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ENDOMETRIOMALI HASTALARIN EKTOPIK VE OTOPIiK
DOKUDA GLYCODELIN mRNA EKSPRESYONLARININ
BELIiRLENMESI

Dokuz Eyliil Universitesi Saghk Bilimler Enstitiisii Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dah

Balcova Izmir Tiirkiye, r.xeyale@mail.ru
OZET

Amag ; Endometrioma, uterus diginda 6zellikle i¢ organlarin ve karin zarinin
tizerinde endometrial gland ve stromanin ektopik olarak bulunmasindan kaynaklanan
bir hastaliktir. Calismamizda endometriozisli kadinlarin ektopik ve 6topik
endometrium dokularinin Glikodelin mRNA ekspresyon seviyesi ile endometriozis
olmayan kadmlarin endometrium dokularimin Glikodelin mRNA ekspresyon

seviyesinin karsilastirilmas1 amaglanmistir.

Yontem; Caligmamiza 26-45 yas arasi laparaskopi ve laparatomi sirasinda tani
alan, histopatalojik olarak tanis1 dogrulanan endometriozis tanili 19 hasta ve 7 kontrol
grubu dahil edildi. Endometriozisli kadinlarin ektopik ve 6topik endometrium dokulari
ile kontrol grubu endometrium dokularinin Glikodelin mRNA ekspresyonu Gergek

Zamanl1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile karsilastirildi.

Sonu¢; Endometriozisli  hastalarin  ektopik endometrium dokularinda
Glikodelin mRNA ekspresyonunun, hastanin o6topik endometrium dokusuna ve
kontrol grubu endometrium Glikodelin mRNA ekspresyonuna gore daha fazla oldugu
saptandi. Ayrica hastalarin demografik 6zellikleri; yas, gravida, viicut kitle indeksi
acisindan fark gézlenmedi. Dismenore ve Kronik Pelvik agr sikayeti endometriozisli
kadinlarda endometriozis olmayan kadinlara kiyasla daha fazla oldugu gozlemlendi.

Disparoni sikayetinde ise herhangi fark saptanmadi.

Tartisma; Bu calismada endometriozisli kadinlarin ektopik ve 6topik

endometrium dokular1 ile endometriozis olmayan kadinlarin endometrial dokularini



karsilastirilarak ektopik endometrium dokularinda Glikodelin mRNA ekspresyonun
arttigi gosterilmistir. Glikodelin genine etki eden faktorleri kapsamli arastirarak
endometriozis hastaliginin tedavisine katki saglanabilecegi diisliniilmektedir. Ayrica
ektopik ve otopik endometrium dokular1 arasindaki gen ifadesinin karsilagtirmali
caligmalari, endometriyozisin kompleks ve multifaktdryel gelisiminde rol oynayan

mekanizmalarini aydinlatabilir.

Anahtar Kkelimeler; endometriozis, anjiyogenez, Glikodelin, mRNA

ekspresyonu.



THE DETECTIiON OF GLYCODELIN mRNA EXSPRESSION iN
THE ECTOPIC AND EUTOPIC TISSUES WIiTH
ENDOMETRIOSIS PATIENTS

Dokuz Eylul University Health Sciences Institute, Department of Medical
Biology and Genetics

Balcova- Izmir/ Turkey, r.xeyale @mail.ru

ABSTRACT

Objective; Endometriosis is a disease except of the uterus, it is caused by the
ectopic presence of the endometrial gland and espessially of the stroma on the internal
organs and abdominal membrane. We aimed to determine the level of glycodelin
mRNA expression in ectopic and eutopic endometrium tissues of women with
endometriosis, by comparing endometrium tissues with Glycodelin mRNA expression

level in women without endometriosis.

Method; This study included 19 patients diagnosed with laparoscopy and
laparotomy between the ages of 26-45 years, as well as patients with diagnosed
endometriosis as histopathology and also 7 control groups. Glycodelin mRNA
expression of endometrial tissues of ectopic and eutopic endometrium tissues of
endometriosis women and of control group tissues were compared with each other and

also with Real Time Polymerase Chain Reaction .

Results; Glycodelin mRNA expression in ectopic endometrium tissues of
patients with endometriosis were found out to be higher than eutopic endometrium
tissue of the patient and endometrium Glycodelin mRNA expression of the control
group. Besides, there was no difference in demographic characteristics of patients such
as terms of age, gravida, body mass index. Dysmenorrhea and KPA scores were found
out to be higher in women with endometriosis in comparison to women without

endometriosis. However, there was no difference in disparoni complaints.



Conclusion; In this study, the expression of Glycodelin mRNA in ectopic
endometrium tissues was shown the increased in comparison to endometrial tissues of
ectopic and eutopic endometrium tissues with those of endometriosis women.
Glycodelin can contribute to the treatment of endometriosis by investigating the
factors that affect the gene more extensively. Moreover, the mechanisms involved in
the complex and multifactorial development of endometriosis may be elucidated by
comparative studies of gene expression between ectopic and eutopic endometrium

tissues.

Keywords; endometriosis, Glycodelin, angiogenesis, mRNA expression.



1. GiRi

Endometriozis iireme donemindeki kadinlarin %10’sinda ortaya ¢ikmaktadir.
Genellikle fibrozlar tarafindan eslik edilen iyi huylu ektopik endometrial stroma ve
glandlarla karakterize edilir ve strojen hormonuna baglidir [1].

Endometriozis hastaliginin arastirmalart1 ¢ok eski zamana dayansa da,
hastaligin olusma sebepleri kesin olarak bilinmemekte, sadece teorilere dayanarak
aciklanmaktadir. Teoriler igerisinde Sampson tarafindan One siiriilen “Retrograd

mensturasyon teorisi” yaygin olarak kabul edilmektedir [2].

Glikodelin, lipokalin super ailesinin bir glikoproteinidir. 9934 kromozom
bolgesinde bulunan, 28 kD agirliginda , 180 aminoasit i¢ceren, 7 eksondan olusan bir
gendir [3]. Glikodelin baglica uterus boslugunun endometrioal dokusundan ve fallop
tiipleri, yumurtalik, kemik iligi, meme, seminal vezikul, endometria ekrin bezleri
tarafindan eksprese edilir [4]. Literatiirde glikozilasyona bagli olarak 3 izoformu
bilinmektedir (Glikodelin A, Glikodelin S, Glikodelin F). Glikodelinin fonksiyonunun
glikozilasyona bagli oldugu diisliniilse de, heniiz tam olarak fonksiyonu
bilinmemektedir [5].

Glikodelin A ekspresyon seviyesi mensturasyon fazlarinda degisiklikler
gostermektedir. Yapilan arastirmalar Glykodelin A ekspresyonunun mensturel fazin
proliferasyon fazinda en diisiik oldugunu, erken sekresyon fazinda ise en yiiksek

oldugunu ve sekresyon fazinin bitiminde giderek azaldigini1 6ne siirmiislerdir [6].

Calismamizda endometriozisli kadinlarin ektopik ve 6topik endometrium
dokularmmin Glikodelin mRNA ekspresyon seviyesi ile endometriozis olmayan
kadinlarin endometrium dokularinin Glikodelin mRNA ekspresyon seviyesini

karsilastirmay1 amagladik.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Endometriozisin Tanim

Endometriozis, lireme doneminde olan kadinlar arasinda yaygin pelvis
agrilarina ve infertiliteye sebep olan kronik bir jinekolojik hastaliktir. Uterus disinda
Ozellikle i¢ organlarin ve karin zarinin iizerinde endometrial gland ve stromanin
ektopik olarak bulunmasindan kaynaklanan ve onemli klinik sonuclar veren bir
hastaliktir [7]. Endometriozis genellikle fibrozlar tarafindan eslik edilen iyi huylu
ektopik endometrial stroma ve glandlarla karakterize edilir ve Ostrojen hormonuna
baghdir [8]. Hastaligin temel sebepleri tam olarak anlasilmamis olsa da
endometriozis’in, endometriumun ektopik alanlara si¢cramasiyla olustugu ileri
stiriilmektedir [9]. Endometriozis, diinya iizerinde 70 milyon kadinda, 6zellikle tireme

donemindeki kadinlarin yaklasik %10°da gozlenmektedir [10].

2.2. Semptomlari

Pelvik endometriozisin en yaygin goriilen semptomlari; kronik pelvik agri,
menarji (uzun siire adet gorme), disparoni (agrili cinsel iligki), dismenore (adet agris1)
ve infertilitedir. Sikayetler icinde en sik rastlanan dismenoredir. Infertilite teshisi
konulan kadinlarin  %30’unda endometriozis varligi saptanmistir. Pelvik
endometriozis, asemptomik olabilir veya bulundugu bolgeye 6zgii semptomlarla da
ortaya ¢ikabilir [11]. Amerikan Ureme Sagligi Dernegi (American Society for
Reproductive Medicine- ASRM) kominitesine gore “Endometriozisli kadinlarda tibbi
tedavinin kullanimini en st diizeye ¢ikarmak ve tekrarlanan cerrahi prosediirlerden
kacinmak amaciyla, hayat boyu siirecek bir patogenez yonetim plan1 gerektiren kronik

hastalik olarak goriilmelidir [12].

2.3. Smiflandirilmasi

Endometriozisin smiflandirilmasinda, ASRM’nin gelistirdigi siniflandirma
yaygin olarak kullanilmaktadir. Laporoskopi operasyonu sirasinda pelvik bolgesinin

gorsel olarak degerlendirilmesi ile; 6l¢ii, pozisyon ve endometriyal implantin derinligi



ve adezyon (yapisma) biciminden elde edilen skorlar hastaligin evresini belirlemeye
yardimci olmaktadir. Bu nedenle hastalik 4 evreye ayrilmaktadir; 1. evre, II. evre, 111
evre, IV. evre- sirastyla baslangi¢, hafif, orta ve siddetli olarak siniflandirilmaktadir
[13].

Endometriozis en ¢ok yumurtalik ve karin i¢ zarinda ortaya ¢iksa da viicudun

bir cok bolgesinde gozlenmektedir (sekil 1) (Tablo 1) [14].

Sekil- 1: Endometriozisli kadinlarda yaygin olarak gozlenen endometriozis alanlari

Tablo 1: Endometriozisin goriildiigii alanlar.

Sik goriilen Daha az sikhikta Nadir goriilen

Over ve fossa ovarika Cekum Meme

Anterior ve posterior Serviks KC, Safra kesesi
Posterior broad Vagina Pankreas
Utero-sakral ligament ince bagirsak Bobrek, iiretra
Tubalar Inguinal kanal Ekstremiteler
Sigmoid kolon Abdominal veya Kemik Vertebra

perineal skar
Apandis Gobek Akciger, Diafram

Round ligament Ureter ve mesane SSS, Beyin, Periferik sinirler

Giudice and Kao. Lancet. 2004"Mounsey et al. Am Fam Physician. 2006



2.4. Epidemiyoloji

Endometriozis prevalansini belirlemek olduk¢a zordur. Ciinkii klinik bulgular
cesitlidir ve en dogru diagnostik test sadece laporoskopidir [8]. Endometriozisin yas,
irk ve bunlarin yani sira bireysel risk faktorleri gibi ¢esitli demografik risk faktorleri
vardir [15]. Yapilan 4 biiyiik ¢aligmada, semptomsuz endometriozis, tiip baglama
operasyonu geciren kadilarm yaklasik %4’{inde ortaya ¢ikmustir. infertilite ile ilgili
cok merkezli bir calismada, yeni tanmi alan infertiliteli kadinlarin %17 sinin
endometriozis hastaligina sahip oldugu gosterilmistir. Pelvik agris1 bulunan kadinlarda
endometriozisin ortaya ¢ikma prevalanst %5- %21 aras1 degisiklik gostermis ve
genellikle bircok calismada %8 orani civarinda oldugu bulunmustur. Endometriozis
siddetli dismeroneden (adet agrisindan) sikayet eden hasta grubunun %50’sinde ortaya
cikmaktadir ve bu durum endometriozisi belirleyen en yiiksek risk faktoriidiir [15].
Yapilan bagka bir ¢aligmada ise miyomlardan dolay1 cerrahi operasyona maruz kalan
kadinlardan yaklasik %10’unda endometriozis hastaligi teshis edilmistir [16].

