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OZET

Endometriozis, endometriyal dokunun uterus dis1 yerlesimi sonucunda gelisen ve kronik
inflamasyonla seyreden bir durumdur. Buseralin asetat klinik uygulamalarda endometriozis
tedavisinde kullanilan bir GnRH analogudur. Bu g¢alismada, Buserelin asetat ile
anjiyogenezisi baskiladigi ve apoptozisi uyardigi bilinen D vitamininin endometriozis
iizerine etkileri karsilagtirildi. Bunun i¢in 10 haftalik Sprague Dawley tiiri 28 adet disi
sicanda cerrahi endometriozis olusturuldu. Ilk operasyondan 28 giin sonra siganlarin
abdomenleri agilarak peritoneal bolgede yer alan endometriyotik alanlarin boyutlar 6l¢iildii,
adezyon skorlart hesaplandi ve sonra siganlar rastgele 4 gruba ayrildi. Birinci gruptaki
sicanlara 28 giin boyunca intramiiskiiler NaCl soliisyonu uygulandi. ikinci grup siganlarina
dimetil siilfoksit ig¢erisinde ¢ozdiiriilen D3 vitamini 28 giin boyunca intramiiskiiler yoldan
uygulanirken, tigiincii gruptaki hayvanlara ise 28 giin boyunca sadece intramiiskiiler dimetil
stilfoksit soliisyonu verildi. Dordiincii gruptaki hayvanlara distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiis
buserelin asetat 3 hafta boyunca haftada 1 kez subkutan yoldan uygulandi. Deneylerin
tamamlanmasi sonrasinda sakrifiye edilen sicanlarin endometriyotik implantlari, boyutlar
ve adezyon skorlar1 degerlendirildikten sonra karin duvariyla birlikte eksize edilerek
cikarildi. Histomorfolojik degerlendirmeler ig¢in doku kesitleri hematoksilen eozin ve
Masson trikrom ile boyanarak incelendi. Bcl-2 ve Bax antikorlari ve TUNEL yontemi
kullanilarak dokudaki proapopitotik ve antiapopitotik siire¢ler immiinhistokimyasal olarak
degerlendirildi. Ayrica, siganlarin peritoneal s1vi 6rneklerinde enflamasyon belirteglerinden
TNF-o ve anjiyogenezis siirecini degerlendirmeye yonelik VEGF diizeyleri dl¢iildi. Veriler
birlikte degerlendirildiginde, D vitamini grubuna ait bulgularin buserelin asetat grubuna
yakin sonuglar gosterdigi tespit edildi. Sonug olarak, D vitamini fibrotik alanlarin gerilemesi
ve apoptotik siirecin uyarilmasiyla endometriyal implant alanlarinin gerilemesine aracilik
etmis olabilir.
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ABSTRACT

Endometriosis is a condition that develops as a result of extrauterine presence of endometrial
tissue causing chronic inflammation. Buseralin acetate is a GnRH analogue used in the
treatment of endometriosis in clinical practice. In this study we compared the effects of
buserelin acetate and vitamin D, which is known to suppress angiogenesis and stimulate
apoptosis. For this purpose, endometriosis was induced surgically in 10 weeks old, 28 female
Sprague Dawley rats. 28 days after the first surgery, abdomen of the rats were opened and
size of the endometriotic implants in the peritoneum were measured and adhesion scores
were calculated. Then the rats were randomly assigned into 4 groups. Rats in the first group
were administered intramuscular NaCl solution for 28 days. Vitamin D3 dissolved in
dimethyl sulfoxide was administered intramuscularly to the rats in second group for 28 days,
whereas the animals in the third group were given only intramuscular solution of dimethyl
sulfoxide for 28 days. And in the fourth group, the animals were subcutaneously
administered buserelin acetate dissolved in distilled water once a week for 3 weeks. At the
end of the experiments, the endometriotic implants of the sacrificed rats were excised with
surrounding abdominal wall, after their size and adhesion scores were evaluated. For
histomorphological evaluations, tissue sections were stained with hematoxylin eosin and
Masson trichrome techniques. Proapoptotic and antiapoptotic processes in the tissue sections
were evaluated immunohistochemically using Bcl-2 and Bax antibodies and TUNEL
method. In addition, levels of TNF-o as inflammation marker and levels of VEGF to evaluate
the angiogenesis process, were measured in peritoneal fluid samples of rats. When evaluated
together findings and results in vitamin D treated group were similar to those in the buserelin
acetate treated group. Therefore, vitamin D may have a role in improvement of endometrial
implants by means of regression in fibrotic areas and stimulation of the apoptotic process.
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1. GIRIS

Endometriozis, hormonal bakimdan aktif olan fonksiyonel endometriyal dokunun uterus
disinda bulunmasi olarak tanimlanir. Cogunlukla ovaryum ile uterusun serozal ylizeyine
yerlesen bu fonksiyonel endometriyal doku pargalari, peritoneal yiizeye sahip abdomende,
pelvik ve abdominal organlarin yilizeyinde de goriilebilir. Bazi olgularda endometriozisin
abdomen ve pelvisten daha uzak bélgelerde 6rnegin akciger ve sinir sisteminde de ortaya
¢iktig1 bilinmektedir [1].

Diinyada yaklasik 200 milyon kadini1 etkiledigi bilinen bu hastalik iireme ¢agina ulasmis her
10 kadindan 1’inde goriilmektedir. Riski ise her gecen yil, kadindaki menstruasyon
donglislinlin sayis1 ile orantili olarak artmaktadir. Endometriozisin goriilme sikligindan
ziyade prevalansini tartismak daha 6nemlidir; nedeni ise tan1 konulmadan kisi yillarca bu
sekilde hayatin1 devam ettirir. Hastaligin altinda yatan sebepler menarstan 6nce olusup, yillar

icerisinde gelismektedir [2].

Endometriozisin orijini hakkinda bir¢cok hipotez ortaya atilmistir. Sampson’a gore
endometriozis, menstrual endometriyuma ait parcalarin uterin tiiplerden geriye dogru
ilerleyisi sonucunda peritoneal yiizeye implante olmasi ve orada varligini Sirdiirmesi
sonucunda meydana gelir. Bu mekanizma primat modellerde ve dogal olarak insanda
tanimlanmis ve sadece menstrual dongiiye sahip canlilarda gerceklestigi kabul edilmistir.
Coelomic-metaplazi hipotezine gore endometriozis, peritoneal kavitede mezotelyal
dokularin farklilasarak endometriyum-benzeri dokuya doniismesi ile endometriyal
lezyonlarin olustugu yéniindedir. Ugiincii bir hipoteze gore endometriozis, endometriyal
kavitede bulunan menstrual dokunun lenfatik veya kan dolagimi ile venlerden viicudun bagka
bolgelerine dagilmasi sonucunda gerceklesir. Sampson’un implantasyon hipotezi bir¢ok
endometriyotik lezyon olusumlarinin aciklanmasinda yeterli goriilmekle beraber
endometriozisin neden sadece bazi kadinlarda oldugunu agiklayamamaktadir. Ciinkii tireme
cagina gelen neredeyse her kadinda peritoneal kaviteye dogru yani geriye dogru bir
menstrual akim gergeklesmektedir. Buna ragmen endometriozisin popiilasyondaki goriilme

siklig1 %5 ile %10 arasinda degisir [3].

Retrograd menstruasyon ve endometriyotik implantlarin varligi sonucu ortaya ¢ikan immiin
yanitlar endometriozisin arastirilmasinda  birer kilit noktadir. Endometriozisin

patogenezinde lokal pelvik inflamatuar siire¢ ve peritoneal kavitede bulunan immiin sistem



ile iligkili hiicrelerin birlikte rol aldig1 varsayilmaktadir. Immiin sistem kaynakli bazi
yetersizlikler endometriyal hiicrelerin apoptozis ve fagositoza karsi diren¢ kazanmasina
neden olur. Immiinolojik faktdrlerin endometriozisteki pay1 biiyiiktiir, bu nedenle tedavide
immiin sistemin terapotik manipiilasyonundan faydalanilabilir. immiin diizenleyici ajanlar
arasindan interferon-a 2b, interl6kin-12 ve timor nekroz faktor-o inhibitorleri endometriozis
kaynakli agr1 ve infertiliteye care olabilecek ajanlar arasinda gosterilmektedir. Ancak, bu

ajanlarin halen klinik diizeyde kullanilabilirligi kanitlanmamustir [2].

Endometrioziste tedavi yontemleri medikal ve cerrahi olarak siniflandirilabilir. Uygulanacak
prosediir(ler), hastanin semptomlarina ve tedavi hedeflerine gére belirlenmektedir. Ornegin,
endometriozis ile iligkili agrinin tedavisinde ¢cogu zaman fertilite ¢ikarlari ile uyumsuzluklar
ortaya ¢ikabilir bu nedenle hastanin tedavi Onceliklerinin belirlenmesi gerekir. Tedavi
yaklagimlart hem mevcut lezyonlarin giderilmesini hem de niiksiin 6nlenmesini igermekte;
mevcut  stratejiler menstrilasyonun  azaltilmasina veya ortadan  kaldirilmasina
dayanmaktadir. Kombine oral kontraseptifler, gonadotropin salgilayan hormon (GnRH)
agonistleri, uzun etkili progestinler, Danazol ve aromataz inhibitdrleri endometriozis ile

iliskili agr1 yonetimi i¢in en yaygin kullanilan tibbi tedaviler arasindadir [4].

Insanlarda derideki aktif olmayan D vitamini formu (kolekalsiferol) derinin ultraviyole B’ye
maruz kalmasindan sonra 6nce karacigerde 25-hidroksilasyona (25-hidroksikolekalsiferol)
ardindan bdobreklerde ikinci bir hidroksilasyona ugrayarak aktif forma (1,25-dihidroksi
kolekalsiferol; kalsitriol) doniistiiriiliir. D vitamini sentezinde gorevli enzimler ve D vitamini
reseptorleri immiin sistem ile iligkili olan antijen-sunan hiicrelerde, T hiicrelerinde, B
hiicrelerinde ve monositlerde bulunur [5]. D vitamini viicutta kalsiyum-fosfat dengesinin
stirdiiriilmesinde ve ayrica giiclii bir immiin diizenleyicisi olarak gorev yaptig1 bilinmektedir.
D vitamini, T hiicre ve makrofaj kaynakli sitokin tiretimini azaltarak anti-inflamatuar bir etki
olusturur [6]. D vitamininin apoptotik siireg ile iligkili olan pro-apoptotik (Bax) proteinleri
uyardig1 ve anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-2X.) proteinleri ise baskiladigi bilinmektedir [7].
Hem saglikli hem de endometriozisli kadinlarda D vitamini reseptorleri ile D vitamininin
sentezlenmesinde gorevli enzimlerin endometriyum ve ovaryumlarda bulunmast D

vitamininin bu bolgede otokrin/parakrin etkilerinin oldugunu gostermektedir [8].

D vitaminin 6nemi giiniimiizde popiilaritesini siirdiirmektedir. Kovid-19 teshisi ile hastanede
tedavi goren 235 hasta lizerinde yapilan klinik bir arastirma, serum 25-hidroksivitamin D

seviyeleri ile immiin reaktiviteleri arasindaki baglantiy1 ortaya cikarmistir. Buna gore,



yiiksek serum 25-hidroksivitamin seviyelerine sahip hastalarin viriis enfeksiyon kaynakli
sitokin firtinast riskinden daha fazla korunmaktaydi [9]. Bir baska arastirma, Kovid-19
tedavisi goren hastalarin D vitamininin immiin diizenleyici 6zelliginden otiirli, birlikte
hazirlanacak olan fosfat ve magnezyum karisimi bir kokteyl ile tedavi siirecinin daha etkili
olabilecegini iddia etmektedir [10]. Kisilerde D vitamini eksiliginde, enfeksiyonlara ve
otoimmdiin hastaliklara olan yatkinligin artacagini iddia eden ¢alismalar literatiirde mevcuttur
[11].

Amacimiz, endometriyal hiicrelerde apoptotik faaliyeti uyardigi bilinen ve giiniimiizde
endometriozisin tedavisinde kullanilan GnRH analogu buserelin asetata [12] alternatif
olarak 1,25-dihidroksi vitamin Dgz’iin etkilerini histopatolojik ve immiinohistokimyasal
verilerin analizleriyle karsilastirmaktir. Hipotezimiz, anjiyogenezisi baskiladigi ve
apoptozisi uyardigi [7] bilinen 1,25(0OH).Dz’iin endometriozis modeline terapdtik bir

etkinligi ve buserelin asetata alternatif olacagi yoniindedir.






2. GENEL BILGILER

Kadin genital organlar1 i¢ genital (genitalia feminina interna) ve dis genital (genitalia
feminina externa) olmak iizere iki gruba ayrilir. I¢ genital organlar ovaryum, tuba uterina,
uterus ve vajina; dis genital organlar mons pubis, labium majus pudendi, labium minus
pudendi, klitoris, vestibulum vaginae, bulbus vestibuli, glandula vestibularis major ve

glandulae vestibularis minores olarak adlandirilir [13].

2.1. Uterus Embriyolojisi

Embriyonik donem, gelisimin 3-8. haftalar1 arasinda 3 germ yapragin, ektoderm, mezoderm
ve endodermin farklanmasi sonucu doku ve organlarin gelistigi doneme denir. Ektodermal
germ tabakasindan gelisen yapilara merkezi ve periferik sinir sistemi elemanlari, epidermis,
duyu organlarin epiteli gibi yapilar 6rnek olarak verilebilir. Mezodermal germ tabakasindan
vaskiiler sistem ve {iirogenital sistem organlart O6rnegin bobrekler ve gonadlar gelisir.
Endodermal germ tabakasindan gelisen yapilara ise gastrointestinal sistem, solunum sistemi

ve mesane epiteli 6rnek olarak verilebilir [14].

Embriyonun cinsiyeti her ne kadar genetik acidan fertilizasyon esnasinda belli olsa da
gonadlarin erkek veya disiye ait morfolojik karakterleri gelisimin 7. haftasina kadar belirgin
degildir. Genital veya gonadal sirt olarak ortaya ¢ikan gonadlarin i¢inde 6. haftaya kadar
germ hiicreleri bulunmaz. Gonadal gelisimin ilk safhalar1 5. haftada mezotelyal bir
kalinlasma olan primitif bobrek gelisimi ile ortaya ¢ikar. Genital veya gonadal kabarti, epitel
ve altindaki mezenkim tabakasinin ¢ogalmasi sonucunda olusur. Parmak seklinde bir yapiya
biirtinen gonadal kordonlar mezenkim i¢ine dogru biiyiirler. Farklanmamis gonad, yapisal
olarak dista bir korteks, icte ise medulladan olusmaktadir. Embriyonun genetiginde XX
kromozomu varsa farklanmamis gonadtaki korteks overe differansiye olur ve medullas:
geriler. Embriyo XY kromozomuna sahip ise medulla testise differansiye olur ve korteksi
geriler [15].

Epiblasttan kdken alan ve primitif ¢izgi boyunca gé¢ eden primordiyal germ hiicreleri 3.
haftada yolk kesesinin allontoise yakin bir bolgesinde endoderm hiicrelerinin oldugu
bolgeye konumlanir. Sonbagirsagin mezenterinin dorsali boyunca hareket ederek 5. haftanin

basinda primitif gonadlara ulasir; genital sirtlara gelisi ise 6. haftay1 bulur [14].



Farklanmamis evrede embriyonun mezonefrik (Wollfian) ve paramesonefrik (Miillerian)
olmak iizere 2 cift genital kanallar1 vardir. Paramesonefrik kanal karin bosluguna kranial
ucundan agilir. Kaudal yonde ilerlerken mezonefrik kanali 6nden ¢aprazlar sonrasinda
kaudomediyal yonde biiyiimeye devam eder. Orta hatta gelince karsi tarafin paramesonefrik
kanali ile temas eder. Oncesinde birbirleriyle bir septum ile ayrilmis olan bu iki kanal
sonrasinda birlesir ve uterus kanalini olustururlar. Kaynasan paramesonefrik kanallarin
lateralinden uterusun broad ligamenti meydana gelir. Broad ligamentin {ist sinirinda uterus
tiipleri, arka taraf yilizeyinde ise overler yer almaktadir. Paramesonefrik kanallarin
kaynasmasindan ayrica uterusun korpusu ve serviksi de olugsmaktadir. Mezensim tabakasi
uterusun miyometriyum ile perimetriyum tabakalarini meydana getirir. Cinsiyet
farklanmasinda Gstrojen hormonunun etkisiyle paramesonefrik kanallardan tuba uterinalar,
uterus, serviks ve vajenin {list kismi gelisir. Ayni zamanda dis genital organlari olan labium

majus, labium minus, klitoris ve vajenin alt kisimlart da gelismektedir [14, 16].

2.2. Uterus Anatomisi

Insanda uterus, pelvis boslugunda mesane ile rektum arasinda bulunan igi bos (cavitas uteri),
kalin diiz kas tabakasina sahip bir organdir. Komsuluklar1 asagida vajina, yan-iistte tuba
uterina’lar ile baglantilidir. Uzunlugu yaklasik 7,5 cm, genisligi 5 cm (en genis yeri),
kalinlig1 2,5 cm; agirligr 30 ila 40 gr arasinda degisir [13].

Uterus anatomik olarak corpus uteri, isthmus uteri ve cervix uteri olmak iizere 3 kisimda
incelenir (Sekil 2.1). Fundus uteri, corpus uteri’nin yukarisinda tuba uterina’larin giris
yerleri transvers bir ¢izgi ile birlestirildiginde iistte kalan kismima denir. Uzeri periton ile
ortiilii olan fundus uteri, uterusun en genis kismi olup ince bagirsak kivrimlari ve colon

sigmoideum ile komsuluk yapar [13].

Uterusun vesica urinaria, rektum ve pelvis duvarlari arasinda ligamentleri bulunur. Bu
ligamentlerin bir kismi desteklik saglayan periton plikalar1 (plica uterovesicalis, plica
rectovaginalis) digerleri ise diiz kas lifleri ile fibr6z doku iceren asil baglardir. Oksijence
zengin kan uterusa a.iliaca interna’nin bir dali olan a. uterina’lar ile gelir; venleri ise arterler
ile birlikte seyreder ve v. iliaca interna’ya drene olur. Arteria uterina diger damarlardan farkli
olarak gebelik esnasinda hipertrofiye ugrar ve uterus genisledik¢e de kivrintili olan yapisi

diizlesir. Venlerde de gebelik esnasinda belirgin genislemeler goriiliir [13].
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Sekil 2.1. Uterusun sematik ¢izimi. Anatomik olarak uterus corpus uteri, cervix uteri ve
isthmus uteri olmak tizere 3 kisma ayrilir. Yapisal olarak distan ige dogru
perimetriyum, myometriyum ve endometriyum olarak adlandirilir

2.3. Uterus Histolojisi

Uterus, pelvisin orta hattinda yer alan, giiclii kalin bir kas tabakasindan olusan, armut
goriiniimiinde bir iireme organidir. Ug¢ kistmdan olusur. Bunlar; 1. Gévde: oviduktlarin
acildigr genis kisim, II. Fundus: oviduktlarin giris portlarindan daha yukarida, uterusun
yuvarlak tabani, III. Serviks: uterusun dar sirkiilar kismi, vajinaya agilan kismi. Uterusun
fundus ve govdesinin kas duvar yapist endometriyum, miyometriyum ve en dista
perimetriyum [17], baz1 kaynaklarda da adventisya/seroza olarak adlandirilir [18, 19], olmak

iizere 3 tabakadan olusur (Resim 4.8).

Perimetriyum: Bu tabaka uterusu en distan saran serdz veya visseral yapidaki tabakadir.
Mezotelyum ve ince gevsek bag dokusundan olusur. Mezotelyumun altinda elastik doku
tabakas1 bulunur. Perimetriyum uterusun arka yiiziiniin tamamin1 kaplar ve 7 alt kismu ile
periton arasinda gevsek bag dokusu ile venler bulunur. On yiiziiniin ise tamamin kaplamaz.
On yiiziin bir kism1 bag dokusu veya adventisya tabakast ile ortiiliidiir. Perimetriyum pelvik

ve abdominal periton ile devam eder [20].

Miyometriyum: Uterus duvarinin biiyiik bir kismini igte sirkiiler dista longitudinal diiz kas

tabakasindan meydana gelen kalin bir myometriyum tabakasi olusturur. Rutin histolojik
kesitlerde rastgele dizilmis kas demetleri seklinde goriilen bu kas tabakasi tuba uterina ve

vajinanin kas tabakasi ile devamlilik gosterir. Gebelik esnasinda myometriyumda kas



hipertrofisi, ekstraselliiler matriks degisimi, lenfatik ve kan damarlar1 sayisinda bir artis
meydana gelir. Gebelikte uterus, miyometriyal diiz kas hiicrelerinde meydana gelen steroid
hormon kaynakli hiperplazi ve hipertrofi mekanizmalar1 ve fetiisiin biliylimesi sonrasi
uterusun mekanik olarak gerilmesi neticesinde hacmini 500-1000 kat artirabilir. Dogumda
hacmi artan uterus, dogumdan sonra kiigiiliir fakat hi¢ dogum yapmamis birine gére boyutu
daha biiyiik kalir [13, 21].

Endometriyum: Uterusun liimene bakan kisminda, en ic¢te uterusun mukozasi olan

endometriyum tabakasi bulunur. Morfolojik olarak 2/3’liik {ist kisim, stratum fonksiyonale
ve 1/3’liik alt kisim stratum bazale olmak tizere 2 tabakaya ayrilir. Organin beslenmesini
saglayan uterin arterden ¢ikan arkuat arterin dallar1 olan radial arterler bazalis tabakasina
dogru ilerler. Bazalis tabakasinda bu arterler spiral arter halinde devam eder ve arteriyoller
halinde bir araya gelerek anastomozlasir. Anastomozlasan damar agi kapillerleri destekler.
Kapiller yatak ince duvarli dilate segmentler olan lakiinalari igerir. Fonksiyonel tabakanin
gorevi blastosistin implantasyonu i¢in uygun ortami saglamaktir ve bunun gerceklesmesi
adina proliferasyon, sekresyon ve dejenerasyon olaylar1 burada gergeklesmektedir. Bazalis
tabakasinin gorevi ise fonksiyonel tabakanin rejenerasyonu i¢in kaynak olusturmaktadir.
Endometriyum tabakasindaki major bilesenler dokunun iskeleti olan stromal hiicreler,
endometriyal kavitenin liimeni ile stromanin invajinasyonunu ¢evreleyen tek katli prizmatik
epitel tabaka, kan damarlart ve immiin hiicrelerdir [22, 23]. Endometriyumun tek katli
prizmatik epiteli, salg1 yapan hiicreler ile silyumlu hiicreleri igerir. Yiizey epitelinin uterus
bezlerini olugturmak amaciyla stromaya dogru yaptig1 girintiler sonucu olusan basit tiibiiler

bezler endometriyumun derin kisimlarina dogru dallanir [23].

Menstrual Dongii: Ureme cagmna ulasmis saglikli bir kadinda uterus her ay kendisini

embriyonun implantasyonu ve ardindan meydana gelecek olaylar igin hazirlar. Menstrual
dongii, uterusun endometriyum tabakasinda meydana gelen gelisimsel basamaklarin art arda
gerceklesmesini tanimlayan bir terimdir. Bu dongii gonadotropinler tarafindan kontrol edilir
ve saglikli bir kadinda 28 + 2 gilinde bir tekrar eder. Menstrual dongii 3 ardisik evreden
olusur; proliferasyon evresi, sekretuar evresi ve menstrual evre [23]. Baz1 kaynaklarda 1-14
giin aras1 proliferasyon/follikiiler evre; 14-28 giin arasi liiteal/sekresyon evre olarak da

siniflandirilabilir [24].

Proliferasyon evresi menstruasyondan hemen sonra baslar ve ovulasyondan 1 veya 2 giin

sonra sona erer. Ostrojen hormonu etkisi alinda olan bu evrede Graffian folikiiliin gelisimi



gerceklesmektedir. Endometriyumda hizla bir rejenerasyon gerceklesir. Uterin bezlerin
bazalinda yer alan epitel hiicre tabakasinda mitoz boliinmeler gerceklesir ve bu tabaka
biiytidiikce mukozal yiizeyi kaplamaya baslar. Bezlerdeki prizmatik epitel hiicrelerinde
say1siz mitoz boliinmeler, stromada ise bag dokusundaki hiicrelerde yenilenme ve lamina
proprianin yeniden yapimi gergeklesir. Uterus bezleri uzar ve birbirine sikica paketlenmis
halde goriiniir. Bu fazda uterus bezleri bazaldan mukozal ylizeye dogru diiz ve direkt uzanir.
Spiral arterler de ayrica stratum bazaleden yenilenen doku bdlgelerine dogru bliyiir. Geg
proliferasyon evrede hem bezlerde hem de stromada dikkat ¢ekici biiylimeler ve degisiklikler
gozlenir. Bezler kivrimli hale gelir ve tirbuson kivrimlar géstermeye baslar. Stromal hiicreler
birbirinden 6demli siviyla ayrilir, mitoz bdliinmeler siklasir ve epitel hiicreleri daha yiiksek
ve daha prizmatik bir hal alip, c¢ekirdekleri rastgele yerlesir. Ayrica, stromal hiicreler
kollagen ve ara madde salgilar ya da fonksiyonel tabakaya desteklik gorevi goriirler.
Endometriyumun dokiilen fonksiyonel tabakasina bazal tabakadan sayilari hizla artan epitel
hiicreleri go¢ eder. Boylece, proliferasyon evresi boyunca endometriyumun kalinligi 0,5

mm’den 2-3 mm’ye kadar artar [17, 25].

Sekretuar evre oviillasyondan hemen sonra baglar ve menstrual siklusun 26-27 nci giinlerinde
sona erer. Oviilasyondan 2-3 giin sonra progesteron hormonunun indiiklemesi ile bez epitel
hiicrelerinde ve mukozal yiizeyde sekresyon aktiviteleri gozlenir. Yiizeyel tabakalardaki
0dem kayboldugunda endometriyum hafifce kiiciiliir. Baglarda, epitel hiicrelerinin yuvarlak
cekirdekleri merkezde konumlanmaktadir. Glikojen, hiicrelerin bazal bolgelerinde birikir ve
mitoz boliinmeler bir 6nceki proliferatif fazdan daha az goériilmektedir. Yirmibir-25 giinler
arasi, aktif sekresyon baslar ve glikojen daha ¢ok epitel hiicrelerin apikalinde gozlenir.
Uterin bezlerdeki hipertrofiye eslik eden 6dem sonucunda endometriyal kalinlik 4 mm’ye
kadar ¢ikar. Uterin bezleri belirgin sekilde piiriizlii bir hal alir. Yuvarlak g¢ekirdekleri bu
donemde bazal pozisyonda yer almaktadir. Yogun ve mukoid olan glikojen ve glikoprotein
icerigi yliksek sekresyonlar bez liimenine bosalir ve epitel hiicrelerinin liimen sinirlarinda
kabarciklar olusturur. Stromadaki hiicreler biiyiir ve dilate olmus sekilde gozlenirler. Spiral
arterler neredeyse endometryumun yiizeyine ulagmis durumdadir. Eger gebelik
gerceklesirse, stromal hiicreler lipid ve glikojen depolayan desidual hiicrelere dontsiirler
[25].

