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SEKILLER ve TABLO DiziNi

SEKIL 1: Kontrol endometriyumun i1sik mikroskobik gériniimil.

SEKIL 2: Otopik endometriyumun 1sik mikroskobik gériniimdi.

SEKIL 3: Ektopik endometriyumun igik mikroskobik gériniim.

SEKIL 4: Kontrol endometriyumunda TNF-a immiinreaktivitesi.
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SEKIL 8: Otopik endometriyumda MCP-2 immiinreaktivitesi.

SEKIL 9: Otopik endometriyumda CD68 immiinreaktivitesi.
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SEKIL 23:
SEKIL 24:
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TABLO 1:

Ektopik enddometriyumda TNF-a immunreaktivitesi.
Ektopik endometriyumda MCP-2 imminreaktivitesi.

Ektopik endometriyumda CD68 immunreaktivitesi.

TNF- a, MCP-2 ve CD68 i¢in negatif kontrollerin gérinuma.
TNF- a’'nin pozitif kontrol gorinuma.

MCP-2'nin pozitif kontrol gériinimda.

CD68'in pozitif kontrol goériinimda.

Kontrol endometriyumun elektron mikroskobik gérinimd.
Kontrol endometriyumunun elektron mikroskobik gorinimd.
Kontrol endometriyumunun elektron mikroskobik gorinimd.
Otopik endometriyumun elektron mikroskobik gérinimii.
Otopik endometriyumun elektron mikroskobik gérinimii.
Otopik endometriyumun elektron mikroskobik gérinimii.
Ektopik endometriyumun elektron mikroskobik gorinimd.
Ektopik endometriyumun elektron mikroskobik gorinimd.
Ektopik endometriyumun elektron mikroskobik gorinimd.
Ektopik endometriyumun elektron mikroskobik gorinimd.
Endometriyumda gruplar arasinda TNF-a, MCP-2 ve CD68

imminreaktivitesi.
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OZET

Normal insan endometriyumu ve endometriyotik dokularda monosit
kemotaksik protein 2 ve timo&r nekroz faktor alfa dagihiminin

immunohistokimyasal olarak gésterilmesi

Endometriyozis, endometriyal bezlerin ve stromanin uterus kavitesi
disinda vicudun diger doku ve organlarinda yerlesmesiyle karakterize
jinekolojik bir hastaliktir. Yaklasik olarak Greme ¢cagindaki kadinlarin %6-10’unu
etkileyen bu hastaligin pelvik agri, dismenore ve infertilite gibi énemli sorunlara
neden oldugu bilinmektedir. Endometriyozis ginimuize kadar, tzerinde en ¢ok
arastirma yapilan hastaliklardan birisi olmasina ragmen patogenezi hala tam
olarak aydinlatilmig dedildir. Son yillarda yapilan caligmalar, endometiyozis
olusumu ve enflamatuvar cevaplar ile olan iligskisi Uzerinde yogunlagsmistir.
Endometriyozisli hastalarin vicut sivilarinda immin sistem htcrelerinin
sayllarinda ve bu hucrelerin sekresyonlarn olan sitokin ve kemokinlerin
miktarinda 6nemli artiglarin meydana geldigi rapor edilmigtir. Sitokinler, hormon
benzeri mediyattrler olup genellikle parakrin tarzda etki gdsteren, immdin
yanitin dizenlenmesinden sorumlu, kemotaksis, hiicre c¢ogalmasi, hicre
aktivasyonu, motilite, adezyon ve morfogenezde rol alan, protein veya
glikoprotein yapisindaki maddelerdir. Tumoér nekroz faktor alfa (TNF-a),
makrofaj, monosit, noétrofil 16kosit, T hicreleri ve natural killer hicreleri
tarafindan salgilanan proenflamatuvar bir sitokin olup ortamda kemokin
miktarinin artmasina neden olmaktadir. Monosit kemotaksik protein 2 (MCP-2),

monositlerin enflamasyon alaninda birikmelerini saglayan bir kemokindir.

Bu calismada, insanda normal endometriyum ve endometriyotik
dokularin ince yapr Ozellikleri ile TNF-a ve MCP-2'nin hicresel

ekspresyonlarinin immunohistokimyasal olarak arastiriimasi amaclanmigtir.

Yaslari 20-41 arasinda degisen, 21 kadindan endometriyum ve
endometriyotik doku Ornekleri alindi. Ayrica infertilite tedavisi amaciyla basvuru
yapan, endometriyozise sahip olmayan, 5 kadindan elde edilen endometriyum

biyopsileri de kontrol amaciyla kullanildi. Dokular uygun yontemlerle



hazirlanarak 1sik ve elektron mikroskopta incelendi. Endometriyotik dokularda
TNF-a ve MCP-2 immiunreaktivitesinin epitel hicrelerinde belirgin olarak artis
gosterdigi bulundu. Otopik endometriyumda da yiizey ve bez epitelinde TNF-a
ve MCP-2 ekspresyonunun kontrol grubuna gére belirgin olarak arttigi tespit
edildi. Bunlarin yaninda, endometriyotik dokularda, makrofajlarin stromadaki
sayilarinin anlamli olarak yukseldigi gosterildi. Ultrastriktirel olarak proliferatif
evrede ylzey ve bez epitelinde yalnizca mikrovilluslu ve silyali hicrelerin

bulundugu gdsterildi.