Bugiin endometriozisin nedenleri hala net olarak bilinememektedir [16][17].
Sadece ortaya ¢ikardigi semptomlarin tedavi yolu ile ortadan kaldirilmasina calisilan
bir hastaliktir. Endometriozis nedeni bilinmeyen bir hastalik oldugu icin risk

faktorlerinin bilinmesi ¢ok énemlidir [16].

2.4.1. Endometriozis Hastaligi Riskinin Artmasina Neden Olan Faktorler;

o Dogum yapmamig olmak

o Erken yasta adet gérmek

o Geg yasta menopoza girmek

o Kisa menstural dongii- 6rnegin 27 glinden kisa olmasi.

o Viicutta yiiksek 6strojen hormonunun olmasi veya uzun siire viicudun

Ostrojen iiretmemesi
o Diisiik viicut kitle indeksi

° Alkol tuketmek

o Ailede bir veya daha fazla kiside endometriozis goriilmesi
o Menstriiel akigin viicudun disina ¢ikmasini engelleyen herhangi bir
tibbi durum



° Uterus anomalileri.
2.4.1.1 Yas

Pelvik endometriozis, ergenlik 6ncesi ve menopoz sonrasi nadir goriilmektedir.
50 yas alt1 kadinlar {izerinde yapilan ¢alismalar, endometriozis sikliginin menopoza
kadar arttigini ileri siirmektedir. Fakat bir¢ok yeni ¢alismanin sonuglar1 bu durumu
desteklememektedir [16].

Hastaligin diagnozunda 25-29 yas araligi onemlidir. Bu yas araligindaki
kadinlarda pelvik agrilarindan ziyade infertilite genellikle daha yiiksektir.
Endometriozis hastaligi ergenler arasinda yaygindir. Pelvik agrili veya disporonili 20
yas alti kadinlarin neredeyse yarisinda endometriozis hastaligina rastlanilmaktadir

[18].

2.4.1.2. Sosyal Sinif ve Irk

Yiiksek sosyal siifli kadinlar arasinda endometriozis sikliginin daha yiliksek
oldugu rapor edilmistir. Fakat endometriozis hastaliginin tanisinin konulmasi yiiksek
maliyetli cerrahi operasyon yani laporoskopi gerektirdigi i¢in ve diisiik gelirli
kadinlarda operasyonun maliyeti nedeniyle tan1 konamadigindan bu bulgular dogruyu
yansitmiyor olabilir. Ayni sekilde bazi aragtirmalar beyaz kadinlar arasinda hastaligin
frekansinin daha yiiksek oldugunu gosterse de siyahi kadinlarda hastalik frekansinin
diisiik oldugu kesin olarak sdylenememektedir. Yeni aragtirmalara gore farkl irklara
sahip kadinlarda endometriosis hastaliginin frekanst bakimindan farkliliklar

bulunmaktadir [16].

2.4.1.3. Menstural Faktorler

Mensturasyon ve pelvik endometriozis arasindaki iliski hakkinda bilgiler
yetersizdir. Amerikada ve italya’da yapilan endometrial arastirmalar erken adet géren
ve bu siireci kisa ve agrili geciren kadinlarin daha yiiksek risk tasidigini 6ne siirmiistiir
[19]. Darrow tarafindan yapilan bir arastirmada 19-45 yaslarinda endometriozisli

kadinlarin 6zellikleri arastirilmigtir. Alt1 giinden fazla ve siddetli kanamasi olanlarda,



kramp tarzinda karin agris1 olanlarda, agri sikayetleri gittikce artanlarda, tampon
kullananlarda endometriozis riskinin arttig1 bildirilmigtir. Ayn1 zamanda erken adet
gorme, kisa siklus uzunlugu ( en fazla 27 giin) gibi faktorler endometriozis ile pozitif

korelasyon gostermektedir [20]

2.4.1.4. Aile Hikayesi

Endometriozisin aile oykiisii ile baglantili oldugu uzun siiredir bilinmektedir
[21][22]. 1980 yilinda Simpson ve arkadaslar1 endometriozis ile ilk genetik ¢calismay1
yaymlamistir. Calisma 123 endometriozisli kadin hasta iizerinde yapilmistir. Simpson
ve arkadaglar1 ¢alismada endometriozisli hastalarin kiz kardeslerinin %35,8 oraninda,
annelerin %8,1 oraninda ve 1. derece akrabalarinin %6,9 oraninda etkilenmis
oldugunu saptamistir. Buna karsin sadece %1 oraninda hastalarin eslerinin 1. derece
akrabalarinda (anne ve kiz kardeslerinde) endometriozis oldugu saptanmistir.
Caligmada 1. derece yakin akrabalarinda endometriozis gézlenmeyen hastalarin orani
ise %25 bulunmustur [23]. Malinak ve meslektaslar tarafindan anneleri veya kiz
kardeslerinde endometriozis hastalig1 saptanan kadinlarin hastaligi daha siddetli
gecirdigi rapor edilmistir. Yapilan birgok yeni arastirma bu bulgular1 desteklemistir

[24].

2.4.1.5. Sigara Icme, Yeme Aliskanligi ve Hayat Tarzi

Bazi caligmalar fazla sigara i¢gmenin endometriozis riskini azalttigini one
stirmiistiir. Crammer ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada, 6zellikle 17 yas
oncesi sigaraya baslamis ve giinde 1 veya daha fazla paket sigara icen kadinlarin
endometriozise yakalanma risklerinin, sigara icmeyen kadinlara gore daha diisiik
oldugu saptanmistir. Bu ¢alismalarin verileri sigaranin dstrojen hormonunu azaltmasi
etkisi ile aciklanmaya calisilsa da, endometriozis riski ile sigara igme arasindaki
iliskiye yonelik mevcut veriler kisitli ve tartigsmalidir [15].

Alkol, kafein veya doymus yagli yiyecekler tiiketmenin endometriozis riskinin
artmasina etkisinin olabilecegini One siiren arastirmalar mevcuttur. Alkol tiikketimi ile

endometriozis arasindaki baglantinin Ostrojen seviyesinin artis1 ile iligkili oldugu
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vurgulanmistir. Fakat bagka bir calismada ise alkol tiiketimi ile endometriozis arasinda
iligki saptanmamuistir [16].

US National Health tarafindan 1984-1992 yillar arasinda yapilan bir ¢calisma,
2 yildan fazla haftada en az 3 kez ve 30 dakika diizenli egzersiz yapmanin
endometriozis riskini azalttigini gostermistir. Diizenli viicut egzersizleri Ostrojen
diizeyini indirdigi i¢in endometriozis hastaliginin riskini azalttigina dair birtakim
bilgiler mevcut olsa da, bu konuyla ilgili veriler ve bilgiler tartismalidir. Ciinkii bu
bilgiler diizenli 4 saat ve iizeri fiziksel egzersiz yapanlar i¢in gegerli olabilir. Ayrica
hergiin diizenli egzersiz yapan birisi pelvik agrilarinin siddetinden dolay1 egzersizlere
devam edemeyebilir. Dolayisiyla hastalik ortaliga ¢iktiktan sonra hastanin fiziksel

egzersizlerini engelliyor ve bu nedenle gercek etkiyi golgeliyor olabilir [25].

2.4.1.6. Hamilelik Hikayesi

Calismalar gebelik ile endometriozis arasindaki iliskinin ters korelasyon
oldugunu 6ne siirmiistiir. Birden fazla dogum yapmis birisinin hi¢ dogum yapmamis
birisine gore endometriozis olma sansinin az oldugu saptanmistir. Genellikle

endometriozis tanisi infertilite arastirmasi yapilirken konulur [26].

2.4.1.7. Viicut Kitle Indeksi

Yiiksek viicut kitle indeksi ile endometriozis arasinda zayif bir ters oranti
bulunmustur. Yiiksek viicut indeksine sahip olan kadinlarda endometriozis riskinin
daha az oldugu saptanmistir. Endometriozis ve boy arasinda ise pozitif korelasyon
oldugu 6ne siiriilmiistiir. Sebebi ise uzun boylu kadinlarin follikiiler fazda estradiol

hormonlarinin daha yiiksek olmasi ihtimalidir [27].

2.5. Endometriozis Teshisi

Endometriozis vakalarinin asemptomatik olmasina ragmen bilinen bir¢ok tani

semptomlar1 vardir. Endometriozisin agrili adet, agrili cinsel iligki, infertilite gibi
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bilinen sikayetleri mevcuttur. Endometriozisli kadinlarin %50 si agr1 semptomlari ile
ortaya ¢ikmaktadir. Bunun yani sira kisirlik ile bagvuran kadinlarin %30’unda
endometriozis teshisi konulmaktadir. Endometriozisin incelenmesinde, olustugu tarih,

fiziksel 6zellikleri, dokunun seklinin belirlenmesi 6nemlidir.

2.5.1. Tani Yontemleri

2.5.1.1. Goriintiileme Yontemleri;

° Ultrason Goriintiileme;

Ultrasonografi endometriozis sikayetlerinde uygulanilan ilk tani yontemidir.
Daha diigiik maliyetli ve uygulamasi kolay yontem olmasina ragmen yapisikliklar
veya ylizeysel peritonel implantlar1 belirlemek i¢in yeterli ¢éziiniirliige sahip degildir.
Transvajinal ultrason yumurtalik endometriozisinde ¢ok yiiksek spesifiteye ve

sensiviteye sahiptir (sekil 2) [28].

Sekil- 2: Transvajinal ultrasonda endometrioma goriintiisii.

. Manyetik Rezonans goriintiileme (MRI)

Manyetik Rezonans goriintilleme (MRI) radyofrekans dalgalariyla calisan,
genellikle 6n hazirlik gerektirmeyen, endometriozis tan1 sensivitesi %86, spesifitesi
%85 olan, agrisiz bir tan1 yontemidir (Sekil 3). Maliyeti yiiksek olmasi nedeniyle ve
kiiciik periton lezyonlarin goriintiilenmesi giivenilir olmadig1 i¢in genellikle bu

yontem Onerilmemektedir [29].
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Sekil- 3: Manyetik rezonans goriintiilemede endometrioma goriintiisii.

2.5.1.2. Laboratuvar Testi;

Endometriozis tanisinin konulmasi i¢in kanser antijen 125’in (CA-125)
kanda seviyesine bakilmaktadir. CA 125 over yiizeyini orten epitel kaynakli
hiicrelerde bulunan bir hiicre yiizey antijenidir. Rutin CA125 test analizi
endometriozisin teshisinde onemli olsa da, tek basina tan1 yontemi olarak
degerlendirilemez. Bunun yani sira IL-6, leptin, karbonik anhidraz antikorlari,

antiendometrial antikorlar tanida ¢aligilan diger belirteglerdir [30].