Desidualizasyon: Endometriyal stromadaki desidualizasyon, endometriyal stromal

fibroblastlarin farklilagmasi sonucu epitel-benzeri salg1 hiicrelerine doniismesine denir. Bu

olay, Ostrojen ve progesteron hormonlari, cAMP (siklik adenozin monofosfat) ve lokal
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parakrin faktorlerin etkisi altinda gergeklesmektedir. Amag, olasi embriyo implantasyonu
icin uterus duvarmi hazir hale getirmek ve embriyo implantasyonunun devamliliini

saglamaktir [19].

Menstrual evre Ostrojen ve progesteron hormon seviyelerinin diigmesi sonucunda meydana
gelen degisimleri igerir. Hormon diizeylerinin ani diistisii ile fonksiyonel tabakaya kan
destegi azalir. Spiral arter duvarinda meydana gelen kasilmalar neticesinde fonksiyonel
tabakada iskemi gerceklesir. Epitel ylizeyinde bozulmalar ve kan damarlarinda riiptiir
meydana gelir. Spiral arterdeki kan fonksiyonel tabakaya degil de bazal tabakaya doner ve
sonugcta igerigi kan, uterin sivi ve epitelyal hiicre olan kanama olusur. Arteriyal kan akimi
sinirlandirilir fakat venlerin agik u¢larindan devamli kan sizar. Menstrual kanama yaklagik
5 + 2 giin siirer ve ortalama 35 - 50 ml kan kaybedilir. Uterus myometriyumundaki
kasilmalar bu kanamanin gergeklesmesine yardimci olur. Endometriyumun fonksiyonel

tabakasi 48 saatin sonunda yok olur [23, 26].

Menstrual dongili boyunca endometriyumdaki degisiklikler ultrasonografi ile
goriintiilenebilir. Literatiirde “histologic dating of endometrium” yani “endometriyumun
histolojik takvimi” olarak gecen bu ¢izelgede beklenen menstruasyon giiniine 2-3 giin kala
yapilan endometriyal biyopsilerden sonuglar giivenilir ¢gikmaktadir. Proliferasyon evresi
ayirt edilmesi en zor olan evredir. Bu evredeki bezler dar, tiibiiler yapida olup mitotik
aktivitesi belirgindir. Endometriyumun kalinligi 0,5 mm - 5 mm arasindadir. Ovulasyonun
14. giin gerceklesecegi kabul edilirse 16. glinde bu evredeki bezler daha belirgin halde
yalanci ¢ok katl epitel seklinde goriiliir. Glandiilar epitelyumun bazalinda glikojen birikimi
ve hiicre merkezinde g¢ekirdek yapisi gozlenir. Sekresyon evresinde progesteron hormon
konsantrasyonunun artmasi ile Ostradioliin biyolojik etkisi azalir ve sonugta Ostradiol
reseptor sayilarinda azalma, Ostradioli Ostrona doniistiiren enzim (17p-hidroksisteroid
dehidrogenaz 2 geni) faaliyetlerinde de artma gergeklesir. Dongiiniin 17. giiniinde
endometriyal bezler daha kivrimli ve dilate olmustur. 18. giinde epitelyumdaki vakiioller
azalir ve cekirdeklere daha yakin konumlanirlar. Glikojen artik epitelyum hiicrelerinin
apeksinde de goriilmektedir. 19. giinde yalanci ¢ok kath epitel ve vakiilasyon neredeyse
goriilmez ve intraliiminal sekresyonlar ortaya ¢ikar. 21 veya 22. giinde endometriyal stroma
o0demli bir yapiya doniisiir. 23.giinde spiral arterleri ¢evreleyen pre-desidual hiicreler belirir
ve stromal mitoz daha belirgin hale gelir. 25. giinde yiizey epitelinin altindaki pre-desidual
hiicreler degisiklige ugramaya baslar. 27. giinde belirgin lenfosit infiltrasyonu ile geligmis

bir desidua benzeri hiicre siras1 gozlenir. 28. giinde menstruasyon baslar [27].
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2.4. Endometriozis

Endometriozis, endometriyal dokunun uterin kavite disinda ektopik alanlarda tipik olarak da
uterusun pelvik peritonal yiizeyi ve ligamentlerinde, ovaryum iizerinde ve rekto-vajinal
septumda goriilen kronik, iyi huylu, Ostrojen-bagimli inflamatuar bir hastalik olarak
tamimlanir [28, 29]. Endometriozisin olusma mekanizmasi ile ilgili gesitli goriisler
bulunmakla birlikte birden fazla etkenin hastaligin patogenezinde rol almasi sebebiyle

multifaktoriyel bir hastalik olarak tanimlanir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Endometriozis patogenezinde rol alan mekanizmalar

Teori/Faktor Mekanizma
Retrograd Endometriyal igerigin pelvise dogru hareketi ve endometriyal
menstruasyon lezyonlarin implantasyonu
] Hormonal veya immiinolojik faktorlerden dolayi peritonal
Metaplazi ' '
dokunun veya hiicrelerin endometriyal dokuya transformasyonu
Progesteron-aracili kontrole kars1 direng neticesinde dstrojen-
Hormonlar

odakli endometriyal lezyonlarin ¢ogalmasi

Oksidatif stres ve

inflamasyon

Endometriyal biiylimeyi tesvik eden immiin hiicre ve onlarin

uruni olan sitokinlerin artmasi

Immiin yetmezlik

Menstrual debrislerin ortadan kaldirilmasinda yetersizlik ve

endometriyal lezyonlarin implantasyonu ve biiylimesinin tesviki

Apoptozisin Apoptotik yolaklarin engellenmesi ve endometriyal hiicrelerin
baskilanmasi hayatta kalmasinin tesviki
) Endometriyal hiicrelerin tutunma 6zelliklerini degistirmek ve
Genetik immiin sistemden kacisini tesvik etmek
Dogal olarak rejenerasyon yetenegine sahip farklilagsmamis
Kok hiicre hiicreler tarafindan endometriyotik depozitlerin olusmaya

baslamasi

Not: Sourial S, Tempest N, Hapangama DK. Theories on the pathogenesis of endometriosis. International
Journal of Reproductive Medicine 2014, 2014 kaynagindan uyarlanmigtir.

Ureme ¢agindaki kadmlarin yaklasik %5-10’unu, bu say1 diinya genelinde 176 milyon
kadina tekabiil etmektedir, etkileyen pelvik agrili ve infertiliteye sebep olan bu hastaligin
kesin bir tedavisi bulunmamaktadir. Giincel tedavi yontemleri daha ¢ok hastanin agrisini

azaltmaya yonelik olup, aralarinda sinirli cerrahi girisimler ve bir¢cok yan etkiye neden olan
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hormonal tedavi yontemleri bulunmaktadir. Bu nedenle, klinik tablo arastirmacilari bu
hastaligin patogenezini ve alt tiplerini tanimlamaya yonelik ve 6zellikle hormonal olmayan

tedavi segeneklerini arastirmaya sevk etmektedir [29, 30].

Uterus transplantasyonu ile ilgili ilk denemeler, 1874 yilinda endometriyum transplantasyon
caligmalar1 sayesinde Goldzeiher’1 bu alanda dncii yapar. 20.yy’a gelindiginde H. Stilling
tarafindan “Die Entwicklung transplantierter Gewebsteilein” adli bir makale yaymlanir.
Yayinlanan bu makaleye ait bir alintr; “Immatiir tavsanlardan elde edilen uterin parcalar1 ve
vajinal dokular ayni hayvanin dalagina transplante edildiginde dokular biiylimeye devam
eder. Dalaga implante edilen vajina parcalarindan, uterustan ve endometriyumdan cesitli
boyutlarda kistler olusmaya devam eder. Bu yapilar silli silindirik epitel ile bir sinir hatti
olusturur. Kistlerin igerisinde salgi iirlinleri vardir ve epitelyumda yigili halde papiller
bulunmaktadir. Kist, ondan bir parca alinmasmmin ardindan yine kendisini

yenileyebilmektedir” seklinde 6zetlenebilir [31].

[k basarili ovaryum allografisi 1863 yilinda Paul Bert tarafindan deneysel tavsan modeli
iizerinde gerceklestirilmistir. Kadin hasta iizerinde yapilan ilk basarili ovaryum allografi
girisimi ise 1895 yilinda Robert Morris tarafindan gergeklestirilmistir. 1918 yilinda
Hesselberg, Kerwin ve Loeb Guinea pig tizerinde ¢esitli organlarin transplantasyonunu
gergeklestirmistir. Bazi uterus pargalarini kulak ceplerine; subkutan olarak da kulaga ve
abdominal duvara transplante etmislerdir. Hesellberg’e gore calisma endometriozisi basarilt
bir sekilde temsil ettigi yoniindedir. Ozellikle otograftlarindaki beklenen kistik yapilarin,

epitelyal sinirlarin, bezlerin ve bag dokusu varliginin tespiti onu hakli ¢ikartmaktadir [31].

2.4.1. Retrograd menstruasyon teorisi

Retrograd menstruasyon teorisi endometriozisin etiyolojisini agiklayan en eski teoridir.
Buna gore, menstruasyon esnasinda dokiilen endometriyal hiicre/debris igerigi tuba uterina
boyunca pelvik bosluga akar, peritoneal yiizeylere tutunur ve birka¢ asamadan sonra olgun
endometriyotik lezyonlar meydana gelir. Ancak, retrograd menstruasyonu olan her kadinda
endometriozis gozlenmez [29]. Ayrica ergenlik Oncesi kizlarda, yeni doganlarda ve

erkeklerde de goriilebilen endometriozisi agiklayamadig i¢in tartigmalidir [32].

John Sampson 1916 yilinda ele aldig1 bir myoma uteri vakasinda uterusu ¢ikarirken uterusa

enjekte ettigi bir takim kimyasallarin uterin ve ovaryan venlerden sizdigini gozlemlemistir.
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Operasyon siireci boyunca kimyasal igerigin uterus duvarinin vendz siniislerinden sizdigini
ve uterin ile ovaryum venlerine gittigini gézlemlemistir. Uterusun kan akisi, damarlara
bizmut subkarbonat igeren eritilmis jelatin injekte edilerek calisilmistir. Her bir uterustan
cikan uterin arterlerden biri anterior digeri posterior uterus duvarini penetre eder. Arkuat
arter olarak adlandirilan damarlar uterin duvarini dar/dig/periferal zon ve genis/i¢c/radyal zon
olarak ayirir. Damarlar myometriyumdan endometriyuma dogru ilerler. Arterlerin biiyiik
kismi1 uterusun direkt mukozasini besler. Vendz kan arkuat venler ile i¢erigi uterin pleksusa
doker. Bu, broad ligamentlerin arasindaki tabakada yer alir. Arkuat venler kan1 hem periferal
hem de radyal uterus zonlarindan alir. Mukozanin vendz kapilleri ki bazilar1 dilate olmus
siniis formundadir, kan1 miyometriyumun radyal zondaki venoz siniislere bosaltir daha sonra
arkuat venlere doniisiir. Endometriyum tabakasindaki kanin biiyiik bir kismint bu biiyiik
venler alir ve siniislere bosaltir. Bu biiyiik venlere Sampson alic1 siniis (receiving sinuses)
adini1 vermistir ve ona gore yabanci maddelerin sizintis1 endometriyumdan ¢ikan bu dilate
olmus biiyiik alict siniislerden daha derindeki uterin duvara dogrudur. Uterin duvarinda
bulunan siniis veya venlerde valve yani kapak¢iklarin olmamasi venlerde meydana gelecek
olan herhangi bir basing degisikliginde kanin uterus duvarina dagilmasina izin verecektir.
Menstruasyon sirasinda mukozadaki bazi kapillerler riiptiir olabilmekte boylelikle kan
sizintisi/’kacagr meydana gelebilmektedir. Kanla birlikte kiiciik mukoza parcaciklart da
aralardan s1zip riiptiir olmus kapillerlerin arasindaki liimene veya siniislere sizar ve uterus

duvarindaki daha derin venlere dogru ilerler [33].

Sampson 1927 yilinda yaymlamis oldugu makalesinde endometriozisde endometriyal

dokunun kokenini 4 olasi yol ile tanimlamistir. Bunlar;

1. Direkt veya birincil uterin endometriozis; Uterus duvariin kendi mukozasi veya tubal

mukozanin iggali ile,

2. Indirekt veya ikincil uterin endometriozis; Endometriyal dokunun pelvis bolgesinde

bulunan ektopik endometriyal odaktan uterus duvarinin yiizeyel alanina yayilmasi ile,

3. Implantasyon veya peritoneal uterin endometriozis; Uterusa implantasyon yolu ile

veya peritoneal ylizeyinde gelismis endometriyal dokudan,

4. Embolik veya metastatik uterin endometriozis; Menstrual deseminasyon ile uterusun
vendz sirkiilasyonuna ya uterin kaviteyi c¢erveleyen mukozadan ya da

miyometriyumdaki endometriyal dokudan yayilmasi [33].
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Histolojik c¢alismalar gdstermistir ki, menstrual donemdeki uterus mukozasinda vendz
kapiller ve bilyiik vendz siniislerin sayesinde kan, mukozal damarlardan g¢evre dokulara
gecmekte ve beraberinde getirdigi mukoza pargaciklart da onu izleyerek damar disina
cikmaktadir. Menstrual kan, uterusun vendz dolasimina riiptiire olmus mukozal siniislerden
icerisinde endometriyal dokuya ait parcaciklar tasiyarak kagar. Ayrica bu kanallar
aracilifiyla uterus mukozasina ait uterin pargaciklari da venlere sirkiilasyonla dogru kagak
yapar. Endometriyal dokuya ait bu parcaciklar, ¢gevre ven veya vendz siniislerin ylizeyine
implante olabilme ve yasamini devam ettirebilme 6zelligine sahiptir. Elde edilen histolojik
verilerden ektopik endometriyal dokuda uterus mukozasindaki venoz kapillerlere benzer

kapillere rastlanmigtir [33].

2.4.2. Metaplazi teorisi

Colomik metaplazi teorisine gore endometriozis, visseral ve abdominal peritonun
mezotelyal hattinda bulunan 6zellesmis hiicrelerin degisimi sonucunda meydana gelir.
Endometriozisin nedeni ¢dlomik epitelden kaynaklanan metaplazidir. Bu teorinin mantikli
olmasi, periton ve endometriumun her ikisinin de ortak embriyolojik kaynaktan yani
¢colomik duvardan kdken aliyor olmasidir Ancak bu goriisii bilimsel dayanaklarla kanitlamak
oldukga giigtiir [32]. Normal peritoneal hiicrelerin endometriyum benzeri hiicrelere
donlismesinde hormonal veya immiinolojik faktdrlerin rol oynadigr diisiiniiliir. Hiicrelerin
yapisal degisimini tetikleyen olayin endokrin sistemi etkileyen, 6rnegin Gstrojen, oldugu
sOylenmektedir. Bu teori prepubertal donemde goriilen endometriozisi agiklayabilir ancak
prepubertal donemde endometriozisi atesleyebilecek kadar Ostrojen miktart yoktur ve bu

nedenle iireme ¢cagindaki kadinlarda goriilen endometriozisten farkli bir agiklamasi olmalidir
[29, 34].

Matsuura, Ohtake, Katabuchi ve Okamura (1999) insan ovaryum yiizey epiteli hiicrelerini
kullanarak yaptiklari in vitro hiicre kiiltiiri deneyinde endometriyal lezyonlarin ovaryum
yiizey epitelinden metaplazi yolu ile koken aldigini kanitlamistir. Olusturduklari modelde,
hem ovaryum yiizey epiteli hem de ovaryum stromal hiicrelerini 17f3- estradiol’{in de ortama
katilmast sonucunda kiiltiire ettiklerinde, ovaryan yiizey epitel hiicrelerinden epitelyal
mezenkimal yapili endometriyal stromal hiicre ile ¢evrili bir liimen olusturmay:

basarmislardir. Elektron mikroskobu goriintiilerinden bu hiicrelerin ylizeylerinde siki
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baglantilarin oldugu ve glandiiler hiicrelerde sitokeratin ile mikrovilli yapilarinin da olustugu

gozlenmistir [35].

2.4.3. Hormonlar

Steroid hormonlar, hiicresel metabolizmada, gelisimsel siireclerde ve iireme sistemindeki
fizyolojik olaylarda 6nemli ve diizenleyici etkinligi olan bilesiklerdir. Steroid hormonlar 5
ana baslik altinda toplanabilir; mineralokortikoidler, glukokortikoidler, androjenler, 6strojen
ve progestinler [36]. Bu gruba D vitamini de katilabilir. D vitamini bir gesit steroid olan
sekostreoid yapida olup, farki normal steroid’teki C9 - C10 baginda bulunan B halkasinin
kopuk olmasidir [37]. Mineralokortikoidler bobrekte zona glomerulozada, glukokortikoidler
ise zona fasikulatada sentezlenir. Erkeklerdeki major androjen olan testosteron sekonder
cinsiyet karakterlerin olusumunda gorev alir fakat kadinlarda androjenin gorev alan1 dardir.
Androjenler adrenal bez ve gonadlarda sentezlenir [36]. Farkli organlarda sentezlenmesine
karsin steroid hormonlarin temeli ayn1 bilesiktir; kolesterolden sentezlenirler. Onlart farkli
kilan kimyasal baglar1 ve yan zincirlerindeki modifikasyonlaridir [38]. Steroidogenez i¢in
gerekli olan kolesteroliin ana kaynagi LDL-kolesteroldiir. Yirmiyedi karbonlu bir bilesik
olan kolesterol (3-hidroksi-5,6-kolesten) birka¢ enzimatik basamaktan gegerek sirasiyla 21-

19 ve 18 karbonlu steroid hormonlara doniisiir [39].

Ostrojen 18 karbonlu bir bilesiktir ve 6zellikle kadinlardaki sekonder cinsiyet karakterlerin
olusumunda goérevlidir [36, 39]. Dolasimdaki asil 6strojenler, dstradiol (E2), dstron (E1) ve
ostriol’diir. Ostriol gebelerdeki majér dstrojendir ve idrarda tespit edilebilir. Ostradiol,
biyolojik olarak en aktif dstrojendir. Insan viicudunda 3 bolgede sentezlenir. Birincisi
ovaryumdaki teka hiicrelerine yakin konumlanmis graniiloza hiicrelerinden FSH’in
stimiilasyonu ile kolesterolden sentezlenir. Ikincisi periferde yer alan yag hiicrelerinde,
deride ve iskelet kasinda androstenedionun 6nce Ostrona ve ardindan Ostradiole 17p-
hidroksisteroid dehidrogenaz enzimi ile doniisiimii sonucunda sentezlenir. Ugiincii olarak
endometriyal dokularda kolesterolden sentezlenir. Menapoz dncesi kadinlarda ovaryumlarda
sentezlenen en 6nemli Gstrojen, Ostradioldiir [39, 40]. Bilinen ilk &strojen reseptor alt tiirii
1966 yilinda sigan uterusunda kesfedilen ERa’dir. Bunu, 1996 yilinda sican prostat ve
ovaryumunda kesfedilen ERP takip eder. Bu reseptorlerin kesfi sayesinde E2’nin insan hiicre
ve dokularindaki fizyolojik ve patolojik rolleri daha iyi anlasilmistir. Disi cinsiyet

karakterlerinin gelisiminde E2’nin temel islevleri vardir; ERa bu islevlerden sorumlu olan



16

ana reseptordiir. ERB’nin ise endometriyumun iireme fonksiyonlarinda 6nemli islevlerinin

oldugu disiinilmektedir [41].

Ostrojen, endometriyal hiicrelerde 2 ana yolak ile sentezlenir. Birincisi, CYP19A1 geni
tarafindan kodlanan bir aromataz proteini olan aromataz enzim kompleksinin aktivasyonu
sayesinde androstenedion’un E1’e ve testosteronun E2’ye doniisiimii sonucu; ikincisi ise
steroid siilfatazin aktivasyonu ile Ostradiol siilfat (E2S)’in biyoaktif metaboliti olan E2’ye

veya ostron siilfat (E1S)’1n biyoaktif metaboliti olan E1’e doniisiimii ile ger¢ceklesmektedir
[42].

Progesteron, 1900’li yillarin basinda gebeligin olusum ve devami i¢in gerekli bir hormon
olarak tanimlanip ilk defa 1929 yilinda Corner ve Allen tarafindan corpus luteumdan izole
edilmistir [43]. Progesteron gebe olmayan kadinlarda ovaryum ve adrenal bezden; gebelerde
ise korpus luteum ve plasentadan sentezlenir [44]. Menstrual dongiiniin diizenlenmesi,

annenin gebelige hazirlanmasi ve gebeligin siirdiiriilmesi gibi 6nemli gorevleri vardir [36].

Endometriyal dokudaki esas diizenleyiciler ostradiol ve progesteron hormonlaridir.
Menstrual dongiide bu hormonlar yiizlerce genin ekspresyonunu diizenler. Ayrica bu
dokularda hem Gstrojen hem de progesteron i¢in immiinreaktif reseptorler de yer almaktadir
[40]. Saglikli bir endometriyumda Ostrojen ve progesteron sinyalizasyonu koordineli bir
sekilde yliriir ve sonugta normal bir menstrual dongii ile embriyo kabulii i¢in gerekli olan
kosullarin saglanmasi adia bir ortam olusturulur. Bu iki hormon kendilerine ait olan
reseptorler iizerinden etki gostermektedir. Endometrioziste ise, uterin kavite disinda
biiyliyen endometriyal doku progesteron ve Ostrojen sinyalizasyonun bozulmasina yol agar
ve ortaya progesteron-direngli ve Ostrojen-baskin bir ortam ¢ikar. Hormonal dengenin
bozulmast sonucunda inflamatuar bir siire¢ ve beraberinde pelvik agri; embriyo

implantasyonunu reddeden bir ortam meydana gelir [45].

Endometriozis, Ostrojen bagimli bir hastaliktir. Klinik aragtirmalar endometriozisin
gelisiminde dstrojenlerin temel kaynak oldugunu gostermektedir. Endometriyal dokularda
fazlaca aromataz ekspresyonu ve lokal &strojen iiretimi vardir [46]. Ostrojen ve
androjenlerin endometriyum hiicreleri iizerinde intrakrin etkileri bulunmaktadir. Bu
intrakrin etkilerin endometriyal fonksiyonlar tizerindeki etkileri hem endometriyal dongiide
hem de endometriyal patolojilerde ana diizenleyici olarak gorev alir. Arastirmalarda,

endometriyal dokudaki islevsel degisikliklerin bezlerdeki yapisal degisiklikler ve stromal
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hiicrelerin farklilagsmasi (desidualizasyon) olarak karakterize edilmektedir. Bu olaylara
uterusun implantasyona hazirligi ile menstruasyonda endometriyal doku onarimi sirasindaki
immiin hiicre popiilasyon ve sayisindaki degisiklikler de eslik eder. Bazi arastiricilara gore
menstruasyon immiinolojik bir olay olarak vurgulanmaktadir. Intrakrin etki sonucu ortamda
prostaglandin konsantrasyonunda artis meydana gelir ve lokal enzim ekspresyonunu tetikler.
Bu enzim ekspresyonlart sonucunda pro-inflamatuar sitokin, kemokin ve matriks

metalloproteinaz sentezlerinde artis meydana gelir [42].

Endometriozis, kismen de olsa progesteron sinyalinin kaybedilmesi sonucu otopik ve
ektopik endometriyal dokuda goriilmektedir. Birgok endometriozis ¢aligmasinda ektopik
endometriyumda 17B-hidroksisteroid dehidrogenaz 2 geni (17BHSD2) ekspresyonunda bir
azalma oldugu gozlenmistir. Bu enzim, biyolojik olarak aktif olan 6stradioliin daha az etkili
olan 6strona doniistiiriilmesinde rol oynadigi i¢in kritik bir 6neme sahiptir. Endometriyal
lezyonlarda azalan 17BHSD2 ekspresyonun bir sonucu olarak ostradiol etkinligi progestin
tedavisine ragmen artmaktadir. Bu nedenle aktif olmayan progesteron etiyolojisinin
aydinlatilmasi, semptom yonetimi ve dnlenmesine yonelik etkili tedavilerin kesfedilmesine

olanak saglayacaktir [43].

Normal endometriyum ile endometriyal lezyonlar karsilastirildiginda, endometriyal
lezyonlarda artmis Ostradiol biyosentezi ve azalmis Ostradiol dontisiimii goriilmektedir. Bu
lezyonlarda steroidojenik genlerin asir1 ekspresyonlart sonucunda artan seviyelerde lokal E2
sentezi gerceklesir. Hastaligin ilerlemesi ve kalici olmasinda yliksek seviyedeki lokal E2
kritik rol oynar [47]. E2’nin bilinen en iyi 6zelliklerinden biri iyi huylu anjiojenik siire¢lerde
ERa iizerinden direkt veya indirekt etki ile endometriyal epitelyal ve stromal hiicrelerin
anjiojenik biiylime faktorii salgilamasina etki etmesidir. E2 nin endometriyumdaki damarlar
izerine direkt etkisinin kanit1 endometriyal damarlarin hiicrelerinde ER reseptorlerinin yer
almasidir. ERP ayrica glandiilar epitelyum ile stromal hiicrelerde de eksprese olmaktadir.
Endometriozis hastaliginda endometriyal dokulardaki ERP seviyeleri normalden 100 kat
daha fazladir [41].

Endometriozis neden progesteron direncli bir hastaliktir? Bunun cevabi ilgili genlerdeki
mutasyonda olabilir. Wieser ve digerleri (2002) klinik bir vaka arastirmasinda endometriozis
ile “Progesteron Reseptoriine Ait Intron G’de 306 Baz Cifti Ekleme Polimorfizimi” yani
kisaca PROGINS arasindaki korelasyonu incelemistir. Progesteron geni iizerindeki

polimorfizm yani ilgili gendeki mutasyon &zellikle hormona duyarli organlarda
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gerceklesmekteydi. Bu calisma, hepsi klinik ve histolojik acgidan degerlendirilen ve
endometriozis tanisi konulan 95 hasta ile endometriozisi olmayan kontrol grubunu (n = 107)
karsilagtirmistir. PROGINS i¢in progesteron reseptoriine ait allel ve genotip frekanslari
incelendiginde iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli (p < 0,05) bir fark tespit
edilmistir. Calismaya gore, endometriozisli kadinlardaki polimorfizim oran1 daha yiiksek
cikmigtir. PROGINS mutasyonu tarafindan yapist degisen reseptorler hormonun baglanma
noktalarini da etkilemekte bu da 6strojen reseptdr kontroliiniin zayif kalmasina ve ortamdaki
Ostrojen kaynakli proliferasyonun artmasina neden olmaktadir. Mutasyonlu progesteron
reseptor yapist endometriozisde meydana gelen Ostrojenin asir1 aktivasyonu teorisini de
boylelikle desteklemektedir. Sonug¢ olarak PROGINS ile endometriozis arasinda bir iligki
vardir [48].

