morfolojisi kirmizi ( kirmizi,kirmizi-pembe ve renksiz lezyonlar) ,
beyaz ( beyaz , sari- kahverengi ve peritoneal hasarlar ) ,ve siyah ( siyah ve
mavi lezyonlar ) olarak siniflanmaktadir.

ASRM siniflandirma sistemi yaygin olarak bilinmekte ve uzun sureden
beri klinik pratikte ve arastirmada kullanilmaktadir. Fakat ASRM'nin kendisi
tarafindan kabul edildigi gibi tedavi sonrasi gebe kalma oranlari ve agri

semptomlari ile zayif bir korelasyonu bulunmaktadir (60).
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Sekil 3: Amerikan Ureme Tibbi Dernegi yenilenmis endometriozis
klasifikasyonu (ASRM 1997)

5. KLINIK SEMPTOMLAR

Endometriozisli kadinlar daha az siklikla asemptomatik olarak karsimiza
ciksalarda , siklikla iki temel semptom olan vyakinirlar: pelvik agri
(dismenore, disparanue) ve/veya infertiliteden yakinmaktadirlar. Bu iki ana
semptom disinda  endometriotik implanlatlarin yerlestigi dokuya 0zgu
semptomlarda ortaya gikabilmektedir. Gastrointestinel sistemde yer alirlarsa ;
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agri, konstipasyon,gaz veya distansiyon ,barsak aliskanliklarinda
degisiklikler, Uriner sistemde yer alirlarsa ; hematiri, yan agrisi, pulmoner
sistemde yer alirlarsa (Ekstra periton-plevra); hemoptizi, pnémotoraks gibi

semptomlarla hekimlere bagvurabilmektedirler.

5.1. Agn

Endometriozisin sik gorilen bir semptomu olarak karsimiza gikan agri
endometriozisli kadinlarda degigkinlik gosterip siklik ve kronik agri seklinde
olabilmektedir. Agrinin yayihmi degisken olmakla birlikte ¢ogu zaman
bilateral agri seklinde gézlemlenmektedir. Lokal agrilar ise rektal, Ureteral ve
mesane gibi tutulan sistemden kaynaklanan agrilar seklinde olabilmektedir.
Bazen sirtin alt bolgelerinde ve belde de agri olusabilmektedir (61).

Agrinin  patofizyolojisi net sekilde agiklanamamaktadir. Fakat
patofizyolojide endometriotik lezyonlardan periton sivisina proinflamtuar
sitokin ve prostaglandin salinmi (13) , pelvik tabandaki sinirlerin irritasyonu
ya da dogrudan infiltrasyonu (62) ve endometriotik implantlarda menstriel
kanin koleksiyonu (63) sorumlu oldugu disunulmektedir.

Endometriozisde hastaligin siddeti ile agri arasinda korelasyon
bulunmamaktadir (17,64). Bir calismada ,endometriozis evresi ve dismenore
siddeti ve nonmestruel agri arasinda belirgin ancak zayif korelasyon varken,
arka kuldesak lezyonlari ve disparoni arasinda gugclu bir baglanti oldugu
bildirilmistir (65).

5.1. Subfertilite

Saglikh kadinlarda aylik fekundite orani (MFR) ayda yaklasik% 15-20 dir.
(yas ile azalir.) Endometriozisli kadinlarda ise bu oran % 2-10'dir (60). Ayrica
yapilan calismalarda infertil hastalarda kontrol grubundaki fertil kadinlara
gore daha fazla endometriozis oldugu saptanmistir (%13-33’e kargi %4-8)
(68).

Endometriozis ve infertilite arasinda nedensel bir iligkiyi destekleyen
patofizyolojik cesitli faktdrler bulunmaktadir : oosit kalitesini, folikllojenezi ve

luteal fonksiyonu etkileyen periton sivisindaki kronik inflamatuar degisiklikler,
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makrofajlarin ve fagositik disfonksiyonun proliferasyonu, proinflamatuar ve
anjiyojenik faktorlerin salinimi ,sperm-oosit etkilesimini etkileyen periton
sivisinda degisiklikler , tubo-over temasini engelleyen fallop tuplerinin normal
anatomisinin distorsiyonu, kronik inflamatuvar degisikliklere bagli olarak
degismis endometriyal reseptivite, degistiriimis uterotubal transporta neden
olan miyometriyumun disperiztalizmi 6ne sudrulen ve arastirilan faktorler
arasinda yer almaktadirlar (66-67).

Mathias ve ark. galigmalarinda orta derecede veya siddetli endometriozis
varliginda, overleri icine almig ise ve olusan yapisikliklar tuba-ovaryan
motiliteyi ve ovum pick up ‘ini bloke ediyorsa subfertilite ile endometriozisin
iligkili oldugunu saptamiglardir (69). Ancak endometriozis ve infertilite
arasindaki baglantiyi destekleyen ¢ok sayida mekanizma ortaya konulsada ,

fertilite ve minimal veya hafif endometriozis ile iliskisi hala tartismalidir (70).

6. TANI
6.1. Fizik muayene

Endometriozisli kadinlarda genellikle klinik muayene sirasinda higbir
anormal bulgu saptanmamaktadir. Vulva ,vagen ve servikste endometriozis
nadir goérilmesine ragmen muayene sirasinda mutlaka endometriozisin
herhangi bir bulgusu ydninden bu bdlgeler dikkatlice incelenmelidir.
Spekulum incelemesinde genellikle herhangi bir bulgu saptanmamaktadir.
Fakat bu muayene sirasinda saptanan bazi bulgular endometriozisi
distndurmektedir. Bu bulgular; igne ucu serviks izlenmesi ve arka fornikste
yer alan, mavi renkli tipik implantlar ya da temas edilince kanayan kirmizi
proliferatif lezyonlar olarak karsimiza c¢ikmaktadir (72). Diger olasi
endometriozis bulgulan ise, culde sac ve uterosakral ligamentteki
nodularitenin palpasyonu, uterosakral skarlasma nedeni ile serviksin laterale
yer degistirmesi, rektovajinal septumda agrili sisme ve unilateral ve ya
bilateral ovaryan endometriomalara bagli palpasyonda adneksiyel Kkitle
saptanmaktadir (73). Klinik muayene taniya yardimci olabilse de pelvik
organ hassasiyetin duyarlihgr %36-90, Ozgulliga ise %32-92 olarak
gorulmektedir (74).
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6.2. Laboratuar Testleri

Endometriozis tanisini koyan kesin bir laboratuar testi olmadigindan
laboratuar testleri, pelvik agrinin diger nedenlerini ekarte etmek igin
kullaniimaktadir.

CA 125, c¢olemik epitel derivelerinden (endometrium, fallop tipl epiteli,
endoserviks ve plevra gibi) eksprese edilen glikoprotein yapida bir hucre
yuzey antijenidir. CA-125 duzeyleri orta ve ciddi endometriozisi olanlarda
genellikle belirgin olarak yuksek saptanirken minimal ve hafif endometriozisi
olanlarda ise normal olarak bulunmustur (75,76). Endometritotik lezyonlarin
peritoneal irritasyon yaparak inflamasyona yol actigi ve cal125
eksperesyonuna sebep oldugu varsayilmaktadir (75).

Serum CA-125 degerleri menstriel siklus slresince degiskenlik
gOsterebilmektedir ve siklikla menstruasyonda en yuksek seviyelerde iken,
folikller fazin ortasinda ve ovulasyonda en duslUk seviyelerine inmektedir
(77,78).

Endometriozis icin riskli oldugu bilinen infertil veya pelvik agrisi olan
secilmis kadinlarda CA 125 ‘in spesifitesinin %80 ‘in Uzerinde oldugu
bildirilmistir. Fakat CA 125’in dlsuk sensitivite seviyeleri (bir ¢ok ¢alismada
%20-50) endometriozis tanisi icin klinik kullaniminda kisittamalara yol
acmaktadir. Menstriel period boyunca CA 125 dlzeylerindeki artisin
endometriozisli kadinlarda daha belirigin oldugu saptandigindan menstruel
siklus suresince sensitivitenin yukselebilecegi 6ne surdlmustar. (77,79).

CA 125 seri Olgumleri tedavi sonrasi endometriozisin rekdrensini tahmin
etmede kullanilabilmektedir (80,81). Kombine medikal ve cerrahi tedavi
sonrasi veya danazol, gonadotropin releasing hormon ( GnRH) analoglari ve
ya gestrinon tedavileri sonrasinda CA 125 seviyeleri dugsmekte ancak bu
disUs medroksiprogesteron asetat( MPA) veya plaseboda gézlenmemektedir
(82). Yapilan baska calismalar ise tedavi sonrasi CA 125 seviyeleri ile
hastaligin reklrrensi arasinda korelasyon olmadidini ortaya koymaktadir
(83,84).
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Endometriozis tanisinda kullanilmak Uzere arastirilan diger serum
belirtecleri CA19-9, serum plasental protein 14 (PP14; glikodelin A),
interlokin-6 (IL-6), tUmor nekrozis faktor-a (TNF-a) dir. Ancak bu belirtegler,
endometriozis  tanisinda yetersiz sensitivite ve spesifiteleri olmasiyla

sebebiyle klinik olarak kullaniimamaktadir (85).

6.3. Tanisal Goruntiileme
6.3. 1. Ultrasonografi (USG)

Endometriozis tanisinda oOzellikle ovaryan endometrioma tanisinda
transvajinal sonografi (TVS) yaygin olarak kullaniimaktadir. Ancak peritoneal
endometriozis ve adezyonlarin goruntilenmesinde yetersiz kalmaktadir.(86)

Endometriomalar ultrasonografide tipik olarak hipoekoik ve ince duvarl
olarak izlenmektedir, fakat nadiren de olsa kalin septali, kalin cidarli ve
hiperekoikte izlenebilmektedirler. Doppler ile bakildiginda kistin ¢cevresinde
akim kodlanir iken kistin icerisinde akim saptanmaz. TVS nin tanidaki
duyarliligi %64-90 ve 6zgullugu %22-100 arasinda degismektedir (87).