2.5.1.3. Laporoskopi ve Laparatomi

Endometriozisin tanisi i¢in altin standart olarak bilinen laporoskopi
yontemidir. Bu yontem ile endometrial lezyonlar gézle agikca goriilebilir (sekil
4). Eger laporoskopi sirasinda lezyon hakkinda herhangi bir siiphe var ise,
biyopsi alinir ve patolojik incelemesi yapilir (sekil 5). Diger yontem ise
laparatomidir. Bu yontem ile karin boslugunu agarak lezyonlarin incelenmesi
yapilir. Giiniimiizde laporoskopiye alternatif olarak bilinen bir tan1 yontemi

mevcut degildir [14][31].
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Sekil-4: Laporoskopi yontemi ile ektopik endometriyal dokularin gériintiilenmesi.

Laparaskopi

Karin igindeki gaz

Sekil-5: Laporoskopi yontemi ile teshis.
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2.6. Etiyolojisi

I. Boéliim
Endometriozis hastaliginin etiyolojisi kesin olarak belirlenememistir.

Hastaligin olusma sebepleri bir sira teorilere dayanarak agiklanmaktadir.

2.6.1. Endometriozis Teorileri

2.6.1.1. Retrograd Mensturasyon Teorisi

Retrograd Mensturasyon, endometriozis etiolojisini agiklayan en eski teoridir.
Teori Simpson tarafindan ortaya c¢ikarildigindan, Sipmson teorisi olarak da
bilinmektedir. Teoriye gore mensturasyon doneminde endometrial hiicrelerin
tubalardan geri (ters) akim sonucu periton bosluguna veya batin boslugundaki organlar
izerine implantasyonu sonucunda endometriozis ortaya ¢ikmaktadir. Fakat bu teori

sadece %70-90 endometriozisli kadinlarda desteklenmektedir [32].
2.6.1.2. Colemik Metaplazi Teorisi

Colemik metaplazi teorisi, endometriozisin uterus disi hiicrelerin endometrial
hiicrelere abnormal olarak degiserek veya doniiserek ortaya ¢iktigini varsaymaktadir.
Bu teori, endometriozisin, bazi1 hiicrelerin visseral ve abdominal peritonun

metaplazisinden ortaya ¢iktigini 6ne siirmektedir [32][33].
2.6.1.3. Induksiyon Teorisi

Induksiyon teorisi, Colemik metaplazi teorisine benzer olarak
tanimlanmaktadir. Baz1 hormonal veya biyolojik faktorlerin etkisi ile uterus disi
hiicrelerin endometriuma doniismesi sonucu endometriozisi ortaya ¢ikardigini
gostermektedir. Bu maddelerin ekzojen ve endometriumdan salgilanan faktorler

oldugu diistiniilmektedir [34].
2.6.1.4. Vaskiiler ve Lenfatik Yayilim Teorisi

Endometrial hiicreler genellikle fallop tiipleri araciligiyla yayilmaktadir.
Vaskiiler ve lenfatik yayilim teorisi, endometrial dokunun uterus disindaki varliginin-

uzak bolgelerde var olmasiin vaskiilator ve lenf diigiimler araciligiyla gectigini
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aciklamaktadir. Bu teori endometrial dokularin neden plevra ve perikard gibi periton
boslugu disinda var olusumunu agiklamaktadir.
Bu teorilerin hicbiri tam olarak endometrioizisin olugsma nedenini agiklamamaktadir

[35].

II. Bolim

2.6.2 Genetik Faktorler

Endometriozisin uzun siiredir ailesel kalitimla gegtigi dne siiriilmektedir. ik
defa 1980 yilinda Simpson ve meslektaslar1 endometriozis genetigi lizerinde ¢alisma
yapmustir. Yiiz yirmi {i¢ endometriozisli kadin lizerinde yapilan bu ¢alisma, 9 hastanin
(5.6%) 18 yas isti kiz kardeslerinin ve 10 hastanin (8.1%) annelerinin
endometriozisten etkilendigini ve endometriozisli kadinlarin birinci dereceden
akrabalarinda riskin 6-7 kat oldugunu 6ne stirmiistiir [36].

Yapilan bazi arastirmalar kromozom artiglarinin, kromozom kayiplarinin, gen
mutasyonlarinin endometriozisin olusmasinda ve gelismesinde rol oynadigin1 6ne
stirmiisler. Endometrioziste siklikla calisilan genler; WNT4, GREB1,ETAAL1, FNI1,
ID4, NFE2L3, miRNA_148a, HOXA10, CDKN2B-AS1, VEZT genleridir [37].

III. Boliim

2.6.3. Hormonlar

Endometriozis lireme yasindaki kadinlarda daha cok gozlenmektedir. Steroid
hormonlarin  endometriozisin  etiolojisinde  olduk¢a biiyiik rol oynadigi
diistiniilmektedir. Ayrica Endometriozis hormonal tedavi gdrmeyen kadinlarda
menapoz sonrasi gdzlenmemektedir. Ostrojen, endometrial proliferasyona etki
etmektedir ve ektopik lezyonlarin Gstrojene cevap olarak arttig1 varsayilmaktadir. Bu
nedenle endometriozisin gelisimini arttirdig1 disiiniilmektedir [25]. Giinlimiizde
Ostrojen hormonunun endometrizisin gelismesine ve ilerlemesine etki ettigine dair
giicli. kanitlar bulunmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda endometriotik lezyonlarin
gelismesinde over veya adrenal kaynakli Ostrojenin yani sira endometrial dokularin

kendisinden yiiksek miktarda salgilanan 6strojenin rol oynadigi gosterilmistir[39].
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Ostrojen iiretiminde StAR ve aromataz basamaklar1 &nemlidir. StAR,
kolesteroliin sitozolden mitokondriye gecisini kolaylastirir. Aromataz, steroid
salgilanmasimin son basamagini katalize eder. Normal endometrium dokularinda
aromataz bulunmaz. Fakat yapilan c¢alismalarda endometriozisli kadinlarin hem
ektopik hem de 6topik endometrium dokularinda aromataz iiretimi icin gereken
transkripsiyon faktorleri (6rnegin steroidojenik faktor-1 (SF-1)) saptanmistir. [40]

SF-1, steroidogenezden sorumlu genleri (6zellikle aromataz ve stAR’1)
prostaglandin E2 (PGE2) ve siklik AMP (cAPM) bagiml olarak harekete gecirir.
Ayrica Ostradioliin  Ostrona doniismesinde rol alan 17-beta-hidroksisteroid
dehidrogenez-2 (17-B-HSD-2) enzimi ektopik endometrial dokularda sentezlenmedigi
icin Ostrojen inaktive olamamaktadir. COX-1 ve COX-2 arasidonik asitten
prostoglandin sentezini baslatir. COX-1 tiim dokularda bulunmasina karsilik COX-2
baz1 onkogenlerin aktivasyonuna yanit olarak yapilir. COX-2, endometriozisli
kadinlarin  ektopik ve oOtopik endometrial dokularinda saptanmistir. COX-2
inhibitorleri ile prostaglandinlar ve dolayl olarak aromataz inhibe olur. Hormonlar

mekanizmasi sekil 6’da ozetlenmistir [41].
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Sekil-6: Endometrioziste hormonal mekanizmalar.
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2.7. Endometriozis Tedavisi

Endometriozis hastalig1 hastaligin evresine gore ila¢ ve cerrahi tedavi olmak
iizere iki sekilde tedavi edilmektedir; Ila¢ tedavisi sadece agrilarin azaltilmasi igin
kullanilan bir nevi agn tedavisidir. Cerrahi tedavi ise ektopik endometrial dokulari
cerrahi operasyon ile ortadan kaldirmaktadir. Bu nedenle ila¢ tedavisi cerrahi

operasyon Oncesi veya sonrast da onerilebilmektedir [14].
2.7.1. Ila¢ Tedavisi

Ilag tedavisinde progestinler, danazol, oral kontraseptifler, GnRHa ve
estrojen/progestin  kombinasyonu, gestrinon, aromataz inhibitorleri ve GnRH
antagonistleri kullanilmaktadir. Kullanilan ilaglar hormonal igerikten olustuklari i¢in
sadece adet siklusuna, agrilarin azalmasina etki etmektedir. Ila¢ tedavilerinde
endometriozisin tamamen tedavi edilemedigi kisa siire sonra tekrar ortaya ciktigi

gozlemlenmektedir [42].
2.7.2. Konservatif Cerrahi Tedavi

Konservatif Cerrahi tedavi, laparotomi (agik ameliyat) veya laporoskopi ile
yapilmaktadir. En ¢ok kullanilan yontem “altin yontem” olarak adlandirilan
laporoskopi operasyonudur. Cerrahi tedavinin esas dnemi agr1 ve yapiskanlik yaratan
ektopik endometrial dokularin alinmasi ile agrinin ortadan kaldirilmasi, hamilelik
sansinin  arttirilmasi, tekrar endometriozisin ortaya c¢ikmasini olabildigince
geciktirmektir. Cerrahi tedavi sonrasi olgularin %50’sinde tekrarlanan endometriozis

ile karsilagilmaktadir [43].

2.8. Endometriozis Genetigi

2.8.1. Endometriozis’te Gozlenen Kromozom Degisiklikleri
Endometriozis vakalarindaki sayisal ve yapisal kromozal degisiklikleri
molekiiler veya sitogenetik teknikler kullanilarak incelenmektedir. Telvi ve

arkadaslar1 calismalarinda tekrarlanan “Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon

(CGH)” yontemini kullanarak kromozom artiglarinin 1, 2, 3, 5, 6p, 7, 16, 17q, 20, 21q,
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22 q numaralt kromzomlarda oldugunu ve kromozom kayiplarinin ise 6q, 9, 11p, 12,
13q, 18 ve X cinsiyet kromozomunda gdzlendigini One stirmiisler [44]. Shin ve
arkadaslar tarafindan ileri evre endometriozis vakalarinda trizomi 11, monozomi 16,
monozomi 17, trizomi 18 gibi andploidiler saptanmistir [45].

Bishoff ve Simpson tarafindan yapilan calismalarda da endometriozis
vakalarinda kromozom kayip ve artislarinin oldugunu ve ozellikle 17 numaral

kromozomda gézlendigi belirtilmistir [46].

2.9. PAEP (Progesterone Assosiated Endometrial Protein) - Glikodelin

PAEP geni, glikodelin genini sembole eder. Glikodelin 9q34 kromozom
bolgesinde bulunan, 28kD agirliginda, 180 aminoasit iceriyor. 7 ekson ve 6 introndan
olusan  bir gendir (Sekil 7). Promotor bolgenin iist kisminda
glikokortikoidler/progesteron icin kabul goriilen 4 yanit elementi vardir. Bu yiizden
glikodelin sentezi progesteron tarafindan kontrol edilir [47] [48].

Glikodelin lipokalin super ailesinin bir glikoproteinidir. Glikodelin baglica
uterus boslugunun endometrial dokusundan ve fallop tiipleri, yumurtalik, kemik iligi,
meme, seminal vezikiil, ekrin bezleri tarafindan eksprese edilir [49]. Genel olarak
glikodelin mRNA’sinin tiim 1yi veya kotii huylu tiimorlerde asir1 eksprese oldugu
gbzlemlenmistir [50] [51].