Progesteron ve dstrojen etkilerini hiicre i¢i reseptdrleri lizerinden gerceklestirirler. Ostrojen
proliferatif fazda endometriyal kalinligin artmasi igin epitel proliferasyonunu uyarir,
progesteron sekresyon fazinda Gstrojen kaynakli proliferasyonu inhibe ederek stromal
hiicrelerin desidualizasyon siirecini uyarir. Progesteron ile Ostrojen arasindaki denge
bozulup progesteron direnci ile dstrojen baskinligi bas gosterdiginde endometriozise zemin
hazirlanir. Progesteronun baskilanmasiyla epitelde P450 aromataz enzimi {izerinden §strojen
sentezi gergeklesir ve Ostrojen hiicre igerisindeki reseptdrlerine baglanir. ERK/MAPK
(ERK: Dis sinyal diizenleyici kinaz; MAPK: Mitojenle-etkinlesen protein kinaz)
sinyalizasyonu ve stromadan gelen FGF (Fibroblast biiylime faktorii) ile epitelde
proliferasyon gergeklesir, desidualizasyonda ise yetersizlik yasanir. Ozetlenen bu biyolojik

slire¢ endometriozis ile infertilizasyon arasindaki iligkiyi de aydinlatmaktadir [45].

Tedavi amaci ile verilen ajanlardan GnRH agonistleri sayesinde negatif geri besleme ile
Ostrojen sentezini azaltmasi hedeflenmistir. GnRH antagonistleri ise ayni reseptdre yarigmali
baglanma prensibi ile ¢alisarak yine Ostrojen sentezini azaltmayi hedeflemistir. Aromataz
inhibitorleri ve segici Ostrojen reseptor modiilatorleri (Selective estrogen receptor
modulators, SERM) de ayn1 amaca hizmet ederler. SERM’in disindakiler endometrioziste
goriilen agriyr gidermede kullanilirken SERM endometriyal lezyonlarin azaltilmasinda
kullanilmaktadir. Kombine oral kontraseptifler (Combined oral contraception, COC)
ovaryum kaynakli steroid {iiretimini baskilar ve progesteron takviyesini saglar. COC ve
progestin endometriyal kaynakli agriy1 gidermede kullanilir. COC'ler, lezyonlarin cerrahi
olarak cikarilmasindan sonra endometrioziste niiksii 6nleme amaciyla doktorlar tarafindan

hastalara verilmektedir [45].
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2.4.4. Oksidatif stres ve inflamasyon

Oksidatif stres, viicuttaki serbest radikal {iretimi ile antioksidan sistem arasindaki dengenin
bozulmasi, homeostazinin sekteye ugramasi sonucu ortaya ¢ikar [49]. Hiicreler acrobik
kosular altinda reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ine kars1 bir savunma gelistirirler. Saglikli bir
hiicre ortaminda artan ROS ile onlarin ortamdan kaldirilmasinda gorevli olan antioksidanlar
arasinda bir denge vardir. Antioksidanlar 2 ana grup altinda incelenebilir. Enzimatik
antioksidanlar grubunun iiyeleri: siiperoksid dismutaz, glutatyon peroksidaz katalaz ve
glutatyon rediiktazdir. Hidrojen peroksiti su ve alkole indirgerler. Enzimatik olmayan
antioksidanlar grubu tiyeleri sentetik antioksidan veya gida takviyesi olarak da bilinirler: C
vitamini, E vitamini, B-karoten, selenyum, ¢inko, taurin ve glutatyondur. Oksidatif stres
antioksidanlarin yetersiz kalmasi veya savunma sistemindeki zayifliklar sonucu hiicrede
DNA hasarlar, lipid peroksidaz ve protein hasarlari ile kendisini gosterir. Kadin iireme
sistemine de olumsuz etkileri vardir. Embriyonun rezorbisyonu, tekrarlayan gebelik

kayiplari, preeklampsi, intrauterin biiylime geriligi ve fetal 6liimler bunlara 6rnek verilebilir
[50].

Endometrioziste, retrograd menstruasyon ile peritoneal kaviteye go¢ eden makrofajlar,
eritrositler ve apoptotik endometriyal dokular burada oksidatif strese yol agan asir1 ROS
tiretimine neden olabilirler [51]. Endometriozisli hastalarin peritoneal sivilarinda yiiksek
konsantrasyonlarda malondialdehit (MDA), pro-inflamatuar sitokinler (Interlokin-6, Tiimor
nekroz faktorii alfa: TNF-o, Interlokin-1pB), anjiojenik faktdrler (interlokin -8, Vaskiiler
Endotelyal Biiyiime Faktorii: VEGF), monosit kemoatraktan protein 1 (MCP-1) ve oksidize
LDL (ox-LDL) bulunur. ROS’un agiga ¢ikmasinda biiylik bir paya sahip olan pro-
inflamatuar ve kemotatik sitokinler, fagositik hiicrelerin gorevlendirilmesinde ve

aktivasyonunda rol alirlar [50].

Mier-Cabrera ve digerleri (2009) endometriozisli kadinlardaki antioksidandan zengin diyet
ile beslenme sonucu plazma sivilarindaki oksidatif stres seviyelerini karsilastiran bir calisma
diizenlemislerdir. Amaglari, endometriozisli kadinlarin antioksidandan zengin igerikli
besinlerdeki vitaminleri absorbe etme kalitelerini 6l¢gmek ve ayrica besin igerikleri ile
hastaligin seyrinin degistirilebilecegi yoniinde bir hipotezleri vardir. Buna gore,
endometriozisli hastalara yiiksek oranda antioksidan yani vitamin A (gilinlik 1050 pg
retinola esdeger) vitamin C (gilinliikk 500 mg) ve vitamin E (20 mg) igeren bir diyet programi

verilmis ve deneyin sonunda plazmadaki oksidatif stres belirteglerinin dl¢iimii yapilmigtir.
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Sonug olarak, A, C ve E vitamini agisindan zengin beslenme sonucu 4’ncii ayin sonunda
endometriozisli hastalarin oksidatif stres diizeylerinin azaldig: tespit edilmistir [52]. Baska
bir arastirmaya gore, beslenme c¢esidinin endometriozis hastaliginin gidisatina yon
verebilecegi yoniindedir. Buna gore, yanlis beslenme aliskanligi neticesinde 6rnegin lipid
peroksidasyonuna neden olabilecek mekanizmanin aciga ¢ikmasi ile oksidatif stres ve
epigenetik anormalliklerin ortaya ¢ikacagi diisiiniilmektedir. Omega-3’den zengin besinlerin
anti-inflamatuar etkileri ve bu besinlere ek olarak N-asetilsistein ve D vitamininden zengin
igerikli besinler ile hastaliklara karsi bir koruma, hastaligin olugsmasina karsi bir 6nlem
alinabilecegi Ongoriilmektedir. Kalsiyum, ¢inko, selenyum, C vitamini, E vitamini ve
gidalardaki fitokimyasallar, karotenoidler, flavonoidler, indoller ve izotiyosiyanatlar gibi
biyoaktif bilesikler endometriozisteki patofizyolojik siirecler ile baglantilidir. Hormon
dengesi, hiicre sinyalizasyonu, hiicre biliylimesinin kontrolii, apoptozis ile de yakindan
iligkilidir. Arastirmacilara gore, diyetlerin zengin igerikler ile yeniden programlanmasi ile

endometriozis hastaliginin dnlenmesi olasidir [53].

2.4.5. Apoptozis

Apoptozis veya programli hiicre 6liimii, dokudaki belli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
amaciyla kontrol altinda yiiriitillen fizyolojik dogal bir siirectir. Apoptotik siirece giren
hiicrede belli bashh morfolojik degisiklikler gozlenir. Bu degisiklikler apoptozis i¢in
karakteristik olan 0Ozelliklerdir. Ornegin, hiicre sitoplazmasinda ve c¢ekirdeginde
yogunlagmalar, DNA’nin par¢alanmasi, hiicre organellerinde ayrilma ve hiicre plazma
membran biitiinliigliniin bozulmaya baglamasi gibi 6zellikler siralanabilir [54]. Morfolojik
degisikliklere ek olarak hiicrede belli bagh biyokimyasal degisiklikler de meydana gelir. Bir
membran fosfolipid cesidi olan fosfatidilserin’in hiicre plazma membranin kars1 tarafina
gecmesi, bir ¢esit sitosolik protein olan ve plazma membranindaki integrinlere baglanabilen
kalretikulin ile membran yiizeyine baglanabilen Anneksin I’in hiicre yiizeyinde gosterilmesi
ve sitokrom ¢ miktarinin hiicre sitoplazmasindaki artis1 bu biyokimyasal degisikliklere 6rnek
olarak verilebilir. Sonugta apoptotik hiicreler, komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan

fagosite edilirler [54].
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Apoptoziste meydana gelen morfolojik degisiklikler

Isik ve elektron mikroskobunun kullanimi sayesinde hiicredeki apoptotik faaliyetlerde
meydana gelen degisiklikler kolayca goézlenebilir. Apoptozisin erken evresinde hiicrede
bilizisme ve c¢ekirdekteki kromatinlerin yogunlasmasi sonucu meydana gelen piknozis,
hiicrelerin iizerlerinde olusan cepgikler (blebs), hiicre sitoplazmasinda vakiioller ve
sitoplazma disina tasan biiyiik vakiioller (blisters) i1sik mikroskobu ile kolaylikla ayirt
edilebilir. Hiicre biiziistiik¢e boyutu kii¢iilmeye, laminin ve aktin filamentlerin pargalanmasi
sonucu sitoplazma yogunlasmaya ve kiiclilmeye baslar. Cekirdek de tipki hiirce gibi
biiziisebilir ve hatta membranla kapli birkag¢ parcaya ayrilabilir. Organeller birbirine yakin
sikica paketlenmis gibi yogun alanlar olusturur. Cekirdek kromatini at nali seklinde goziikiir

[55, 56].

Rutin histolojik islemlerin ardindan hematoksilen ve eozin (H&E) boyasi ile boyanan
kesitlerde 151k mikroskobu altinda apoptotik hiicreler tek tek kiigiik hiicreler veya kiiciik
hiicre topluluklar1 seklinde tanimlanabilir. Apoptotik hiicreler, histolojik olarak koyu
eozinofilik sitoplazma ve yogun mor renkli niikleer kromatin pargaciklar iceren yuvarlak
veya oval koyu renkli kiimeler seklinde goziikiir. Elektron mikroskobunda ise niikleer
membran altinda periferde elektron yogun niikleer materyalin ¢okmesi sonucu karakteristik
olarak gozlenebilir. Apoptozisin tomurcuklanma evresinde, karyokinez yani ¢ekirdek
pargalanmasi ve apoptotik hiicrelerden kopan parcaciklardan sonra plazma membran
yapisinda bozulma meydana gelir. Bu degisimler apoptozisin sonlarina dogru gerceklesir.
Apoptotik tomurcuklar (apoptotic bodies) niikleer pargacik igeren veya igermeyen sikica
paketlenmis ve organel igerikli sitoplazma bulundururlar. Organel biitlinliigli halen
korunmaktadir ve tiim icerik saglam bir plazma membrani ile ¢evrilidir. Apoptotik
tomurcuklar makrofaj, parankimal hiicre veya neoplastik hiicrelerce fagosite olur ve
fagolizozomlara indirgenirler. Apoptotik hiicrelerin etrafin1 saran ve onlari sindirebilen
makrofajlara “tingible body macrophages” yani boyanabilen/boya tutabilen parcacik
makrofaj denir. Bu makrofajlar siklikla lenfoid folikiillerin germinal merkezlerinde veya
bazen de timik kortekste bulunur. Boyanabilen pargaciklar apoptotik hiicrelerden gelen
niikleer debris parcaciklaridir. Apoptotik siirecte veya apoptotik parcaciklarin temizlenmesi
esnasinda herhangi bir inflamatuar reaksiyon gelismez ¢iinkii apoptotik hiicreler ¢evresel
dokulara hiicresel igeriklerini bosaltmazlar; kisa bir silirede fagosite olurlar boylece ortamda
anti-inflamatuar sitokin tiretimi gergeklesmez [55]. Apoptotik hiicrelerin saptanmasi 151k

mikroskobu altinda histolojide rutin olarak kullanilan H&E boyasi veya Giemsa boyasi gibi
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boyanan preparatlarin incelenmesiyle miimkiindiir. Ayrica 6zel kitlerin yardimiyla Anneksin
V boyasi, TUNEL yontemi veya kaspaz-3 yontemini kullanarak immiinohistokimyasal

yontemlerle de tespiti miimkiindiir [57].

Kazpaz (Cysteine Aspartate Specific ProteASEs-CASPASE), sistein aspartat-spesifik
proteaz ailesine iiye bir enzimdir. Proteini yani substratini1 aspartat aminoasidinden sonra
keser ve aktif merkezinde sistein aminoasidi bulundurur. Hiicrenin kaderini belirleyen
embriyonik donemdeki farklilagmalarda ve néronal yapinin yeniden sekillenmesinde gorev
alir [58, 59]. Kaspaz (cas) ailesi 6zellikle apoptozis, piroptozis®, nekroptozis? ve inflamasyon

olaylarinda 6nemli gorevler iistlenir [60].

Kaspazlar, hiicre igerisinde inaktif 6ncii veya pro-kaspaz olarak sentezlenir ve genelde diger
kaspazlar tarafindan fiziksel bir boliinme/ayrisma ile aktif bir forma doniisiirler. Pro-
apoptotik protein 6zelliginde olan kaspazlar bir kez aktive olduklarinda diger kaspazlar1 da
aktive ederek hiicre igerisinde bir kaskad olustururlar [54, 59]. Genel olarak kaspaz proteaz
ailesi 2 farkli yolak ile aktive olur; bunlardan biri 6liim sinyal-uyarili veya baska bir ifade
ile 6liim reseptor-aracili yolak digeri ise stres-uyarili veya baska bir ifade ile mitokondrion-
aracili yolaktir [61]. Kaspazlar kendi i¢inde 3 gruba ayrilir. Apoptotik efektor kaspazlar:
kaspaz-3, kaspaz -6 ve kaspaz -7; Apoptotik baslatici kaspazlar: kaspaz -2, kaspaz -8, kaspaz
-9 ve kaspaz -10; Inflamatuar sitokin isleminde gorevli olan kaspazlar: kaspaz -1, kaspaz -4,

kaspaz -5 ve kaspaz -11°dir [60].

Apoptotik yolaklar

Apoptozis, intrinsik ve ekstrinsik yolaklar tarafindan diizenlenmektedir. Intrinsik yolak
hiicre yiizeyindeki reseptorlere gereksinim duymadan hiicre i¢i sinyallerin varliginda aktive
olan apoptotik yolaktir. Bu sinyaller/uyarimlar negatif ve pozitif sinyaller/uyarimlar olarak
siiflandirilabilir. Negatif sinyaller, yoklugu ile apoptotik siireci baglatabilen sitokin,
hormon veya biiylime faktorleri i¢in kullanilan bir terimdir. Pozitif sinyaller ise varligi ile
apoptotik siireci baglatabilen ultraviyole, radyasyon, hipoksi, hipertermi, toksinler, viral
enfeksiyon ve serbest radikaller i¢in kullanilan bir terimdir. Tiim bu hiicre i¢i kaynakli
uyarimlara tepki olarak i¢ mitokondriyal membran yapis1 gegirgenligini artirarak sitozole

sitokrom ¢, SMAC/DIABLO ve serin proteaz HtrA2/Omi salinmasina neden olur. Bu

! Yiiksek derecede inflamatuarli programlanmis hiicre 6liim sekli.
2 Bir gesit programlanmis nekroz.
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proteinler kaspaz-bagimli mitokondriyal yolagi aktive ederler. Sitokrom c¢’nin kendisi pro-
kaspaz-9 ve APAF-1 ile bir kompleks olusturur ve sonugta hiicrede apoptozom denilen bir
yap1 meydana gelir (Sekil 2.2) [55, 62].

O BH3-only proteu

4 Autlapoptotll\
’ Bcl-2 ploteun
BAK/BAX g

Mitokondri
:’ organeli

Snoklom c
’ Kaspaz-9 6.
‘ APAF-1
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Kaspaz-3 Kaspaz-6 Kaspaz-7
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Sekil 2.2. Intrinsik yolak. Hiicresel stres ile aktive olan bir yolak tasvir edildi. Hiicre ici
aktivasyonu ile BH-3 proteini anti-apoptotik Bcl-2 proteinini inhibe eder. BH3-
only proteini BAK/BAX oligomerasyonunu baslatir ve mitokondrinin
gecirgenligini  artirir.  Gegirgenligin artmasi ile sitozole sitokrom c¢ ve
SMAC/DIABLO salinimi gergeklesir. Sitokrom c, kaspaz-9 ve APAF-1 ile bir
kompleks olusturur. Bu kompleks kaspaz-9’un aktivasyonunu saglar. Kaspaz-9
aktive olunca kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 de aktive olur. Tim bu kaskad
hiicre oliimiinii uyarmaktadir. SMAC: kaspazin ikincil mitokondri-tiirevli
aktivatorii;, DIABLO: diisik PI’li direkt [AP-baglayict protein; APAF-1:
apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 [62]

Apoptotik mitokondriyal olaylarin kontrol ve diizenlenmesi Bcl-2 (B hiicre lenfoma/l6semi

tip 2) protein ailesine aittir. Bcl-2 protein ailesi mitokondriyon membran gegirgenligini

kontrol altinda tutar. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeleri bulunur. Anti-apoptotik tiyeleri:

Bcl-2, Bel-x, Bel-XL, Bcl-XS, Bel-w, BAG; pro-apoptotik iiyeleri: Bel-10, Bax, Bak, Bid,

Bad, Bim, Bik ve BIk’dir. Anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler birlikte calisarak

hiicrenin gelecegine karar verirler. Pro-apoptotik proteinlerin sayis1 daha fazla ise hiicre

apoptozise daha fazla meyilli olur, anti-apoptotik proteinlerin sayisi daha fazla ise hiicre

apoptozise daha az meyilli olur [54, 55].

Insan endometriyumunda proliferatif fazda Bcl-2 apoptozisi inhibe etmektedir. Bcl-2

endometriyal glandiilar ve stromal hiicrelerde eksprese olur. Geg proliferatif fazda pik yapar,
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gec¢ sekretuar ve menstruasyon fazlarda diisiise gecer. Buna karsin miyometriyal diiz kas
hiicrelerinde menstrual dongii boyunca tutarli Bcl-2 immiinoreaktivite vardir [63]. Daikoku,
Ito ve Otsuki (1998) yaptiklar1 bir ¢alismada transgenik fare kullanarak Bcl-2 geni icin
homozigot (Bcl-27°), heterozigot (Bcl-2*") ve dogal fenotip (Bcl-2*/*) olan deneklerde Bcl-
2 proteinin islevini aragtirmislardir. Bcl-2 geni eksik olan farelerde bir¢ok apoptotik hiicre
ve parcacik siklikla bezlerde ve miyometriyumda goézlenmistir. Arastirmacilara gore
endometriyal glandiiler hiicrelerin ve miyometriyal diiz kas hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in

Bcl-2 geni temel kaynak teskil etmektedir [63, 64].

Apoptotik yolaklardan ikincisi olan ekstrinsik yolak, immiin sistemi aktive eden bir
enfeksiyon tarafindan veya sitotoksik T hiicre gibi hiicre dis1 kaynakli uyarimlar ile reseptor-
aracili yolak tizerinden aktive olur. Burada da 6liim kazpazlar1 aktive edilir ve bir kaskad

olusur (Sekil 2.3) [62].

Oliim reseptorii 7.

3.
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Sekil 2.3. Ekstrinsik yolak. Oliim sinyallerinin hiicre membranindaki 6liim reseptdrlerini
aktive etmesi ile baglayan bir siire¢ tasvir edildi. Siire¢ bir kompleks olan DISC
tarafindan aktive edilmektedir. Kompleks kaspaz-8 ve kaspaz-10’a bir sinyal
gonderir. Aktive olan kaspaz-8 ve kaspaz-10, kaspaz-3’iin aktivasyonunu saglar.
Bazi hiicrelerde ekstrinsik yolak kaspaz-8 lizerinden ¢apraz yaparak intrinsik
yolaga miidahil olur ve mitokondriyal yolak {izerinden apoptozisi uyarabilir.
DISC: 6lim-uyarimli sinyal kompleks; BID: BH3-only protein ¢esidi; tBID: Tip
2 hiicrelerdeki BH3-only protein ¢esidi [62]
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Ekstrinsik apoptotik yolak, 6liim reseptor-bagimli (death receptor-dependent) bir yolaktir
ve hiicre dis1 sinyallerin hiicre membranindaki 6liim reseptdrlerini aktive etmesi ile baglar.
Oliim reseptorleri, TNF ailesine mensup olup 20’den fazla protein igerir. Hiicre dliim ve
yasaminin ayarlanmasi, hiicre farklilasmasi ve immiin reaksiyonlarda bulunma gibi énemli
biyolojik gorevleri vardir [65]. Hiicre membraninda bulunan reseptorler ile etkilesime giren
sinyallere sitokinler, sitotoksik ilaglar, hormonlar, patojenler ve besinlerle alinan baz1 dogal
bilesikler (vitamin E) ornek olarak verilebilir [66]. Reseptor ve sinyal bilesimi hiicrede
bulunan 6liim-uyarimli sinyal kompleks’in (DISC) bir araya gelmesine neden olur. DISC
apoptotik faaliyetlerde 6nemli olan kaspaz-8 ile kaspaz-10’un 6ncii kuvvetlerini aktive eder.
Aktive olan kaspaz-8 ve kaspaz-10; kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’nin aktive olmasini
saglar. Baz1 hiicre tiplerinde ekstrinsik yolak sitozolde bulunan proteinlerin (tBID, BID)
yardimiyla intrinsik yolaga kaydirilabilir [62, 67].

Insan endometriyumunda proliferasyon ve menstrual evrelerin sorunsuz islemesi adina bu
dokudaki apoptozis aktiviteleri cok dnemlidir. Bu siiregte apoptozis ile bagdasan niikleer
DNA fragmantasyonu ¢ok acik bir sekilde goriilmektedir. Apoptozisin varsayilan rolii
normal endometriyumda yaglanan veya fonksiyonunu kaybeden hiicreleri ortadan kaldirmak
ve her bir menstrual fazda gerceklesen doku onariminin 6niinii agmaktir. Apoptotik hiicreler,
glandiilar hiicrelerde fazlaca bulunmakla beraber stromadaki yogunlugu daha azdir. Normal
bir endometriyumun fonksiyonel tabakasinda apoptotik hiicre sayisi ge¢ sekretuar fazda
artar, menstruasyon fazinda en yiiksek diizeye ulasir. Fonksiyonel tabakadaki hiicresel
azalmay1 bir sonraki menstriiel dongiiniin ilk fazi olan proliferasyon fazina gelindiginde

bazal tabakadan go¢ eden yeni hiicre gocili tamamlayacaktir [68].

Endometriozisin belki de en ilgi ¢ekici patolojik olay1 apoptotik isleyis ve organizasyonun
sekteye ugratilmasidir. Endometriozisli kadinlarda, endometriyal hiicreler peritoneal
kaviteye hiicum ettiginde orada bulunan ve apoptotik aktivitelerin meydana gelmesi igin var
olan mekanizmalar1 bloke ederler. Hiicreler, apoptotik kaskada girmeyecekleri i¢in ortadan
kaldirilmaktan kurtulur, peritonu ele gecirecek kadar hayatta kalir ve neticede peritonu istila
ederler. Neovaskiilarizasyon indiiklenir, endometriyal lezyonlar olusur. Bu anormal hayatta
kalma silireci anti-apoptotik faktorlerin asir1 ekspresyonuyla beraber pro-apoptotik
faktorlerin de diisiik miktarlarda eksprese edilmesi nedeniyle yasanmaktadir. Apoptotik
aktivitelerdeki bu aksakliklarin temelinde genetik varyasyonlar da olabilir; 6rnegin, Bcl-2

proteinini kodlayan genin anormal ekspresyonu [55].
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Bcl-2 ve Bax proteinleri peritoneal ve ovaryan endometriozis olgularinda, glandular ve
stroma tabakalarinda, proliferasyon ve sekretuvar fazlarda belirlenebilir. Bcl-2 ve Bcl-Xi
proteinleri apoptozisi Onler ve hiicrenin hayatta kalmasini1 saglar iken Bax ve Bcl-Xs
proteinleri apoptozisi uyarir. Ostrojen ve progesteron hormonlarinin hiicrelerde apoptotik
isleyis iizerinde olumlu/olumsuz etkileri vardir. Ornegin, dstrojen hormonu endometriyal
epitelyal ve stromal hiicrelerde anti-apoptotik etkilere neden olur. Lokal dstradiol, hiicredeki
kemokin, kinaz ve Bcl-2 aracili inflamatuar siireglerin yasanmasini ve hiicre canliliginin
devamini saglar. Ote yandan, hem 6topik hem de ektopik endometriyumda progestojenin
baskin etkisi ile Interlokin-8 ve diger kemokinler inhibe edilmektedir. Ayrica, progestojenler
endometriyal epitelyal hiicrelerde Bcl-2’nin inhibisyonu ve beraberinde Bax ile ERK

yolaklarin stimiilasyonu ile apoptozisi baslatabilir [68].
2.4.6. Genetik

Endometriozis gelisiminin patogenomisi

Endometriyal lezyonlarin olusum ve gelisimini aydinlatmak tiizere genetik, endokrin,
cevresel, immiin ve epigenetik faktorler bircok arastirmaya konu olmus ve sayisiz
calismalarda hastaligin nedenleri biiyiik ¢apta arastirilmistir. Intrauterin hayatta embriyonun
gelisimi esnasinda kritik donem adi verilen ve embriyonun organlariin gelisimini etkileyen

i¢ veya dis etmenlere karsi son derece hassas oldugu donemler vardir [69, 70].

Kok hiicrelerin endometriozisin patogenezinde rol aldigi iddia edilmektedir. Kok hiicreler
farklilagmamus, kendini yenileyebilme 6zelliginde olan ve farklilasma yetenegi bulunan 6zel
hiicrelerdir. Uterus endometriyumunda bulunan Miillerian embriyogenezis aracili genlerin
yetiskinlikteki endometriozis hastalig: ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, uterus
disinda O6rnegin akcigerlerde de goriilebilen endometriyal lezyonlarin olusumunun kok
hiicrelerinin faaliyetleri sonucunda oldugu varsayilmaktadir. Bu varsayim kok hiicrelerin
lenfovaskiiler araliklar boyunca gociinii savunan teoriyi de desteklemektedir. Degisik
tiplerde endometriyal kok hiicreler tanimlanmistir. Bunlara; peritoneal ve pelvik kavitedeki
endometriyal kok hiicreleri, Miillerian kanaldan koken alan embriyonik hiicreleri, menstrual
debrisdeki kok hiicreleri, metaplaziden sonraki c¢olomik epitelyal hiicreleri, peritonun
inflamatuar bolgesindeki mezenkimal kemik iligi kok hiicreleri ornek verilebilir.
Endometriozise neden olan kok hiicrelerin nerelerden kaynaklandigi net olmamakla birlikte

2 temel hipotez hakimdir. Birincisi, disi lireme sisteminin embriyogenezisi sirasinda pelvik
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boslugu kaplayan periton boyunca yayilan kok hiicrelerin (endometriozisin uterin dist orijin
kaynagi); ikincisi, endometriyal tabakadan gelen kok hiicrelerin (endometriozisin uterus igi
orijin kaynag1) hastaliga neden oldugu iddia edilmektedir. Ikinci hipotez Sampson’un (1927)
pelvik kaviteye sacilan endometriyal kokenli menstrual hiicrelerin neden oldugu

endometriozis varsayimi ile bagdagmaktadir [69].