Derin infiltratif endometriozisin mesane, sakrouterin ligamanlar veya
rektovajinal septum tutulumunun gosterilmesinde, transvajinal veya

transrektal ultrasonografi faydali olabilmektedir (88,89).

6.3. 2. Manyetik Rezonans Goériintiileme (MRG)

Manyetik rezonans goéruntileme (MRG) ydntemleri gibi diger bazi
metodlar saptanan bulgulari konfirme etmek amaciyla kullanilabilmektedir
ancak primer tani yontemi olarak kullaniimalarn uygun degildir (90). MRG
ovaryen endometriomalarin saptanmasi ve diger kistik yapilardan ayirt
edilmesinde yardimci olabilmektedir, fakat klguk peritoneal implantlari
goruntulemede vyetersiz kalmaktadir. Histopatolojik olarak tani almis
endometriozisli kadinlarda ,MRG yaklasik %70 duyarllik ve %75 6zgullige
sahiptir (91).
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Endometrioma T1 agirlikh kesitlerde hiperintens kitle olarak , T2 agirhkl

kesitlerde ise hipointense olarak izlenmektedir (92).

6.3.3. Tanisal Laparoskopi

Endometriozis tanisinda kullanilan ana yontem laparoskopidir. Diagnostik
laparoskopi esnasinda pelvik ve abdominal kavite endometriozis varligi
acgisindan sistematik olarak go6zlemlenmelidir . Barsak, mesane, uterus,
tubalar, overler, cul-de-sac ve broad ligamentin inspeksiyonu yapiimali ve
kint bir probla derin infiltratif endometriozisin isareti olabilecek nodularitenin
palpasyonu yapilmalidir (93).

Laparoskopide peritonun serozal yuzeyinde karakteristik bulgular ( barut
yanigi ) saptanabilir. Bu bulgular siyah, koyu kahverengi veya mavimsi
noduller seklinde veya degisken derecede fibrozis ile gevrili eski hemoraji
iceren kucglUk kistler seklinde izlenebilir. Derin infitratif endometrioziste
laparoskopik bulgular minimal hastalik gorintisune sahip olabilir.ou nedenle
nodularite palpasyonu 6nem tagimaktadir (94).

Laparoskopik bulgulara dayanarak tani konulmasi siklikla fazladan taniya
sebep olmaktadir. Bu nedenle laparoskopi sirasinda supheli lezyonlardan
mutlaka biyopsi yapilarak histopatolojik tani ile degerlendiriimelidir.
Laparoskopik ve histolojik bulgular arasindaki uyumzusluk genellikle skar
olusmus lezyonlardan kaynaklanmaktadir. Histolojik tani uterin kavite diginda
hem endometrial bezlerin hem de stromanin varhiginin gosterilmesi ile
koyulmaktadir ( 95,96).

7. TEDAVI

Tedavi, hastaligin etkisi ve tedavinin hayat kalitesi Uzerine etkisini
kapsayacak sekilde klinik batlnlik iginde kisisellestiriimelidir. Endometriozisli
kadinlarin gogunda reprodiktif donemde olmalari nedeni ile fertilitenin
korunmasi amaglanmaktadir. Birgok hasta agri ve subfertiliteye sahiptir ve
agrinin tedavisinden sonra c¢ocuk istemleri bulunmaktadir. Agri tedavi

secimini komplike hale getiren bir semptomdur. Semptomatik endometriozisli
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kadinlarin analjezik, hormon, cerrahi ve yardimci ureme teknikleri veya

bunlarin kombinasyonu ile tedavisi mumkun olmaktadir (97).

7.1. Agrinin Medikal Tedavisi
7.1.1. Nonsteroid Anti-inflamatuar ilaglar

Siklooksijenaz izoenzim 1 ve 2 yi ( COX-1 VE COX-2 ) non selektif olarak
inhibe ederek etki gosterirler ve bu gruptaki selektif COX-2 inhibitorleri
spesifik olarak COX-2 izoenzimini baskilarlar. Endometriozisin kronik
inflamatuar bir hastalik oldugu dusunudlince, anti-inflamatuar ilaglar agri
tedavisinde etkili gibi gériinmektedir.

Endometriozisin laparoskopi ile tani almasindan dnce primer dismenore
veya pelvik agrisi olan kadinlarda bilinen endometriozise bagli minimal veya
hafif agri tedavisi icin ilk segilecek ilaglar NSAID’dir. Endometriozis ile iliskili
agrida NSAID ‘lerin analjezik etkisi ayrintili olarak arastirilmamistir. Allen C.
ve ark. tarafindan yapilan calismada ,endometriozis ile iligkili agrinin
tamamen yada tatmin edici derecede giderilmesinde , naproksen ile %83 |,
plasebo ile %41 basari elde edildigi gosterilmistir. Naproksen alan grup ,
plasebo alanlarla kiyaslandiginda daha az destekleyici analjezik alma ihtiyaci
oldugu gosterilmigtir (98).

Endometriozisle iligkili agrinin azaltimasinda NSAID’lerin efektivitesi anti
inflamtuar etkisinin yaninda lokal antinosiseptif etki ve santral
sensitizasyonun azaltiimasi ile agiklanabilir. Ancak agrida oldukga etkili olan
NSAID’lerin gastrik Ulser , olasi ovulasyon inhibisyonu gibi gesitli yan etkileri
bulunmaktadir. Ovulasyon sirasinda prostaglandinler folikll  rlaptar
mekanizmasinda rol oynadiklarindan NSAID’ler ovulasyon inhibisyonuna yol
acabilecekleri unutulmamalidir. Bu sebeple gebe kalmak isteyen kadinlara

ovulasyon esnasinda NSAID énerilmemektedir (99).

7.1.2. Kombine Oral Kontraseptifler

KOK’lar ,gonadotropin salinimini, menstriel kan akimini azaltarak ve

implantlari desidualize ederek endometriozisde etki gostermektedir. Ayni
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zamanda, KOK'lar endometriotik implantlardaki ndronal uyarilmayi ve
noronal buyume faktoru ekspresyonunu azaltarak da etki etmektedir (100).
Her ne kadar oral kontraseptifler desidulize endometriumu indukleselerde
ilaglarin Ostrojenik bileseni tedavinin ilk haftasinda endometrial gelisimi
stimule ettigindenproliferatif dbnemde pelvik agriyi arttirmaktadir.

OKS'yi siklik olarak kullanmak endometrioizis gelisimi ve rekurrensi
acisindan profilaksi saglayabilmektedir. Siklik olarak kullanilabildikleri gibi ara
vermeden, menstriel kanamadan bagimsiz olarak  sureklide
kullanilabilmektedir. Dusuk doz monofazik kombine kontraseptifler (6-12 ay
boyunca ginde 1 hap) endometriozis tedavisinde , amenore ve endometrial
desidluzlizasyonla sonuglanan ‘pseudogebelik ‘* durumunu olusturmak igin
kullanilabilmektedir (101). Oral kontraseptiflerle induklenen amenore ,
potansiyel olarak retrograd menstrlasyonu Onleyip ayrica odaklar igine
kanamay! Onleyip hastaligin ilerlemesini yavagslatmaktadir. Ancak oral
kontraseptiflerle yapilan medikal tedavinin kesin bir tedavi oldugunu gdsteren
tatmin edici kanitlar bulunmamaktadir. Bircok hastada tedavinin
sonlanmasini takiben induklenen atrofide olmus endometrial implantlar
reaktivasyon gostermektedir (103).

Monofazik KOK’lar endometriozis tedavisinde kullaniimaktadir. Ancak
multifazik KOK’lara  klinik  UstinlGguni  gosteren  yeterli  kanit
bulunmamaktadir. Ayrica diguk doz KOK’ larin ( 20 ug etinil dstradiol iceren )
endometriozis tedavisinde geleneksel dozlardaki KOK’' lara Gstlnligu
kanittanamamistir ve daha yuksek oranda anormal kanamaya neden
olmaktadir (102).

7.1.3. Progestinler

Progestinler gosterdikleri antiendometriotik etki ile endometrial dokuda ilk
olarak desidualizasyona, sonugta da endometrial atrofiye neden olmaktadir.
Ayrica noéral sinir duyarlihginini azaltmakta ve endometriotik lezyonun noral
blylme faktori ekspresyonunu azaltmaktadir. (104).

Progestinler , danazol ve GnRH analoglar kadar etkili olduklari halde bu

ilaglardan daha az yan etkiye neden olmalarindan dolaylr ¢ogunlukla
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endometriozis tedavisinde ilk secenek ilaglar olarak tercih edilmektedir (105).
Oral progestinler , depo medroksiprogesteron asetat (DMPA) , levonorgestrel
salgilayan rahim igi araclar (RIA), ve yeni selektif progesteron reseptor
modulatorleri (SPRM ) olmak Uzere ¢esitli sekillerde uygulanabilmektedir.

Depo medroksiprogesteron asetat (DMPA); her 3 ayda bir 150 mg
uygulanan medroksiprogesteron asetat endometriozisle iligkili agri
tedavisinde oldukca etkili olmaktadir. Ancak amenore ve anovulasyonu
induklenmesinden dolay! infertil kadinlarda kullaniimasi 6nerilmemektedir
(105).