In vivo calismalar Glikodelin A’nin sar1 cisim tarafindan salgilanan
progesteron ve relaxin hormonlarinin ekspresyonunu indiiklendigini gostermistir [52].
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Sekil-7: PAEP geninin kromozomal bolgesi ve gen yapisi.
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2.9.1 Glikodelin’in Molekiiler Fonksiyonu

Glikodelinin islevi kesin olarak heniiz bilinememektedir. Islevinin
glikozilasyon tipine bagl oldugu diisiiniilmektedir. One siiriilen bazi fonksiyonlar
kontrasepsiyon, immiinasupresyan, anjiogenezise katilma ve apoptoz’dur. Glandiiler
morfogenez induksiyonu, epitelyal farklilasma, tiimor supresyonu gibi
glikozilasyondan bagimsiz faaliyetleri de vardir. Glikodelinin sentezinin progesteron
tarafindan regiile olundugu gézlemlenmistir [53].

Simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda glikodelin proteininin hamile kadinlarin
rahimlerinde T, B, NK (Natural Killer) hiicrelerinin ve monositlerin aktivitesini inhibe

ederek immunomodulator rol oynadig1 gozlemlenmistir [54].

2.9.2. Glikodelin Izoformlart

Glikodelinin glikozilasyona bagli olarak c¢esitli izoformlar1 mevcuttur.
Literatiirlerde glikodelinin 3 izoformu tanimlanmistir; Glikodelin A, Glikodelin S
(Sekil 8), Glikodelin F. Uterusta bulunan Glikodelin A sekresyonu, endometrial bezler
tarafindan uterin laminal bogluga salgilanan baglica progesteron diizenleyici bir
glikoproteindir. Glikodelin F baslica yumurtalikta sentezlenir [S5][56].

Glikodelin A baslica iireme dokularinda sentezlenmektedir. {lk olarak insan
plasental protein franksiyonunda bulunmasina ragmen, ana kaynagi mensturel
siklusun sekresyon fazi siiresince endometrial glandlardir. Ayrica bagisiklik
fonksiyonuna etki ettigi ve NK hiicrelerin aktivitesini inhibe ettigi de bilinmektedir

[57].
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Sekil-8: PAEP proteinin 3 boyutlu protein yapisi, isve¢ modeli.

S-S kopriisii silindir olarak tasvir edilmis ve asparaginin yan zincir nitrojen atomlari top
seklinde gosterilmistir (asn85, asn28). Alt kisimda, glikodelin-A ve glikodelin-S'nin Asn 28
ve Asn 63'iiniin N-glikosilasyon bolgelerinde mevcut olan esas kompleks tipi glikanlarin
temsili 6rnekleri bulunmaktadir.
(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/PAEPID46067ch9q34.html)

2.9.3. Glikodelin ve Endometriozis

Glikodelin A ekspresyon seviyesi mensturasyon fazlarinda degisiklikler
gostermektedir. Mylones ve arkadaglar1 Glikodelin A ekspresyonunun mensturel fazin
proliferasyon fazinda ( 1-14. giinlerde) en diisiik , erken sekresyon fazinda (15-22.
giinlerde) ise en yiiksek oldugunu ve sekresyon fazinin bitiminde (23-28. giinlerde)
giderek azaldigmmi O©ne siirmiislerdir [58]. Riccardo Focarelli ve arkaslarinin
endometriozisli kadinlar ve kontrol grubu {iizerinde yiiriittiigii bir aragtirmada
endometriozisli kadinlar ile kontrol grubu arasinda Glycodelin A ekspresyonu

acisindan mensturel fazlarda farkliliklar oldugu gézlemlenmistir (Sekil 9) [59].
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Sekil-9: Saglikli ve endometriozisli kadinlarda mensturel fazlarda Glikodelin A (GDA)
ekspresyon farkliliklart [59].

2.10. Anjiyogenez

2.10.1. Anjiyogenez

Anjiogenez Onceden olusmus damarlardan asamali olarak yeni damarlarin
olusmasi siirecidir. Anjiojenik faktorler i¢inde en Onemlisi; Vaksiiler endometrial
biiytime faktorii (VEGF) ailesi, anjiyopoietinler, Epidermal Biiytime Faktorii (EGF),
Transforme edici biiylime faktorii alfa (TGF-a) ve Fibroblast Biiyiime Faktorleri
(FGF)’dir. En Onemli anti anjiyogenik faktorler ise anjiostatin, endostatin,
trombospondin’dir [60].

Anjiyogenez, embriogenezis, yara iyilesmesi ve genglerde reproduktif
fonksiyonlarin gelismesinde temel Oneme sahiptir. Ayrica tlimor gelisiminin
patogenezinde yer alir ve endometrial implante hiicrelerin canliligini siirdiirebilmesi
icin damarlanmasi gerekmektedir [61]. Caligmalar anjiyogenezis olmadan tiimorlerin

yavag gelistigini 6ne stirmektedir [3].
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2.10.2. Oksidatif Stres

Serbest radikal olusumu, cesitli antioksidan molekiiller (antioksidanlar-
enzimler (SOD, Katalaz, GSH-Px) (sekil 10), proteinler (Albumin, seriiloplazmin),
selenyum, askorbik asit (C vitamini), tokoferoller (E vitamini), B karotenoid,
flavonoidler, glutatyon ve tiyoller, koenzim Q, ubikinon ve tiirevler) savunma
mekanizmalari ile kontrol altina alinarak, ortaya ¢ikacak etkileri engeller.

Baz1 durumlarda antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini tamamen
onleyememektedir. Bu durumda oksidatif stress olugsmaktadir. Ortaya ¢ikan oksidatif
stres DNA molekiiliine zarar vererek bircok tiimor baskilayict genin fonksiyon
kaybina ve aym1 zamanda kalp, akciger, deri, bobrek, beyin, eklem, géz, bagisiklik
sistemi yaglanma, obezite gibi bir¢ok rahatsizliklarin ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir [40] [63].

Oksidatif stresin Glikodelin araciliiyla anjioyogeneze katki sagladigini 6ne

siiren mevcut ¢alismalar vardir [64].

Eksik Elektron

D Q. ;

e 9 ! 9
/ g Eksik elektronun O"' )

:O O tamamlanmasi |
Q i: O I O | | 0 |

o ® o -

o .g-©O / O
Antioksidan Serbest radikal

Sekil-10: Antioksidanin serbest radikal iizerindeki etkisi; eksik elektronlari tamamlayarak

serbest radikallarin onarilmasi.

2.10.3. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) ve Anjiogenez

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorleri (VEGF) glikoprotein yapili
molekiillerdir. VEGF gen ailesi i¢inde 7 VEGF iiyesi tanimlanmistir. VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, Plasental biiyiime faktorii, VEGF-E ve VEGEF-F.

VEGF-A hem vaskiilojenez hem de anjiyojenezde énemli rol oynar. VEGF 3 tirozin
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kinaz ve 2 norofilin reseptoriine (VEGFRT1/FLT-1,VEGFR2/FLK-1,VGFRT3 ve
norofilin-1, norofilin-2 reseptorii) baglanir (sekil 11) [65].

VEGEF ekspresyonunun graniilosit makrofaj, koloni uyarici faktor, interlokin-5
ve bir sira sitokinler tarafindan indiiklendigi 6ne siiriilmiistiir. Post-natal damarlanma,
yara iyilesmesi, kanser, romatoid artrit, retinada ve kalp-damar hastaliklar1 dahil olmak
tizere bir¢cok patofizyolojik durumda ve 6zellikle anjiogenezin gelismesinde oldukca
onemli rol oynamaktadir (sekil 12). VEGF, akciger, meme, tiroid, yumurtalik gibi
bircok tiimor hiicreleri tarafindan salgilanir ve endothelyal hiicrelerde en az 2 kinaz
reseptoril (Flt-1ve Flk-1) aracilifiyla yeni damar olusumunu indiikler [3]. VEGF, ilk
olarak damar gecirgenligini artiran bir faktor olarak belirlenmistir. Dahasi endotel
hiicrelerinin ¢ok sayidaki biyolojik fonksiyonunu, sitokin sentezi ve sitokin salinimi,
trombolitik ve pihtilasma molekiillerin ekspresyonu ve diiz kas hiicre hiperplazisinin
diizenlenmesine katilir [66]. Ayrica VEGF, anjiojenezisi uyaran faktorler icinde hem

anjiojenik etki gosteren hem de damar gecirgenligini arttiran tek faktordiir [67].

VEGF VEGF
-—— FIGF VEGF-C
VEGF-B VEGF-D
l VEGF-E
sVEGFR-1 VEGFR-1 VEGFR-2

¥ 8¢8

ANGIOGENESIS

Sekil-11: Vaskiiler endoteliyal biiytime faktorlerinin anjiyogenez ile iligkisi [65].
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1. Tumor tarafindan VEGF 2. VEGF araciligiyla kan damarinin 3. Timérin kan damarlan ile

salgilanmasi artmasi ve timoére dogru X K
zenginesmesi

hareketi

Tamor

Kan Damari

Sekil-12: Anjiyogenez olusumu.

(https://www.lungevity.org/for-patients-caregivers/lung-cancer-101/treatment-
options/angiogenesis-inhibitors)

Oksidatif stres, Glikodelin ekspresyonu ve VEGF ekspresyonu birbirilerine
sirastyla etki ederek anjiyogenezin olusmasinmi saglamaktadir [64]. Oksidatif stres
olusmas1 Glikodelin ekspresyonuna etki ederek Glikodelin ekspresyonunu arttirir.
Artan Glikodelin ektopik endometrial hiicrelerde otokrin faktor roliinii oynayarak,

VEGEF ekspresyonunun artmasini saglar [68][69].

2.10.5. Anjiyogenez ve Endometriozis

Anjiyogenez Onceden olusmus damarlardan yeni damarlarin olusmasi
siirecidir. Endometrioziste anjiyogenez mekanizmasi normal endometriumda oldugu
gibi cinsiyet steroidleriyle onlarin reseptorleri arasindaki iletisim araciligiyla
gerceklesir [70].

Endometriozisli  kadinlarin  endometriumunda anjiyogenez esnasinda
endotelial hiicreler prolifere olurlar, migrasyona ugrarlar ve Ekstra Selliiller Matrikse
(ECM) yerleserek matriksin tekrar sekillenmesini ve yeni lumen olusumunu uyarirlar.
Bunun yaninda anjiyogenez endometriozisten kanser olugsmasina sebep olabilir [71].

Anjiyogenez her menstrual siklusta bir temel faktordiir. Yeni damarlarin
olusmasi veya yeni damarlarin sekillenmesi genellikle her menstrual siklus doneminde

endometriumda ortaya ¢ikar. Calismalar timoér gelisiminde oldugu gibi
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endometriozisin gelisiminde de anjiyogenezin temel faktér oldugunu ortaya
cikarmigtir [72]. Anjiyogenez endometrik lezyonlarin biiylimesinde ve hayatta
kalmasinda rol oynamaktadir. Artan anjiyogenik aktivite endometriozisli kadinlardan
alinan periton sivisinda goriilmiis ve aktif olan lezyonlarda anjiyogenik faktorlerin

artan ekspresyonu gosterilmistir [60].