Diside intrauterin hayatta iki ¢ift genital kanal bulunur. Bunlar mezonefrik (Wollfian) ve
paramezonefrik (Miillerian) kanaldir. Embriyonun her iki dorsal tarafinda bulunan
Miillerian kanallar1 6nce kaudal sonra kaudo-medial yonde biiylimeye devam eder.
Sonrasinda orta hatta birlesen bu iki kanal uterus kanalint meydana getirecektir [70]. Fetusda
meydana gelen primitif endometriyal dokudaki bozulmalar gestasyonun 5-8 haftalar
arasindaki kritik donemde baslar, erken postnatal hayata kadar devam eder. HOX ailesinden
HOXA10 geni temel diizenleyici olarak mezodermin segmentasyonu ve embriyo hattinin
uzamasindan sorumludur. Otopik ve ektopik endometriyal kok hiicrelerin farklilasmasina,
adhezyonuna, ¢ogalmasina ve hayatta kalmasina zemin hazirlayan etmenler WNT ile HOX
ailesine ait genlerin istenmeyen kombinasyonlar1 ve bunlara ek oksidatif stres, pestisitler,
endokrin bozucularin da dahil olmasidir. Ek olarak, postnatal hayatta suskun halde olan ve
sonrasinda tetiklenen olaylar dizisi sonucunda da endometriozis vuku bulabilmektedir.
Periyodun neden duraksadigi bilinmemekle beraber endometriyotik hiicre oOnciillerinin
yillarca uykuda kaldig1 ve tetiklenmeleri sonucunda metaplazi ile endometriyotik kok
hiicrelere doniisebildigi bilinmektedir. Bu olayda da bir¢ok genetik ve epigenetik faktorler
rol oynamaktadir. Ornek olarak, Miillerian embriyogenezis ile ilgili genlerdeki ekspresyon
fonksiyonel bozulmalar, gecici hipoksi, kronik inflamasyon (HIF-1A genini uyarir) ve
mekanik transdiiksiyon (TWIST1 genini regiile eder) verilebilir. Postnatal hayatta 6zellikle
yetiskinlik doneminde endometriyotik kok hiicreleri adhezyon, cogalma, invazyon,
angiogenezis sonucunda endometriyotik lezyonlara doniigebilir. Angiogenezis ile ilgili
VEGFA geni, immiin-inflamatuar faktorler ile ilgili COX2 geni, matriks metaloproteinaz-3
geni, integrinler protein tirtinleri ile birlikte endometriyotik lezyonlarin olusmasinda, kalict
hale gelmesinde ve gelismesinde kritik rol oynarlar. Epigenetik mekanizmalar, 6topik veya
ektopik endometriozis ile karakterize olmus immiinolojik, immiinohistokimyasal ve
histolojik boyutunu gézlememize olanak saglar, fakat hangi olay1 ne veya nelerin tetikledigi
net olarak ortaya c¢ikarilamadigi gibi, tek bir etiyopatogenetik model biitiin hastalig
aciklamada yetersiz kalacaktir [69, 71].
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2.5. D Vitamini

Insanda D vitamini ihtiyaci esas olarak Giines’ten gelen ultraviyole B (UVB) 1s181na maruz
kaldiktan sonra ciltte sentezlenmeye baslamasi ile karsilanirken 6te yandan diyetle alinan D
vitamini miktar1 oldukga azdir. D vitamini bakimindan zengin igerikli besinlere 6rnek olarak
morina karacigeri yagi (210 - 250 ng/100 g), pasifik somonu (13 - 24 ug/100 g), Baltik ringa
balig1 (5 -15 ng/100 g), Cantharellus tubaeformis tiirii mantar (13- 29 pg/100 g) verilebilir.
Giinesten alinan verimle dogru orantili olarak insanlarda D vitamini sentezi kisin en diistik
seviyelerde iken yaz sonu maksimum seviyelere ulasir [72, 73]. D vitamininin inaktif ve
aktif formlar1 farkli organlarda bir¢ok enzimin yardimiyla sentezlenmektedir. Deride, 7-
dehidrokolesterol UVB 1s1m1 sayesinde kolekalsiferole sentezlenir. Kolekalsiferol biyolojik
olarak inaktif formda olup hemen vitamin D baglayici proteine veya albiimine baglanir. Bu
sekilde dolasima katildiktan sonra karacigerde hidroksilasyona ugrar ve CYP2R1 ve
CYP27A1 enzimleri tarafindan katalize edilir. Sonugta, 25-hidroksivitamin D, 25(OH)D
sentezlenir. Bobreklerde 25(OH)D, biyolojik olarak aktif formu olan kalsitriole yani
1,25(0H)2D’e dontstiiriiliir. Viicutta kalsitriol seviyeleri renal-negatif-geribildirim sistemi

ile 6zellikle renal CYP27B1 aktivasyonu ile dengede tutulmaktadir [5].

D vitamininin biyolojik olarak aktif olmasi onun reseptdriine baglanmas ile gergeklesir. D
vitamini reseptorleri (VDR) niikleer reseptor ailesine mensuptur. Ayrica kalsiyum, fosfat
dengesinin saglanmasi, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve immiin yanitlarda da rol
almaktadir. VDR iskelette, immiin sisteme ait hiicrelerde (monosit, T ve B lenfosit),

paratiroid bezlerde ve iireme sistemine ait organlarda da eksprese edilmektedir [74, 75].

Viicuttaki kalsiyum dengesinin saglanmasi ve kemik gelisimine etkilerinin yani sira D
vitamini birgok sinyal yolaklarinda diizenleyici olarak da gorev almaktadir. Normal
hiicrelerde farklilasmay1 indiiklerken, tiimor hiicrelerindeki ¢ogalmayr inhibe eder.
Anjiogenezisi inhibe eder, apoptozisi aktive eder ve metastaz olaylarini baskilar. D
vitamininin ayrica anti-mikrobiyal ve anti-inflamatuar etkileri de bulunmaktadir. Anti-
kanser 6zelligi nedeniyle birgok kanser tipinde arastirma konusu olan D vitamininin en iyi

kolorektal, gogiis ve prostat kanserlerinde etkili oldugu gozlenmistir (Sekil 2.4) [76].
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Proliferazyon

ity 1,25(0H),D;

Sekil 2.4. 1,25-dihidroksivitamin D3"in (1,25 (OH)2D3) etkileri. Feldman, D., Pike, J.W.
and Bouillon, R. (2018). Vitamin D. (Fourth edition). London, United Kingdom:
Academic Press. 545-562 kaynagindan uyarlanmistir

2.5.1. D vitamini ve endometriozis

Endometriozis tanist konulan hastalarda, peritoneal sivi ve serumdaki pro-inflamatuar
sitokin artiglar1 nedeniyle hem lokal hem de sistematik inflamasyon bilinen bir olaydir.
Deneysel endometriozis hayvan modeli caligmalarinda immiin sistemi uyaran ilaglarin
endometriozisi Onledigi ve tedavi ettigi gosterilmistir. D vitamini takviyesinin heniiz klinik
diizeyde endometriozis tedavisinde kullanilabilirligine ait veriler olmasa da deneysel
calismalar umut vericidir. Ornegin, fare modelli bir endometriozis deneyinde, D3 reseptor
agonisti olan elocalcitol hastaligin olusturulmasindan 1 hafta 6nce ve hastaligin
olusturulmasindan 2 hafta sonra farelere giinliik 100 pg/kg doz verildiginde peritondaki
makrofaj aliniminin inhibe oldugu ve toplam lezyon agirligininin % 70’e kadar azaldig:
gdzlenmistir [77]. Ote yandan Akyol ve digerleri, denek olarak sigan kullandiklar1 deneysel
endometriozis arastirmalarinda D vitaminin tedavi Oncesi ve sonrasi endometriyal bez
hacimleri {izerindeki etkisinin az oldugunu goézlemlemisler. Omega 3 ile karsilastirmali
olarak diizenledikleri calismada, omega 3’iin hem sitokin diizeylerinde hem de endometriyal

bezin hacimsel degisimlerinde daha basarili oldugunu savunmaktadirlar [8].
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Endometriozisli kadinlarin endometriyumu da farklilik gdsterebilmektedir. Ornegin,
endometriyumlarinda yapisal ve fonksiyonel diizeyde proliferasyon yetenegi, immiin sistem
bilesenlerin varligi, adezyon, molekiiler ekspresyon, steroid ve sitokin iiretimlerini etkileyen

anormallikler tespit edilmistir [74].

D vitamini analoglart endometriozis tedavisinde uzun siiredir kullanilmaktadir. Ancak, D
vitamini daha ¢ok endometriozis ile iligkili immiinolojik degisikliklerde ve ozellikle
endometriyumda biiyiik role sahiptir. D3’lin aktif formunun endometrioziste goriilen
hiicresel biiylime ve farklilasma mekanizmalar1 iizerinde diizenleyici etkileri vardir.
Endometrozisli hastalarda D vitamini baglayici proteininde varyasyonlar oldugu tespit
edilmistir. Bu durum viicuttaki inflamatuar aracilarini etkileyebilir. Ayrica, D vitamini

yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesterol seviyeleri ile de etkilesim halindedir [78].
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3. GEREC VE YONTEM

Calismanin basindan sonuna kadar deney hayvanlarina Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1
Yerel Etik Kurulu karar ve yonergesine uygun kurallar dogrultusunda muamelede bulunuldu
(Etik Kurul Onay Numaras1 G.U.ET-19.015). Calismamizda, 200-250 g agirliginda, 10
haftalik diizenli 6strus siklus gosteren Sprague Dawley tiirii 28 adet disi sigan deney hayvani
olarak kullanildi. Deney hayvanlar1 Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden temin edildi. Sicanlar ortak kafesten rastgele se¢ildi ve
bir kafeste iki veya ii¢ denek olacak sekilde ayr1 ayr1 kafeslere alindi. Total sayidaki 28 adet
disi sican her grupta 7 hayvan olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi. Siganlar, 12 saat
gece/gilindiiz periyodunda, 21 - 24 °C hayvan barinma yerinde standart sigan yemi ve musluk
suyuyla beslendi. Sicanlarda endometriozis modelini olusturmak amaciyla uygulanan
cerrahi islemler ve deneklerin izlenmesi Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Bakim ve Arastirma Unitesinde gerceklestirildi. Sicanlardan elde edilen
organlarin rutin histolojik takipleri, boyamalari ve immiinohistokimyasal analizleri ile
mikroskobik goriintiilerin elde edilmesi Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.
3.1. Deneysel Endometriozis Modeli

Deney prosediirine dahil edilen siganlara Jones (1984)’un yoOntemine gore cerrahi
indiiksiyon ile endometriozis modeli uygulandi [79]. Her bir siganin beden agirlig: l¢iildii
ve ardindan cerrahi iglem oncesi ksilazin (5 - 8 mg/kg/i.p.) ve ketamin (75 - 90 mg/kg/i.p.)
ile genel anesteziye alindi. Genel anesteziye alinan si¢anlar sirt listii pozisyonda yatirilarak
abdomen killar1 tiras edildikten sonra bolge batikon ile dezenfekte edildi. Linea alba
iizerinden deri, derialt1 ve kas tabakalar1 ayrilarak peritoneal kaviteye ulasildi ve sag kornu
uteri agiga cikarildi. Uterusun sag kornusu her iki ugtan 3/0 emilebilir sutiir materyali
(Viceryl®) ile ligatiire edilerek ¢ikarildi (Resim 3.1). Asici ligamentlerinden ayrilan kornu
uteri %0,9’luk NaCl soliisyonu igerisinde etrafindaki yag dokusundan bir bistiiri yardimiyla
armdirldi, 1,5 cm kesilerek periton duvarma dikildi (Resim 3.2). Islem tamamlandiktan
sonra agilan abdomen kaslar1 ve deri usuliine uygun bir sekilde dikilerek kapatildi. Siganlar
reanimasyon siirecinden sonra tekrar kafeslerine alinarak endometriozis modelinin olusum

stireci olan 28 giin kafeslerinde ayni1 kosullar altinda bakildi.



32

Resim 3.1. Peritoneal kavitede kornu uterinin agiga ¢ikarilmasi (A). Sag kornu uterinin 3/0
sutiir materyali ile ligatiire edilmesi (B)
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Resim 3.2. Peritonun vaskiilarizasyonu yiiksek olan bdlgesi agiga ¢ikarilmakta (A). Insiilin
enjektorii ile hafifge bolgenin kanatilmasi (B). Bir uterin pargasinin periton
duvarma myometrium tabakasi periton ile temas edecek sekilde sutiire edilmesi
gosterilmekte (C)

3.2. Makroskobik Analizler

Deneysel endometriozis modelinde, siganlarin endometriyal implantlarina ait voliim

degerleri ve adezyon skorlar1 kayit altina alind1.

3.2.1. Endometriyotik voliimlerin hesaplanmasi

Endometriozis modelinin basarili bir sekilde olustugunun kontrolii amaciyla (Resim 3.3) ilk
operasyondan 28 giin sonra si¢anlar genel anesteziye alindi ve steril sartlar altinda
abdomenleri acilarak peritoneal bolgede yer alan endometriyotik alanlarin uzunluk, genislik
ve yukseklikleri mikrometre araciligi ile 6lgtildii (Resim 3.4). Endometriyotik voliimler 7/6

x uzunluk x genislik x yiikseklik formiilii ile hesaplandi [80].



34

Resim 3.4. Mikrometre araci ile endometriyal implantin boyutlarinin 6l¢tiimii

3.2.2. Adezyon skorlarinin hesaplanmasi

Operasyon esnasinda karin i¢i adezyon alanlarmin degerlendirilmesi Blauer’in skorlama
sistemine gore yapildi [81] (Cizelge 3.1) (Resim 3.5). Herhangi bir regresyon sekillenmemis

ve vezikiil haline gelmisse endometriozis modeli olusmus kabul edildi.

Cizelge 3.1. Blauer (1988)’e gore karin i¢i adezyon alanlarinin varlig1 ve puanlamasi

Puan Adezyon Varhg

0 Adezyon yok

1 Zayif adezyon alani

2 Bir bolgede yogun adezyon alan

3 Yaygin ve yogun adezyon alani

4 I¢ organlarin abdomen duvarina adezyonu
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Resim 3.5. Karin i¢i adezyon alanlarinin goriintiilenmesi Zayif adezyon alani (A), bir
bolgede yogun adezyon alami (B), yaygin ve yogun adezyon alani (C), i¢
organlarin abdomen duvarina adezyonu (D)

Sicanlarin abdomenleri ilk operasyonda oldugu gibi tekrar kapatildi ve siire¢ sonlandirildi.
Biitiin siganlarda deneysel endometriozis modeli olusturulduktan sonra siganlar rastgele 4

gruba ayrildi.
3.3. Gruplarin Dagilim ve Ozellikleri

Calismaya dahil edilen 28 adet siganin her birinde endometriozis modeli olusturulduktan

sonra gruplara dagilimlar1 asagidaki gibi gergeklestirildi (Sekil 3.6).

Endometriozis (ENDQO) Grubu: Bu grupta yer alan siganlara %0,9 NaCl soliisyonu her bir

hayvana 0,2 mL olacak sekilde 28 giin boyunca intramiiskiiler yoldan verildi. 28 giiniin

ardindan siganlar derin ksilazin-ketamin genel anestezisi altinda sakrifiye edildi.

D Vitamini (DVIT) Grubu: Bu grupta yer alan siganlara Calcitriol (Katolog No: 1880-50,

BioVision, USA) dimetil siilfoksit (Sigma, USA) icerisinde (¢6ziinme orant 50 mg/ml)
cozdiiriildiikten sonra verildi. Her bir hayvana 0,2 mL karisimdaki doz miktar1 0,05 pg/kg
olacak sekilde 28 giin boyunca intramiiskiiler yoldan verildi [82]. Tedavi siiresi olan 28

giiniin sonunda si¢anlar derin ksilazin-ketamin ile genel anestezi altinda sakrifiye edildi.

Dimetil siilfoksit (DMSO) Grubu: Bu grupta yer alan siganlara %0,6 konsantrasyonunda
hazirlanan DMSO (Sigma, USA) her bir hayvana 0,2 mL olacak sekilde 28 giin boyunca

intramiiskiiler yoldan verildi. 28 giinlin ardindan si¢anlar derin ksilazin-ketamin ile genel

anestezi altinda sakrifiye edildi.

Buserelin asetat (BUSE) Grubu: Bu grupta yer alan si¢anlara buserelin asetat (Katolog No:
B3303-1MG Sigma, USA) ¢oziiciisii olan distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra her bir
hayvana 0,2 mL karisimdaki doz miktar1 20 pg olacak sekilde haftada 1 kez 3 hafta boyunca
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subkutan yoldan verildi [83]. Sonrasinda siganlar derin ksilazin-ketamin ile genel anestezi
altinda sakrifiye edildi.

1. Giin o Deneysel endometriozis modelinin olusturulmasi

e o
090

28. giin O Endometriyal implant voliimlerinin 6lciilmesi ve gruplarin
dagilimi (2. Asama)

Tedavi siirecine baglanmasi

ENDO DMSO DVIT BUSE

pR Ay Ry o

56. giin O Endometriyal implant voliimlerinin 6l¢iilmesi, hayvanlarin
sakrifikasyonu (3. Asama)

Sekil 3.1. Deneysel siirecin 6zeti

Tim sicanlarin endometriyotik dokularin implante edildigi periton duvarlart eksize
edildikten sonra %10’1uk formaldehit (pH: 7,4) ¢ozeltilerine alindi ve sonrasinda rutin

histolojik islemlere tabi tutuldu (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Otomatik doku takibi cihazinin basamaklar1 ve siireleri

Kullanmilan kimyasal Siire
Distile su 1 saat
%70’lik alkol 1 saat
%8011k alkol 1 saat
%96’ 11k alkol 1 saat
%96’ 11k alkol 1 saat
%96’ 11k alkol 1 saat
%96’ 11k alkol 1 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat

Takip cihazindan ¢ikarilan dokular parafin bloklara gomiildiikten sonra mikrotomda (Leica

RM?2245) kesit almaya hazir hale getirildi.
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H&E boyamalar icin baslangicta her bir bloktan 2 6rneklem araliginda 5 pm kalinliginda
seri kesitler alindi ve mikroskop altinda incelendi. Incelemelerin ardindan érneklem araligi

1/20 olarak degistirilip bloklardan tekrar kesitler alind1 ve boyandi.

Masson trichrome ve immiinohistokimyasal boyamalar i¢in kesit kalinligt 5 pm olarak
ayarlandi. Masson trichrome i¢in 6rneklem araligi 1/30; immiinohistokimyasal boyamalar
icin Orneklem araligi 1/18 olarak belirlendi. Kesitler H&E, Masson Trichrome ve

immiinhistokimyasal boyamalar i¢in ayr1 preparat kutularinda gruplandirilarak saklandi.
3.4. Isik Mikroskobi Analizleri

Rutin histolojik takip asamalarindan sonra mikrotom cihazinda alinan kesitlerde cesitli

boyamalar ve immiinohistokimyasal analizler yapildu.

3.4.1. Hematoksilen eozin boyama

Rutin doku takibi basamaklarindan sonra tiim deneklere ait endometriyotik implant doku
orneklerinden 5 pum kalinliginda, 2 Orneklem araliginda seri kesitler alindi. Kesitler
deparafinizasyon islemi i¢in bir gece boyunca sicakligi 60°C derece olan etiiv igerisinde
tutuldu. Ardindan, kesitler oda sicakligina getirildi ve laboratuvarimiza ait prosediire uygun
olarak Harris hematoksilen (Katolog No: 05-06004/L, BioOptica) ve eozin Y plus (Katolog
No: 05-11007/L) ile boyand1 (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Hematoksilen eozin boyama prosediirii

Kullamilan kimyasal Siire

Ksilen 15 dakika
Ksilen 15 dakika
%9611k alkol 10 dakika
%96’11k alkol 10 dakika
%80’lik alkol 10 dakika
%70’1ik alkol 10 dakika
Havada kurutma 2 dakika
Akarsu 10 dakika
Harris Hematoksilen 9 dakika
Akarsu 10 dakika
Glasiyel asetik asit+alkol ¢ozeltisi 2 kez daldir-gikart
Akarsu 10 dakika
Eozin 9 dakika
Akarsu 2 dakika
%70’lik alkol Daldir-gikart
%380’1ik alkol Daldir-¢ikart
%96’l1k alkol Daldir-gikart
%96°11k alkol 2 dakika
Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika

Boyanan kesitler Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar destekli 151k mikroskobunda, Leica

Q Vin 3 programi kullanilarak goriintiilendi.

H&E ile boyanan preparatlarda glandiilar bez ve stromal yapilarin yani sira diger yapisal
ozelliklerin analizleri i¢in Strehl ve digerleri (2014) referans alindi. Ayrica, hemosiderin

ylikli makrafaj varligi ve graniiloma yapilarmin gézlenmesi halinde de notlar alindi [84].

3.4.2. Masson Trichrome boyama

Rutin doku takibi basamaklarindan sonra tiim deneklere ait endometriyotik implant doku
orneklerinden 5 um kalinliginda, 1/30 6rneklem araliginda seri kesitler alindi. Kesitler
deparafinizasyon islemi i¢in bir gece boyunca sicakligi 60 °C derece olan etiiv igerisinde
tutuldu. Deparafinizasyon isleminin ardindan kesitler “Masson Trichrome with Aniline
blue” (Katolog No: 04-010802, Bio Optica) kiti kullanilarak kit prosediiriine uygun bir
sekilde boyandi.
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Masson Trichrome boyama kiti prosediirii

1. Kesitler distile su ile yikandi.

2. Bir tiipiin i¢erisine 6 damla Weigert demir hematoksilen- A soliisyonu ile 6 damla Weigert
demir hematoksilen- B soliisyonunu karistirildi. Sonrasinda bu karisim dokularin iizerine

damlatild1 ve 10 dakika boyunca aktivasyonu i¢in beklendi.

3. Yikama yapmadan kesitlerin tizerindeki soliisyonlar dokiildii ve iizerlerine alkolik pikrik

asit soliisyonu damlatildi; 4 dakika boyunca aktivasyonu i¢in beklendi.

4. Kesitler distile suda hizlica yikandi (3-4 saniye) ve {izerlerine ponceau asit damlatildi; 4

dakika boyunca aktivasyonu i¢in beklendi.

5. Kesitler distile suda yikandi ve iizerlerine fosfomolibdik asit damlatildi; 10 dakika

boyunca aktivasyonu i¢in beklendi.

6. Yikama yapmadan kesitlerin tizerindeki soliisyonlar dokiildii ve iizerlerine Masson aniline

blue damlatildi; 5 dakika boyunca aktivasyonu igin beklendi.

7. Kesitler distile suda yikandi, sirastyla %70’lik, %80°lik ve %96’lik alkollerden hizlica
gecirildi. Son alkolde 1 dakika boyunca bekletildi. Ksilende saydamlastirildi ve entellan ile
kapama yapildi.

Masson Trichrome boyama kiti i¢erinde yer alan Weigert demir hematoksilen ¢ekirdekleri
siyaha, pikrik asit eritrositleri sariya, fosfomolibdik asit sitoplazmay1 kirmiziya ve aniline

blue bag dokusunu mavi renge boyadi.

Masson Trichrome ile boyanan preparatlarda endometriyotik implant dokularinda bulunan
fibrozis yiizdeleri, kollagen lif yogunlugunun analizleri i¢in Zhang ve digerleri, (2017)

referans olarak alindi [85].

Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar destekli 151tk mikroskobunda, Leica Q Vin 3
programi kullanilarak her bir grup i¢in preparatlarin x40°’lik biiyiitmelerinde glandiilar bez
cevresinde yogunlasan kollagen lif alanlarindan rastgele 5 fotograf cekildi ve ardindan
Image J program ile lif yogunluklar1 yiizde iizerinden hesaplandi. Buna gore; ektopik
endometriyumun tiim alaniyla orantili olarak maviyle boyanan kollagen lif tabakasinin alani

hesaplandi.
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3.4.3. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)

yontemi

Rutin doku takibi basamaklarindan sonra tiim deneklere ait endometriyotik implant doku
orneklerinden 5 pm kalinliginda, implantin basindan, ortasindan ve sonundan kesitler alindi.
Kesitler deparafinizasyon islemi i¢in bir gece boyunca sicakligi 60 °C derece olan etiiv
icerisinde tutuldu. Deparafinizasyon isleminin ardindan kesitler TUNEL Chromogenic
Apoptosis Detection Kit (Katolog No: A049, ABP Biosciences, USA) kullanilarak boyandi.

TUNEL Chromogenic Apoptosis Detection Kit prosediiri

1. Deparafinizasyon: Etlivden c¢ikarilan kesitler oda sicakligina geldiginde dik saleye

yerlestirilir ve sirastyla su islemlerden gegirildi.

e Ksilen (5 dakika)

e Ksilen (5 dakika)

¢ %100 alkol (5 dakika)
¢ %100 alkol (5 dakika)
* %95 alkol (5 dakika)
e %85 alkol (5 dakika)
e %75 alkol (5 dakika)
e 1X PBS (5 dakika)

o 1X PBS (5 dakika)

2. Dokularin etrafi pap pen (Katolog No: 3 NAN 0002, Nandai) ile ¢izilir ve kesitler immiin
boyama setine dizildi.

3. Enzim Uygulamast: Kesitlerin iizerine proteinaz K (Katolog No: P-480-100, Goldbio)
damlatildi ve 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.

4. Kesitler 5 dakika (2 kez) PBS ile yikandi.

5. Endojen Peroksidaz Inhibisyonu: Kesitler %2’lik hidrojen peroksidaz (Katolog No: TA-
125-H202Q Thermo, UK) ile oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
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6. Kesitler 5 dakika (2 kez) PBS (Katolog No: PBS-10XA, Capricorn) ile yikandi.