Dienogest;  progestojenik ve anti-androjenik etkinligi olan bir 19-
nortestosteron turevidir (106). Endometriyal lezyonlarin bliyumesi santral ve
lokal etkiler olmak Uzere gesitli mekanizmalar yoluyla inhibe edilmektedir.
Dienogestin santral etkileri; gonadotropin sekresyonunun inhibisyonu,
hipoestrojenik, hipergestrojenik endokrin ¢evrenin endometriyal dokuda
desidualizasyona yol agmasi ve takiben lezyonlarin atrofiye olmasi
seklindedir. Lokal etkiler ise; progesteron reseptori yoluyla olusan
progestasyonel etkilerden bagimsiz bir sekilde, endometriyuma benzer
dokunun proliferasyonu uzerinde direkt inhibitor etki, endometriyozisle iligkili
enflamasyon Uzerinde etki gostermesi ile olusmaktadir. Dienogest parakrin
seviyede endometriyuma benzer dokunun estrojene karsi yanitini
duzenleyen metalloproteinazlarin modulasyonunu yaparak etki
gostermektedir (107,108,109). Strowitzki ve ark. tarafindan yapilan
calismada 12 haftalik 2 mg dienogest kullanimi plasebo ile kargilastiriimis ve
Dienogestin endometriyozis ile iligkili pelvik agrinin gideriimesinde
plasebodan anlamli derecede Ustin oldugu saptanmistir. Yan etki profili
acisindan plaseboya kiyasla daha az kemik kaybi , sicak basmasi ve daha
cok irregller kanama oldugu bildirilmistir (110).

Levonorgestrel salgilayan rahim ici araglar (RIA); endometrial glandiiler
atrofi ve stromal desidual transformasyonu indikleyerek etki etmekte ve ayni
zamanda endometrial hicre proliferasyonunu azaltip ve apoptotik aktiviteyi
arttirmaktadir. Peritoneal veya rektovajinal endometriozisi olan kadinlarda
agn tedavisinde gunluk 20 pg levonorgestrel salgilayan rahim igi araglar

20



kullanildiginda agri  ve konservatif cerrahi sonrasinda dismenore

rekdrrensinin azaldigi gorulmastar (111).

7.1.4. Progesteron Antagonistleri ve Selektif Progesteron Reseptor
Modulatorleri

Endometrium Uzerinde antiproliferatif etkiler yaparak endometriozisi
stprese etmektedir, ancak GnRH tedavisinde izlenen hipodstrojenizm ve
kemik kaybi bu tedavide gorulmemektedir.

Mifepriston (RU 486) bir progesteron antagonistidir ve endometriozisli
kadinlar Gizerinde yapilan galismalar sonucunda, oral olarak 6 ay boyunca 50
mg/gun dozuna kullaniimasi énerilmektedir. Bu kullanim sekli ile pelvik agriyi

ve endometriozisin yayginligini azalttigi bulunmustur (112).

7.1.5. Danazol

17-a etinil testeronun izoksazol turevi olan sentetik bir ajandir. Danazol
GnRH ve gonadotropin sekresyonunun baskilanmasi , streidogenezin direk
inhibisyonu ,0strodiol ve progesteronun metabolik kliresinde artis
endometrial androjen ve progesteron reseptorleri ile direkt antagonist ve
agonistik etkilesim olusturarak etki yapmaktadir. Bu mekanizmalar sayesinde
yuksek androjenik , dusuk ostrojenik bir ortam olugsmaktadir (113). Ayrica
danazolin immdunolojik etkileri ise; serum c3 ‘de azalma ,serum c4
seviyesinde yukselme ,cesitli fosfolipid antijenlere karsi azalmis serum
otoantikor seviyeleri ve tedavi esnasinda CA 125 seviyelerinde azalma olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. T hicre mitojenleri ile aktive edilen kultirlerde
periferik kan lenfosit proliferasyonunu Onlemektedir. Fakat cesitli
calismalarda makrofaj bagimlhi B lenfositlerinin T lenfosit aktivasyonunu
etkilemedigi gérulmastur. (115,116,117,118).

Telimaa ve ark. tarafindan yapilan calismada gtinde 3 kez 6 ay sure 200
mg oral kullanilan danazolin pelvik agriyi plasebo grubuna gére daha yuksek
azalttigi goérulmustar (114). Fakat kullanilan bu dozlarda, sivi retansiyonu,
akne, hirsutizm sicak basmasi , seste kalinlasma, kotu lipid profili ,karaciger
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enzim yuksekligi veya duygu durum degisikliklerini iceren yan etkilerin ortaya
ciktigr saptanmistir. Ozellikle olusan ses kalinlasmasinin irreversibl olmasi
rutinde endometriozisde etkili olmasina ragmen ilacin kullanimini

engellemektedir (119).

7.1.6. Gonadotropin Serbestlestirici Hormon Analoglari

Endojen pulsatil salinan GnRH, 6n hipofizden pulsatil gonadotropin
salinimina sebep olurken , pulsatii olmayan GnRH salinimi , hipofizde
desensitizasyona ve overlerde steroidogenezin durmasina sebep olmaktadir
(120). Endometriozis tedavisinde oldukga etkili olan GnRH analoglarinin
rutinde kullanimi ciddi yan etkileri ve maliyetinin yuksek olmasi nedeni ile
kisith olmaktadir. Saptanan vyan etkileri arasinda vazomotor semptomlar,
uykusuzluk, Urogenital atrofi, kemik mineral yogunlugunda azalma yer
almaktadir (121). Kemik kaybi en 6nemli yan etkilerden biridir ve 6 aylik
tedavide trabekuler kemikte %6- 8 kayip izlenmektedir. 6 aydan uzun surel
tedavi gerektigi durumlarda ise kemik kaybinin reversibilitesi tartismali
oldugundan bu konuda 6nlem alinmasi gerekmektedir. GnRH analoglari
tarafindan olusturulan hipodstrojenik duruma sekonder olusan vazomotor
semptomlar ve kemik mineral yogunlugunda azalma “add-back” &strojen

tedavisi ile engellenebilmektedir (122,123).

7.1.7. Aromataz inhibitorleri

Aromataz, androjenden Ostrojen olusumunda rol alan bir enzimdir. Bu
enzimin inhibisyonu ile endometriotik implantlarda regresyon oldugunu
gOsteren  cesitli calismalar mevcuttur. Yapilan bir c¢alismada aromataz
inhibitérleri GnRH analoglari, OKS ve progestin ile kombine edilmis ve bu
kombine tedavi ile endometriozisli hastalarin ortalama agri skorlarinda ve
lezyon boyutlarinda azalma oldugu saptanmistir. Aromataz inhibitorleri
endometriotik lezyon boyutunda azalma ve agrinin azaltiimasinda etkin
gorulmektedir, ancak diger hormonal tedaviler ile kombinasyonu
gerekmektedir (124,125).
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7.2. Agrinin Cerrahi Tedavisi

Endometriozis ile iligkili agr igin c¢esitli cerrahi tedavi modaliteleri
bulunmaktadir. Bu cesitli cerrahi yaklasimlar; lezyonlarin ¢ikartiimasi ve
adezyolizis, endometrioma ekstirpasyonu, presakral norektomi ve
laparoskopik uterin sinir ablasyonundan olusmaktadir. Bu cerrahi modaliteler
laparotomi veya laparoskopik olarak uygulanabilmektedir (126).Cerrahi
tedavinin belirgin plasebo etkisi bulunmaktadir. Tanisal laparoskopide
endometriotik implantlar tam olarak ¢ikariimayip koterize edildiginde bile agri
kaybolmasi %50 civarinda olmaktadir (127,128,129).

7.3. Fertilite icin Cerrahi Tedavi

Endometriozis ile iliskili infertilite tedavisinde hastanin yasi, infertilite
suresi ,endometriozis evresi, tip-over iligkisinin bozulmasi, énceki tedaviler,
iligkili agri semptomu ve hastanin hastaliga kargi bakis-davranig sekli ve
tedavi fiyati beklentilere gore cesitlilik gostermektedir. Minimal-orta dizey
endometriozis igin cerrahi modalite oldukga karisiktir. Bir metaanalize goére
minimal-orta dizey endometriozisli kadinlarda endometriotik doku ablasyonu
ve adezyolizis ,diagnostik laparoskopi yapilanlara gore fertiliteyi artirmaktadir
(130,131,132).

Orta-agir diuzey endometriozisli hastalarin , anatomi ve tubal fonksiyonu
dizeltmek igin cerrahi ile tedavi edilmeleri gerekmektedir. Ancak cerrahi
sonrasi gebelik oranlarinin arttigina dair sonug¢ g¢ikarmig hi¢bir randomize
calisma ve metaanaliz bulunmamaktadir (133). Calismlarada Orta- agir
endometriozisli kadinlarda cerrahi sonrasi 9-12 aylik surede gebelik
oranlarinin %24-30 arasinda degisebildigi saptanmistir. (133,134).

Overyan endometrioma boyutu 4 cm UGzerinde olan kadinlarda
laparoskopik kistektominin drenaj ve koagulasyona ustin oldugu ve gebelik

oranlarini arttirdigi géralmustur. (135,136).
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7.4. Fertilite icin Medikal Tedavi

Hormonal tedavi endometriozisi tedavi etmemekte yalnizca endometriotik
implantlari baskilamaktadir. Batun tibbi tedaviler (analjezikler hari¢) ovaryan
aktiviteyi engelleyerek kontraseptif bir etkiye sahip oldugu icin, gebe kalma
arzusu olan kadinlar icin uygun olmamaktadir. Randomize caligmalarda
fertilite arzsusu olan kadinlarda postoperatif medikal tedavinin etkinligi
olmamasi nedeniyle endike olmadigi belirtiimektedir. Konservatif cerrahi
sonrasl 6-12 aylik donemde en ylksek spontan gebelik oranlari oldugu
bildiriimektedir (60).