2.11. Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR)

Gergek zamanli PCR (Real time-PCR) polimeraz zincir reaksiyonun bir
cesididir. Ik kez 1992’de Higuchi ve arkadaslari tarafindan tanitilmasma ragmen
halen en yeni yontem olarak bilinmektedir. Gelismekte olan teknoloji neredeyse %8
mRNA’nin  belirlenmesi caligmalarinda  kullanilmaktadir [73]. Diger PCR
yontemlerine gore daha hassas olmasi, testin daha kisa siire i¢inde tamamlanmast,
kontaminasyon riskinin diisiik olmasi gibi bir sira avantajlar1 bulunmaktadir. Gergek
zamanli PCR’da en ¢ok kullanilan SYBR Green, hidroliz problari (tagman problar1),
hibridizasyon yontemleridir [74].

SYBR Green gibi 6zel boyalarin ¢ift zincirli DNA molekiiliine baglanarak
ortaya ¢ikardig floresan 1s1ma sayesinde DNA amplifikasyon miktarinin saptanmasi

gergeklesir (sekil 13) [75].

SYBR Green Emitted Light ,
>

Polymerase

Sekil-13: Gergek zamanli PCR’da SYBR Green teknigi,
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A) Baslangi¢ asamasi; Ortamda SYBR Green, primerler, tek zincirli cDNA’lar
bulundugundan 1sinma goézlemlenmiyor. B) Primerin tek zincirli hedef gene
baglanmasi; Primerin baglanmasi ile SYBR Green olusmus ¢ift zincirli cDNA
molekiiliinde az miktarda floresan sinyali ortaya ¢ikar. C) Primerin uzamasi; DNA
amplifikasyonu miktaria bagli olarak DNA molekiiliine daha fazla SYBR Green

baglanarak floresan sinyali artar (http.//dyes.gene-quantification.info/)

Housekeeping genlerin kullanim1 ger¢ek zamanli PCR’larda 6nemlidir. Gergek
zamanli PCR yonteminde normalizasyon amaci ile bir referans gene ihtiya¢ vardir.
Hedef genin ekspresyon diizeyi, referans gen olarak kullanilan housekeeping genin

ekspresyon diizeyine oranlanir [76].

Threshold cycle (Ct) gercek zamanli PCR yonteminde dnemli degiskendir. Ct
degeri ornekte ilk anlamli artisin oldugu noktay1 belirtir. Test’te mRNA ekspresyon
diizeyinin saptanmasinda kullanilan hedef mRNA geninin Ct degerleri ile referans
(housekeeping) mRNA geninin Ct degerleri ile ACt formiilii kullanilir. Elde edilen bu
degerin standart egrideki ACt degerine orani ise AACt formiilii ile hesaplanir [77].

ACt= Ct (hedef gen)- Ct (referans gen)

AACt= ACt (6rnek doku) — ACt (kontrol doku)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Deneysel, kontrollii ve multidisipliner bir arastirma yapilmistir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calisma, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji ve Genetik
ABD' nda yapilmistir. Dokuz Eyliil Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dal1 ¢aligmaya katilan disiplinlerdendir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Calisma bir hasta kontrol grubu calismasidir. Calisma grubu endometriozis
tanis1 konulan 26-45 yas arasi kadinlardan laporoskopi veya laparatomi sirasinda
alian ve histopatolojik olarak dogrulanan dokulardan olusturulmustur. Caligmada 19
hasta ve 7 kontrol grubu kullanilmistir. 19 hastanin hem ektopik hem de 6topik
endometrium dokulari tizerinde ¢alisma yapilmstir.

Calismaya dahil olma kriterleri sunlardir;

26-45 yas arasi yazili onam alinmis hasta grubu olmalidir ve postmenopoz
donemde olmamalidir.

Calisma dis1 birakilacak kriterler sunlardir;

Yazili onam alinmamis vakalar, klinik ve laboratuvar bulgulariyla menapoz
doneminde olmak, adet diizensizligi, son 3 ay icerisinde oral kontroseptif kullanima,
yardimci iireme teknikleri uygulanimi, son 3 ay icerisinde rahimigi arag kullanimi, son
6 ay icerisinde GnRH analog tedavisi veya hormonoterapi alimi, endometrit,
endometrial hiperplazi, submiik6z myom, endometrial polip saptanmasi gibi durumlar.

Calisma grubuna dahil olan hastalar i¢in ayrintili (yas, gravida, parite,
0zgeemis, soygeemis, ilag kullanimi, kontrosepriyon yontemi, mesntruasyon diizeni,
bagvuru sikayeti, dismeroni, disparoni, kronik pelvik skorlamasi, uygulanan
yontemler, operasyon bulgulari, patoloji sonuglar1) anemnezin alinacagi demografik

veri formu olusturuldu.
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3.4. Calisma Materyali

Calisma materyali olarak endometrium dokusu kullanilmistir. Hasta ve kontrol
dokular1 Dokuz Eyliil Universitesi Kadin hastaliklar1 ve Dogum Anabilimdali’ndan
alinmistir. Dokular icerisinde RNA later (RNA stabilization reagent- alinan dokularin
icerisinde bulunan RNA’larin yikilmasini engeller) bulunan tiipler i¢ine alinmustir.
Daha sonra dokular, canliliginin korunmast i¢in -80°C’ de Dokuz Eyliil Universitesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Laboratuvarinda saklanmustir.

Calismada hasta gruplarimin ve kontrol gruplarinin disparoni, dismenore,
kronik pelvik agrilar1 gibi semptomlar1 Vizuel Agr1 Skorlama (VAS) sistemine gore
degerlendirildi. VAS sisteminde skor aralig1 1-10 arasinda olup, hi¢ agr1 olmamasi 0,

siddetli agr1 olmasi1 10 seviyeleri arasinda degerlendirildi.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmamizda hastalarin klinik ve laboratuar sonuglari bagimsiz degisken,

hastalarda endometriom varlig1 bagimli degiskendir.

3.6. Veri Toplama Araclar:
Hasta grubunu olusturan kisiler bilgilendirilerek onaylar1 alinmistir (EK 1).

Kontrol grubunu olusturan kisiler bilgilendirilerek onaylar1 alinmistir (EK 2).
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3.6.1. Ekspresyonun Belirlenmesinde Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar;

Tablo 2: Arastirmada Kullanilan Cihazlar.

Kullanilan Cihazlar Markasi
Mikrosantrifiij Eppendorf
Vorteks Labnet

Otomatik Mikropipet Seti Eppendorf
Hassas Terazi Applichem, A2114
Real Time-PCR Cihaz1 Lightcycler 2.0
Mikrodalga Firin Samsung
Elektroforez Sistemi Thermo Scientific
Buzdolabi (+4 °C) Beko

Buzdolabi (-80 °C) Beko

Derin Dondurucu (-20 °C) Beko

Jel Goriintiileme Sistemi

Vilber Lourm

NanoDrop

Thermo scientific

Tablo 3: Arastirmada Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan Kimyasallar Markasi
RNA izolasyon kiti Ambion
cDNA sentez kiti Takara
Beta — Merkaptoetanol Merck

LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green I | Roche

Primer Dizisi (PAEP) Alpha DNA
RNA stabilizasyon soliisyonu(RNAlater) Ambion
Agaroz Prona

TBE 10X Gibco

6X jel tamponu Fermentas
Etidyum Bromiir (EtBr) Sigma

50 bp DNA Molekiiler Agirlik Belirteci Fermentas
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3.6.2. Dokudan RNA Izolasyonu

Dokudan RNA izolasyonunu gerceklestirmek i¢in sivi nitrojen kullanilarak
dokunun ilk 6nce homojenizasyonu saglanmistir. Homojenize olunmus dokudan
“PureLink RNA Mini Kit” (Ambion) kullanilarak, kitin protokoliinde belirtildigi
sekilde RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

Kit icindeki soliisyonlar:

o Lysis Buffer

o Wash buffer I ve Wash buffer II

o RNaz free — water

Temin edilmesi gereken ek ajanlar:

o Beta — merkaptoetanol

° %70 etanol

3.6.2.3. Ambion-Purelink RNA Mini Kit [le RNA Izolasyon Protokolii

1. Homojenize edilmis dokunun iizerine 700 pl lizis soliisyonu ekleyip
vortekslendi.
2. Uzerine 3 pl beta — merkaptoetanol eklendi ve vortekslendi.

3. Uzerine 700 pl %70’lik etanol eklendi.

4. Etanol eklendikten sonra 15sn vortekslendi.

5. Ornegin kendisinden (igerisinde her tiirlii ¢okelti bulunan) 700 pl Spin
cartridge kolununa (toplama tiiplii) eklendi.

6. Oda sicakliginda 15 sn 12.000 x g’de santrifiij edildi. Altta kalan siv1
toplama tiiptii ile atild1 ve kolon yeni toplama tiipiine yerlestirildi.

7. Tiim 6rnegi gecirene kadar 4. ve 5. asama tekrar edildi.

8. Kolon iizerine 700 ul Yikama soliisyonu I eklenip oda sicakliginda 15
sn 12,000 x g’de santrifiij edildi. Altta kalan s1v1 toplama tiipii ile atild1 ve kolon yeni
toplama tiipiine yerlestirildi.

9. Kolon iizerine 500 pl yikama soliisyonu II eklendi.

10.  Oda sicakliginda 15 sn 12,000 x g’de santrifiij edildi. Altta kalan sivi

toplama tiipii ile atild1 ve kolon yeni toplama tiiptline yerlestirildi.
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11.  Asama 8 ve 9 tekrarlandi.

12.  Tip 12,000 x g’de 1-2 dk. santrij edildi. Kolonun alt toplama tiipii
atilarak yeni ependorf tiip i¢ine alindi.

13.  Kolonun merkezine 30 ul veya 50 ul RNaz icermeyen su eklendi.

14.  Oda sicakliginda 1 dk. bekletildi.

15. 12.000 x g’de 2 dk. santrifiij edilerek, RNA kolondan ependorf tiip

icerisine aktarilmis oldu.

3.6.2.4. Kalite Kontrol ve Miktar Olciimleri:

1. Total RNA izolasyonlarinin kalite kontrolleri ve miktar ol¢timleri
Nanodrop kullanilarak yapildi.

2. RNA konsantrasyonu ol¢iildiikten sonra “PrimeScript 1st strand cDNA
synthesis kit” i kullanilarak standart olarak 4ug/ul RNA cDNA ‘ya ¢evrildi.

3.6.3. mRNA’dan Spesifik cDNA Sentezi

Alinan 6rneklerden elde edilen total RNA molekiilleri Poli A kuyrugu ekleme
reaksiyonu kullanilarak cDNA’ya ¢evrildi. cDNA sentezi, “PrimeScript st strand
cDNA synthesis kiti”’nin i¢inde bulunan soliisyonlara ve protokoliine gére hazirlandi.

1. PrimeScript RTase (200 U/ul) 50 pl

2 5X PrimeScript Buffer 200 pl

3 RNase Inhibitor (40 U/ul) 25 ul

4. dNTP Mixture (10 mM each) 50 ul

5 Random 6 mers (50 uM) 100 ul

6 RNase free H20

32



3.6.3.1. Primescript 1st Strand Cdna Synthesis Kit Protokolii

1. Mikrotiip icinde karistirilacak olanlar;
Tampon Miktar
Random 6 mers (50 uM) Il
dNTP Karisimi (10 mM) 1wl
Template RNA 8 ul
Toplam 10 pl

2. 65 °C’ de 5 dk. inkiibe edildikten sonra 2 dk buz iizerinde bekletilir

3. 20 ul’lik mikrotiip igerisinde karisim hazirlanir.