7. Kesitlerin iizerlerine TdT reaction buffer (Component A) damlatildi ve 10 dakika
bekletildi.

8. Isaretleme: Kesitlerin iizerlerine TdT soliisyonu damlatildi ve kesitler 37°C derece

sicakligindaki etiiv icerisinde 60 dakika inkiibe edildi.

e TdT soliisyonunun hazirlanisi,

e 10 Ornek igin,

TdT reaction buffer (Component A) 470 uL
TdT enzyme (Component B) 20 uL
Biotin-11-dUTP (Component C) 10 uL
Toplam hacim 500 pL

e Kesitlerin iizerindeki sollisyonun daha iyi yayilmasi i¢in soliisyon damlatildiktan sonra

tizerleri parafilm ile kapatildi.
9. TdT reaksiyonu, dokularin 10 dakika (2 kez) 2X SSC ile inkiibasyonu sonucu durduruldu.
10. Kesitler 10 dakika (2 kez) %3 BSA (PBS igerisinde) ile yikandi.

11. Antikor Reaksiyonu: Kesitler 30 dakika HRP-Streptavidin (Katolog No: TS-060-HR,

Thermo, UK) boya soliisyonu ile karanlik bir ortamda, oda sicakliginda inkiibe edildi.

e HRP-Streptavidin boya soliisyonunun hazirlanisi,

¢ 10 ornek igin,

HRP-Streptavidin (Component D) 10 uL
Staining buffer 990 uL
Toplam hacim 1000 uL

e Staining buffer: 0,6 M NaCl, 60 mM sodyum sitrat, %0,1 Triton X-100, %1BSA, pH
7.4

12. Kesitler 5 dakika (2 kez) %3 BSA (PBS igerisinde) ile yikandi.
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13. Renk Olusturma: Kesitlerin iizerlerine diaminobenzidine (DAB) (Katolog No: TA-060-
HSX Thermo, UK) damlatild1 ve kesitler 60 dakika, karanlik bir ortamda, oda sicakliginda
bekletildi. Reaksiyon PBS ile durduruldu.

¢ DAB soliisyonunun hazirlanisi,

e 10 6rnek igin,

DAB stok solution (Component E) 30 uL
DAB diluent (Component F) 970 uL
Toplam hacim 1000 pL

14. Zit Boyama: Kesitler hematoksilen ile 10 saniye boyandi ve ardindan musluk suyu dolu

bir kapta daldir-¢ikart yapilarak fazla boyadan arindirild.

15. Kapatma: Kesitler artan alkol serilerinden gegirildikten sonra ksilene alind1 ve ksilende
15 dakika bekletildi. Entellan ile kapama yapildi.

DNA'nin interniikleozomal boliinmesi apoptozis icin ayirt edici bir ozelliktir. Doku
kesitlerinde, apoptotik hiicrelerdeki DNA bdliinmesi, TUNEL yontemi kullanilarak yerinde
tespit edilebilir. Bu yontem DNA’da meydana gelen kirilmalar sonucu serbest kalan 3’-OH
uclarinin modifiye edilmis niikleotidler (dUTP) ile enzimatik (TdT) olarak etiketlenmesi
sayesinde DNA fragmantasyonunun belirlenmesini saglar. TUNEL, apoptotik hiicrelerin
tespiti i¢in oldukca segicidir; nekrotik hiicrelerde meydana gelen veya ila¢ kaynaklit DNA

hasarlarini tespit etmez [86].

Aponptotik hiicre sayisinin belirlenmesi

Tiim gruplara ait isaretlenmis apoptotik hiicre sayimi Leica DM 4000B (Germany) bilgisayar
destekli 151k mikroskobunda, Leica Q Vin 3 programu kullanilarak yapildi. Sayim iglemi
kesitler lizerinde x40’lik biiyiitmelerde 10 farkli birim alan igine diisen apoptotik hiicrelerin

sayllmasi ile gerceklestirildi. Boylece toplam 10 kesitteki hiicre sayis1 her bir sican i¢in
kaydedildi [87].

3.4.4. immiinohistokimya

Rutin doku takibi basamaklarindan sonra tim deneklere ait endometriyotik implant doku

orneklerinden 5 pum kalinliginda, 1/15 o6rneklem araliginda kesitler alindi. Kesitler
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deparafinizasyon islemi i¢in bir gece boyunca sicakligi 60 °C derece olan etiiv igerisinde
tutuldu. Deparafinizasyon isleminin ardindan kesitler Bcl-2 ve Bax antikorlariyla

immiinohistokimysasal boyama yapilarak immiin reaktivite agisindan degerlendirildi.

Bcl-2 ve Bax immiinohistokimyvasal kit prosediirleri

1. Etiivden ¢ikarilan kesitler oda sicakligina getirildikten sonra ksilende 1 gece bekletildi.

2. Kesitler dik saleye yerlestirildi ve sirasiyla %100, %96, %80 ve %75’lik alkol serilerinden
gecirildi.

3. Distile su ile yikandi.

4. Antijen Retriavel: Kesitler, mikrodalga firin igerisine yerlestirilen i¢i citrate buffer
(Katolog No: 005000, Life Tech) (pH = 6,0) dolu bir kapta 30 dakika boyunca isleme tabi
tutuldu.

5. Kesitler oda sicakligina getirildi.
6. Dokularin etrafi pap-pen ile ¢izildi ve kesitler immiin boyama setine dizildi.
7. PBS ile 3 kez yikandu.

8. Endojen Peroksidaz Inhibisyonu: Kesitler hidrojen peroksidaz ile oda sicakliginda 15

dakika inkiibe edildi.
9. PBS ile 3 kez yikandi.

10. Ultra V Block (Katolog No: TA-060-UB, Thermo, UK) soliisyonu ile oda sicakliginda
30 dakika islem gordii.

11. Kesitler, Bcl-2 polyclonal antibody® (Katolog No: bs-4563R, 1:300, Bioss, USA) ve Bax
polyclonal antibody* (Katolog No: bs-0127R, 1:300, Bioss, USA\) ile +4°C derecede 1 gece
inkiibe edildi.

3Bcl-2 antikoru mitokondriyal hiicre gegirgenligini kontrol ederek hiicre dliimiinii diizenler. Kaspaz ile geri
bildirim seklinde ¢alisir. Kaspas aktivasyonunu, mitokondrilerden sitokrom c¢’nin salinimini inhibe ederek
ve/veya APAF-1’e baglanarak engeller.

“Bax antikoru stres kosullar1 altinda mitokondri membraninda konformasyon degisikliklere yol agar. Sonugta,
mitokondri membran translokasyonu ile sitokrom c salinimi gergeklesir; hiicrede apoptotik siireg tetiklenir.
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12. PBS ile 3 kez yikandi.

13. Biotinylated Goat Anti-Polyvalent (Katolog No: TP-060-BN, Thermo, UK) ile oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi.

14. PBS ile 3 kez yikandi.

15. Streptavidin Peroxidase (Katolog No: TS-060-HR, Thermo, UK) ile oda sicakliginda 30
dakika konjuge edildi.

16. PBS ile 3 kez yikandi.

17. Renk Olusturma: Kesitlerin tlizerlerine DAB damlatildi ve kesitler 60 dakika, karanlik
bir ortamda, oda sicakliginda bekletildi. Reaksiyon PBS ile durduruldu.

18. PBS ile 3 kez yikandi.
19. Zit Boyama: Hematoksilen damlatildi ve hemen musluk suyu ile yikanda.

20. %75, %80, %96 ve %100’liikk alkol serilerinden gecirildi; %2100 alkolde 1 dakika
bekletildi.

21. Ksilende 15 dakika bekletildi.
22. Kapama: Entellan ile kapama yapild1.

Bcl-2 apoptozisi bloke ederek hiicrenin hayatta kalmasini saglar ve bu nedenle apoptotik
stirecte onemli bir elemandir. Bir hiicre apoptotik siirece girdiginde yapisinda birtakim
degisiklikler gozlenir. Bunlar; ¢ekirdek fragmantasyonu, membranda igi organel dolu

apoptotik cisimciklerin varlig1 ve hiicre biiziigmesidir [88].

Caligmamizda, streptavidin-biotin  peroksidaz  immiinohistokimyasal teknigi ile
endometriyal implantlardaki stromal ve glandiilar epitelyumdaki Bcl-2 ve Bax
ekspresyonlari gosterildi. Negatif kontrol olarak ardigik alinan her kesit ¢iftinin bir tanesine

primer antikor yerine PBS damlatildi.

3.5. ELISA
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Peritoneal sividaki VEGF ve TNF-a degerleri enzim bagli immiinosorbent kiti (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay; ELISA) kullanilarak 6l¢iildii. Bunun igin si¢anlarin pelvis
bolgesinden peritoneal sivi 6rnekleri alindi ve steril kontrufaj tiiplerin i¢ine konulduktan
sonra 4 °C derecede 10 dakika boyunca 3000 rpm’de santrifiij edildi [89]. Supernatant ve

sedimentler santrifiij tiiplerine alind1 ve -80 °C derecede saklandi.

Rat Tumor Necrosis Factor Alpha ve Vascular Endothelial Cell Growth Factor ELISA

Kitleri Prosediri

ELISA prosediirii hem TNF-a (Katolog No: E0764Ra, bt-laboratory, Shanghai, China) hem
de VEGF (Katolog No: E0659Ra, bt-laboratory, Shanghai, China) antikorlari igin ayni islem
basamaklarini igermektedir. Biitiin reaktifler, standart soliisyonlar ve 6rnekler tanimlandigi

gibi hazirlandu.

1.Tim reaktifler kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi. Bu test oda sicakliginda

yapilmaktadir.
2. Test i¢in gerekli olan seritler hesaplandi.

3. Seritler ¢ergevede kullanilmak i¢in yerlestirildi. Kullanilmayacak olan seritler 2 ile 8°C

derece arasinda saklanmalidir.

4. Standart kuyulara 50 pl standart eklendi. Not: Standart kuyulara antikor (antibody)

eklenmez ¢linkii standart soliisyon biyotinli antikor icermektedir.

5. Ornek kuyulara 40 pl 6rnek eklendi ve sonrasinda yine drnek kuyulara 10 ul anti-TNF-A
antikor (veya VEGF antikor) eklendi, devaminda 6rnek kuyulara ve standart kuyulara 50 pl
“Streptavidin-HRP” eklendi (bos kontrol kuyulara degil). Iyice karistirildi.

6. Plakalarin iizeri bir kaplama ile kapatildi. 37°C derecede 60 dakika boyunca inkiibe edildi.
7. Plakalarin iizeri agildi ve plakalar 5 kez “Wash” tamponu ile yikandi.

8. Biitiin kuyularda gegerli olmak tizere her bir kuyu 30 - 60 saniye arasi en az 0,35 ml

“Wash” tamponu ile iyice 1slatildu.
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9. Otomatik yikama igin, tim kuyular aspire edildi ve 5 kez “Wash” tamponu ile yikama
yapildi, kuyular agzina kadar dolacak sekilde “Wash” tamponu ile doldurulup yikama
yapildi.

10. Plakalar kurutma kagidi iizerinde kurutuldu.
11. Her bir kuyuya 50 pl “Substrat Soliisyon A” ve 50 pl “Substrat Soliisyon B” eklendi.

12. Plaka yeni bir kaplama kullanilarak kapatildi ve karanlikta 37°C derecede 10 dakika
boyunca inkiibe edildi.

13. Her bir kuyuya 50 pl “Stop” soliisyonu eklendi, mavi renk hemen sar1 renge doniistii.

14. “Stop” soliisyonu ekledikten sonra 10 dakika icerisinde 450 nm’de “Microplate

Reader”da acilen okutuldu.

Kit i¢erisinde olmayan fakat deney esnasinda gerekli olan malzemeler sunlardir; 37°C + 0,5
°C inkiibator, absorbent kagit, pipet, tiip, distile su, “Microplate Reader” 450 + 10 nm dalga
boyunda filtre.

ELISA, Engvall ve Perlmann tarafindan 1971 yilinda peptit, protein, antikor ve hormon gibi
coziilebilen substratlarin tespit edilmesini ve Olciilebilmesini miimkiin hale getirmek icin
gelistirdikleri bir testtir. ELISA’da bir antijen (hedef makro molekiil) yiizeyde (mikroplate)
hareketsiz hale getirildikten sonra enzime bagl bir antikor ile etkilesime girmesi saglanir.
Antikora baglanan enzimin aktivitesini O6l¢gme temeline dayanan kantitatif bir Ol¢clim

yontemidir [90].

3.6. U¢ Boyutlu Modelleme

Deney gruplarina ait endometriyal bez ve stroma drneklerinin histolojik degerlendirilmesi
sonucu elde edilen bulgular Cinema 4D Release 23 (Maxon computer GmbH, Friedrichsdorf
Germany) adli modelleme ve animasyon programi kullanilarak 3 boyutlu hale getirildi. Elde
edilen goriintiilerden HDRI ve global illumination ile 1280 x 720 dpi seklinde tiff formatinda

render’lar alinarak, elde edilen histolojik goriintiiler li¢ boyutlu olarak gorsellestirildi.
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3.7. istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler i¢in GraphPad Prism (Version 8.0.0 for Windows, GraphPad Software,
San Diego, California USA) programi kullanildi. Tiim verilerin ortalama degerlerinin
gruplar arasinda karsilastirmali olarak incelenmesinden 6nce Shapiro-Wilk ile normallik
testi yapildi (p > 0,05). Normal dagilim gostermeyen veriler i¢in ise Mann-Whitney-U testi
kullanildi. Tiim verilerin gruplar arasi istatistiksel degerlendirmeleri i¢in One Way ANOVA
testi kullanildi. Ikili karsilastirmalarda ise Unpaired t testi kullanildi. Istatistiksel olarak
anlamlilik p < 0,05 degeri olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Endometriyal implantlarin voliim hesaplamalar1 ve adezyon skorlarinin bulgulari elde edildi

ve degerlendirildi.

4.1.1. Endometriyal implant voliimleri

Tedavi oncesi (2. asama) veriler tiim gruplarda normal dagilima sahip iken tedavi sonrasi (3.
asama) D vitamini grubuna ait veriler normal dagilima sahip degildi (Sekil 4.1). Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p < 0,05). Ikili karsilastirmalarda
endometriozis grubunda tedavi 6ncesi (2. asama) ile tedavi sonrasi (3. asama) endometriyal
implant voliimleri a¢isindan anlamli bir fark bulunmadi (p = 0,093). DMSO grubunda tedavi
Oncesi (2. asama) ile tedavi sonrasi (3. asama) endometriyal implant voliimleri agisindan
anlamli bir fark bulundu (p = 0,004). D vitamini grubunda tedavi dncesi (2. asama) ile tedavi
sonrast (3. asama) endometriyal implant voliimleri agisindan anlamli bir fark bulundu (p =
0,002). Buserelin asetat grubunda tedavi dncesi (2. asama) ile tedavi sonrast (3. asama)
endometriyal implant voliimleri agisindan anlamli bir fark bulundu (p = 0,004). Buna gore,
endometriyal implant voliimlerinde endometriozis grubu hari¢ diger gruplarda kiiciilme

gergeklesti (Sekil 4.2) (Resim 4.1- Resim 4.7).

Normal QQ plot
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. = DMSO 2 ASAMA
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0-’ . . . A BUSE 3 ASAMA
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Sekil 4.1. Endometriyal implant voliimlerin normallik testi sonuglar1 (p degerleri sirasiyla;
ENDO 2.asama = 0,392; DMSO 2.asama = 0,731; DVIT 2.asama =0,115; BUSE
2.asama=0,733; ENDO 3.asama =0,104; DMSO 3.asama =0,277; DVIT
3.asama=0,035; BUSE 3.asama = 0,413)
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Sekil 4.2. Endometriyal implant voliimlerin ortalama + SEM degerleri (**: p < 0,05)

4.1.2. Adezyon skorlari

Blauer (1988)’1n karin i¢i adezyon alanlarmin varligi ve puanlamasi sistemine gore bir
degerlendirme yapildi. Buna gore, tedavi oncesi sonuglarina gore sicanlarin hepsinde en az
1 puana karsilik gelen adezyon alanlar1 tespit edildi. Tedavi sonrasinda ise her grupta en az
1 tane olgiilemeyecek kadar kiigiik adezyon alanlart vardi; adezyon skorlari 1 ile 4 arasinda
degismekteydi. Endometriozis grubunda tedavi Oncesi (2. asama) ile tedavi sonrasi (3.
asama) adezyon skorlari agisindan anlamli bir fark bulunmad:i (p = 0,246). DMSO grubunda
tedavi Oncesi (2. asama) ile tedavi sonrasi (3. asama) adezyon skorlar1 agisindan anlamli bir
fark bulunmadi (p = 0,622). D vitamini grubunda tedavi 6ncesi (2. asama) ile tedavi sonrasi
(3. asama) adezyon skorlar1 agisindan anlamli bir fark bulundu (p = 0,010). Buserelin asetat
grubunda tedavi Oncesi (2. asama) ile tedavi sonrasi (3. agsama) adezyon skorlar1 a¢isindan

anlaml bir fark bulunmadi (p = 0,070) (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Gruplara ait adezyon skorlarin ortalama + SEM degerleri (*: p <0, 05)

Gruplar Tedavi Oncesi (2. Asama) Tedavi Sonrasi (3. Asama)
ENDO 2,28 £0,47 3,00 + 0,30

DMSO 3,33 +0,33 3,16 £ 0,65

DVIT 2,87 +0,29 0,71 +0,56*

BUSE 3,00 £ 0,32 1,50 + 0,59

4.2. Histolojik Bulgular

Endometriyal bezler ve stromal yapilar H&E boyamasi, kollagen lif yogunluklar1 ise Masson

Trichrome kiti kullanilarak degerlendirildi.

4.2.1. Endometriyal bez ve stromal yap1

Hematoksilen ve eozin bulgularinda, deneysel endometriozis modeli olusturulan grupta,
epitel dokusunda yer yer dokiilme ve kayiplar goriildi. Epitel hiicrelerinde vakuolizasyon
ve volliim artis1 saptandi. Endometriyal stromada vaskiilarizasyonun artmasina bagl olarak
cok sayida kan damarlari, ekstravaze eritrositler, hemosiderin pigment graniilleri dikkati
cekti (Resim 4.9- Resim 4.15).

Dimetil siilfoksit grubuna ait endometriyal implant dokusunda, vakuolizasyonun goriildiigii
bez epitel hiicreleri, endometriyal bez liimeni i¢inde yoZun hiicre infiltrasyonu, bezleri
cevreleyen stromal hiicrelerde yogunluk ve hiicre infiltrasyonlar1 dikkati ¢ekti (Resim 4.16-

Resim 4.17).

D vitamini grubuna ait endometriyal implant dokusunda, endometriyal bezlerde epitel
hiicrelerinde vakuolizasyon, epitel hiicre kaybi, bez epitel hiicrelerinde yer yer liimen igine
dokiilmeler oldugu gozlendi. Stromada, endometriozis grubuna gore vaskiilarizasyonun,
stromal yogunlugun, hiicre infiltrasyonunun azaldig: dikkati ¢ekti. Endometriozis grubunda
stromada goriilen hemosiderin pigment graniillerinin olmayis1 dikkati ¢ekti (Resim 4.18-

Resim 4.19).
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Buserelin asetat grubuna ait endometriyal implant dokusunda endometriyal bezlerde atrofi,
stromal hiicre yogunlugunda azalma, vaskiilarizasyon ve hiicre infiltrasyonunda azalmanin

yani sira hemosiderin pigment graniillerinin olmamasi dikkati ¢ekti (Resim 20- Resim 21).

4.2.2. Kollagen lif yogunlugu

Gruplara ait ektopik endometriyumun tiim alaniyla orantili olarak aniline blue ile boyanan
kollagen lif tabakas1 alan yiizdeleri Image J Programi kullanilarak dl¢iildi ve istatistiksel

olarak degerlendirildi.

Kollagen lif yogunlugu sonuglart normal dagilim gostermektedir (Sekil 4.3). Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p = 0,070). Gruplar ikili olarak
birbirleriyle karsilastirildiginda endometriozis ve DMSO gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (p = 0,897). Endometriozis ve D vitamini gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunmad: (p = 0,075). Endometriozis ve buserelin asetat gruplari arasinda anlaml bir fark
bulunmad: (p = 0,054). Kollagen lif yogunluklarinin D vitamini ve buserelin asetat

gruplarinda az oldugu belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Kollagen 1if yogunluklarin normallik testi sonuglari (p degerleri sirasiyla;
ENDO=0,872; DMSO = 0,993; DVIT = 0,993; BUSE = 0,900)
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Sekil 4.4. Kollagen lif yogunluklarin ortalama + SEM degerleri

Deneysel endometriozis olusturulan grupta, endometriyal stromada vaskiilarizasyonun
arttigin1 gosteren ¢ok sayida kan damari, ekstravaze kan hiicreleri dikkati ¢ekti. Stromal
hiicre yogunlugu ve kalin demetler yapmis kollagen liflerin varlig: fibrotik degisiklikleri
gostermekteydi (Resim 4.22- Resim 4.23).

DMSO grubunda deneysel endometriozis grubu ile benzer sekilde fibrotik degisiklikler,

yogun stromal hiicreler, kalin kollagen lif demetleri saptandi (Resim 4.24).

D vitamini grubunda stromada atrofiye giden bez topluluklar1 gozlenirken, kollagen lif
yogunlugu ve stromal hiicre yogunlugunun deneysel endometriozis grubuna gore belirgin

olarak azaldig: dikkati ¢ekti (Resim 4.25).

Buserelin asetat grubunda vaskiiler yogunlugun ve fibrotik degisikliklerin endometriyozis

grubuna gore azaldig1 gozlendi (Resim 4.26).

4.2.3. Gruplar arasi apoptotik hiicre sayimlari

TUNEL pozitif boyanan apoptotik hiicreler Image J Programi kullanilarak sayildi ve

istatistiksel olarak degerlendirildi.

Apoptotik hiicre sayim sonuglari normal dagilim gdstermekteydi (Sekil 4.5). Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p = 0,692). Gruplar ikili olarak

karsilagtirildiginda endometriozis ve DMSO gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi
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(p=0,774). Endometriozis ve D vitamini gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p =
0,506). Endometriozis ve buserelin asetat gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p =
0,764). Endometriyal implant alanina oranlandiginda D vitamini grubuna ait TUNEL pozitif
hiicre yogunlugu daha fazla bulundu (Sekil 4.6) (Resim 4.27- Resim 4.32).

Normal QQ plot

® ENDO
® DMSO
A DVIT
¥ BUSE

Predicted

Actual

Sekil 4.5. TUNEL pozitif boyanan apoptotik hiicre sayimlarin normallik testi sonuglart (p
degerleri sirasiyla; ENDO = 0,257; DMSO = 0,072; DVIT = 0,171; BUSE =
0,096)

23
20
15
10

0

ENDO DMBO DVIT BUSE

t hilere sayis implant alam

(24985451 4-2 em?)

TUNEL

Sekil 4.6. TUNEL pozitif boyanan apoptotik hiicre sayilarinin ortalama + SEM degerleri
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4.3. immiinohistokimyasal Bulgular

Immiinohistokimyasal degerlendirmelerde apoptotik siirecin belirtegleri olan Bcl-2 ve Bax

immiin reaktiviteleri gézlendi.
4.3.1. Bcl-2 ve Bax immiin reaktiviteleri

Gruplar Bcl-2 immiin reaktiviteleri bakimindan degerlendirildiginde yogun antikor
tutunumun endometriozis ve DMSO gruplarinda oldugu gozlendi (Resim 4.33, Resim 4.34).
D vitamini ve buserelin asetat gruplarindaki hiicrelerin immiin reaktivite yogunluklari
birbirine benzerdi (Resim 4.35, Resim 4.36). Gruplar Bax immiin reaktiviteleri bakimidan
degerlendirildiginde yogun tutunumun D vitamini ve buserelin asetat gruplarinda oldugu
gozlendi (Resim 4.35, Resim 4.36).

4.4. ELISA

Gruplara ait peritoneal sivilardaki VEGF ve TNF-a degerleri tedavi dncesi (2. asama) ve

sonrasi (3. asama) karsilastirma yapmak lizere degerlendirildi.
4.4.1. Peritoneal VEGF bulgular:

Sicanlarindan tedavi Oncesinde (2. asama) alinan peritoneal sivi Orneklerinden yapilan
VEGF degerleri i¢cin ELISA testinden ¢ikan sonuglar normal dagilim gostermektedir.
Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadigi tespit edildi (p = 0,906). Ikili
karsilastirmalarda, endometriozis ile DMSO grubu arasinda anlamli bir fark bulunmad: (p =
0,648). Endometriozis ile D vitamini gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p =
0,809). Endometriozis ile buserelin asetat gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p =
0,801).

Sicanlarindan tedavi sonrasinda (3. asama) alinan peritoneal sivi orneklerinden yapilan
VEGF degerleri icin ELISA testinden ¢ikan sonuglar normal dagilim gostermektedir.
Gruplar arasinda anlamli farklar oldugu tespit edildi (p < 0,05). Ikili karsilastirmalarda
DMSO ile buserelin asetat gruplari arasinda anlaml bir fark oldugu (p < 0,05); D vitamini
ile buserelin asetat gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadigi tespit edildi (p = 0,265).

DMSO ile D vitamini gruplar1 arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edildi (p < 0,05).
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Cizelge 4.2. Gruplara ait peritoneal VEGF degerlerinin ortalama = SEM degerleri (*: p

<0,05)
Gruplar Tedavi oncesi (2. asama) Tedavi sonrasi (3. asama)
ENDO 355,341 £ 25,522 ng/LL 387,783 £22,381 ng/L
DMSO 380,856 + 20,983 ng/L 308,004 + 8,495 ng/L
DVIT 340,937 £+ 26,724 ng/L 140,461 £+ 14,165 ng/L*
BUSE 386,092 + 28,860 ng/L 129,465 + 20,863 ng/L *

Gruplar peritoneal VEGF degerleri i¢in 2. ve 3. asama sonuglart bakimindan
karsilastirildiginda Endometriozis ve DMSO gruplarinin 2. asama ile 3. asama sonuglari
arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p > 0.05); D vitamini ve buserelin asetat gruplarinin 2.
asama ile 3. asama sonugclar1 arasinda anlamli bir fark bulundu (p <0,05) (Cizelge 4.2) (Sekil
4.7).

430 w R
%%

Pentoneal VEGF degerler1 (ng/L)
(3]
8

ENDO DMSO DVIT BUSE

D Tedavi Oncesi (2. Ayama)

D Tedavi Sonras: (3.Agama)

Sekil 4.7. Peritoneal VEGF degerlerinin ortalama + SEM degerleri (**: p < 0,05)

4.4.2. Peritoneal TNF-a bulgulan

Sicanlarindan tedavi oncesinde (2. asama) alinan peritoneal sivi 6rneklerinden yapilan TNF-
a degerleri i¢in ELISA testinden ¢ikan sonuglar normal dagilim goéstermektedir. Gruplar
arasinda anlamli fark bulundu (p = 0,009). Ikili karsilastirmalarda, endometriozis ile DMSO

gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p = 0,372). Endometriozis ile D vitamini
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gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulundu (p = 0,010). Endometriozis ile buserelin asetat
gruplari arasinda anlamli bir fark bulundu (p = 0,008).