Gebelik isteyen endometriozisli kadinlarda yardimci Ureme teknikleri
(ART) — kontrollu ovaryan hiperstimilasyon, intrauterin inseminasyon, IVF ve
gamet intrafallopian transfer (GIFT) — cerrahi rekonstriiksiyon sonrasi ek
tedavi secenegdi olarak uygulanabilmektedir. Minimal / hafif endometriozisi
olan kadinlarda tuba-ovaryan iligki bozulmamigsa IUl iyi bir tedavi segenedi
olabilmekte ve ovulasyon indiksyonu ile Ul 6nerilmektedir (137). Tedavi
edilmemis orta / siddetli endometriozisli kadinlarda ise intrauterin
inseminasyonun gebelik oranlarini arttirdigina dair yeterli veri

bulunmamaktadir (60).

8. KETOTIFEN

Ketotifen; mast hlcre stabilizatéric ve histamin (h1) reseptor
antagonistidir. Histamin ve |okotrienler gibi allerjik mediyatorlerin salinimini
inhibe ederek ve Insan rekombinan sitokinleri tarafindan eozinofillerin
olgunlasmasini inhibe ederek ve bdylece enflamatuvar odaga eozinofil
akisini baskilanmakta ayrica PAF (Trombosit aktive edici faktor) tarafindan
trombosit aktivasyonu yaparak etki gostermektedir.

Endometriotik implantlar boyunca mast hucrelerinin  yaygin bir
infiltrasyonu gdzlenirken, bu hicrelerin ektopik endometriyum implantlarin
bdyumesini module eden ve endometrioz ile iligkili inflamasyonu aktive eden

molekuller ag Uzerine nasil katkida bulundugu hakkinda c¢ok az sey
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bilinmektedir. Yapilan bir calismada ¢evresel toksinlere ve endojen bilesiklere
yanit verdigi bilinen bir transkripsiyon faktora olan Aril Hidrokarbon
Reseptorinin  MC'lerinde bulundugu ve reseptérin uyariimasi ile
MH’lerinden IL-17 ve reaktif oksijen radikalleri salinarak inflamatuar sirecin
bagladigi saptanmistir. Bu calismalarin 1si1ginda endometriozis

patogenezinde MH'lerin yeni bir mekanik roll oldugu dusunulmektedir (138).

9. Ki-67 PROLIFERASYON INDEKSI

Ki-67, GO hari¢ hucre siklusunun G1, S, G2 ve M fazlarinda bulunan
nukleer bir proteindir (144). Ki-67 normal ve neoplastik dokularda hucre
proliferasyonunu dlgmede yaygin olarak kullaniimaktadir (145). Yapilan bir
calismada endometriumda Ki-67 ekspresyonu proliferasyon fazinda,
sekresyon ve menstruasyon fazina goére daha yuksek oldugu saptanmistir
(146). Bu bilgiler 1s1ginda g¢alismamizda endometriotik dokularda ki-67

proliferasyon indeksi incelenmistir.
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GEREG VE YONTEM

1.Deneysel Modelin ve Gruplarin Olusturulmasi

Calisma igin 40 adet 220-280 gr araliginda disi Wistar Albino cinsi
sigcanlara 40mg/ kg ketamin hidrokloride, 2mg/kg kslazin hidroklorid karigimi
ile anestezi yapildi. Batina Uretral agikligin Ustinden baglayan 3 cm lik
vertikal kesiyle girilerek uterin hornlar iki tarafdan suture edilerek 1 cm lik
alan cikarildi. Cikarilan endometrial fragman longutidunal ikiye ayrilarak
endometrium tespit edilen peritona 4.0 poliprolenle iki tarafli sitlre edilerek
transplante edildi. Steril sartlarda cilt-cilt alti kapatildi ve denekler rastgele
her bir grupta 6 denek olacak sekilde 5 gruba ayrild1.

Grup 1: Ketotifen grubu (1mg/kg/giin, Oral )
Grup 2: Dienogst grubu (0.3mg/kg/gun, Oral)
Grup 3: Danazol grubu (100mg/kg/gun, Oral)
Grup 4: isolyte S grubu (1cc/giin, Oral)

Grup 5: Kontrol grubu (Ketotifen, Dienogest, Danazol ve Isolyte S verilmedi. )

Tum gruplardaki denekler 4 hafta boyunca takip edildi. Her 3 glnde bir

pansuman yapildi.

2.implantlarin Degerlendirilmesi

Endometriozis modeli uygulamasindan 4 hafta sonra relaparatomi
yapilarak endometriotik implantlarin boyutu, hacmi ve ¢alismaya uygunlugu
degerlendirildi. Her gruptaki tedavi oncesi implant hacimleri, boyutlari
Olcllerek hesaplandi. Hacim hesaplamalari icin elipsoid hacim formula

(uzunluk X geniglik X ytkseklik X 0.52 mm3) kullaniimistir .
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Resim 1: omental yapisiklik olustrumus endometriotik implant gérinimau.

3.Dokularin Alinmasi ve Parafin Doku Takibi

Her bir grup denekten endometriotik implantlar alindiktan sonra isik
mikroskobu ile dederlendiriimek Uzere %10 formalin solisyonunda 48 saat
sureyle fiksasyon amaciyla bekletildi. Doku érneklerinin formalinden arinmasi
icin 1 gece boyunca akar su altinda yikandi ve dehidratasyon amaciyla
sirasilyla %60, %70, %80, %95 ’lik alkollerde (Alkomed, BUL) 30 dakika,
%100 alkolde 1 saat olacak sekilde tutuldu. Seffaflastirma icin érnekler
etanol-ksilen (1:1) karisiminda 30 dakika, daha sonra iki defa ksilen
icerisinde (Surgipath, USA) 60 dakika tutuldu. Seffaflastirma islemininin
ardindan o6nce 60 °C’lik etlv igerisinde bulunan ksilen-parafin (1:1)
karisiminda 30 dakika ve 60 ‘ar dakika iki degisim parafin igerisinde
bekletildi. Ornekler daha sonra parafin icerisine goémdulerek bloklar
olusturuldu. Uygulanan doku takip protokolt Tablo 1’de verilmigtir.
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Tablo 4. Parafin doku takip protokoli

ISLEM SURE
Fiksasyon %10 Formalin 48 Saat
AKAR SU 16 Saat
Dehidratasyon %60 Alkol 30 Dakika
%70 Alkol 30 Dakika
%80 Alkol 30 Dakika
%95 Alkol 30 Dakika
%100 Absolut Alkol 1 Saat
%100 Absolut Alkol 1 Saat
Seffaflastirma Etanol:Ksilen(1:1) 30 Dakika
Ksilen | 1 Saat
Ksilen I 1 Saat
infiltrasyon Ksilen -Parafin (1:1) 30 Dakika
Parafin | 1 Saat
Parafin I 1 Saat
Goémme Parafin

4.Dokularinin Histokimyasal Boyamasi

Histokimyasal analiz igin parafine gémulen bloklardan mikrotom (Leica
RM2245, GER) cihazi ile 5 pym’lik kesitler alindi. Kesitler 60°C’de bir gece
etlvde bekletildikten sonra parafinin uzaklastirilmasi icin 30 dakika iki
degisim ksilen icerisinde bekletildi. Kesitler dokularin rehidratasyonu igin
sirasi ile %96, %80, %70, %60’k azalan alkol serilerinde 2’ser dakika
bekletildi ve akar su altinda 5 dakika yikandi. Cekirdeklerin boyanmasi igin 8
dakika hematoksilen (RRSP67, Atom Scientific, UK) ile boyandi ve fazla
hematoksilenin uzaklagtiriimasi igin kesitler tekrar akar su altinda 5 dakika
yikandi. Asit-alkol igeresinde birka¢ saniye tutulan kesitler tekrar akar su
altinda 5 dakika yikandi ve sitoplazmanin boyanmasi igin 2 dakika eozin
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(RRSP35, Atom Scientific, UK) ile boyandi. Kesitler akar su altinda 5 dakika
tekrar yikandiktan sonra %80 ve %96’lik alkol serilerinden gegirildikten sonra
birka¢ dakika oda sicakliginda kurutuldu ve 1 saat ksilende tutulduktan sonra
entellan (107961; Merck, GER) ile Uzerine lamel yerlestirilerek kapatildi
(Tablo 2). Tum érnekler 151k mikroskobu (Olympus BX-43, JP) ile incelendi ve
fotograflar gekildi.

Tablo 5. Hematoksilen-Eozin boyama protokolu

ISLEM SURE
Deparafinizasyon 60°C’lik Etlivde Gece Boyunca
Deparafinizasyon Ksilen | 30 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen Il 30 Dakika
Rehidratasyon %96 Etil Alkol 2 Dakika
%80 Etil Alkol 2 Dakika
%70 Etil Alkol 2 Dakika
%60 Etil Alkol 2 Dakika
Yikama Akar Su 5 Dakika
Boyama Hematoksilen 8 Dakika
Yikama Akar Su 5 Dakika
Diferansiyasyon Asit- Alkol 1-2 Saniye
Yikama Akar Su 5 Dakika
Boyama Eozin 2 Dakika
Yikama Akar Su 5 Dakika
%80 Etil Alkol 1 Dakika
%95 Etil Alkol 1 Dakika
Kurutma Oda Sicakhgi
Ksilen 1 Saat
Kapatma Entellan
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5.Dokularin immunohistokimyasal Boyamasi