Tampon Miktar
Hazirlanan Ornek RNA karisimi 10 pl
5X PrimeScript Soliisyonu 4 ul
RNase Inhibitor (40 U/ul) 0.5 ul (20 units)
PrimeScript RTase (200 U/ul) 1.0 pl (200 units)
RNase icermeyen dH20 4.5 ul
Toplam 20 ul
4. Karisim vortekslenerek, kisa bir santrifiij yapilir.
5 Asagidaki kosullar1 kullanarak reaksiyon karigimi inkiibe edilir.
a. 30°C 10dk
b. 42 °C 60 dk
6. Enzim inaktivasyonu 95 °C’de 5dk boyunca inkiibe edilerek

gerceklestirilir, daha sonra buz tlizerinde sogutulur.
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3.6.4. Real-Time PCR

3.6.4.1. Real Time-PCR Reaksiyonunda Kullanilan Komponentler

3.6.4.1.1 Ornek Materyal

Ornek materyal olarak dokudan izolasyonu gerceklestirilmis RNA
molekiiliinden elde edilmis cDNA kullanilmistir.

3.6.4.1.2. Primerler

Aragtirmada hedef gen olarak Glikodelin A geni ve hedef geninin ifade
profilinin normalizasyonunda farkli dokularda bile ifadesinin degismedigi bilinen
Hipoksantin Guanin Fosforibozil Transferaz (HPRT) housekeeping gen olarak
kullanildi.

Sentezlenen oligoniikleotidler (Forward 5’ - CTGGTGGAGGACGATGAG -
3’ , Reverse 5' - CTCTGGAGGTGTGGAAGG - 3") [53] HPLC yontemi ile
saflastirildiktan sonra liyofilize bir sekilde gonderilmistir. Liyofilize gelen primerler
firmanin gonderdigi konsantrasyon bilgisi dogrultusunda son konsantrasyonu 100
pmol/ul olacak sekilde; DNase ve RNase icermeyen steril distile su eklenerek ¢oziildii.
Sulandirilan primer stoklar1 Real Time-PCR'da kullanilmak iizere distile su ile 10
pmol/ul olacak sekilde 1: 10 oraninda diliie edildi. Primerlerin son konsantrasyonu

0.2-1 uM arasindadir (tablo 4).

Tablo 4: Hedef gen Glikodelin ve referans gen HPRT primer dizileri;

Primer Uzunluk | Forward ve Reverse primerler

Glikodelin 195 bp Forward 5'-CTGGTGGAGGACGATGAG-3’
Reverse 5'-CTCTGGAGGTGTGGAAGG-3'

HPRT 192 bp Forward 5’-CCCATCTCCTTCATGACATCT-3’
Reverse 5’-ATTATGCCGAGGATTTGGAA-3’

Gergek zamanli PCR c¢alismalarinda referans HPRT mRNA geni ile hedef
GD mRNA ayni plaka iizerinde caligildi.
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Gergek-Zamanli PCR’da Ct degerlerinin elde edilmesi i¢in Sybrgreen

deteksiyon metodu kullanildi. Ct ger¢ek zamanli PCR yonteminde 6nemli degiskendir.

Ct degeri ornekte ilk anlamli artisin oldugu noktay1 belirtir. Test’te mRNA ekspresyon

diizeyinin saptanmasinda kullanilan hedef Glikodelin mRNA geninin Ct degerleri ile

referans HPRT mRNA geninin Ct degerleri ile ACt formulii kullanildi. Elde edilen bu

degerin standart egrideki ACt degerine orani ise AACt formiilii ile hesaplandi.

3.6.4.2. RealTime-PCR Karisimi

Biitiin islemler sogutucu blok iizerinde yapildi.

Kullanilan malzemelerin miktarlar1 ve termal profilleri tablo 5 ve 6’da belirtildi.

Tablo 5: Real Time-PCR Isleminde Kullanilan Malzemeler ve Miktarlari

Bilesen Hacim Konsantrasyon

H>O 10 pl

PCR Primer Karigimi 2 ul Her birinden 0.2-1.0 uM
Kalip cDNA 4 ul 20-100ng/ pl
LightCycler® FastStart DNA 4 ul

Master Sybr Green

Toplam Hacim 20 pl

Tablo 6: Real Time-PCR Protokoliiniin Termal Profili

Basamaklar Sicaklik- Zaman
Baslangi¢ Denatiirasyon 95 °C-05:00
Amplifikasyon 95 °C-00:13
Baglanma 54 °C-00:30
Erime egrisi 40 °C- 00:03
Bekleme 40 °C
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3.7. Arastirma Plam

Tablo 7: Arastirma Plani.
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Veriler Gergek Zamanli PCR analizi sonunda Ct verilerine gore ACt ve AACt
formiilii ile hesapland1 ve kat sayilar1 degerlendirildi.

3.9. Arastirmanin Siirhhiklar:

Calismada sadece Glikodelin mRNA ekspresyonuna bakilmistir. Elde
olusturulan onam formlara gore hastalar ile kontrol gruplari arasinda yas, gravida,
viicut kitle indeksi, disparoni, dismenore, KPA gibi demografik o0zellikler

karsilastirildi.

3.10. Etik Kurul Onay1

11.02.2016 tarih ve 2518-GOA protokol numarali 2016/04-22 karar numarasi
ile Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik kurulu tarafindan

onay alinmistir (EK 4).
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4. BULGULAR

Bu calismaya 19 endometriozisli hasta ve 7 kontrol grubu olmak iizere toplam
26 hasta dahil olmustur. Hasta grubunu 26-45 yas arasi iireme doneminde olan
kadinlar, kontrol grubu yas aralig1 ise 24-50 yas arasi iireme doneminde olan kadinlar
olusmustur.

Calismamizda endometriozisli kadinlarin hem ektopik hem de 6topik
dokularinda Real-Time PCR yontemi kullanilarak Glikodelin mRNA ekspresyonu
seviyelerine bakildi (sekil 14).

Colot | Pos| Name
1 Kontrol HPRT
2 Kontrol Glycodeln
3 Nol hasta HPRTektop
4 No' hasta GD ektopik
5 No1 hasta HPRT dtopik
6 No1 hasta GD Gtopil
7 No2 hasta HPR Tekto

Fluorescence History

8 No2 hasta GD ekiopik
9 No2 hasta HPRT dtopik
10 No2 hasta GD otopik | /
11 No3 hasta HPRT ektopik It e B
|
4

Fluorescence (530)

12 No3 hasta GD ektopik
13 No3 hasta HPRT otopik : &7 - 2755
14 No3 hasta GD otopik Time (hamimess)

Sekil-14: Real time PCR goriintiisii.

Ekspresyon seviyeleri Ct deger formiilii kullanilarak hesaplandi ( Tablo 8, 9)
ACt= Ct (hedef gen) - Ct (referans gen)
AACt= ACt (6rnek doku) — ACt (kontrol doku)
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Tablo 8: Real Time PCR ydntemi sonucu elde edilen kontrol Ct degerleri.

Kontrol Ct degerleri

Referans gen
Hedef gen GD/Ct HPRT/Ct
Kontrol 1 17.68 25.99
Kontrol 2 22.74 21.71
Kontrol 3 23.17 22.37
Kontrol 4 25.86 28.70
Kontrol 5 32.60 21.36
Kontrol 6 30.01 24.18
Kontrol 7 24.63 27.99

Tablo 9 : Real time PCR ydntemi sonucu elde edilen hasta Ct degerleri.

Hasta Ct degerleri
Ektopik ) .
Ektopik hedef referans gen Otopik hedef | Otopik referans
gen GD HPRT gen GD gen HPRT
Hasta / Ct / Ct /Ct /Ct
Hastal 25.95 23.60 23.01 23.54
Hasta 2 2791 24.85 25.31 25.96
Hasta 3 30.34 28.50 28.50 24.18
Hasta 4 35.64 32.97 24.28 23.66
Hasta 5 35.87 28.94 24.74 25.82
Hasta 6 27.17 29.45 21.60 22.77
Hasta 7 29.58 26.95 26.14 24.53
Hasta 8 33.31 35.10 32.59 33.15
Hasta 9 32.84 32.84 33.99 30.54
Hasta 10 40.00 29.48 25.52 36.47
Hasta 11 33.76 31.18 29.33 28.33
Hasta 12 3742 33.52 29.03. 32.51
Hasta 13 28.06. 23.92 20.73 22.19
Hasta 14 33.42 30.27 34.59 23.19
Hasta 15 32.76 29.15 24.50 22.71
Hasta 16 37.76 29.81 28.45 33.77
Hasta 17 3291 28.06. 33.23 30.34
Hasta 18 29.59 27.84 26.52 24.86
Hasta 19 29.42 25.83 18.64 20.73
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Hasta ve konrtol grubunun demogrofik verileri karsilastirilarak

degerlendirildi ( Tablo 10).

Tablo 10: Demografik veriler.

z 3oA yoh 3oA 0d-29 379/ Wies'T 9€ L 1013u0)]
0 3oA yoh joA 1d-19 34 69 /wd G§'T 33 9 |043u0)
0 3oA Jen 3oA 0d-29 3 GG/ Wag9T 9z G [013u0Y
0 3oA 3oA oA 1d-19 309 /wd8sT 12 7 |0J3uo)y
z oA Jen Jen 0d-79 GG/ WIE9T L€ € [0J3uoy
0 oA Jen joA 1d-€9 0L/ W /ST 05 T |043u0)
0 joA yoA joA 0d-29 3Y99/WI19'T St T [013u0)
|oJ3uo)y

0 joA Jen oA 0d-09 319/ W8T [T 6T BlseH
L 3oA yoA Jen 0d-09 N LL /W ST w 8T eisey
0 3oA 3oA YoA 1d-19 3Y 8y /WS GS'T 3 LT easey
9 1en 1en Jen 0d-09 309 /w91 33 97 eisey
¥ Jen 1en 1en 1d-19 oy /wis9T 8¢ ST elsey
9 Jen Jen YoA 2d-29 B TL/WIEIT v pT elseH
L Jen 3oA Jen 1d-19 3YG9 /WISt 9% €T e15eH
6 Jen Jen oA 1d-19 B pS /W £G'T 33 ZT eisey
9 Jen Jen Jen 12-1d-29 3 G5 /WIT9T v 1T eiseq
8 Jen 3oA Jen 0d-09 34 05 /Wa G5'T 1€ 0T eisey
0 oA oA oA 10-2d-€9 B L9/wo0LT v 6 eisey
L Jen YoA Jen 1d-€D 3 pS /WI 79T 8z g eisey
6 Jen oA Jen 0d-79 3 GG /WIT9T 9¢ L eisey
L Jen 3oA Jen 1d-19 3409 /Wi 6S'T w 9 eysey
8 Jen Jen Jen 12-1d-19 LG/ WITIT oY G eisey
01 Jen YoA Jen 0d-29 3Y 0L /WI€9'T Ly p eisey
S Jen oA oA €d-€9 899 /w937 vy € eisey
0 joA 1en Jen 12-1d-19 3 GG /WI 9T e z eisey
L Jen Jen oA 12-1d-19 3 GG /Wi €9t 3 T eisey
nJoys 118y vl uoJedsiq aJoudwsiq | Isihes wngdoq o|y / Aog SeA eIseH
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Elde edilen ektopik ve otopik endometrium dokularinda Glikodelin mRNA
AACt degerleri kontrol endometrium dokularinin Glikodelin mRNA ACt degerleri ile
kiyaslandi.