Sigcanlarindan tedavi sonrasinda (3. asama) alinan peritoneal s1vi 6rneklerinden yapilan TNF-
o degerleri icin ELISA testinden ¢ikan sonuglar normal dagilim gostermektedir. Gruplar
arasinda anlamli fark oldugu tespit edildi (p < 0,05). Ikili karsilastirmalarda, endometriozis
ile DMSO gruplari arasinda anlamli bir fark bulundu (p = 0,013). Endometriozis ile D
vitamini grubu; endometriozis ile buserelin asetat grubu arasinda da anlamli bir fark bulundu
(p < 0,05).

Cizelge 4.3. Gruplara ait peritoneal TNF-a degerlerinin ortalama + SEM degerleri (*: p

<0,05)
Gruplar Tedavi oncesi (2. asama) Tedavi sonrasi (3. asama)
ENDO 87,961 £ 6,744 ng/L 104, 086 + 7,129 ng/L
DMSO 101,234 £ 8,970 ng/L 69,775 + 5,625 ng/L
DVIT 146,754 £ 14,204 ng/L 39,916 + 4,097 ng/L*
BUSE 132,465+ 9,171 ng/L 37,007 + 4,520 ng/L*

Gruplar peritoneal TNF-a degerleri igin 2. ve 3. asama sonuglari bakimindan
karsilastirildiginda DMSO ve endometriozis gruplarinin 2. agama ile 3. asama sonuglari
arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p = 0,054 ve p = 0,179 sirasiyla). D vitamini ve
buserelin asetat gruplarinin 2. asama ile 3. asama sonuglar1 arasinda anlamli bir fark bulundu

(p <0,05) (Cizelge 4.3) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Peritoneal TNF-a degerlerinin ortalama + SEM degerleri (& : p < 0,05)

4.5. U¢ Boyutlu Modelleme Bulgular:

Endometriozise ait patolojik yapilarin ve tedavi grubunun gorsel olarak daha iyi anlasilmasi
acisindan, 151k mikroskopik goriintiilerden elde edilen bulgular {i¢ boyutlu hale getirilerek

uzaysal anlamda bir derinlik kazandirildi (Resim 4.37).
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Resimler

Deney gruplarindaki endometriyal implantlarin makroskobik goriiniimleri

Grup Adi: Endometriozis Grup Adi: Endometriozis
Deney: I1. Asama Deney: I1. Asama

Resim 4.1. Endometriozis grubuna ait II. asamadaki endometriyal implant (yuvarlak i¢inde)
sonuclarinin farkli iki sigandaki makroskobik goriintiileri

A“I 3 ’ . y - X A

Grup Adi: DMSO (Dimetil siilfoksit)  Grup Adi: DMSO (Dimetil siilfoksit)
Denek: 1. Sican Denek: 1. Sican

Deney: II. Asama Deney: I11. Asama

Resim 4.2. DMSO (Dimetil siilfoksit) grubuna ait ayni sicanin II. asama ile III. asamadaki
endometriyotik implant (yuvarlak i¢inde) sonuglarinin makroskobik goriintiisii
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Grup Adi: D Vitamini Grup Adi: D Vitamini
Denek: 7. Sican Denek: 7. Sican
Deney: II. Asama Deney: II1. Asama

Resim 4.3. D vitamini grubuna ait ayni siganin II. asama ile III. agamadaki endometriyotik
implant (yuvarlak icinde) sonuglarinin makroskobik goriintiisii

|

Grup Adi: Buserelin asetat Grup Adi: Buserelin asetat
Denek: 1. Sican Denek: 1. Sican
Deney: II. Asama Deney: III. Asama

Resim 4.4. Buserelin asetat grubuna ait ayni sicanin II. asama ile III. asamadaki
endometriyotik implant (yuvarlak i¢inde) sonuglarinin makroskobik goriintiisii
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Grup Adi: DMSO Grup Adi: DMSO Grup Adi: DMSO
Denek: 6. Sican Denek: 5. Sican Denek: 1. Sican
Deney: I11. Asama Deney: IT1. Asama Deney: IT1. Asama
Resim 4.5. DMSO grubuna ait 6, 5 ve 1. siganlara ait III. agamalarindaki endometriyotik

implantlarin (yuvarlak i¢inde) makroskobik goriintiileri

Grup Adi: D Vitamini Grup Adi: D Vitamini Grup Adi: D vitamini
Denek: 7. Sican Denek: 6. Sican Denek: 2. Sican
Deney: I11. Asama Deney: II1. Asama Deney: I11. Asama

i".@l,'-? W s

Resim 4.6. D vitamini grubuna ait 7, 6 ve 2. si¢anlara ait III. asamalarindaki endometriyotik

Grup Adr:

Denek: 7. Sican Denek: 2. Sican Denek: 1. Sican
Deney: ITI.

implantlarin (yuvarlak i¢inde) makroskobik goriintiileri

. = - t ] " o ;
Buserelin asetat Grup Adi: Buserelin asetat Grup Adi: Buserelin asetat

Asama Deney: II1. Asama Deney: 111. Asama

Resim 4.7.

Buserelin asetat ait 7, 2 ve 1. si¢anlara ait III. asamalarindaki endometriyotik
implantlarin (yuvarlak i¢inde) makroskobik goriintiileri
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Resim 4.8. Sican uterusuna ait bir genel goriintii A. Uterusun duvari, liimenden (L) disa
dogru endometriyum (E), miyometriyum (M) ve perimetriyum (P) olmak {izere
3 tabakadan olusur. Endometriyumda endometriyal bezler (B) ve bezleri
cevreleyen bir stromal (S) yap1 bulunur. Organi en distan ¢evreleyen bir yag
dokusu (YD) bulunur. B’de endometriyuma ait stratum fonksiyonale (SF) ve
stratum bazale (SB) olmak {izere 2 tabakas1 ve ¢ok sayida kan damar1 (KD) ile
bezler goriilmektedir. C ve E’de endometriyal yiizeyi c¢evreleyen tek kath
prizmatik epitel (ok) goriilmektedir. D’de miyometriyumun dista longitudinal
(L.DK) ve icte sirkiiler diiz kas (S.DK) tabakalar1 ve cok sayida biiyiik kan
damari igeren stratum vaskiilare (SV) goriilmektedir. Hem endometriyum hem
de miyometriyum tabakalarinda yogun miktarda kollagen lif (Kl) demetleri
bulunur (Skala bar A: 500 um, B: 200 um, C: 100 um, D: 200 pm, E: 50 pm;
Masson Trichrome)
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Resim 4.9. Endometriozis grubuna ait endometriyal implant dokusunda, epitelde dokiintii ve

kayip goriilmekte. Hemosiderin pigmentleri (kahverengi hiicreler) gozlenmekte
(H&E, x200)

Resim 4.10. Endometriozis grubuna ait endometriyal implant dokusunda, ¢ok sayida kan
damar1 (KD), stromal hiicreler (<=), hemosiderin pigmentleri (kahverengi
hiicre), ekstravaze hiicreler (<<=) goriilmekte (H&E, x400)
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Resim 4.11. Endometriozis  grubuna ait  endometriyal implant  dokusunda,
vaskiilarizasyonda, bag dokusunda artis, hemosiderin yiikli makrofajlar
goriilmekte (H&E, x200). Sol iist kosede, hemosiderin yiiklii makrofajlarin (
<—) biiyiik goriintiisti goriilmekte (H&E, x400)

Resim 4.12. Endometriozis grubuna ait endometriyal implant dokusunda, kist duvarinda
yaygin iltihabi hiicre infiltrasyonu goriinmekte, 6zellikle kist bosluguna yakin
kisimda infiltrasyon artmakta ve bosluga dokiilen hiicre (kan hiicreleri ve
dokiilen epitel hiicreleri) debrisleri gériinmekte. Diiz kas tabakasiyla stromal
sinir arasinda hiicre infiltrasyonu yani sira hemosiderin yiiklii makrofajlar
izlenmekte. Ayrica duvar boyunca kan damarlari izlenmekte (H&E, x400)
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Resim 4.13. Endometriozis grubuna ait endometriyal implant dokusunda, sol iist kdsede kist
boslugunu dolduran kan hiicreleri ve dokiilen epitel hiicre debrisleri fibrin
icerisinde yogun bir sekilde izlenmekte. Kist liimeni prizmatik sekilli
sitoplazmalar1 ¢gogunlukla vakuolize olmus hiicreler ile gevrilidir. Epitel altinda
bag dokusunda endometriyal bez yapisi, 6zellikle sag alt tarafta yogun eritrosit
ekstravazasyonu ve hiicre infiltrasyonu izlenmekte (H&E, x400)

Resim 4.14. Endometriozis grubuna ait endometriyal implant dokusunda, kiiglik biiyiitme
mikrografta sol tarafta karin duvarina ait ¢izgili kas kesitleri, sag altta siitur
materyaline ait bir kesit ve ikisinin arasinda i¢i eozinofilik sekresyon iceren

dilate olmus kistik goriiniimlii bez yapisi (endometrioma) goriilmekte (H&E,
x40)



Resim 4.15. Endometriozis grubuna ait endometriyal implant dokusunda, yiizey epitel
biitlinliigli bozulmus (H&E, x200); sol iist kosede, stromada liimenleri infiltre
iki adet bez yap1 goriilmekte (H&E, x400)

Resim 4.16. DMSO grubuna ait endometriyal implant dokusunda, endometriyal bez liimeni
(+) iginde yogun hiicre infiltrasyonu (*) goriilmekte. Endometriyal stroma
(S) tarafindan kusatilan endometriyal bez epiteli tek kath kiibik epitel (—=)
tipinde bez liimenini ¢evrelemekte (H&E, x400)
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Resim 4.17. DMSO grubuna ait endometriyal implant dokusunda, tek katli kiibik epitele
sahip endometriyal bezlerin liimenleri (+) ve onlar1 ¢evreleyen stromada hiicre
infiltrasyonu gosteren yogun stromal doku (S) goriilmekte (H&E, x400)

Resim 4.18. D vitamini grubuna ait endometriyal implant dokusunda, endometriozis
grubuna gore azalmis vaskiilarizasyon, inflamasyon; stromal hiicre yogunlugu
ile bezlerin atrofiye olmasi dikkati gekmekte (H&E, x400)



Resim 4.19. D vitamini grubuna ait endometriyal implant dokusunda, vaskiilarizasyonun,

stromal yogunlugun, hiicre infiltrasyonunun azalmasi, hemosiderin
pigmentlerinin olmayis1 dikkati gekmekte. Endometriyal bez limen (+) ici
epitel dokiilmeleri goriilmekte (H&E, x400)

Resim 4.20. Buserelin asetat grubuna ait endometriyal implant dokusunda,

vaskiilarizasyonun, stromal yogunlugun, hiicre infiltrasyonun azaldig1 ve
endometriyal bezlerin (<t=) atrofiye oldugu dikkati ¢gekmekte. Hemosiderin
pigmentlerin olmayisi dikkati ¢ekmekte (H&E, x200)
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Resim 4.21. Buserelin asetat grubuna ait endometriyal implant dokusunda, atrofiye giden
bezler (<<=) ve azalmig stromal yogunluk; hemosiderin pigmentlerin,
vaskiilarizasyonun ve makrofajlarin olmayisi dikkati ¢ekmekte (H&E, x200)

Resim 4.22. Deneysel endometriozis olusturulan grupta, endometriyal stromada, 6zellikle
vaskiiler olusumlar ¢evresinde kalin demetler yapmis sekilde kollagan lifler
(ko), ¢ok sayida kan damari (kd), ekstravaze kan hiicreleri goriilmekte (<—)
(Masson Trichrome, x400)



Resim 4.23. Deneysel endometriozis olusturulan grupta, endometriyal stromada yogunluk
gosteren stromal hiicreler (-#m ) cok sayida kan damari (kd), yogun demetler
olusturan kollagen lifler dikkati cekmekte (Masson Trichrome, x400)

Resim 4.24. DMSO grubuna ait endometriyal stromada yogun demetler olusturan kollagen
lifler (ko), stromal hiicreler (<) ve sinir kesiti (%) goriilmekte (Masson
Trichrome, x400)
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Resim 4.25. D vitamini verilen gruba ait endometriyal stromada atrofiye giden bez yapilari
(«e=), stromal hiicrelerde ve kollagen lif yogunlugunda endometriozis grubuna
gore gerileme dikkati ¢cekmekte (Masson Trichrome, x400)

Resim 4.26. Buserelin asetat grubuna ait endometriyal stromada kan damarlar1 (kd),
endometriozis grubuna goére yogunlugu azalmis kollagen lifler goriilmekte
(Masson Trichrome, x400)
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Resim 4.27. Endometriozis grubuna ait endometriyal implant dokusunda, TUNEL metodu
ile stromada apoptotik hiicreler (—>) dikkati ¢gekmekte (DAB+Hematoksilen,
x400) (KD: kan damar)

Resim 4.28. DMSO grubuna ait endometriyal implant dokusunda, TUNEL metodu ile
stromada  kiigiik  apoptotik  hiicre  (=>)  gruplart  goriilmekte
(DAB+Hematoksilen, x400)
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Resim 4.29. D vitamini grubuna ait endometriyal implant dokusunda, TUNEL metodu ile
stromada apoptotik hiicre (=>) gruplar goriilmekte (DAB+Hematoksilen,
x100)

Resim 4.30. D vitamini grubuna ait endometriyal implant dokusunda, TUNEL metodu ile

stromada yogun miktarda apoptotik hiicre topluluklar1 (=>) goriilmekte
(DAB+Hematoksilen, x400)



Resim 4.31. Buserelin grubuna ait endometriyal implant dokusunda, TUNEL metodu ile
stromada apoptotik hiicre (=>) odaklar1 goriilmekte (DAB+Hematoksilen,
x100) (KD: kan damar)

Resim 4.32. Buserelin grubuna ait endometriyal implant dokusunda, TUNEL metodu ile
stromada apoptotik hiicre ( <= ) odaklar1 ve endometriyal bez (<<=) yapilari
goriilmekte (DAB+Hematoksilen, x100)
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Resim 4.33. (A) Endometriozis grubuna ait endometriyal implant dokusunda, stromada,
Bcl-2 immiinoreaktivitesi goriilmekte. Insette, kistik olusumu cevreleyen
hiicrelerde Bcl-2 immiin aktivitesi izlenmekte (DAB+Hematoksilen, x400); (B)
Endometriozis grubuna ait endometriyal implant dokusunda, stromada, Bax
antikoru immiinreaktivitesi goriilmekte (DAB+Hematoksilen, x400)
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Resim 4.34. (A) DMSO grubuna ait endometriyal implant dokusunda, Bcl-2 ile stromal
hiicrelerde, bez epitel hiicrelerinde  immiinreakativite  goriilmekte
(DAB+Hematoksilen, x400); (B) DMSO grubuna ait endometriyal implant
dokusunda, stromada Bax antikoru ile zayif immiinreaktivitesi goriilmekte
(DAB+Hematoksilen, x400)



Resim 4.35. (A) D vitamini grubuna ait endometriyal implant dokusunda, Bcl-2 ile epitel
hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde zayif imminreaktivite goriilmekte
(DAB+Hematoksilen, x400); (B) D vitamini grubuna ait endometriyal implant

dokusunda, Bax ile yiizey epitel hiicrelerinde, stromal hiicrelerde
immiinreaktivite artis1 gozlenmekte (DAB+Hematoksilen, x400)
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Resim 4.36. (A) Buserelin asetat grubuna ait endometriyal implant dokusunda, Bcl-2
antikoru ile immiinohistokimyasal boyanan endometriyal beze ait epitel
hiicrelerinde immiinreaktivite gériilmekte (DAB-+Hematoksilen, x400); (B)
Buserelin asetat grubuna ait endometriyal implant dokusunda, Bax antikoru

ile  stromada, epitel hiicrelerinde  immiinreaktivite izlenmekte
(DAB+Hematoksilen, x400)
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Resim 4.37. Endometriyal implant dokusuna ait H&E bulgularinin ii¢ boyutlu goriintiisii.
Ekstravaze olmus eritrositler (E), kollagen lifler (Ko), kas dokusu (K),
hemosiderin pigmenti (Hem), endometriyal yiizey epiteli (EE), peritoneal
mezotel hiicresi (Mez), hemosiderin yiiklii makrofaj (HM), endometriyal bez
(EB), kan damarlar1 (KD), stromal hiicre (SH), kanama odag1 (KaO). (Ust
resim: Endometriozis grubu; alt resim: D vitamini grubu) (Ug boyutlu
modellemeler Prof. Dr. Tuncay Veysel PEKER tarafindan yapilmistir)
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5. TARTISMA

Endometriozis, endometriyum-benzeri dokunun uterus dis1 ortamda var olmasi nedeniyle
viicutta kronik inflamatuar reaksiyonlarin meydana geldigi bir patolojidir. Baz1 kadinlarda
semptomlar agrili gegip infertiliteye neden olabilirken bazilarinda ise hi¢ semptom
goriilmez. Prevalans tam olarak bilinmese de yayginligi genel popiilasyonda %2 ile %10
arasinda degigmekte olup, infertil kadinlar icerisinde %50 civarindadir. Endometriozis tanisi
hastanin Oykiisii ve semptomlarina gore belirlenirken, fizik muayene ve goriintiileme
tekniklerinin yardimryla koordineli bir sekilde ilerlemekte; laparoskopi esnasinda alinan bir
doku pargasindan histolojik analiz ile kesinlestirilmektedir [91]. Ureme ¢agia karakteristik
[92] olan bu hastaligin riskleri arasinda yas faktorii (risk 25-29 yas araliginda artmakta olup,
44 yasindan sonra giderek azalmaktadir) [93], genetik yatkinlik ve ayrica tek niikleotidli
polimorfizimler [94] sayilabilir. Diger risk faktorleri ise uzun siire endojen dstrojene maruz
kalma; 6zellikle erken menars ve ge¢ menopoz donemlerinde, endokrin-bozucu kimyasallara
maruz kalma, kisa menstrual dongiiler, asir1 trans yag ve kirmizi et tiiketimi olarak verilebilir

[95].

Klinikte endometriozis, ektopik implantlarin bulunmasi/bulunmamasi, adezyonlarin varligi,
derecesi ve ¢esidi gibi 6zellikleri igeren kriterlere gore puanlanmaktadir. “American Society
for Reproductive Medicine” kriterlerine goére periton ile overlerde endometriyotik
lezyonlarin varligina, posterior cul de sac endometriozisine, ovaryum ve tuba uterinalardaki
adezyonlara puan verilir, toplam puan hesaplanarak hastalik minimal, hafif, orta ve siddetli

olmak {izere degerlendirilir [96].

Endometriozisin histopatolojisinde mutlaka endometriyal bezler ve onlari cevreleyen
endometriyal stromanin goriilmesi gerekir. Hemoraji ve hemosiderin pigment yapilari sik¢a
goriilmekle birlikte her zaman olmayabilir. Kii¢iik mikroskobik biiyiiltmelerde epitelin
yapist ince, koyu keskin sinirlara sahiptir ve epitelin altinda soluk bir stroma goriilmektedir.
Epitelin liimene bakan ylizeyi piiriizlii ve diizensiz olabilir. Biliylikk mikroskobik
biiyiitmelerde ise epiteli olusturan hiicreler uzun ve prizmatik olup, ¢ekirdekleri diizenli
dikey yonelim gosteren uzun purolar seklinde siralanmistir. Sitoplazmalari eozinofilik ve
silyalar1 ayirt edilebilmektedir. Stroma, endometriyumdaki normal stromaya benzer olup
kiiciik ig seklindeki hiicrelere sahiptir. Stromal yapida fibroblastlara ve fibrotik alanlara

rastlanmaktadir. Fibroblastlar1 ve hiicre dist matriksi igeren fibrotik yapilar genellikle
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endometriyal implantlarin ¢evresinde bulunurlar. Kanamanin kanit1 olarak stromada veya
bitisikteki endometriyal dokuda hemoraj goriilebilir. Dokudaki kan odakciklar1 dejenere
olup hemosiderin pigmentlerini olustururlar ve daha sonrasinda bu hemosiderin pigmentleri
ya dokuda hapsolur ya da makrofajlar tarafindan fagosite edilirler. Hemosiderin yiikli
makrofajlar endometriozis kaynakli kanamalar sonucunda dokuda tespit edilebilir [97, 98].
Dodds ve digerleri (2017), cerrahi olarak indiiklenen endometriozisin fare modelli
caligmalarinda makroskopik olarak lezyonlar1 incelediklerinde yogun, kistik ve nekrotik
olmak tizere 3 tip lezyon tanimlamiglardir. Yogun tip lezyonlarin opak veya pembeden
kirmiziya dogru giden bir renk skalasi igerdigi ve yiizeyinin piiriizsiiz oldugunu tespit
etmiglerdir. Mikroskopik diizeyde ise bu yogun tip lezyonlarin hem endometriyal bez
iceriklerine hem de stromaya sahip oldugunu gdstermislerdir. Bu lezyonlarin bir bag dokusu
kapsiil yapist ile smirlandirildigini, kiicik kan damarlan ile vaskiilarizasyonunun
saglandigm1 ve genellikle inflamatuar hiicreler (makrofaj ve lenfositler) tarafindan
infiltrasyon alanlarinin oldugunu gézlemlemislerdir. Kistik tipteki lezyonlarin endometriyal
bez ve stromal yapilarina ilaveten icleri sivi ile dolu kistik yapilarin oldugunu
gozlemlemislerdir. Lezyonlar genellikle bag dokusu kapsiilii ile cevrili, stromal yapiya
inflamatuar hiicre infiltrasyonu gozlenmistir. Kistin igerisinde makrofaj, lenfosit ve kan
hiicrelerine rastlanmistir. Kistik tipteki lezyonlarin boyutlarinin yogun tipteki lezyon
boyutlarindan daha biiylik oldugu belirlenmistir. Nekrotik lezyonlarda ise farkedilebilir
hiicre veya dokularin olmadigi, nekrotik alanlarin oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar,
birgok nekrotik lezyon 6rneklerinde endometriyal bez ve stromal yapilara rastlamamiglardir
[99]. Strehl ve digerleri (2014), yas aralig1 19 - 52 olan ve operasyon giiniine en az 6 ay kala
eksojen hormonu almayan pre-menopoz 47 endometriozisli hastayr igeren bir klinik
caligmay1 yiiriitmiistiir. Hastalarin pelvik ve abdominal peritonlarini laparoskopik olarak
inceledikten sonra lezyonlar1 fotograflamuslar, kirmizi1®, siyah®, beyaz ve kahverengi’ olarak
smiflandirmislardir. Ayrica lokasyonlari ve sekilleri de degerlendirmislerdir. Toplamda 30
siyah, 17 beyaz, 11 kahverengi ve 7 kirmizi endometriozis lezyon bolgesi eksize edilmis ve
fiksasyon islemlerinin ardindan parafin bloklara gémiilmiistiir. U¢ um kalinhiginda aldiklart
kesitlerden H&E ile boyali preparatlar elde etmislerdir. Analizlerinde endometriyal bez
yolaklarinin ve endometriyal bez igeriklerinin derecelendirilmesinin yani sira inflamatuar

infiltrasyon alanlarinin ve sinir yapilarinin varligi/yoklugu da not edilmistir. Arastirma

® Peritoneal endometriozisin ilk basamagi; en aktif ve vaskiile olmus lezyon tipi
6 Peritoneal endometriozisin en ileri seviye tipi. Liimen igi debrizler goriiliir
" Peritoneal endometriozisin latent seviye tipleri. Kollagen kalintilarinin oldugu inaktif bolgeler bulunur
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sonuglarina gore tiim renklerdeki lezyonlarda biiyiilk ve orta biiylikliikte endometriyal
bezlere daha sik rastlanmigtir. Bez iceriklerinin kanli veya bos olmasinin ise gruplar arasi
degiskenlik gosterdigi ve en fazla siyah lezyona ait endometriyal bez iceriklerinin kanli
oldugu bulunmustur [84, 100]. Calismamizda, biitiin gruplara ait H&E ile boyanan
preparatlarda endometriyal bez ve stroma yapilarina rastladik. Tiim gruplarda yogun hiicre
infiltrasyon alanlar1 ve yogun damarlanmalar gozlendi. Gruplar arasinda endometriyal
bezlerin boyutlari, igerikleri, dagilimlar1 ve siddetleri birbirlerinden farklilik gosterdi.
Endometriyal stroma yapisi, fibrotik alanlar ve hemosiderin pigmentlerin yogunlugu tiim
gruplarda farklilik gosterdi. Kistik yapilara daha ¢ok endometriozis grubunda rastlandi. D
vitamini ve buserelin asetat grubuna ait endometriyal bezlerin boyutlar1 diger iki grup ile
kiyaslandiginda daha kiigiik gbzlendi. Bu iki gruba ait endometriyal bez igerikleri genelde
temiz, liimeni ¢evreleyen tek kath kiibik epitel hiicrelerinin varligi korunuyordu. Birkag
preparatta yer yer endometriyal bez liimeni i¢i epitel dokiintiilerine rastlandi. Ayn1 zamanda

endometriyal bez liimeni i¢i 16kosit infiltrasyonlar1 da gozlendi.

Jones (1984)’un yontemine gore uygulanan cerrahi indiiksiyon ile endometriozis modeli
yapimi gegerliligini korumakta ve bircok deneyel endometriozis ¢alismasinda da tercih
edilmektedir. Arastiricilar, Jones (1984)’un yontemine gore indiikledikleri endometriozis
modelinde siganlarin endometriyal implant boyutlarinin tedavi oncesinde farklilik
gosterdigini  belirtmislerdir [101, 102]. Calismamizda endometriyal implant voliimii
bakimindan tedavi dncesine gore artis gosteren tek grup endometriozis grubu oldu; bu sonug
literatiirdeki benzer arastirmalarla tutarlilik gostermektedir [102, 103]. DMSO, D vitamini
ve buserelin asetat gruplarinda hacimsel azalis gézlendi; son voliim ile ilk voliim arasindaki
en bliylik fark D vitamini grubuna ait oldu. Fakat, en diisilk endometriyal implant
voliimlerine buserelin asetat grubunda rastlandi. Sonug olarak, D vitamini ile buserelin asetat
uygulamas1 sonucu deneysel endometriozis modelinde implant boyutlarinda bir gerileme

gozlendi.