Immunohistokimyasal analiz igin kesitler 1 gece boyunca 60 °C’lik etiivde
bekletildikien sonra ksilen icerisinde 1 saat bekletilerek deparafinize edildi.
Preparatlar daha sonra sirasi ile %96’lik, %80’lik, %70’lik, %60’k alkol
serilerinde 2’ser dakika tutuldu ve distile su ile 2 kez 5’er dakika yikandi.
Immunohistokimya kalemi (Pap-Pen, Invitrogen, UK) ile etrafinda hidrofobik
alan olusturulan kesitler 3 kez 5 dakika fosfat tampon solusyonu (PBS) ile
yikandi. Daha sonra dokulardaki proteinleri gapraz baglari yikamak icin 37
°C’'de 15 dakika tripsin (TSS155, ScyTek Laboratories, USA) uygulandi.
Kesitler 3 kez 5er dakika PBS ile yikandiktan sonra endojen peroksidaz
aktivitesini inhibe etmek igin %3’lik H.O, (K-40391897, Merck, GER) oda
sicakliginda 10 dakika uygulandi. Daha sonra kesitler tekrar 3 kez 5 dakika
PBS ile yikandi ve 1 saat bloklama soltisyonu (hrp-S-030, Zytomed Systems,
GER) ile inkuibe edildi. Kesitlerden sollisyon uzaklastirildi ve anti-Ki67 (PRM-
325AA, Biocare Medical. USA), anti-Triptaz (SC-377427, Santa Cruz, USA),
anti-Tnfa. (SC-52746, Santa Cruz, USA) primer antikorlari kullanilarak
+4°C’de butun gece inklube edildi. Inkibasyon sonunda PBS ile 3 defa 5’er
dakika yikanan kesitler 30 dakika primer antikor ile uyumlu biotinlenmis
sekonder antikor (HRP-S-030, Zytomed Systems, GER) ile inkiibe edildi.
Kesitlerin 3 defa 5'er dakika PBS ile yikanmasinin ardindan 30 dakika
streptavidin-HRP (HRP-S-030, Zytomed Systems, GER) uygulandi ve tekrar
PBS ile 3 defa 5’er dakika yikandi. immunoreaktivitenin gériinir hale gelmesi
icin Diaminobenzidin (DAB) kromojeni (TA-125-HD, Thermo Scientific, USA)
ile 5-10 dakika boyanan kesitler artalan boyamasi i¢cin Mayer’'s Hematoksilen
(TA-125-MH, Thermo Scientific, USA) ile 1 dakika artalan boyamasi igin
tutuldu. Tum kesitler distile su ile yikanmanin ardindan (boya fazlasi
uzaklagincaya kadar) %80 ve %96’lik alkollerden gegcirildikten sonra
ksilende1 saat tutuldu ve entellan (107961; Merck, GER) ile tGzerine lamel
yerlestirilerek kapatildi (Tablo 3). Negatif kontrol kesitlerine primer antikorlar
uygulanmadi ve diger tum basamaklar ayni gsekilde gergeklestirildi.
Hazirlanan preraratlar 1s1k mikroskobu altinda incelendi (Olympus BX-43, JP)

ve fotograflari gekildi.

30



Tablo 6. indirekt immunohistokimya protokoli

ISLEM SURE
Deparafinizasyon 60°c’lik Etliivde Gece Boyunca
Deparafinizasyon Ksilen | 30 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen Il 30 Dakika
Rehidratasyon %96 Etil Alkol 2 Dakika
%80 Etil Alkol 2 Dakika
%70 Etil Alkol 2 Dakika
%60 Etil Alkol 2 Dakika
Yikama Distile Su 10 Dakika
Pbs 3x5 Dakika
Pap Pen
Tripsin 37°c’de Etlivde 10 Dakika
Pbs 3x5 Dakika
Peroksidaz Bloklama %3’luk Hidrojen Peroksit 5 Dakika
(H202)
Yikama PBS 3x5 Dakika
Bloking Bloking Soltsyonu 1 Saat
Primer Antikor Primer Antikor 18 Saat (+4°c'de)
Yikama PBS 3x5 Dakika
Sekonder Antikor Biotinlenmis  Sekonder 30 Dakika
Antikor
Yikama PBS 3x5 Dakika
Streptavidin 30 Dakika
Yikama PBS 3x5 Dakika
DAB 5-10 Dakika
(Diamino Benzidin)
Yikama Distile Su 3x5 Dakika
Artalan Boyamasi Mayer’s Hematoksilen 1 Dakika
Yikama Distile Su 10 Dakika
%80 Etil Alkol 1 Dakika
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%96 Etil Alkol 1 Dakika
Ksilen 1 Saat

Kapatma Entellan

6.immunohistokimya Boyamanin Degerlendirilmesi

Tum kesitlerdeki immunoreaktivite siddeti negatif (0), zayif (1), orta (2) ve
siddetli (3) olmak Uzere iki farkli gozlemci tarafindan farkli zamanlarda
degerlendirildi. Tum grup o6rneklerin her bir denekte gdzlenen boyanma
siddetleri degerlendirme sonrasinda ortalama ve standart sapmalari elde
edildi.

7.Dokularin Toluidin Mavisi ile Boyamasi

Kesitler 60°C’de bir gece etivde bekletildikten sonra parafinin
uzaklastiriimasi igin 30 dakika iki degisim ksilen icerisinde bekletildi. Kesitler
dokularin rehidratasyonu igin sirasi ile %96, %80, %70, %60’lik azalan alkol
serilerinde 2’ser dakika bekletildi ve akar su altinda 5 dakika yikandi.
Boyama sollisyonu elde etmek amaci igin % 0.1 toluidin mavisi olacak
sekilde toluidin mavisi (R1727, Agar Scientific, UK) distile suda igerisinde
¢ozduruldu. Kesitler 10 dakika boya solusyonu igerisinde tutulduktan sonra
distile su ile 2 dakika yikandi. Kesitler daha sonra % 80 ve % 96’lik alkol
serilerinden gecirildi ve havada kurutuldu. Ornekler 20 dakika ksilende
icerisinde tutulduktan sonra entellan (107961; Merck, GER) ile kapatildi
(Tablo 4) ve 1sik mikroskobu (Olympus BX-43, JP) ile incelenerek fotograflari
cekildi.

Tablo 4. Toluidin mavisi boyama protokolu

ISLEM SURE
Deparafinizasyon 60°c’lik Etivde Gece Boyunca
Deparafinizasyon Ksilen | 2 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen i 2 Dakika
Deparafinizasyon Ksilen In 2 Dakika

32



Rehidratasyon %96 Etil Alkol 2 Dakika
%96 Etil Alkol 2 Dakika
%80 Etil Alkol 2 Dakika
%70 Etil Alkol 2 Dakika
Yikama Akar Su 2 Dakika
Boyama Toluidin Mavisi 10 Dakika
Yikama Distile Su 2 Dakika
%80 Etil Alkol 1 Dakika
%96 Etil Alkol 1 Dakika
Kurutma Havada
Seffaflastirma Ksilen 20 Dakika
Kapatma Entellan

8.ELISA Analizi ile TNFa Varliginin Belirlenmesi

TNFa ELISA kiti (BMS622, Invitrogen, UK) igindeki tim malzemeler ve
mevcut deney drnekleri oda isisina (22°C - 24°C) getirildi. Yikama tamponu,
biotin-konjugat sollsyonu, streptavidin-HRP soliusyonu ve sigan TNFa
standart solusyonu kit iceriginde belirtilen oranlara gore hazirlandi. Her
kuyucuk 2 kez 400 pul yikama tamponu ile yikandi ve sigan TNFa standart
solusyonundan ilk 7 kuyucuga 100 ul eklendi. Diger kuyucuklara mevcut
ELISA Kkiti igerisinde bulunan érnek dilientten 50 ul eklendi. Calisma grup
deneklerden alinan batin ici sivi 6rneklerinden her bir kuyucuga 50 pl
eklendi. Ardindan tim kuyucuklara 50 pl biotin-konjugat sollisyonundan
eklenip kuyucuklarin Uzeri adheziv bantla kapatilarak oda isisinda 2 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda adheziv bant kaldirilarak tim
kuyucuklar 4 kez 400 ul yikama tamponu eklenerek yikama yapildi. Yikama
yapildiktan sonra her kuyucuga hazirlanan streptavidin-HRP solUsyonundan
100 ul eklenip kuyucuklarin Gzeri adheziv bantla kapatilarak oda isisinda 1

saat inkiibe edildi. inkubasyonun ardindan adheziv bant kaldirilarak tim
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kuyucuklara tekrar 4 kez 400 pl yikama tamponu eklenerek yikama yapildi ve
direkt 1siktan kaginilarak 100 ul TMB substrat solisyonundan eklenip oda
sicakliginda 10 dakika inkiibe edildi. Inkibasyon siresi sonunda her
kuyucuga tampon solisyonundan 100 ul eklenerek spekirofotometre
cihazinda (ELX800UV, BioTek Instruments Inc, USA) 450 nm dalga boyunda
Olcum gergeklestirildi.

istatistiksel hesaplama igin Graphpad Prism 7 kullanildi. Oncelikle veri
dagiiminin  normal olup olmadigininin belirlenmesi igin Shapiro Wilk
normallik testi uygulandi. Veri dagihminin normal oldugu géruldi. Buna gore
parametrik bir test olan One-way ANOVA kullanilarak veriler degerlendirildi.
Sonuglar ortalamazstandart sapma seklinde verildi. p<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 5. ELISA Protokoli

ISLEM SURE
Yikama Tamponu 2x400 pL 30 Saniye
Standart Sollsyon 100 puL

Ornek DilGient 50 puL

Deney Grubu Ornekleri 50 plL

Biotin-Konjugat 50 uL

inkiibasyon 2 Saat
Yikama Tamponu 4x400 pL 1 Dakika
Streptavidin-Hrp 100 pL

inkiibasyon 1 Saat
Yikama Tamponu 4x400 pL 1 Dakika
TmbSubstrat Solusyonu 100 uL 10 Dakika
Durdurma Solisyonu 100 pL

Olgim




BULGULAR

Endometrial implant Bulgulari

Endometriotik implantlar eksize edildikien sonra her gruptaki implant
hacimleri, elipsoid hacim formuld (uzunluk X geniglik X yukseklik X 0.52

mm3) kullanilarak tekrar hesaplandi.