Bu calismamizda glikodelin mRNA ekspresyon seviyeleri endometriozis
olmayan kadinlarin normal endometrium dokularinda 0.624 (n=7), endometriozli
kadinlarinin  6topik endometrium dokularinda 0.344 (n=19), endometriozisli
kadinlarin ektopik endometrium dokularinda ise 3.096 (n=19) olarak saptand1 (sekil

15).

Glikodelin mRNA

0 - [ ]

Kontrol Otopik Ektopik

Sekil- 15: Kontrol, 6topik ve ektopik dokularda glikodelin mRNA seviyeleri.
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5. TARTISMA

Endometriozis, diinya genelinde 15 ila 49 yas araligindaki her 10 kadindan
birinde goriilen yaygin bir hastaliktir. Diinya {izerinde yaklasik 70 milyon [78],
Tiirkiye’de ise 1 milyondan fazla kadin endometriozis hastaligindan sikayetgidir [79].
Endometriozisin ilk tanimlanmasindan uzun yillar gegmesine ragmen etiyolojisi ve
fizyopatolojisi hakkinda bilgiler olduke¢a kisitli ve tartismalidir [35]. Endometriozisin
olusma sebebi, retrograd menstural akim sonucu implantasyon, indiiksiyon ve vaskiiler
ve lenfatik yayilma teorisi dahil ¢ok sayida teori ile agiklanmaya calisilmistir [26].
Teoriler iginde en ¢ok kabul edilen Sampsonun 6ne siirdiigli “Retrograd mensturasyon
teorisi” olsa da, her bir teorinin patogenezde rol oynadigi ve tek bir teori ile

aciklanamayacagi kanitlanmistir [80].

Aragtirmalara gore endometriozisli kadmlarin endometrium dokulart ile
endometriozis olmayan kadinlarin endometrium dokular1 karsilastirildiginda yapisal,
hiicre ¢ogalmasi, apoptoz mekanizmasi, immun sistem elemanlari, hiicre adezyon
molekiilleri, proteazlar ve inhibitorleri, gen ekspresyonlari, protein sentezi,
anjiogenez, steroid ve sitokin sentezi gibi bircok farkliliklar saptanmistir [81]. Ayrica
endometrial lezyonlardaki sinir liflerinin olusmasi ve gelisimlerinin endometrium

lezyonlarindaki biyolojik farkliliklardan kaynaklanabilecegi one siirtilmiistiir [82].

Endometriozis gelisiminde anjiyogenezin Onemli role sahip oldugu
kanitlanmis ve son zamanlarda anjiyogenik hastaliklar arasinda yer almaktadir [71].
Yapilan calismalar oksidatif stresin artmasi Glikodelin ekspresyonuna etki ederek
Glikodelin ekspresyonunu arttigini, artan Glikodelin’in  ektopik endometrial
hiicrelerde otokrin faktor rolii oynayarak, VEGF ekspresyonun artmasini sagladigini
ve bu siirecin sonunda anjiyogenezin olusmasini tetikledigi one siirmiistlir [64].
Anjiyogenik faktorler icinde en 6nemli faktoriin VEGF ailesi oldugu diisiintilmektedir

[83] [84].

Glikodelin sekretuvar endometriyumun glandiiler epitel hiicrelerinde [85],

fallop tiiplerinde [86], yumurtalik timdrlerinde ve saglikli yumurtalikta [87], kemik
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iliginde, meme tiimoriinde, saglikli gogiis dokusunda [88], ve gobek kordonunun
epitelial dokusunda [89] salgilandigi bilinse de, ana kaynaginin mensturel siklusun
sekresyon fazi siiresince endometrial glandlar oldugu saptanmistir [90]. Glikodelinin
fonksiyonu heniiz kesin olarak bilinmemekle beraber islevinin glikozilasyona bagl
oldugu diistiniilmektedir [91]. Fakat glandiiler morfogenez indiiksiyonu, epitelyal
farklilagsma, tiimor supresyonu gibi glikozilasyondan bagimsiz faaliyetleri de
saptanmustir [53].

Yapilan arastirmalarda Glikodelin mRNA’nin kontrol grubu ile karsilastirilan
tiim iyi huylu ve kotii huylu timorlerden daha fazla eksprese oldugu gozlemlenmistir
[56].

Yapilan ¢alismalarda Glikodelin A’nin endometriozisin potansiyel biyomarker
olmasi Onerilmistir. Ayrica bazi calismalarda endometriozisli kadinlarin serum ve
perinatal sivisinda GDA’nin yiiksek oldugu rapor edilmistir [57][92].

Vodolazkaia ve arkadaslarinin yaptigi genis popiilasyon c¢alismalarinda
(n=353) 28 plazma biomarker icerisinden Glikodelin dahil 4 biomarkerin ( anneksin
V, VEGF, CA-125) yiksek sensitivite (%81-90) ve spesitivite (%63-81) ile
endometriozisin belirlenmesinde rol oynadigini 6ne siirmiistiir [93].

GDA ekspresyon seviyesinin menstruasyon fazlarda degisiklikler gosterdigi
bilinmektedir. Mylones ve arkadaslart menstruasyonun erken sekresyon, proliferatif
ve gec sekresyon fazlarindaki Glikodelin A  mRNA ekspresyonunu
karsilatirdiklarinda, erken  sekresyon fazinda Onemli derecede  arttig

gozlemlemislerdir ( Sekil 16) [58].

5000 - In situ hibridizasyon
4500 4
4000 4

3500 4

3000 4
2500
2000 -
1500 A

1000 A

Proliferatif faz FErken sekresvon fazi Geg sekresyon fazi

Baslangi¢c yogunlugu

Sekil-16: Insan endometriumunda Glikodelin ekspresyonu.
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Juliana Meola ve arkadaslarinin c¢alismalarinda endometriozisli kadinlarin
ektopik ve otopik endometrium dokularinda yaptiklar1 ¢aligmaya gore, Glikodelin
mRNA ekspresyon seviyeleri endometriozisli kadinlarin ektopik endometrium
dokularinda 2.525 (n=17), o6topik endometrium dokularinda 0.007 (n=17), kontrol
gruplarinin endometrium dokularinda ise 0.936 (n=10) olarak saptanmistir (Sekil 17).
Calismada ektopik ve Otopik endometrial dokular karsilagtirllmig ve ektopik
endometrial dokuda Glikodelin mRNA ekspresyonunun daha fazla oldugu
bulunmusur. Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda 6topik Glikodelin mRNA’nin
daha diisiik seviyede oldugu, ektopik Glikodelin mRNA’nin daha yiiksek olugu

belirtilmistir [48].
Gikodelin
4.5+ —_—
40+
35+
- 3.0 |-
>
S 25
':%
= 2.0 .
> 1.5
Q
‘é 1.0 |
< 05| —
£ o0} —— S
Q
2 -05}F
<
O NE EK o)
Doku

NE: normal endometrium dokusu
EK: ektopik endometrium dokusu
O: 6topik endometrium dokusu

Sekil-17: Glikodelin ve endometrizis.

Bizim ¢alisma sonucumuz Meola ve arkadaslarinin ¢alisma sonuglari ile hemen
hemen Ortiismektedir. Caligmamizda Glikodelin mRNA ekspresyon seviyeleri

endometriozis olmayan kadinlarin normal endometrium dokularinda 0.624 (n=7),
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endometriozli kadinlarinin  6topik endometrium dokularinda 0.344 (n=19),
endometriozisli kadinlarin ektopik endometrium dokularinda ise 3.096 (n=19) olarak
saptandi.

Degerlere gore endomeriozisli kadinlarin ektopik endometrial dokularinin
Glikodelin mRNA ekspresyonunu, endometriozisli kadinlarin endometrial 6topik
endometrium dokulari ve kontrol grubu kadinlarin endometrial dokularinin Glikodelin
mRNA ekspresyonu ile karsilastirdigimizda, ektopik Glikodelin mRNA ekspresyon
seviyesinin arttig1 saptandi.

Bunu endometriozisin gelismesinde oOnemli role sahip anjiyogenezde,
Glikodelinin otokrin faktore sahip olmasi ile aciklayabiliriz.

Yapilan ¢aligmalar oksidatif stresin glikodelin araciliiyla endometrial epitel
hiicresinde VEGF’i arttirdigin1 6ne siirmiistiir. VEGF endometriozisin gelismesinde
onemli role sahip anjiyogenik faktor oldugu bilinmektedir [68]. Kanitlanmis bu bilgilere
dayanarak, ¢alismamizdaki endometrial ektopik dokularda glikodelinin anjiyogeneze

katkida bulunarak endometriozisin gelismesini tetikledigini sdyleyebiliriz.

Yapilan aragtirmalara gore endometriozisli kadinlar ve endometriozis olmayan
kadinlar da kronik pevik agrisindan sikayet etseler de, endometriozisli kadinlarda KPA
skoru daha yiiksek gozlemlenmistir [31]. Rebecca ve arkadaglarinin 2009°ta yaptiklari
arastirmaya gore 4000 iizeri endometriozisli kadinlarin %98.4’tin de pelvik
agrilarindan sikayet ettigi rapor edilmistir [94].

Caligmamiza katilan endometriozisli kadimnlar ile kontrol grubu kadinlarin
pelvik agr skorlarini karsilagtirdik ve sonug olarak, endometriozisli kadinlarin KPA

sikayetlerinin daha fazla oldugu saptandi.

Yapilan c¢aligmalara gore endometriozisli kadinlar arasinda dismenore
semptomunun yaygin olmasina karsin disparoni semptomu ile c¢ok az
karsilasilmaktadir [95]. Marlon de Freitas Fonseca ve arkadaglarinin yaptiklar1 derin
inferilitasyon endometrioziste dismenore ve disparoni arasinda bir iliski olmadigin

One stirmiisler [96].
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Calismamiza katilan endometriozisli kadinlar ile endometriozis olmayan
kadinlarin dismenore ve disparoni Ozelliklerini karsilagtirdigimiz da, disparoni
sikayetinde bulunan hasta ve kontrol grubu arasinda herhangi fark saptanmadigi halde,

dismenore sikayetin de bulunan hasta grubunun sikayetinin daha fazla oldugu saptandi.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, ektopik endometrium dokularinda Glikodelin mRNA degerinin
4.9 kat daha fazla oldugu, 6topik dokularinda ise 1.8 kat daha az oldugu saptandi.
Ektopik ve 6topik dokular: birbirileriyle karsilastirdigimizda ise, ektopik dokularda
glikodelin ekspresyon seviyesinin Otopik dokulardaki glikodelin ekspresyon
seviyesine gore 9 kat daha fazla oldugu gézlemlendi

Endometriozisli hastalarin demografik 6zelliklerinde yas, gravida, viicut kitle
indeksi agisindan fark saptanmadi.

Dismenore, disparoni ve KPA skorlarina bakildiginda, dismenore ve KPA
sikayeti endometriozisli kadinlarda endometriozis olmayan kadinlara kiyasla daha
fazla oldugu gozlemlendi. Disparoni sikayetinde ise herhangi fark saptanmadi.