Mert ve digerleri (2016), sicanlarda uyguladiklar1 deneysel endometriozis modelinde
Hypericum perforatum L. (sar1 kantoron) ve Hippophae rhamnoides L. (yalanci igde)
karigiminin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda referans grup olarak buseralin asetati
secmislerdir. Tedavi Oncesi ile tedavi sonrasi dl¢iilen endometriyal implant voliimlerinin
endometriozis grubunda yiiksek oldugu, buseralin asetat uygulanan grupta ise azaldigi tespit
edilmistir. Ayrica adezyon skorlar1 i¢in, kontrol grubunda yiiksek degerler varken, buseralin

asetat grubunda ise bir azalis oldugu bildirilmektedir. Biz de c¢alismamizda, adezyon
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skorlarin1 degerlendirdigimizde endometriozis grubunda arti, buserelin asetat grubunda
azalis oldugunu tespit ettik. Fakat, D vitamini verdigimiz gruptaki ortalama adezyon skoru
Buserelin asetat grubu ile kiyaslandiginda daha basarili ¢ikti; D vitamini, buseralin asetata
gore adezyonun bertaraf edilmesinde daha basarili bulundu. Benzer olarak, Yilmaz ve
digerleri (2013) yaptiklar1 bir ¢calismada D vitamininin postoperatif adezyonlar1 dnlemede
basarili oldugunu gostermislerdir [104]. D vitamininin adezyonu onlemede veya etkisini
azaltmada Kkilit faktorlerden biri olan hiicre i¢i adezyon molekiil 1 (Intercellular adhesion
molecule 1, ICAM-1) ile olan etkilesimi diistiniilebilir [105]. Hiicre membran glikoproteini
olan ICAM-1, hiicre i¢i adezyonu artiran immiinoglobin siiper ailesine mensup bir proteindir
[106]. ICAM-1 ile endometriozis olgulart arasinda bir baglanti oldugu varsayilmakta;
ektopik endometriyal hiicrelerin ICAM-1 i¢in kaynak teskil ettigi ve ICAM-1 proteinlerin
ektopik endometriyal stromada asir1 eksprese edildigi iddia edilmektedir. Buna ek olarak,

endometriozis olgularinda serum ICAM-1 seviyeleri yiiksek bulunmustur [105, 107].

Endometriyotik lezyon bolgelerinde meydana gelen fibrotik yapilanmanin ardinda kompleks
bir mekanizma yer almaktadir. Fibrozis endometriozisin biitiin tiplerinde karsimiza
cikmakta, endometriozis ile iliskili agr1 ve infertiliteye yol agmaktadir. Biyolojik siirecte
miyofibril ve diiz kas hiicrelerinin aktivasyonu ile fazla miktarlarda tretilen “donistiiriicti
bliyiime faktorii-B” (transforming growth factor, TGF-f), “epitel-mezenkimal degisim”
(epithelial-to-mesenchymal transition, EMT) ve kollagen depozitleri gérev almaktadir.
Farelerde ve insanlarda, aktive olan trombositlerin fibozisin gelisiminde gorev aldig1 yapilan
aragtirmalarla kesfedilmistir. Endometriyotik lezyonlar esasen tekrarlanan doku hasar1 ve
ardindan bir yenilenme siirecini geciren olaylar dizisinin meydana geldigi bolgelerdir.
Lezyon bolgelerine kan damarlarindan trombositlerin ekstravazasyonu ve agregasyonu,
doniistlirticii bliylime faktorii-B salinimi ve iligkili yolaklarin indiiklenmesi sonucunda
fibrozis tetiklenir. Makrofajlar, pro-fibrotik fenomenler (VEGF, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8)
icin bazi araci faktorleri liretebilirler. Peritoneal lezyonlar kirmizidan siyah lezyona dogru
fibrotik bilesenlerden 6tiirii evrilme egilimindedirler. Endometriozisin latent evrelerinde
fibrotik alanlar opaktan sari-kahverengi lezyon bolgelerinin olusumuna aracilik eder.
Normal sartlar altinda fibroblastlarin ¢ogalmasi tipik olarak tip I kollagen ile
diizenlenmektedir. Endometrioziste, derin endometriyotik stromal hiicrelerin biiylimesi
onlar1 ¢gevreleyen fibrotik alandan etkilenmez. Bu kontrol dig1 stromal hiicre ¢ogalmalari,
“serin/treonin protein kinaz” (AKT) ve ERK yolaklarinin anormal aktivasyonlari ile iliskili

goriinmektedir [108]. Matsuzaki ve Darcha (2015), stromal hiicrelerin fibrotik alanlarda
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nasil direng gostererek cogalabildiklerini arastirmak igin insan kaynakli endometriyal
parcalar1 once hiicre kiiltiirii ortaminda izole ettikten sonra farelere enjekte etmislerdir. In
vitro ortamda gergeklestirdikleri deneylerde AKT ve ERK yolaklarinin derin endometriyotik
lezyonlarin biiylimesine yardimci oldugunu bunu fibrotik alanlardaki stromal hiicre
proliferasyonlarin1 destekleyerek yaptigini diistinmektedirler. Bu nedenle, AKT ve ERK
yolaklarinin inhibisyonu ile hiicre proliferasyonunun azaltilmasi ve apoptozisin uyarilmasini
temel alan etkili bir terap6tik stratejinin gelistirilebilecegini diisinmektedirler [109]. Nahari
ve Razi (2018), sicanlardaki ektopik endometriyal dokudaki apoptotik faaliyetleri tesvik
etmek amaciyla, ERK ve Bcl-2’yi de kapsayan yolaklarla birlikte ele aldiklarinda Silymarin
ile olas1 bir tedavi segenegini 6nermislerdir. Silymarinin (devedikeni bitkisinden elde edilen
tohum) antioksidan, anti-kanser, anti-inflamatuar ve immiinsupresif etkilerinin oldugu
bilinmektedir [110]. Giincel bir arastirmada, D vitamininin bag dokusu biiylime faktorii
(connective tissue growth factor, CTGF) ve CD34/VEGF yolagi tizerinden etki gostererek
peritondaki kollagen birikimi sonucu meydana gelen fibrotik dokuyu ve anjiogenezisi
gerilettigi gosterilmistir [111]. Calismamizda D vitamini uygulanan grupta kollagen lif
yogunlugu ylizdesi endometriozis ve DMSO gruplarindan dusiiktii fakat istatistiksel
diizeyde fark bulunmadi. Benzer sonug buserelin asetat grubu i¢in de gecerliydi; kollagen lif
yogunluklarinin ytizdesi D vitamini grubu ile benzer fakat endometriozis ve DMSO gruplari

ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmada.

Dokuda meydana gelen apoptotik aktivitelerin niceliksel olarak degerlendirilmesine firsat
veren TUNEL yontemi aragtirmalarda sik¢a kullanilmaktadir. Y&ntem, apoptozis esnasinda
meydana gelen DNA fragmantasyonlarinin kirik olan DNA ucunun 3’ hidroksil grubuna bir
belirte¢ baglanarak mikroskop altinda goriiniir hale getirilmesi prensibine gore ¢aligir [112].
Hastalardan elde edilen numunelerin parafin bloklara gomiiliip ardindan kit yardimiyla
TUNEL yo6nteminin uygulandigi birgok ¢alisma mevcuttur [113-115]. Ayrica yine deney
hayvanlarindan elde edilen numunelerin parafin bloklarinda da TUNEL yontemi
uygulanabilir [101]. Ortak sonug ise, endometriozis olgularinda apoptozise karsi bir direng
gosterilmektedir. Hiicreler bir sekilde apoptozisten kagmakta veya apoptozis
baskilanmaktadir. Hatta, apoptozisi inhibe eden proteinlerin 6rnegin Bcl-2 seviyelerinin de
arti@1 bildirilmektedir [116].

Apoptozisi baglatan veya Onleyen proteinler yine hiicre icerisinde bulunan kaspazlar ile

birlikte c¢alisir. Ektopik endometroziste Bcl-2 gen ekspresyon seviyeleri yiiksektir;
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proliferatif fazda bez epitelinde, ge¢ sekretuar fazda ise stromal hiicrelerde pik yaptigini

gosteren ¢aligmalar mevcuttur [117].

Bir 6topik endometriyum olgusunda, kontrol grubu (N = 16) ve hasta grubu (N = 14) olmak
ilizere 2 gruptan olusan bir ¢alismada TUNEL yontemi, Bcl-2 ve Bax protein yogunluklari
degerlendirilmistir. Apoptozis degerlerinin hastaligin siddetinden (hafif, orta, siddetli)
etkilenmedigi bildirilmistir. Bcl-2 immiinohistokimyasal boyamanin endometriyal bez
hiicrelerinde yogun olarak gézlendigi, gec proliferatif fazda pik yaptigi, ge¢ sekretuar fazda
ise ortadan kayboldugu belirtilmistir. Kontrol grubunda ise Bcl-2 immiinohistokimyasal
boyamanin ge¢ proliferatif fazda gorildiigii fakat ge¢ sekretuar fazda kayboldugu tespit
edilmistir. Bax ekspresyonun endometriyal bez hiicrelerinde hem hasta grubunda hem de
kontrol grubunda geg proliferatif fazda olmadig: bildirilmistir. Arastiricilara gore, asir1 Bcl-
2 ekspresyonu Bax homodimer yapilarinin birikmesini engellemis, bu durum da apoptozisin
uyarilmasini dnlemistir. Birden fazla anti-apoptotik yolak bulunmaktadir. Endometriozisli
hastalarda bu yolaklardan hangileri bir arada gorev almakta veya kag¢i aktif olmakta,
endometriyal hiicrelerin apoptotik silirece girmelerini hangileri engellemekte sorulari heniiz

yanitlanabilmis degildir [118-120].

Huniadi ve digerleri (2013), siganlarda cerrahi olarak indiikledikleri endometriozis modeli
caligmalarinda parafin bloklardan elde ettikler1 kesitlerde Bcl-2 ve Bax i¢in
immiinohistokimyasal analizler yapmisladir. Arastircilar, tedavi grubuna uyguladiklari pro-
apoptotik etkisi oldugu bilinen ulipristalin Bax antikoru ile immiin reaktivite bakimindan
pozitif boyanan hiicre sayilarinin yogun oldugunu goézlemlemislerdir. Bel-2 antikoru ile
immiin reaktivite bakimindan pozitif boyanan hiicrelerinin ise az oldugunu
gozlemlemiglerdir [121]. Bir fare modeli endometriozis ¢alismasinda, hiicre
proliferasyonunu inhibe edici 6zelligi olan metforminin endometriyal implant alanlarindaki
Bcl-2/Bax oranmi diisiirdigiinii ve bu sekilde apoptotik faaliyetleri azalttig1 bildirilmistir
[122]. Calismamizda, kanser tedavilerinde terapdtik etkileri oldugu iddia edilen, apoptotik
faaliyetleri indiikleyen anti-proliferatif 6zelligindeki D vitamini [123] verilen gruptaki Bcl-
2 ile immiin pozitif boyanan hiicrelerin endometriyal bez ve stromada seyrek, Bax ile immiin
pozitif boyanan hiicrelerin endometriyal bez ve stromada biraz daha yogun boyandigini
tespit ettik. Benzer sonug buserelin asetat grubu i¢in de s6z konusudur. Kistik lezyonlarda
Bcl-2 ve Bax immiinreaktiviteleri, Kistik lezyondaki hiicrelerin lokasyonlarina bagl olarak
degiskenlik gosterebilir. Korkmaz ve digerleri (2013), endometriyal kistik yapilara ait epitel

hiicrelerinde zayif Bcl-2 ve yogun Bax imiinreaktivite gézlemlemiglerdir. Arastiricilara
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gore, kistik endometriyal stromal hiicreler ile endometriyal stromal hiicreler arasinda Bcl-2
ekspresyonu bakimindan oOnemli derecede bir fark bulunmaktadir [136]. Biz de
caligmamizda, endometriozis grubuna ait kistik yapilarda Bcl-2 ve Bax immiireaktivite

tutunumlar1 bakimindan bir degiskenlik oldugunu gozlemledik.

Bir dokunun orijinal bdlgesinden uzaklasip ektopik bir bolgede hayatta kalmasi i¢in onun
basaril1 bir sekilde yeni konagina adhere olmasi, yeni ¢evresine uyum saglamasi, ¢ogalmasi
ve beslenmesi i¢in yeni kan kaynaklarini olusturmasi gerekir. Bu siiregte apoptozis inhibe
olur; hiicre-hiicre, hiicre-substrat etkilesimleri gerceklesir; kontrollii hiicre ¢ogalmasi ve
anjiogenezis meydana gelir [124]. Abbas ve digerleri (2013), si¢anlarda cerrahi olarak
indiiklenen endometriozis modelinde bir protein-tirozin kinaz inhibitdrii olan Sunitinib anti-
kanser ajani ile olas1 tedavi arastirmalarinda TUNEL ile implant bolgelerindeki apoptotik
faaliyetleri arastirmislardir. Kist liimenini olusturan epitellerin hiicre ¢ekirdeklerinin ve
stromadaki birka¢ ¢ekirdegin TUNEL pozitif boyandigini (koyu kahverengi) tespit
etmiglerdir [125]. Calismamizda, TUNEL pozitif hiicre sayisint implant alanina
oranladigimizda en yiiksek oranin D vitamini grubuna ait oldugunu bulduk. D vitamini,
endometriyal implant alanindaki hiicreleri apoptotik siirece tesvik ederek makroskobik

diizeyde implant kiigiilmesine yol agmis olabilir.

Endometriozisli kadinlara ait periton sivilart mitojenik, anjiyojenik, morfojenik ve
kemoatraktan aktivitelere sahiptir. Sivinin  igeriginde biliyiime faktorleri ve
monosit/makrofajlardan salinan sitokinler bulunurken periton kavitede ayrica endometriyal,
ovaryan ve mezotelyal hiicrelere de rastlanir. Bu sitokinler ve biiylime faktorleri hiicrelerin
hayatta kalmasini, ¢ogalmasini, farklilagmasini, anjiogenezisi ve inflamatuar yanitlari
tetikleyebilir. Endometriozisli bireylerde monosit/makrofajlar tarafindan ortama salinan pro-
inflamatuar sitokinlerden makrofaj koloni-uyaric1 faktor, IL-1, IL-6 ve TNF-a seviyeleri
yliksektir. IL-1 ve TNF-a diger sitokinler olan IL-8 ve monosit kemotaktik protein-1 (MCP-
1)’in salimmmini stimiile edebilirler. Bu sitokinler noétrofil, T lenfosit, monosit ve
makrofajlara kemoatraktandir ve pelvik agr ile infertiliteye katkida bulunduklar1 iddia
edilmektedir. Gii¢lii bir anjiojenik faktér olan VEGF de periton sivisinda rastlanir ve
hastaligin siddeti VEGF seviyeleri ile pozitif korelasyon gostermektedir. VEGF’in periton
stvisinda nereden kaynaklandigi tam olarak bilinmese de endometriyal, mezotelyal veya

endotelyal hiicrelerden 6tiirii olabilecegi diisiiniilmektedir [126].
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Yapilan caligmalarda endometriozis modeli olusturulan deneysel hayvan modellerinde
VEGEF seviyelerinin degerlendirilmesi parafin bloklarda immiinohistokimyasal yontemlerle
oldugu gibi [127] periton veya plazma sivilarindan elde edilen numunelerde de
yapilmaktadir [103]. Yeniel ve digerleri (2014), si¢anlarda cerrahi olarak indiiklenen
endometriozis modelinde oksitosin etkisinin plazma ve periton sivilarindaki MCP-1, VEGF
ve TNF-a seviyelerine olan etkilerini arastirmistir. Calismada VEGF ve TNF-a seviyelerinin
tedavi uygulanmayan endometriozis ile indiiklenen grupta yiiksek oldugu, tedavi olarak
oksitosin uygulanan endometriozis ile indiiklenen grupta ise VEGF ve TNF-a seviyelerinin
hem plazma hem de periton sivilarinda 6nemli derecede azaldigi gosterilmistir [128]. Biz de
calisgmamizda peritoneal VEGF 6rneklerini hem 2. asamanin hem de 3. agsamanin sonunda
derledik ve ELISA yontemi ile degerlendirdik. Aragtirmamiza gére, endometriozis grubunda
tedavi sonrasinda (3. agama) bir artis gézlenirken DMSO, D vitamini ve Buserelin asetat
gruplarinda bir azalmanin oldugunu tespit ettik. Ozellikle D vitamini ve Buserelin asetat
gruplarinda peritoneal VEGF degerleri bakimindan 6nemli derecede bir diisiis oldugu
gozlendi. Bu sonucu, D vitamininin patolojik anjiogenezisi baskilamasina dayandirabiliriz
[129]. Ayrica, peritoneal TNF-a orneklerini de hem 2. asamanin hem de 3. asamanin
sonunda derledik ve ELISA yontemi ile degerlendirdik. Endometriozis grubunun peritoneal
TNF-a degerleri 3. asamada yiikselmis bulundu; DMSO, D vitamini ve Buserelin asetat
gruplarinin peritoneal TNF-o degerleri ise azalmis bulundu. Ozellikle D vitamini ve
Buserelin asetat gruplarinin tedavi 6ncesi ve sonrasi peritoneal TNF-a degerleri bakimindan
istatistiksel olarak oOnemli bir fark oldugunu tespit ettik. Sonuglarimiz, deneysel

endometriozis ¢aligmalari ve literatiir ile paralellik gostermektedir [102, 130, 131].

Endometriyal implant bolgelerindeki sinir lif yogunluklar1 ile endometriozis-iligkili agr
arasinda pozitif bir korelasyon bulunmaktadir. Laparoskopik endometriozis tanisi konulan
44 kadimnla yapilan bir arastirmada peritonal endometrioziste sinir lif yogunlugu ile agri
arasinda bir iligki oldugu, agrinin menstrual faza bagl olarak degiskenlik gdstermedigi
belirtilmistir [132]. Kemirgen ve siganlara uygulanan ektopik endometriyal implantlar
sonucunda organizma kendi duyusal ve sempatik sinir lif kaynaklarin1 o bolgede kendisi
uyarmaktadir [133, 134]. Biz de ¢alismamizda birgok H&E boyali preparatlarimizdaki

implant bolgelerinde sinir liflerine rastladik.
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6. SONUC VE ONERILER

Endometriozis, ektopik endometriyal-benzeri dokularin uterus dis1 gogii ve buna bagli olarak

yerlesimleri sonucunda gelisen kronik inflamasyonla seyreden jinekolojik bir patolojidir

[91].

Hastalara laparoskopi yontemi ile endometriozis tanis1 konulduktan 1 yil sonra lezyonlarin
% 17 ile % 29’u kendiliginden diizelir, % 24 ile % 64'i ilerleme gosterir ve % 9 ile % 59'u
stabil kalir. Laparoskopik lezyonlarin yok edilmesinden sonra 1-2 yil igerisinde % 10 ile %
55 arasinda bir rekiirrens meydana gelir. Klinikte belli bir slire¢ boyunca kombine oral
kontraseptifler, oral progestinler ve GnRH agonistleri gibi ilaglar verilmekte; problem ise bu

ilaglarin birakilmasi halinde endometriozis ve infertilite durumu geri donmektedir [95, 135].

Amacimiz, sicanlarda deneysel endometriozis modeli olusturarak klinikte kullanilan ve bir
GnRH analogu olan buseralin asetat ile birgok faydasi bulunan dogal bir koruyucu olan D
vitamininin etkinliklerini karsilastirmakti. Calismamizda, histopatolojik bulgularin yani sira
immiinohistokimyasal agidan ve ELISA yontemi ile peritoneal VEGF ve TNF-a diizeylerini

degerlendirdik.

Sonugta, D vitamini fibrotik alanlarin gerilemesine, apoptotik siireci uyararak ve
anjiogenezisi baskilayarak implant boyutlarinin kii¢iilmesine neden olmus olabilir. Implant
bolgesini yapilandiran ve o bolgeye yabanci olan hiicrelerin temizlenmesiyle inflamatuar
slirecin gerilemesini saglamis olabilir. Peritoneal VEGF seviyelerinin diismesi ile patolojik
anjiogenezisinin baskilanmasi sonucu endometriyal implant bolgesinin kanlanmasi sekteye
ugratilmistir. Beslenemeyen ve yeteri kadar oksijen alamayan hiicreler apoptotik ve/veya

nekrotik siirece girmis olabilir.

Endometriyal implant bolgelerinde yeniden damarlanmalarin tespiti i¢in farkl
immiinohistokimyasal analizler kullanilabilir. VEGF ve TNF-o’nin yani sira matriks
metalloproteinaz (MMP), D vitamini reseptorii (VDR) gibi yeni ajanlarin degerlendirilmesi
yapilabilir. Endometriozis hastaligini bir otoimmiin hastalik gibi degerlendirip inflamatuar
sliregte gorev alan ajanlarin analizleri yapilabilir. Farkli veya kombine anti-inflamatuar

tedavi yontemleriyle yeni deneysel hayvan modeli ¢calismalar1 planlanabilir.






91

KAYNAKLAR

1.  Fielding, J.R., A.S. Thurmond, and D. Brown. (2011). Gynecologic Imaging (Expert
Radiology Series). Elsevier Health Sciences, 147-160.

2.  Strauss, J.F., Robert L. Barbieri and Antonio R. Gargiulo. (2019). Yen And Jaffe's
Reproductive Endocrinology : Physiology, Pathophysiology, And Clinical Management
(Eighth Edition). Elsevier, 206-247.

3. Williams, R. H., Melmed, S., Koenig, R., Rosen, C. J., Auchus, R., and Goldfine, A.
(2020). Williams textbook of endocrinology (Fourteenth Edition). Elsevier. 825-866.

4.  Smith, R. P., and Netter, F. H. (2018). Endometriosis. In Netter's obstetrics and
gynecology (Third edition). Elsevier. 298-300.

5. Prietl, B, Treiber, G., Pieber, T. R., and Amrein, K. (2013). Vitamin D and immune
function. Nutrients. 2502-2521.

6.  Zughaier, S.M., E. Lubberts, and A. Bener. (2020). Editorial: Immune-Modulatory
Effects of Vitamin D. Frontiers in Immunology, 11, 2385.

7.  Pereira, F., M.J. Larriba, and A. Muoz (2012). Vitamin D and colon cancer. Endocrine
Related Cancer, 19(3), R51.

8. Akyol, A., Simsek, M., Ilhan, R., Can, B., Baspinar, M., Akyol, H., Akin, M. (2016).
Efficacies of vitamin D and omega-3 polyunsaturated fatty acids on experimental
endometriosis. Taiwanese Journal of Obstetrics and Gynecology, 55(6), 835-8309.

9.  Maghbooli, Z., Sahraian, M. A., Ebrahimi, M., Pazoki, M., Kafan, S., Tabriz, H. M.,
Holick, M. F. (2020). Vitamin D sufficiency, a serum 25-hydroxyvitamin D at least 30
ng/mL reduced risk for adverse clinical outcomes in patients with COVID-19 infection.
PLo0S One, 15(9), e0239799. doi:10.1371/journal.pone.0239799.

10. Van Kempen, T.A. and E. Deixler. (2020). SARS-CoV-2: Influence of phosphate and
magnesium, moderated by vitamin D, on energy (ATP)-metabolism and on severity of
COVID-19. The American Journal of Physiology Endocrinology and Metabolism. 320:1,
E2-E6.

11. Ardeniz, O. (2008). Vitamin D ve immiin sistem. Tiirkiye Klinikleri Tip Bilimleri
Dergisi, 28(2), 198-205.

12. Bilotas, M., Barafiao, R. 1., Buquet, R., Sueldo, C., Tesone, M., & Meresman, G.
(2006). Effect of GnRH analogues on apoptosis and expression of Bcl-2, Bax, Fas and FasL
proteins in endometrial epithelial cell cultures from patients with endometriosis and controls.
Human Reproduction, 22(3), 644-653.

13. Sancak, B., Cumhur, M., Ilgi, S., Kural, E., Taner, E., Basar, R., Celik, H. (2016).
Fonksiyonel anatomi: bag-boyun ve i¢ organlar (10. Baski). Ankara: ODTU Gelistirme
Vakfi. 302-306.



92

14. Sadler, T. (2004). Langman’s Medical Embryology (Ninth editin). New York:
Lippincott Williams & Wilkins. 235-262.

15. Moore, K. L., Persaud, T.V.N., Torchia, M. G. (2020). The developing human
clinically oriented embryology. Philadelphia: Elsevier (Eleventh Edition). 11- 46.e1.

16. Internet. Moncada-Madrazo M, Rodriguez Valero C. (2020). Embryology, Uterus.
StatPearls Publishing LLC. [Updated 2020 Aug 11]. Web:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK547748/ adresinden 15 Ocak 2021’de alinmustir.

17. Ross, M.H. and W. Pawlina. (2020). Histology : A Text And Atlas : With Correlated
Cell And Molecular Biology (Eighth edition). Philadelphia : Wolters Kluwer Healt. 830-863.

18. Gartner, L. (2020). Female Reproductive System, in Textbook of Histology (Fifth
edition) Philadelphia, PA : Elsevier. 487-518.

19. Abraham L. Kierszenbaum and Tres L.,L. (2020). Histology and Cell Biology: An
Introduction to Pathology (Fifth edition). St. Louis, MO : Elsevier. 723-753.

20. Sancak, B., Cumhur, M., Hgi, S., Kural, E., Taner, E., Basar, R., Celik, H. (2016).
Fonksiyonel anatomi: bas-boyun ve i¢ organlar (10. Baski). Ankara: ODTU Gelistirme
Vakfi. 298-306.

21. Buyru, F. (2001). Uterusta gebelik icin olusan degisimler, hormonal uyarilara yanit.
Perinatoloji Dergisi, 9, 224-229.

22. Bulun, S.E. (2016). Williams Textbook of Endocrinology (Thirteenth Edition),
Philadelphia: Elsevier. 589-663.

23. Ross, M. ve Pawlina W (2014). Histoloji Konu Anlatimi ve Atlas. (Altinci baski). (gev.
Baykal B.) Ankara: Palme yayincilik. 848-854.

24. Internet. Thiyagarajan, D.K., H. Basit, and R. Jeanmonod. (2019). Physiology,
Menstrual Cycle. StatPearls Publishing LLC. [Updated September 17, 2020]. Web:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK500020/ adresinden 15 Ocak 2021°de alinmustir.

25. Ovalle W. K. and Nahirney P.C. (2020). Netter's Essential Histology. (Third Edition)
Elsevier. 431-458.

26. Carroll, R.G. (2007). Elsevier's Integrated Physiology. Mosby: Philadelphia. 177-187.

27. Internet. Reed, B.G. and Carr, B.R. (2018). The normal menstrual cycle and the
control of ovulation. South Dartmouth. Web:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279054/ adresinden 15 Ocak 2021°de alinmustir.

28. Kumar, D. (2016). Medical and Health Genomics. London, UK : Academic Press
213-225.

29. Sourial, S., N. Tempest and D.K. Hapangama (2014). Theories on the pathogenesis of
endometriosis. International Journal of Reproductive Medicine. 2014, 179515.
d0i:10.1155/2014/179515


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK547748/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK500020/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279054/

93

30. Zondervan, K. T., Becker, C. M., Koga, K., Missmer, S. A., Taylor, R. N. and Vigano,
P. (2018). Endometriosis. Nature Reviews Disease Primers. 4(1), 9. doi:10.1038/s41572-
018-0008-5

31. Alborzi, S., A. Azimirad, and M. Azimirad (2018). Experimental Endometriosis:
Review of the Literature Through a Century and the Iranian Experience. Archives of Iranian
Medicine. 21(11), 536-543.

32. Taylor, R. and D.l. Lebovic (2014). Yen & Jaffe's Reproductive Endocrinology
(Seventh edition). Saunders: Philadelphia. 565-585.

33.  Sampson, J.A. (1927). Metastatic or Embolic Endometriosis, due to the Menstrual
Dissemination of Endometrial Tissue into the Venous Circulation. The American Journal of
Pathology. 3(2), 93-110.43.