L B e L L L

Resim 2: eksize edilen endometriotik implantlarin gérinuma

Tablo 6: endometriotik implant boyutlarinin preop ve postop hacim

karsilagtirmasi

Ortalama Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
implant (ketotifen (dienogest (danazol (1solyte-s) (kontrol)
volumd 1mg/kg ) 0.3mg/kg) 100mg/kg) n=8 n=8
(mm3)- n=8 n=8 n=8
oncesi

29,87 £3,73 | 30,76 + 2,87 | 30,85 +2,97 | 30,50 £3,57 | 30,21 2,41
sonrasi

23 +£2,62 22,51 +4,53 | 21,46 +6,40 | 57,55+ 62,35 £23,04

25,48
P<0.017 P<0.036 P<0.012

Degerlendirme sonunda grup1 (ketotifen) , grup 2 (dienogest) ve grup 3
(danazol) gruplarinda hacimsel boyutta kigilmenin anlamli oldugu goéruldu
(p<0.05). Grup 4(1solyte—s) ve grup 5 (kontrol ) gruplarinda ise endometriotik
implant hacimlerinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugu izlendi (p<0.05).
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Histokimyasal Bulgular

Histokimyasal analiz sonrasinda Grup 1 ketotifen grubunda implant
orneklerinde tek katl kubik epitel ile ile doseli altta gevsek bag dokusu
karakterinde yapilarin oldugu goézlendi (Resim 2A,B). Grup 2 dienogest
grubunda ise grup 1 ile benzer yapilarin oldugu, fakat bag dokusu igerisinde
hlcresel elemanlarin daha az oldugu saptandi (Resim 2C,D). Grup 3 danazol
grubunda ise grup 1 ile benzer oldugu, bag dokusunda PNL hucrelerin
oldugu saptandi (Resim 2E,F). Grup 4 isolyte-S (resim 2G,H) ve grup 5
kontrol (Resim 21,J) gruplarinda yuzeyde tek katli epitel kubik epitel altinda

bag dokusunda kanlanmanin arttigi ve PNL hucrelerin sayica fazla oldugu

goralda.
A B
C D
E F
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Resim 3: Grup 1 (A, B), Grup 2 (C, D), Grup 3 (E, F), Grup 4 (G, H) ve
Grup 5 (I, J) ait endometriod implant ornekleriin histokimyasal
boyamasi. Olgek: 50uM (A,C,E,G,l), 20uM (B, D, F, H, J).

Toluidin Boyamasi Analizi

Mast hucrelerinin boyanmasi amaci icin yapilan boyama sonrasinda tum
grup orneklerinde bag dokusu igersinde mast hicrelerinin mor renkli olarak
boyandidi gézlendi (Resim 4). Grup 1 ketotiten, grup 2 diogenest ve grup 3
danazol gruplarinda mast hicre varliginin grup 4 isolyte-S ve grup 5 kontrol
gruplarina gore daha az oldugu gézlendi (Resim 4). Tedavi gruplarindan grup
2 diogenest (Resim 4C, D) ve grup 3 danazol (Resim 4E, F) gruplarinda
mast hicre varliginin grup 1 ketotifen grubuna (Resim 4A, B) oranla daha az

oldugu saptandi.
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Resim 4: Grup 1 (A, B), Grup 2 (C, D), Grup 3 (E, F), Grup 4 (G, H) ve
Grup 5 (I, J) ait endometriod implant 6rneklerinin toluidin mavisi ile

boyamasi. Olgek: 50uM (A,C,E,G,l), 20uM (B, D, F, H, J).

immunohistokimyasal Bulgular
Ki-67 Dagilimi

immunohistokimyasal analiz sonrasinda Ki-67 immunoreaktivitesi grup 1
ketotifen grubunda epitelial ve stromal hicrelerde yer yer zayif siddette iken
(Resim 3A) iken, grup 2 dianogest grubunda immunoreaktivitenin grup 1 e
oranla daha az oldugu, stromal ve epitelial alanlarda nadiren zayif siddette
oldugu gb6zlendi (Resim 3B). Grup 3 danazol grubunda ki-67
immunoreaktivitesinin stromada orta siddette iken, epitelde zayif siddette
oldugu saptandi (Resim 3C). Grup 4 isolyte-S grubunda ki-67
immunoreaktivitesinin stromada zayif, epitelde yer yer cok az siddette
boyamanin oldugu saptandi (Resim 3D). Grup 5 kontrol grubunda ise Ki-67
immunoreaktivitesi stromada orta siddette iken, epitelde negatif veya cok

nadiren boyanma oldugu izlendi (Resim 3E).
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Resim 5: Grup 1 (A), Grup 2 (B),
Grup 3 (C), Grup 4 (D) ve Grup 5
(E) ait endometriod implant
orneklerinde Ki-67 dagilim.
Olgek: 50uM

Triptaz Dagilimi

immunohistokimyasal analiz sonrasinda triptaz immunoreaktivitesi grup 1
ketotifen grubunda epitelial hucrelerinde zayif ve yer yer orta siddette iken,
stromal hlcrelerde siddette oldugu goruldi (Resim 4A). Grup 2 dianogest
grubunda triptaz immunoreaktivitesinin grup 1 e oranla daha az oldudu,
stromal hulcrelerde zayif, epitelial hicrelerde zayif nadiren orta siddette
oldugu gozlendi (Resim 4B). Grup 3 danazol (Resim 4C) ve Grup 4 isolyte-S
(Resim 4D) gruplarinda triptaz immunoreaktivitesi stromada orta ve epitelial
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alanda zayif siddet oldugu izlendi Grup 5 kontrol grubunda ise triptaz

immunoreaktivitesi stromada orta siddette iken, epitelde negatif veya cok

nadiren boyanma oldugu gézlendi (Resim 3E).

Resim 6: Grup 1 (A), Grup 2 (B),
Grup 3 (C), Grup 4 (D) ve Grup 5
(E) ait endometriod implant
orneklerinde triptaz = dagihim.
Olgek: 50uM
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TNFa Dagilimi

immunohistokimyasal analiz sonrasinda TNFa immunoreaktivitesi grup 1
ketotifen grubunda stromada orta yer yer zayif siddete iken, epitelial alanda
siddetli pozitif oldugu goruldi (Resim 5A). Grup 2 dianogest grubunda TNFa
immunoreaktivitesi stromal ve epitelial alanlarda orta siddette oldugu
gozlendi (Resim 5B). Grup 3 danazol grubunda TNFa immunoreaktivitesinin
stromada siddetli pozitif iken, epitelial alanlarda siddetli pozitif fakat yer yer
orta siddete oldugu gézlendi (Resim 5C). Grup 4 isolyte-S (Resim 5D) ve
Grup 5 kontrol (Resim 5E) gruplarinda TNFa immunoreaktivitesinin stromada

siddetli, epitelde orta siddette boyamanin oldugu saptandi (Resim 5D).
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N

. ‘ Resim 7: Grup 1 (A), Grup 2 (B),
: ’ .: b : Grup 3 (C), Grup 4 (D) ve Grup 5
Nt G ¥ (E) ait endometriod implant
& ~ orneklerinde TNFa dagihm.

Olgek: 50uM

Ki-67, triptaz ve TNFa ait immunoreaktivitelerin yogunluklari tablo 5 de toplu

olarak verilmistir.

Tablo 4: Ki-67, triptaz ve TNFa ait immunoreaktivitelerin gruplar bazinda

epitelial ve stromal yogunluklan (Ortalama*SD)

GRUPLAR Ki-67 TRIPTAZ TNFa
Grup 1

KETOTIFEN

Stroma 1+0 1.75+0.5 1.5+0.5
Epitel 1+0 1.5+0.57 25+ 1
Grup 2

DIENOGEST

Stroma 0.5+0.58 1.25+0.5 2+0
Epitel 0.5+0.57 0.75+0.5 1.25+0.95
Grup 3

DANAZOL

Stroma 1.75+0.5 1.75+0.5 340
Epitel 0.5+0.58 1+£0.82 25+1
Grup 4

ISOLYTE-S

Stroma 1.25+0.5 1.75+£0.5 3+£0
Epitel 0.25+0.5 0.5+0.58 2+0
Grup S

KONTROL

Stroma 1.5+1 1.5+1 3+£0
Epitel 0.25+0.5 0.25+0.5 2+0

immunoreaktivite analizi sonrasinda Ki-67, triptaz ve TNFa immunoreaktivite

yogunluklari istatistiki olarak karsilastirildiginda, Ki-67 immunoreaktivitesinin

tum grup epitel ve stromalarinda gozlenen immunoreaktivitelerin istatisitiksel
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olarak anlamli olmadigi gozlendi. Grup 5 kontrol grubunda epitelde gézlenen
zayIf triptaz immunoreaktesinin grup 3 danazol ve grup 4 isolyte-s gruplarina
oranla istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (P<0.05). TNFa
immunoreaktivitesinin gruplar arasi istatisitiksel olarak degerlendirilmesi
sonrasinda grup 1 ketotifen grubundaki stromal TNFa immunoreaktivitesinin
grup 2 diogenest, grup 3 danazol grup 4 isolyte-s ve grup 5 kontrol gruplarina

oranla istatistiksel olarak anlamli oldugu goéruldi (P<0.05).

TNFa Varhginin ELISA Yontemi ile Analizi

ELISA analizi sonrasinda TNFa seviyesi grup 1 ketotifen grubunda 68.67
+ 0.0 iken, grup 2 diogenest grubunda 80.89 + 12.62 iken, grup 3 danazol
grubunda 73.11 £ 10.18, grup 4 isolyte-S grubunda 77.56 + 5.09, grup 5
kontrol grubunda ise 72.0 + 3.33 oldugu saptandi (Grafik 1). Analiz
sonucunda gruplar arasinda TNFa seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmadi.