Glikodelin eksptersyonunun artmasina oksidatif stresin neden oldugu
bilinmektedir [68]. Bu bilgilere dayanarak oksidatif stresin Onlenmesinde
antioksidanlar kullanilarak, Glikodelinin artis1 ve dolayisiyla endometriozisin
gelismesi engellenebilir. Glikodelin geninin islevinin daha kapsamli arastirilmasi
ileride endometriozis tedavisine katki saglayabilir. Ayrica ektopik ve Otopik
endometrium hiicreleri arasindaki gen ifadesinin karsilastirmali c¢alismalari,
endometriyozisin  kompleks ve multifaktoryel gelisiminde rol oynayan

mekanizmalarini aydinlatabilir.
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EKLER

Ek 1. Olgu Rapor Formu

ADI-SOYADI:
Protokol no:

Telefon:

Yas: Medeni durum:

BMI(beden kitle indeksi):
OZGECMIS:

Alerji oykiisii:

Astim oykiist:

Immiinolojik hastalik dykiisii:
Ila¢ kullanim 6ykiisii :

SOYGECMIS:

Ailede endometriozis Oykiisii:

HASTA NO:
Tarih:

Evlilik stirest:
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[k adet yast:
tarihi:

Hipermenore:

Menoraji:

Intermenstruel kanama:

Dismenore

Infertilite:

Disparont:

Korunma yontemi :

Basvuru sikayeti:

KPA(kronik pelvik agr1): VAR
KPA skoru ( varsa)

Adet diizeni:

/

/

YOK

Son adet
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Viziiel analog skalasi(modifiye) (VAS)

Agrinizi1 en iyi tarif eden say1y1 yuvarlak i¢ine aliniz

0 1 2 3 45 6 7 8 9 10
ASriyok -------------mei oo — En kotii
olas1 agri

VAS:0-3 mild dismenore
VAS:4-5 moderate dismenore

VAS>6 severe dismenore

Otopik Ektopik Periton Serum
endometrium | endometrium | S1vis1
VEGF-A
VEGFR-2 _ _
FGF-2

Endoglin
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(CD 105)

Demir

Ferritin

Ca 125

Ca 19-9

Ca 15-3

Prolaktin

Estradiol

Progesteron

USG:

Diger goriintiileme:

Endometrial 6rneklemenin siklusun kaginci giintinde yapildigi:
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Endometrial 6rneklemenin patoloji raporu:

OPERASYON BULGULARI:

ADEZYON:
Yok:

Hafif:

Orta:

Dens:

Operasyon patoloji sonucu:
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Ek 2. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Endometriozis sik karsilagilan ve ureme cagindaki kadinlari etkileyen bir
hastaliktir. Normalde rahim igini drten zar tabakasinin olmasi gereken yer disinda
herhangi bir yerde bulunmasidir. En sik yumurtaliklarda goralur. Olgularin %75inde
hastalik yumurtaliklardadir , daha sonra sirasi ile karin zarinin rahmin arkasinda kalan
boslugunda (douglas posu), rahmi yerinde tutan baglarda, tiplerde, bagirsak ve idrar
torbasi ylzeyinde , rahim agzi, vajina, dis cinsel organlarda, cerrahi yaralarda, dikigli
dogum esnasinda acllan kesilerde goérulurler. Nadiren gobek deligi, burun zari gibi
uzak organlarda da gorulebilir. Ortaya gikan lezyonlar mikroskopik boyutta ve gozle
gorulemeyecek sekilde olabilecegi gibi 10-15 santimetre gibi cok blylk caplara da
ulasabilir. Genel olarak UGreme c¢agindaki kadinlarda gorilmekle birlikte her yas

grubunda saptanabilir.

Endometriozis kendisi k6tl huylu bir hastalik degildir. Ancak yapilan ¢alismalarda
endometriozis hastalarinda meme, yumurtalik ve bazi dolagim sistemi kanserlerinin
gorulme oranlarinda artis saptanmigtir fakat bu kanserler ile endometriozis arasindaki
iliski agik degildir.Olusum nedeni kesin olarak bilinmemekle birlikte pek gok kuram ileri
surtlmektedir. Yumurtaliklarda yerlesen endometriozis her adet ddneminde
kanayarak kist olusturur ve bu kist iginde biriken kan zamanla kahverengi, koyu
kivamli ve yapiskan bir hal alr. Yumurtaliklarda yerlesen endometriozise

endometrioma ya da ¢ikolata kisti denir.

Endometriozis hastalarinda en sik karsilagilan sikayet adetlerin asiri derecede
agrilh olmasidir, bu bulgunun adi dismenoredir. Endometriozis, cinsel iligki sirasinda
agriya neden olabilir. Bu duruma disparoni adi verilir. Endometriozis hastalarinin
biyuk bir kismi gocuk sahibi olamama nedeni ile doktora miracaat ederler. Genel
olarak kisirlik sikayeti bulunan kadinlarin yaklasik % 10-20 sinde degisik duzeylerde
endometriozis bulunmaktadir. Endometriozis ve kisirlik arasindaki iliski tam olarak
anlasilabilmis degildir. Endometriozisin tanisi  direk olarak hastalikli dokunun
gorilmesi ve patolojik olarak incelenmesi ile konur. Yani kesin tani igin cerrahi sarttir.
Oykide endometriozisden kusku duyulan hastalarda kisirlik problemi de varsa tani
koymak igin mutlaka cerrahi islem uygulanmalidir. Ameliyat sirasinda karin zari,
rahim, douglas boslugu, tipler gibi tim karin ici olusumlar gdézlenerek klguk
endometriozis odaklarinin varhigi arastirilirken siddetli olgularda yapisikliklar izlenir.

Endometriozis tanisinda en 6nemli tanisal testlerin basinda ultrasonografi gelir.
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Ancak ultrasonografi yumurtaliklarda yerlesmis cikolata kistlerinin taninmasinda
yararliyken karin boglugunun i¢ zarinda yerlesmis olan endometriozis hakkinda bilgi

vermede yetersizdir.

Endometriozisin kesin ve kalici tedavisi yoktur. Uygulanan tedavilerin amaci
agriy1 gidermek ve kisirligi ortadan kaldirmaktir. Bu amacla tibbi ve cerrahi tedaviler

uygulanabilir.

Bu calisma endometriozis olusum nedeni , hastaligin esasi ve gelisiminin
arastirimasi ve bodylece tani-tedavi basamaklarinin ortaya koyulmasi amaciyla

planlanmistir.

Calismaya katilacak olan tim hastalardan ameliyat dncesi rutin kan testleri
esnasinda fazladan 10cc kan alinacaktir. Ameliyat esnasinda karin igerisinden
periton sivisi denilen karin zarindan salgilanmig olan sividan enjektor yardimiyla
yaklasik 10-20 cc sivi alinacaktir. Bu islem esnasinda karin i¢erisindeki organlar veya
karin zari zarar gérmeyecektir. Sonrasinda da agri veya benzeri herhangi bir saglik
problemine neden olacak bir iglem degildir. Ameliyat 6ncesi endometrial biopsi
denilen rahim i¢ tabakasindan rutin olarak alinan érnek materyale zarar vermeden
incelenecektir. Arastirma esnasinda toplanacak olan tim érnekler gikolata kisti nedeni
ile ameliyat planlanmis olan hastalarda rutin islemler sirasinda elde edilecegi igin
hastaya zarar verme , fayda saglama yada yan etki olusturma gibi durumlar s6z
konusu degildir. Toplanan tim ornekler arastirma laboratuarinda incelenecek ve
endometriozis olusum nedeninin yani hastaligin esasi ve gelisiminin arastiriimasinda

ve boylece tani-tedavi basamaklarinin ortaya koyulmasinda kullanilacaktir.

Calismaya katilip katlmama karari tamamen size aittir. E§er calismaya
katilmaya karar verirseniz imzalanmaniz igin size bu Bilgilendirilmis Goénulli Olur
Formu verilecektir. Katilmaya karar verirseniz, ¢alismadan herhangi bir zamanda
ayrilmakta oOzgursinuz. Bu durum sizin aldiginiz tedavinin standardini
etkilemeyecektir. Calismayi yiiriten Doktor (‘DEUTF Hastanesi Kadin Hastaliklar ve
Dogum Anabilim Dalinda gérev yapan Dr. Dilay GOKDENIZ ”) calismaya katiliminizin
devam etmesinin sizin yarariniza olmadigina karar verebilir ve c¢alismadan
cikartilabilirsiniz. Arastirma giderleri, hastanin kendisine veya sosyal guvenlik
kurumlarina higbir sekilde yiklenmeyecektir. Calismada elde edilen sonuglar, hasta

ismi belirtiimeden bilimsel bir dergide yayinlanabilir.
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Yukarida yazili olan, goénilliye arastirmadan dnce verilmesi gereken bilgileri
okudum. Bu arastirma hakkinda bana yazili ve so6zlu acgiklamalar yapildi. Bu
kosullarda s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, higbir baski ve zorlama

olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Goniilliiniin;
Ad1 Soyadi:
Adresi:
Telefonu:
Imzasi:

Tarih :

Aciklamay1 yapan arastirmacinin;

Ad Soyada:

Imzas::

Tel: 0 505 758 96 23

Adres : Dokuz Eyliil Universitesi Kadin Hastahklar ve Dogum A.B.D.

inciralt1 /IZMIiR
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Riza alma islemine basindan sonuna kadar tamiklik eden kurulus gorevlisinin;
Ad Soyadi:
Gorevi:

imzas::

64



Ek 3. Arbis Ozgecmis

ADI SOYADI Khayala RASULOVA

TC Kimlik No / Pasaport No:

99859498844

Dogum Yih:

17.01.1992

Yazisma Adresi :

[zmir Tiirkiye

Telefon : 5365764941

Faks :

e-posta : r.xeyale @mail.ru
EGITIiM BILGILERI

Ulke Universite Fakiilte/Enstitii Ogrenim Derece Mezuniyet
Alam Yih
Bakii Devlet ) .. ) .. .
Azerbaycan CRasiyesi Biyoloji Biyoloji Lisans |2013

AKADEMIK/MESLEKTE DENEYIM

Kurum/Kurulus Ulke

Sehir

Boliim/Birim

Gorev Tiirii

Gorev Donemi

UZMANLIK ALANLARI
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DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
GIRISIMSEL OLMAYAN ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Konu: Kararhk.- | 720 12.02.2016
Sayin Dog.Dr.Sefa KIZILDAG,

Kurulumuz tarafindan 11.02.2016 tarih ve 2518-GOA protokol numarah 2016/04-22 karar numaras!
ile goriisilen “Endometriomali Hastalarda Ektopik ve Otopik Dokuda Glycodelin mRNA
Ekspresyonlarimn Belirlenmesi " konulu aragtirmaniza iliskin Kurulumuz karar ekte sunulmugtur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim. =
i -) “(-—Q_,-«_"_j;
Prof.Dr.Banu ONVURAL
Baskan

Dokuz Eylil Universitesi Saghik Yerleskesi Inciralt 35340 [ZMIR-TURKIYE
Tel:0 232 4122254 - 0232 4122258 Faks: 0232 4122243 Elektronik posta:etikkurul@deu.edu.tr
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TEMSILCISI VE ADRESI _ .|
ARASTIRMAYA KATILAN | TEK MERKEZ 4] COK MERKEZLI[]
MERKEZLER B |
Belge Ads Taemi | JSon Dili
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Dog.Dr Sefa KIZILDAG ¢alisma goriisiiliirken toplantida bulunmamgtir.
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