34. Rolla, E. (2019). Endometriosis: advances and controversies in classification,
pathogenesis, diagnosis, and treatment. F1000Research. 8(F1000 Faculty Rev):529.
10.12688/f1000research.14817.1

35. Matsuura, K., Ohtake, H., Katabuchi, H. and Okamura, H. (1999). Coelomic
metaplasia theory of endometriosis: evidence from in vivo studies and an in vitro
experimental model. Gynecologic and obstetric investigation. 47(Suppl. 1), 18-22.

36. Holst, J. P., Soldin, O. P., Guo, T. and Soldin, S. J. (2004). Steroid hormones:
relevance and measurement in the clinical laboratory. Clinics in laboratory medicine. 24(1),
105-118. d0i:10.1016/j.cll.2004.01.004

37. Ohyama, Y. and Shinki, T. (2016). Handbook of Hormones. San Diego: Academic
Press. 546-e597-542.

38. Norman, A.W. (2003). Encyclopedia of Food Sciences and Nutrition (Second Edition).
Academic Press: Oxford. 3166-3174.

39. Samavat, H. and M.S. Kurzer (2015). Estrogen metabolism and breast cancer. Cancer
letters. 356 (2 Pt A), 231-243.

40. Bulun, S. E., Monsavais, D., Pavone, M. E., Dyson, M., Xue, Q., Attar, E., Su, E. J.
(2012). Role of estrogen receptor-p in endometriosis. Seminars in Reproductive Medicine.
30(1), 39-45. doi: 10.1055/5-0031-1299596.

41. Hapangama, D., A. Kamal, and J. Bulmer (2014). Estrogen receptor 3: the guardian of
the endometrium. Human Reproduction Update. 21(2), 174-193.

42. Gibson, D. A., Simitsidellis, 1., Collins, F. and Saunders, P. T. (2018). Endometrial
intracrinology: Oestrogens, androgens and endometrial disorders. International Journal of
Molecular Sciences. 19(10), 3276.

43. Patel, B. G., Rudnicki, M., Yu, J., Shu, Y. and Taylor, R. N. (2017). Progesterone
resistance in endometriosis: origins, consequences and interventions. Acta Obstetricia Et
Gynecologica Scandinavica. 96(6), 623-632.



94

44. Furth, P. A., Afridi, S., Alothman, S. J., Azhar, R. I., Gusain, L. Y., Shreeves, S. M.,
Zomorrodi, D. (2018). Encyclopedia of Reproduction (Second Edition) Oxford: Academic
Press. 808-813.

45.  Marquardt, R. M., Kim, T. H., Shin, J.-H. and Jeong, J.W. (2019). Progesterone and
Estrogen Signaling in the Endometrium: What Goes Wrong in Endometriosis? International
Journal of Molecular Sciences. 20(15), 3822. doi:10.3390/ijms20153822

46. Attar, E. and Bulun S.E. (2005). Aromatase and other steroidogenic genes in
endometriosis: translational aspects. Human Reproduction Update. 12(1), 49-56.

47. Qi, Q. M., Guo S. W. and. Liu, X. S. (2017). Estrogen Biosynthesis and Its Regulation
in Endometriosis. Reproductive and Developmental Medicine. 1(1), 55.

48. Wieser, F., Schneeberger, C., Tong, D., Tempfer, C., Huber, J. C. and Wenzl, R.
(2002). PROGINS receptor gene polymorphism is associated with endometriosis. Fertility
and Sterility. 77(2), 309-312.

49. Casas-Grajales, S. and Muriel, P. (2017). Liver Pathophysiology. Boston: Academic
Press. 583-604.

50. Lu,J., Wang, Z., Cao, J., Chen, Y. and Dong, Y. (2018). A novel and compact review
on the role of oxidative stress in female reproduction. Reproductive Biology and
Endocrinology. 16(1), 80.

51. Scutiero, G., lannone, P., Bernardi, G., Bonaccorsi, G., Spadaro, S., Volta, C. A,
Nappi, L. (2017). Oxidative stress and endometriosis: a systematic review of the literature.
Oxidative  Medicine and Cellular Longevity. 2017(2017), 7265238. doi:
10.1155/2017/7265238.

52. Mier-Cabrera, J., Aburto-Soto, T., Burrola-Méndez, S., Jiménez-Zamudio, L.,
Tolentino, M. C., Casanueva, E., & Hernandez-Guerrero, C. (2009). Women with
endometriosis improved their peripheral antioxidant markers after the application of a high
antioxidant diet. Reproductive Biology and Endocrinology. 28(7), 54. doi:10.1186/1477-
7827-7-54.

53. Halpern, G., Schor, E. and Kopelman, A. (2015). Nutritional aspects related to
endometriosis. Revista da Associagdo Médica Brasileira. 61(6), 519-523.

54. Internet. Blanco, G. and Blanco A. (2017). Medical Biochemistry. Elsevier. 791-796
Web: http://www.sciencedirect.com/science/book/9780128035504 adresinden 15 Ocak
2021°de alinmistir.

55. Elmore, S. (2007). Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicologic
Pathology. 35(4), 495-516.

56. Giiles, O. ve Ulker E. (2008). Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemler.
Yiiziincii Yil Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi. 19(2), 73-78.

57. Coskun, G. ve Ozgiir H. (2014). Apoptoz ve Nekrozun Molekiiler Mekanizmasi. Arsiv
Kaynak Tarama Dergisi. 20(3), 145-158.


http://www.sciencedirect.com/science/book/9780128035504

95

58. Morgan, C. W., Julien, O., Unger, E. K., Shah, N. M. and Wells, J. A. (2014). Methods
in Enzymology. Academic Press. 544, 179-213.

59. Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., & Walter, P. (2002).
Molecular Biology of the Cell (Fourth edition). Garland Science.

60. Fan,J., Ning, B., Lyon, C. J. and Hu, T. Y. (2017). The Enzymes. Academic Press. 42,
1-25.

61. Fan, T.J., Han, L.H., Cong, R.S. and Liang, J. (2005). Caspase family proteases and
apoptosis. Acta Biochimica et Biophysica Sinica. 37(11), 719-727.

62. Zaman, S., R. Wang, and V. Gandhi (2014). Targeting the apoptosis pathway in
hematologic malignancies. Leukemia & lymphoma. 55(9), 1980-1992.

63. Harada, T., Taniguchi, F., Izawa, M., Ohama, Y., Takenaka, Y., Tagashira, Y. and
Terakawa, N. (2007). Apoptosis and endometriosis. Frontiers in Bioscience. 12(1), 3140-
3151.

64. Daikoku, E., Ito, Y. and Otsuki, Y (1998). The induction of apoptosis in ovaries and
uteri ofbcl-2-deficient mice. Medical Electron Microscopy. 31(2), 68-76.

65. Fulda, S. and K.-M. Debatin (2006). Extrinsic versus intrinsic apoptosis pathways in
anticancer chemotherapy. Oncogene. 25(34), 4798- 4811.

66. Hongmei Z. (2012). Extrinsic and intrinsic apoptosis signal pathway review. Apoptosis
and Medicine. London, United Kingdom: InTechOpen.

67. Pistritto, G., Trisciuoglio, D., Ceci, C., Garufi, A., and D'Orazi, G. (2016). Apoptosis
as anticancer mechanism: function and dysfunction of its modulators and targeted
therapeutic strategies. Aging. 8(4), 603-619. doi: 10.18632/aging.100934.

68. Reis, F.M., Petraglia, F. and Taylor, R.N. (2013). Endometriosis: hormone regulation
and clinical consequences of chemotaxis and apoptosis. Human Reproduction Update. 19(4),
406-418.

69. Baranov, V., Malysheva O. and Yarmolinskaya, M. (2018). Pathogenomics of
endometriosis development. International Journal of Molecular Sciences. 19(7), 1852-1863.

70. Sadler, T.W. (2011). Langman's Medical Embryology. Philadelphia:Wolters Kluwer,
Lippincott Williams & Wilkins. 235-262.

71. Lagana, A. S., Garzon, S., Gotte, M., Vigano, P., Franchi, M., Ghezzi, F. and Martin,
D. C. (2019). The Pathogenesis of Endometriosis: Molecular and Cell Biology Insights.
International Journal of Molecular Sciences. 20(22), 5615- 5657.

72. Prietl, B., Treiber, G., Pieber, T. R. and Amrein, K. (2013). Vitamin D and immune
function. Nutrients. 5(7), 2502-2521.

73.  O’Mahony, L., Stepien, M., Gibney, M. J., Nugent, A. P. and Brennan, L. (2011). The
potential role of vitamin D enhanced foods in improving vitamin D status. Nutrients. 3(12),
1023-1041.



96

74. Cermisoni, G. C., Alteri, A., Corti, L., Rabellotti, E., Papaleo, E., Vigano, P. and
Sanchez, A. M. (2018). Vitamin D and endometrium: a systematic review of a neglected
area of research. International Journal of Molecular Sciences. 19(8), 2320-2333.

75. Abbas, M. A., Taha, M. O., Disi, A. M. and Shomaf, M. (2013). Regression of
endometrial implants treated with vitamin D3 in a rat model of endometriosis. European
Journal of Pharmacology. 715(1-3), 72-75.

76. Feldman, D., Pike, J.W. and Bouillon, R. (2018). Vitamin D. (Fourth edition). London,
United Kingdom : Academic Press. 545-562.

77. Feldman, D., Pike, J.W. and Bouillon, R. (2018). Vitamin D. (Fourth edition). London,
United Kingdom : Academic Press. 783-795.

78. Wardle, J. (2019). Clinical naturopathy (Third edition). Chatswood, NSW: Elsevier.
452-465.

79. Jones, R.C. (1984). The effect of a luteinizing hormone releasing hormone (LRH)
agonist (Wy-40,972), levonorgestrel, danazol and ovariectomy on experimental
endometriosis in the rat. European Journal of Endocrinology. 106(2), 282-288.

80. Altintas, D., Kokcu, A., Tosun, M., Cetinkaya, M. B., and Kandemir, B. (2008).
Comparison of the effects of cetrorelix, a GnRH antagonist, and leuprolide, a GnRH agonist,
on experimental endometriosis. Journal of Obstetrics and Gynaecology Research. 34(6),
1014-1019.

81. Blauer, K.L. and Collins R.L. (1988). The effect of intraperitoneal progesterone on
postoperative adhesion formation in rabbits. Fertility and Sterility. 49(1), 144-149.

82. Yildirim, B., Guler, T., Akbulut, M., Oztekin, O. and Sariiz, G. (2014). 1-Alpha, 25—
Dihydroxyvitamin D3 Regresses Endometriotic Implants in Rats by Inhibiting
Neovascularization and Altering Regulation of Matrix Metalloproteinase. Postgraduate
Medicine. 126(1), 104-110.

83. Akkol, E. K., Demirel, M. A., Acikara, O. B., Siintar, 1., Ergene, B., Ilhan, M., and
Tekin, M. (2015). Phytochemical analyses and effects of Alchemilla mollis (Buser) Rothm.
and Alchemilla persica Rothm. in rat endometriosis model. Archives of Gynecology and
Obstetrics. 292(3), 619-628.

84. Strehl, J. D., Hackl, J., Wachter, D. L., Klingsiek, P., Burghaus, S., Renner, S. P. and
Beckmann, M. W. (2014). Correlation of histological and macroscopic findings in peritoneal
endometriosis. International Journal of Clinical And Experimental Pathology. 7(1), 152-
162.

85. Zhang, Q., Liu, X. and Guo, S. W. (2017). Progressive development of endometriosis
and its hindrance by anti-platelet treatment in mice with induced endometriosis.
Reproductive Biomedicine Online. 34(2), 124-136.

86. Internet. ABPBiosciences, TUNEL Chromogenic Apoptosis Detection Kit Datasheet.
(2020). Web: https://www.abpbio.com/product/tunel-chromogenic-kit/ adresinden 15 Ocak
2021°de alinmustir.



https://www.abpbio.com/product/tunel-chromogenic-kit/

97

87. Kiitik, T. (2017). Radyasyona bagli hipokampal norogenez inhibisyonunda
tianeptinin etkisi, Yayinlanmamis Uzmanlhik Tezi, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi,
Ankara.

88. Jones, R.K., Searle, R.F. and J.N. Bulmer (1998). Apoptosis and bcl-2 expression in
normal human endometrium, endometriosis and adenomyosis. Human Reproduction.
13(12), 3496-3502.

89. Wang, X., Ma, Z. and Song, N. (2018). Inflammatory cytokines IL-6, IL-10, IL-13,
TNF-a and peritoneal fluid flora were associated with infertility in patients with
endometriosis. European Review for Medical and Pharmacological Sciences. 22(9), 2513-
2518.

90. Zhao, Q., Lu, D., Zhang, G., Zhang, D., and Shi, X. (2021). Recent improvements in
enzyme-linked immunosorbent assays based on nanomaterials. Talanta. 223(Pt 1), 121722.
doi:10.1016/j.talanta.2020.121722.

91. Dunselman, G. A., Vermeulen, N., Becker, C., Calhaz-Jorge, C., D'Hooghe, T., De
Bie, B. and Nelen, W. (2014). ESHRE guideline: management of women with
endometriosis. Human Reproduction. 29(3), 400-412. doi:10.1093/humrep/det457.

92. Nisenblat, V., Bossuyt, P. M., Farquhar, C., Johnson, N. and Hull, M. L. (2016).
Imaging modalities for the non-invasive diagnosis of endometriosis. Cochrane Library:
Cochrane Reviews. 2(2), Cd009591. doi:10.1002/14651858.CD009591.pub2.

93. Missmer, S. A., Hankinson, S. E., Spiegelman, D., Barbieri, R. L., Marshall, L. M. and
Hunter, D. J. (2004). Incidence of laparoscopically confirmed endometriosis by
demographic, anthropometric, and lifestyle factors. American Journal of Epidemiology.
160(8), 784-796. doi:10.1093/aje/kwh275.

94. Nyholt, D. R., Low, S. K., Anderson, C. A., Painter, J. N., Uno, S., Morris, A. P. and
Montgomery, G. W. (2012). Genome-wide association meta-analysis identifies new
endometriosis risk loci. Nature Genetics. 44(12), 1355-1359. doi:10.1038/ng.2445.

95. Giudice, L.C. (2010). Clinical practice. Endometriosis. The New England Journal of
Medicine. 362(25), 2389-2398.

96. Revised American Society for Reproductive Medicine classification of endometriosis:
1996. (1997). Fertility and Sterility.67:817-821.

97. Mutter, G.L. and J. Prat (2014). Pathology of the Female Reproductive Tract. (Third
edition). London : Elsevier. 487-508.

98. Strauss, J.F., Robert L. Barbieri and Antonio R. Gargiulo. (2019). Yen And Jaffe's
Reproductive Endocrinology : Physiology, Pathophysiology, And Clinical Management
(Eighth Edition). Elsevier. 609-642.e7.

99. Dodds, K. N., Beckett, E. A., Evans, S. F. and Hutchinson, M. R. (2017). Lesion
development is modulated by the natural estrous cycle and mouse strain in a minimally
invasive model of endometriosis. Biology of Reproduction. 97(6), 810-821.



98

100. Nisolle, M. and Donnez, J. (1997). Peritoneal endometriosis, ovarian endometriosis,
and adenomyotic nodules of the rectovaginal septum are three different entities. Fertility and
Sterility. 68(4), 585-596.

101. Cao, Y., Ye, Q., Zhuang, M., Xie, S., Zhong, R., Cui, J. And Cao, L. (2017).
Ginsenoside Rg3 inhibits angiogenesis in a rat model of endometriosis through the VEGFR-
2-mediated PI3K/Akt/mTOR signaling pathway. PL0oS One. 12(11), e0186520.
doi:10.1371/journal.pone.0186520

102. Demirel, M. A., Suntar, |, llhan, M., Keles, H. and Akkol, E. K. (2014). Experimental
endometriosis remission in rats treated with Achillea biebersteinii Afan.: histopathological
evaluation and determination of cytokine levels. European Journal of Obstetrics &
Gynecology and Reproductive Biology.175, 172-177.

103. Ilhan, M., Ali, Z., Khan, 1. A., Tastan, H. and Kiipeli Akkol, E. (2019). Promising
activity of Anthemis austriaca Jacq. on the endometriosis rat model and isolation of its active
constituents. Saudi Pharmaceutical Journal. 27(6), 889-899.

104. Yilmaz, S. S., Hizli, D., Yilmaz, E., Eryilmaz, O. G., Hizli, F. and Haltas, H. (2013).
Effect of vitamin D on postoperative adhesion formation in a rat uterine horn adhesion
model. The Journal of Reproductive Medicine. 58(11-12), 511-516.

105. Vigano, P., Gaffuri, B., Somigliana, E., Busacca, M., Di Blasio, A. and Vignali, M.
(1998). Expression of intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 mRNA and protein is
enhanced in endometriosis versus endometrial stromal cells in culture. Molecular Human
Reproduction. 4(12), 1150-1156.

106. Capra, F., De Maria, E., Lunardi, C., Marchiori, L., Mezzelani, P., Beri, R. and Battista
Gabrielli, G. (2000). Serum Level of Soluble Intercellular Adhesion Molecule 1 in Patients
with Chronic Liver Disease Related to Hepatitis C Virus: A Prognostic Marker for
Responses to Interferon Treatment. The Journal of Infectious Diseases. 181(2), 425-431.

107. Wu, M. H., Yang, B. C,, Hsu, C. C., Lee, Y. C. and Huang, K. E. (1998). The
expression of soluble intercellular adhesion molecule-1 in endometriosis. Fertility and
Sterility. 70(6), 1139-1142.

108. Vigano, P., Ottolina, J., Bartiromo, L., Bonavina, G., Schimberni, M., Villanacci, R.,
and Candiani, M. (2020). Cellular Components Contributing to Fibrosis in Endometriosis:
A Literature Review. Journal of Minimally Invasive Gynecology. 27(2), 287-295.

109. Matsuzaki, S. and Darcha C. (2015) Co-operation between the AKT and ERK
signaling pathways may support growth of deep endometriosis in a fibrotic
microenvironment in vitro. Human Reproduction. 30(7), 1606-1616.

110. Nabhari, E. and Razi, M. (2018). Silymarin amplifies apoptosis in ectopic endometrial
tissue in rats with endometriosis; implication on growth factor GDNF, ERK1/2 and Bcl-6b
expression. Acta Histochemica. 120(8), 757-767.

111. Da, J,, Yang, Y., Dong, R., Shen, Y. and Zha, Y. (2020). Therapeutic effect of
1,25(0OH)2-VitaminD3 on fibrosis and angiogenesis of peritoneum induced by
chlorhexidine. Biomedicine & Pharmacotherapy. (129), 110431.



99

112. Gorczyca, W., Traganos, F., Jesionowska, H. and Darzynkiewicz, Z. (1993). Presence
of DNA Strand Breaks and Increased Sensitivity of DNA in Situ to Denaturation in
Abnormal Human Sperm Cells: Analogy to Apoptosis of Somatic Cells. Experimental Cell
Research. 207(1), 202-205.

113. Johnson, M. C., Torres, M., Alves, A., Bacallao, K., Fuentes, A., Vega, M. and Boric,
M. A. (2005). Augmented cell survival in eutopic endometrium from women with
endometriosis: Expression of c-myc, TGF-betal and bax genes. Reproductive Biology and
Endocrinology. 3(1), 45-53.

114. Salmassi, A., Acar-Perk, B., Schmutzler, A. G., Koch, K., Piingel, F., Jonat, W. and
Mettler, L. (2011). Apoptosis resistance in endometriosis. Biolmpacts. 1(2), 129-134.

115. Khazaei, M. R., Rashidi, Z., Chobsaz, F. and Khazaei, M. (2016). Apoptosis induction
of human endometriotic epithelial and stromal cells by noscapine. Iranian Journal of Basic
Medical Sciences. 19(9), 940-945.

116. Béliard, A., Noél, A. and Foidart J. M. (2004). Reduction of apoptosis and proliferation
in endometriosis. Fertility and Sterility. 82(1), 80-85.

117. Jones, R. K., Searle, R.F., and Bulmer J.N. (1998). Apoptosis and bcl-2 expression in
normal human endometrium, endometriosis and adenomyosis. Human Reproduction.
13(12), 3496-3502.

118. Vinatier, D., Dufour, P., and Subtil, D. (1996). Apoptosis: a programmed cell death
involved in ovarian and uterine physiology. European Journal of Obstetrics & Gynecology
and Reproductive Biology. 67(2), 85-102.

119. Meresman, G. F., Vighi, S., Buquet, R. A., Contreras-Ortiz, O., Tesone, M. and Rumi,
L. S. (2000). Apoptosis and expression of Bcl-2 and Bax in eutopic endometrium from
women with endometriosis. Fertility and Sterility. 74(4), 760-766.

120. Oltvai, Z. N. and Korsmeyer, S.J. (1994). Checkpoints of dueling dimers foil death
wishes. Cell. 79(2), 189-192.

121. Huniadi, C. A., Pop, O. L., Antal, T. A. and Stamatian, F. (2013). The effects of
ulipristal on Bax/Bcl-2, cytochrome ¢, Ki-67 and cyclooxygenase-2 expression in a rat
model with surgically induced endometriosis. European Journal of Obstetrics &
Gynecology and Reproductive Biology. 169(2), 360-365.

122. Mulyantoro, I., Indrapraja, O., Widjiati, W. and Noerpramana, N. P. (2020). Effect of
Metformin on Bcl-2/Bax Expression Ratio and Endometrial Implants: A Mouse Model in
Endometriosis Study. Journal of Biomedicine and Translational Research. 6(2), 53-58.

123. Banerjee, P. and M. Chatterjee M. (2003). Antiproliferative role of vitamin D and its
analogs--a brief overview. Molecular and Cellular Biochemistry. 253(1-2), 247-254.

124. Giudice, L.C., Tazuke S.I., and Swiersz L. (1998). Status of current research on
endometriosis. The Journal of Reproductive Medicine. 43(3 Suppl), 252-262.

125. Abbas, M. A., Disi, A. M. and Taha, M.O. (2013). Sunitinib as an anti-endometriotic
agent. European Journal of Pharmaceutical Sciences. 49(4), 732-736.



100

126. Jameson, J.L. and L.J. De Groot (2016). Endocrinology : adult and pediatric (Seventh
edition). Philadelphia: Elsevier. 2242-2254.e5.

127. Zhang, S., Zhuang, L., Liu, Q., Yu, X., Min, Q., Chen, M. and Chen, Q. (2021).
Rosiglitazone affects the progression of surgically-induced endometriosis in a rat model.
Molecular Medicine Reports. 23(1), 35-43.

128. Yeniel, A. O., Erbas, O., Ergenoglu, A. M., Aktug, H., Taskiran, D., Yildirim, N., and
Ulukus, M. (2014). Effect of oxytocin treatment on explant size, plasma and peritoneal levels
of MCP-1, VEGF, TNF-a and histopathological parameters in a rat endometriosis model.
European Journal of Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology. 175, 134-139.

129. Feldman, D., Pike, J.W. and Bouillon, R. (2018). Vitamin D. (Fourth edition). London,
United Kingdom : Academic Press. 550-562.

130. Lebovic, D.l., Mueller M.D. and Taylor R.N. (2001). Immunobiology of
endometriosis. Fertility and Sterility. 75(1), 1-10.

131. Wu, M. Y. and Ho, H. N. (2003). The Role of Cytokines in Endometriosis. American
Journal of Reproductive Immunology. 49(5), 285-296.

132. Wang, G., Tokushige, N., and Fraser, I. S. (2011). Nerve fibers and menstrual cycle in
peritoneal endometriosis. Fertility and Sterility. 95(8), 2772-2774.

133. Berkley, K. J., Dmitrieva, N., Curtis, K. S. and Papka, R. E. (2004). Innervation of
ectopic endometrium in a rat model of endometriosis. Proceedings of the National Academy
of Sciences. 101(30), 11094-11098.

134. Berkley, K. J., Rapkin, A. J. and Papka, R. E. (2005). The pains of endometriosis.
Science. 308(5728), 1587-1589.

135. Johnson, N. P. and Hummelshoj, L. (2013). Consensus on current management of
endometriosis. Human Reproduction. 28(6), 1552-1568.

136. Korkmaz, D., Bastu, E., Dural, O., Yasa, C., Yavuz, E. and Buyru, F. (2013). Apoptosis
through regulation of Bcl-2, Bax and Mcl-1 expressions in endometriotic cyst lesions and
the endometrium of women with moderate to severe endometriosis. Journal of Obstetrics
and Gynaecology. 33, 725-728.



101

EKLER



102

EK-1. Etik Kurul Onay1

Evrak Tarih ve Sayisi: 14/03/2019-E.34142

cact Oy RstTESt AR

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagkanhg resrTTe

Say1 @ 66332047-604.01.02-
Konu: Degerlendirme ve Onay

Sayin Prof. Dr. Suna OMEROGLU
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Bagkanhg) - Ogretim Uyesi

Arastirmact grubu  Suna OMEROGLU, Ayse KOYLU, Tuncay Veysel PEKER,
Mtirside Ayse DEMIREL ve Saadct Ozen AKARCA DIZAKAR'dan olugan G.U.ET-19.015
kod numarali ve "Deneysel Endometriozis Modelinde D3 Vitamini Etkisinin GnRH
Analogu Buserelin Asetat Ile Kargtlastirilmaly Olarak Incelenmesi” baslikli aragtirma
neriniz. incelenmis ve Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Yénergesindeki
ilkelere uygun oldugu saptanarak onaylanmasina oybirligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinizi rica ederim.

It is unanimously approved that the rescarch project numbered G.U.ET-19.015 and
entitled "Comparative Investigation of the Effects of Vitamin D3 and GnRH Analogue
Buserelin Acetate on Experimental Endometriosis Model” is in compliance with Gazi
University Animal Experiments Local Ethics Commitee regulations.

With my best regards. i

e-imzahdir
Prof. Dr. Abdulkadir BEDIRLI
Kurul Baskam

| Hayvan Tiiri  : Sigan Sprague Dawley
Hayvan Sayis1 : 28

Ek: 1 Liste
" Ankara Bilgi igin ‘Burak (,‘ilrakm
Tel:0 (312) 202 20 57 -0 (312) 2... Faks:0(312) 2023876 Genel Evrak Sorumiusu

]
e-Posta hadyek@gazi.edutr Internet Adresi -hup:/fhadyek. gazi.edu.te/ Telefon No:0312 229 78 00 1
Bu belge 5070 sayih Elektronik imza Kanununun 5, Maddesi geregdince giivenli elektronik imza lle imzalannigiir. i
|
I

SR R R



105

OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Soyadi, adi : KOYLU, Ayse
Uyrugu - T.C.
Egitim Derecesi Okul/Program Mezuniyet yili
Doktora Gazi Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Devam ediyor
Yiiksek Lisans Ondokuz May1s Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali 2017
Lisans Ondokuz May1s Universitesi

Egitim Fakiiltesi

Biyoloji Ogretmenligi 2012
Lise Samsun Milli Piyango Anadolu Lisesi 2005
Yabanca dil

Ingilizce



nnwii

GAZILT OLMAK AYRICALIKTIR...