100
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7
6
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1
0

Ketotifen Dianogest Danazol Isolyte-s Kontrol

TNF-a (pg/ml)
o O o o o o o

Gruplar

Grafik 1: Grup 1 (A, B), Grup 2 (C, D), Grup 3 (E, F), Grup 4 (G, H) ve Grup 5 (I, J) ait

deneysel endometriozis modeli batin sivisindaki TNFa seviyeleri.
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TARTISMA

Endometriozis uterus digindaki ektopik endometriyal dokunun varligi ile
karakterize, inflamatuar bir hastaliktir. Endometriozis patogenezisi hala net
olarak belirlenememistir. Patogonezde cesitli teoriler 6ne surldlmis olup
bunlar arasinda en ¢ok kabul goren teori retrograd menstriasyon teorisidir.
Ancak menstrasyon sirasinda yapilan laparoskopik c¢alismalarda bir¢ok
kadinda retrograd menstriasyon saptanmasina ragmen bu kadinlarin az bir
kisminda endometriozis gelistigi gosterilmistir. Peritoneal kaviteye yayilan
menstriel doku ve igerdigi endometrium dokusu immin sistem tarafindan
temizlenmektedir. Bu nedenle retrograd menstriasyon nedeniyle
endometriozis gelismesinde immun sistem bozuklugu sorumlu tutulmaktadir.
Endometriotik lezyonlar boyunca mast hucrelerinin yaygin bir infiltrasyonu
g6zlenirken, bu hucrelerin ektopik endometriyum implantlarin blyldmesini
module eden ve endometriozis ile iligkili inflamasyonu tesvik eden molekuller
ag! Uzerine nasil katkida bulundugu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

Cevresel toksinlere ve endojen bilegiklerine yanit olarak bilinen bir
transkripsiyon faktéri olan aril hidrokarbon reseptéri (AhR) MH'lerde
bulunmaktadir. Aril hidrokarbon reseptdru aktivasyonuna yanit olarak, MH'ler
ILR-17 ve reaktif oksijen turlerini Ureterek AhR ligandlarinin MH'ler yoluyla
inflamasyon Uzerindeki potansiyel etkisini arttirmaktadir. Mariuzzi ve ark.
yapmis oldugu calismada insan endometriyotik doku 6rnekleri kullanilarak,
AhR ile aktiflestiriimis MH ‘lerin oldugu kultdr ortamindaki endometrial stromal
hicrelerin blyumesini degerlendirmistir. Bu ¢alismada endometrial stromal
hicre buyUmesinin, MH'ler tarafindan salgilanan ¢6zlnebilir faktorler
varliginda Ahr aktivasyonu ile gelistigi saptanmistir. Endometriozis
patogenezinde MH'lerin yeni bir mekanik rolid oldugu dusinulmektedir
(138,139). Bizde calismamizda endometrioziste mast hucrelerinin rolinu
arastirabilmek amaciyla deneysel endometriozis modeli Uzerinde mast hucre
stabilizatort olan ketotifeni 28 giin boyunca oral yoldan uyguladik. Ayrica
endometriozis tedavisinde rutinde kullanilan dienogest ve danazolunda

etkilerini arastirmayi ve ketotifen ile karsilastirmayi amacladik. Bu l¢ grubu

45



Isolyte-S ve hicbir tedavi almayan kontrol gruplari ile mast hiicre yogunluklari
acisindan karsilastirdik. Mast hacrelerinin boyanmasi amaciyla yapilan
toluidin blue boyamasi sonrasinda grup 1 ketotiten, grup 2 diogenest ve grup
3 danazol gruplarinda mast hiicre varliginin grup 4 isolyte-S ve grup 5 kontrol
gruplarina gore daha az oldugunu gozledik. Tedavi gruplarindan grup 2
diogenest ve grup 3 danazol gruplarinda mast hucre varhdinin grup 1
ketotifen grubuna oranla daha az oldugunu saptadik. Bu verilerimiz Mariuzzi
ve ark. yapmis oldugu calismay! destekler nitelikte gortilmekte olup mast
hicrelerinin patofizyolojide etkin rolleri oldugunu gostermektedir. Calismada
kullandigimiz endometriozis tedavi protokolleriden rutin tedavide kullanilan
dienogest ve danazolun ayrica rutin tedavide olmayan ketotifenin  mast
hicrelerini azalttigi ve bu sayede inflamasyonu baskiladigini disunmekteyiz.

Calismamizin ayri bir koluda endometriotik implant hacimleri dlgimudur.
Bu dlgumler tedavi dncesi ve sonrasi yapilarak karsilastirildi. Tedavi dncesi
tim gruplarda endometriotik implant hacimleri benzer iken tedavi sonrasi
kontrol ve Isolyte-S gruplarina kiyasla grup 1 ketotifen, grup 2 dienogest ve
grup 3 danazol gruplarinda implant hacimlerinde anlamli olarak azalma
oldugunu saptadik. Fischer ve ark.’nin Dienogest 0.3 ve 1.0 mg / kg / gun,
Danazol 100 mg / kg / gln dozlarinda, 28 gun boyunca oral yoldan
uyguladiklar ¢calismalarinda Dienogest 0.3 mg / kg / gun uygulanan grubun,
toplam endometriyal lezyon alanini énemli Olglide azalttigi ve bu etkinin,
Danazol 100 mg / kg / glin grunbuna esdegder bir etki gosterdigi saptanmistir.
ilk gruptaki 0,3 mg/kg/gin dienogest dozunun, endometriyal dokunun
buylimesi Uzerine kuvvetli inhibitor aktivite gosterdigi  bildirilmigtir.
Calismacilar bu bulgularin lezyonlarin azaltilmasinda dienogestin etkinligi
icin destekleyici kanit niteliginde oldugunu 6ne surmuslerdir (140). Bizim
calismamizda da dienogest ve danazol gruplarinda implant hacimlerinde
azalmada benzer etkinlik gérilmis olup bulgularimiz literattri destekler
niteliktedir . Yine ayni sekilde ketotifen’in de implant hacimlerin de istatistiksel
olarak azalma sagladigi ancak bu azalmanin danazol ve dienogest

gruplarina oranla daha az oldugunu saptadik. Bu verinin sonucunda da

46



dienogest ve danazolun lezyon blyukligu agisindan ketotifene oranla daha
etkili oldugu sonucuna vardik.

Zhu LB ve ark. tarafindan yapilan bir baska calismada mast hucre
stabilizatort olan sodyum kromoglikat'in siganlarda deneysel endometriozis
Uzerine etkisini arastirmiglardir. Bu calismada mast hdcrelerinin toplam
sayisi ve degranulasyonu, serumdaki TNF-a konsantrasyonlari, serumdaki
Ostradiol konsantrasyonlari, triptaz ve sinir buyume faktoria (NGF)
ekspresyonu olgulmuastur. Sodyum kromoglikat'in mast hucrelerinin
degranulasyonunu engelleyerek ve TNF-a ve triptaz duzeylerini disurerek
endometriozisin klinik semptomlarini giderdigi sonucuna varmislardir (141).
Bizim caligmamizda da deneysel endometriozis modelinde endometriotik
implant stromalarinda ki-67, triptaz ve TNFa immunoreaktivite yogunluklari
analiz edilmistir. TNFa immunoreaktivitesinin gruplar arasi istatisitiksel olarak
degerlendiriimesi sonrasinda grup 1 ketotifen grubundaki stromal TNFa
immunoreaktivitesinin grup 2 dienogest, grup 3 danazol grup 4 isolyte-s ve
grup 5 kontrol gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli oldugunu saptadik
(P<0.05). Calismamizda ketotifen grubundaki bulgularimiz Zhu LB ve ark.
yapmis oldugu calisma verileri ile uyumlu iken dienogest ve danazol
gruplarindaki verilerimiz ise uyumlu degildir.

Bu calismada kullandigimiz diger belitegler Ki-67 ve triptaz immunoreaktivite
yogunluklarini istatistiki olarak kargilagtirdigimizda, Ki-67
immunoreaktivitesinin tim grup epitel ve stromalarinda istatisitiksel olarak
anlamli olmadigini gézledik. Grup 5 kontrol grubunda epitelde gozlenen
zayif triptaz immunoreaktivitesinin grup 3 danazol ve grup 4 Isolyte-S
gruplarina oranla disuk oldugunu ve bulgunun da istatistiksel olarak anlamli
oldugunu saptadik (P<0.05). Bu veri bize triptaz aktivitesinin Zhu LB ve ark.
tarafindan yapilan calismanin aksine endometriozis patogenezinde roll
olmadigini disundurmustur.

ELISA analizi sonrasinda TNFa seviyesi grup 1 ketotifen grubunda 68.67 *
0.0 , grup 2 diogenest grubunda 80.89 + 12.62 , grup 3 danazol grubunda
73.11 £ 10.18, grup 4 isolyte-S grubunda 77.56 £ 5.09 ve grup 5 kontrol
grubunda ise 72.0 £ 3.33 olarak bulduk. Analiz sonucunda gruplar arasinda
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TNFa seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark saptamadik. Elde edilen
veriler sonucunda ketotifenin  endometriotik implantlarin stromalarinda
TNFa’ yiI azaltarak endometrioziste gorulen inflamatuar sureg¢ tUzerinde etkin
oldugunu dusunduk. Literatirde dienogest ve danazol molekullerinin serum
ve batin sivisinda TNFa seviyelerini azalttigini gosteren veriler mevcuttur.
Fakat biz stromal dokularda TNFa seviyelerinde bu iki molekulin azalma
saglamadigini saptadik. KarsligoluT. Ve ark. yapmis oldugu calismada da
mikronize progesteron ve kabergolin molekilleri ¢alisiimis olup periton
histopatolojisi ve immunohistokimya boyamalarinda , gruplar arasinda IL-6 ve
TNF-a boyamasi agisindan fark gosteriimemistir (143). Bu ¢alismada bizim
bulgularimizla uyumluluk gostermektedir .

Dienogest ve danazolun TNFa Uzerine etkisi literatirde batin sivisi ve
serumdaki duzeyleri Gzerinden arastiriimistir (140). Bu ¢alismalarda serumda
ve batin sivisinda TNFa seviyelerinde azalma oldugu gosterilmistir. Bizim
calismamizda ise literatlirden farkli olarak batin sivisindaki TNFa miktarinin
azalmis oldugu ancak bu bulgunun istatistiksel olarak anlamli olmadigini
g6zledik. Ayrica calismamizda diger calismlardan farkh olarak stromal
dokulardaki TNFa miktarini da inceledik. Dienogest ve danazol gruplarinda
stromal TNFa seviyelerinde anlamli azalma saptamadik. Ancak ketotifen
grubunda literatirden farkli olarak batin sivisindaki TNFa seviylerinde
anlamli azalma saglamazken stromal TNFa seviyelerinde anlamli azalma
sagladigini  saptadik. Bu veriler 1g1ginda endometriotik implant
stromalarinda ketotifenin TNFa seviyelerinde olusturdugu azalmanin batin
sivindaki TNFa dizeylerine gére endometriozis Uzerine etkisini daha spesifik
olarak yorumladik. Clnkl stormal dokudaki TNF alfa miktari endometriotik
dokuya lokalize ve spesifik iken batin sivisi ve serumdaki TNF alfa

dizeylerinin endometriozise spesifik olmayabilecegini diisinmekteyiz.

48



SONUGC
Endometriozis, hormonlara duyarli endometrial dokunun, uterin kavite
disinda lokalize olmasiyla karakterize kronik ve inflamatuar bir hastaliktir.
Genis spektrumlu klinige sahip olup, en sik gorilen semptomlari kronik pelvik
agri ve infertilitedir.

Endometriozisdeki patofizyolojik temel hala net olarak agiklanamamakla
beraber endometriozis patofizyolojisinde hlcresel ve humoral immunitenin
roli oldugu dusunulmektedir. Ginimuzde mast hlcrelerinin hem dogal hem
de edinsel bagisiklik yanitlarinin birgcok basamaginda efektor hicreler olarak
gorev aldiklar gorulmustir. Bizde g¢alismamizda mast hicre stabilizatoru
olan ketotifenin etkinligini dienogest, danazol ve kontrol gruplan ile
karsilastirdik. Ketotifenin endometriotik implant hacimlerinde azalmada
dienogest ve danazol kadar etkin oldugunu goézledik. Mast hicre
yogunluklarinda kontrol ve Isolyte-S gruplarina oranla anlamli azalma
oldugunu ancak dienogest ve danazol gruplarinda mast hicre
yogunluklarindaki azalmanin daha fazla oldugunu saptadik. Yine ketotifen
grubunda stromal TNF-a seviyelerinde kontrol grubuna oranla anlamli
azalma sagladigini  bulduk. Mevcut bulgular sonucunda ketotifenin
endometriotik implantlar Uzerinde tedavi edici etkinligi oldugunu ve
endometriozis tedavisinde rutin kullanima girmesinin uygun olacagini
disunmekteyiz. Ancak ketotifenin mevcut tedavi protokolleri igerisinde yer
almasi ve patofizyolojiye etkisinin tam olarak aydinlatilmasi konusunda daha

fazla ¢alismaya ihtiyac oldugu goéristindeyiz.
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OZET
Deneysel endometriozis modelinde ketotifen,dienogest ve danazol’un
tedavi edici etkilerinin histolojik parametrelerle incelenmesi
Amag: Endometriozis, hormonlara duyarli endometrial dokunun, uterin kavite
disinda lokalize olmasiyla karakterize kronik bir hastaliktir. Endometriozisdeki
patofizyolojik temel hala net olarak agiklanamamistir ancak patofizyolojisinde
hicresel ve humoral immunitenin bayuk rolu oldugu dusunulmektedir.
GUnUmuzde mast hicrelerinin hem dogal hem de edinsel bagigiklik
yanitlarinin birgcok basamaginda efektor hlcreler olarak gorev aldiklari
gorulmustar. Calismamizda mast hlcre stabiliztort olan ketotifen’in tedavi
etkinligi olup olmadigi ve endmoetriozis tedavisinde kullanilan dienogest ve

danazol ‘un etkinlikleri ile karsilastiriimasi amacglanmistir.

Materyal ve metod: Sicanlar lGzerinde deneysel endometriozis modeli
olusturuldu. Her grupta 8 sigcan olacak sekilde ketotifen, dienogest , danazol ,
Isolyte-s ve kontrol gruplari olmak Uzere 5 gruba ayrildi. Ketotifen 1mg/kg
,dienogest 0.3mg/kg ve danazol 100 mg/kg Isolyte-s 1mli/kg 28 gin boyunca
oral yoldan uygulandi. Medikayon periyodu sonunda relaparatomi yapilarak
endometriotik implantlar hacimleri 6lguldu, ardindan eksize edildi ve batin
sitolojisi alindi. Batin sivisinda TNF-a duzeyleri olguldu. Eksize edilen
implantlarda Ki-67, triptaz , TNF-a dizeyleri ve mast hicre yogunluklari

incelendi.

Bulgular: medikasyon oOncesi ortalama implant hacimleri grup arasinda
benzerdi. Medikasyon sonrasi ketotifen grubunda 26,1 + 4,03 , dienogest
grubunda 22,51 + 4,53 , danazol grubunda 21,46 6,40 i1solyte-s grubunda
57,55 + 25,48 ve kontrol grubunda 62,35 £23,04 olguldiu. Mast hucrelerinin
boyanmasi amaci igin yapilan boyama sonrasinda grup 1 ketotiten, grup 2
diogenest ve grup 3 danazol gruplarinda mast hicre varliginin grup 4 isolyte-
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S ve grup 5 kontrol gruplarina gore daha az oldugu goézlendi. Tedavi
gruplarindan grup 2 diogenest ve grup 3 danazol gruplarinda mast hucre
varliginin grup 1 ketotifen grubuna oranla daha az oldugu saptandi.
immunoreaktivite analizi sonrasinda Ki-67 immunoreaktivitesinin tim grup
epitel ve stromalarinda gozlenen immunoreaktivitelerin istatisitiksel olarak
anlamli olmadigi gozlendi. Grup 5 kontrol grubunda epitelde gbzlenen zayif
triptaz immunoreaktesinin grup 3 danazol ve grup 4 isolyte-s gruplarina
oranla istatistiksel olarak  anlamli oldugu saptandi. TNFa
immunoreaktivitesinin gruplar arasi istatisitiksel olarak degerlendirilmesi
sonrasinda grup 1 ketotifen grubundaki stromal TNFa immunoreaktivitesinin
grup 2 dienogest, grup 3 danazol, grup 4 isolyte-s ve grup 5 kontrol

gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli oldugu goéruldu.

Sonug: ketotifen grubunda endometriotik implant hacimlerinde azalmanin
dienogest ve danazole benzer etkinlikte oldugu goéruldd. Yine ketotifen
grubunda mast hicre yogunluklarinda ve stromal TNFa seviylerinde azalma
oldugu goruldi. Mevcut bulgular ketotifenin  endometriozis tedavisinde

kullanilabilcek bir molekil oldugunu distndirmektedir.

Anahtar kelimeler: endometriozis ,ketotifen, danazol, dienogest, mast

hucresi
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SUMMARY

Investigation of the therapeutic effects of ketotifen,dienogest and
danazol in experimental endometriosis model with histological
parameters

Aim: Endometriosis is a chronic disease characterized by the localization of
hormone-sensitive endometrial tissue outside the uterine cavity. The
pathophysiological basis in endometriosis is still unclear. However, cellular
and humoral immunity is thought to play a major role in the pathophysiology.
Today, mast cells have been shown to act as effector cells in many stages of
both natural and acquired immune responses. In this study, we aimed to
compare the efficacy of ketotifen, a mast cell stabilizer, and to compare the
efficacy of dienogest and danazol used in the treatment of endometriosis.

Materials and methods: Experimental endometriosis model was created on
rats. Ketotifen, dienogest, danazol, isolyte-s and control groups were divided
into 5 groups with 8 rats in each group. Ketotifen 1 mg / kg, dienogest 0.3mg
/ kg and danazol 100 mg / kg isolyte-s 1ml were administered orally for 28
days. Endometriotic implants were measured by relaparotomy at the end of
the medical period, then excised and abdominal cytology was obtained. TNF-
a levels were measured in abdominal fluid. Ki-67, tryptase, TNF-a levels and

mast cell densities were examined in the excised implants.

Findings: The mean implant volumes before medication were similar
between the groups. 26.1 £ 4.03 in the ketotifen group, 22.51 + 4.53 in the
dienogest group, 21.46 + 6.40 in the danazol group, 57.55 + 25.48 in the
isolyte-s group and 62.35 + 23,04 in the control group were measured. After
staining for the purpose of staining of mast cells, the presence of mast cells
was lower in group 1 ketotiten, group 2 diogenest and group 3 danazol than
in group 4 isolyte-S and group 5 control groups. The presence of mast cells
in diogenest group 2 and danazol group 3 were found to be less than those
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of group 1 ketotifen. . Immunoreactivity analysis revealed that Ki-67
immunoreactivity was not statistically significant in all group epithelium and
stroma. In group 5 control group, weak tryptase immunoreactivity observed in
epithelium was statistically significant compared to group 3 danazol and
group 4 isolyte-s groups. After the TNFa immunoreactivity was evaluated
statistically, the stromal TNFa immunoreactivity in group 1 ketotifen group
was statistically significant compared to group 2 dienogest, group 3 danazol,

group 4 isolyte-s and group 5 control groups.

Result: In the ketotifen group, the decrease in endometriotic implant volume
was similar to dienogest and danazole. Again in the ketotifen group, mast cell
densities and stromal TNFa levels were decreased. Current findings suggest
that ketotifen is a molecule that can be used in the treatment of

endometriosis.

Key Words: endometriosis, ketotifen, danazol, dienogest, mast cell
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