Sonug olarak TNF-a ve MCP-2'nin normal endometriyum biyolojisi
yaninda, endometriyozis gelisimi ve patogenezinde rol alabilecekleri kanaatine

varildi.

Anahtar Kelimeler; TNF-a, MCP-2, endometriozis, immunohistokimya,

ultrastruktdr.



ABSTRACT

Expression of monocyte chemotactic protein 2 and tumor necrosis

factor alpha in human normal endometrium and endometriotic tissues

Endometriosis is a gynocological disease characterized by the presence of
the endometrial glands and stroma outside the uterine cavity. This disease
affects %6-10 of women with reproductive age and it causes serious problems
such as pelvic pain, dysmenorrhea and infertility Although endometriosis is one
of the most investigated disease of gynecology, its pathogenesis is not clear
completely. In recent years, many studies revealed the inflammatory nature of
endometriosis. Many of the immune cells and their secretory products cytokines
and chemokines has been detected in body fluids of women with endometriosis.
Cytokines are protein or glycoprotein in structures and hormon-like molecules
that act generally in a paracrine fashion to regulate immun responses. They
involved in chemotaxis, cell proliferation, cell activation, motility, adhesion and
morphogenesis. Tumor necrosis factor alpha (TNF-qa) is a proenflammatory
cytokine secreted by the macrophages, monocytes, neutrophiles, T cells and
natural killer cells. It stimulates increase in the level of the chemokines in body
fluids. Monocyte chemotactic protein 2 (MCP-2) is a chemokine act to recruit
and activate monocytes into sites of inflammation area. The aim of this study to
investigate the ultrastructural properties and whether the expression and
localization of TNF-a and MCP-2 in the eutopic and ectopic endometrium of

women with endometriosis.

Eutopic endometrial and endometriotic tissue samples were obtained from
the women with endometriosis range 20-41 years and normal endometrial
tissues were collected from 5 women without endometriosis as a control group.
Tissues were processed for light and electron microscopy and examined. The
epithelial cells of endometriotic tissues were revealed strongly cytoplasmic TNF-
a and MCP-2 immunreactivities. Eutopic endometrial tissues were also stained
prominently for both TNF-a and MCP-2. Furthermore, a significant increase in

stromal macrophages cells were observed in endometriotic tissues. Moreover,

Xi



the ultrastructural observations on the normal and ectopic endometrial tissues

were exhibited microvilli-rich cells and ciliated cells.

These findings suggest that TNF-a and MCP-2 may be involved in normal

endometrial biology and in the pathogenesis of endometriosis.

Keywords; TNF-a,MCP-2,endometriosis, immunohistochemistry, ultrastructure.
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1. GIRIS

Endometriyum, Greme periyodu boyunca yapisal ve fonksiyonel degisim
goOsteren, insan vicudunun essiz bir parcasidir. Endometriyumun hicresel
kompozisyonu olduk¢a dinamiktir. Yapisi normal Ureme siklusu sirasinda
hormonal degisime baglh olarak farkliliklar gostermektedir. Endometriyum,
yapisini olugturan endometrial epitel, stromal hiicreler ve kan damarlarinin yani
sira monontklear cok sayida infiltratif hicreler icermektedir. Bu hicrelerin
sayilari ve dagihimlari menstrial siklus fazlarinda degisiklik gdstermektedir’.
Bugiine kadar yapilan calismalarda endometriyumun yapisal ve fonksiyonel
Ozellikleri ayrintili olarak dokimante edilmigtir. Histolojik Ozellikleri yaninda,
endometriyumun ultrastrikttrel dzellikleri de endometriyal siklus boyunca genis
olarak arastirnlmigtir. Butin bu gelismelere parelel olarak endometriyumun
gelisimi, yuzey epiteli ve bez epitelinin hicresel 6zellikleri, stroma olugsumu ve
hicresel farklilagsma dinamigi genis olarak calisiimig, halen de temel ve klinik
arastirmalara konu edilmektedir. Endometriyumun yapisal dinamigi ve
hipotalamo-hipofiziyal-ovarian hormonlarla olan iliskisi hala tam olarak

aydinlatilmis degildir®.

Endometriyozis, endometriyal bezlerin ve stromanin uterus kavitesi
disinda vicudun diger doku ve organlarinda yerlesmesiyle karakterize
jinekolojik bir hastaliktir*®. Yaklasik olarak treme cagindaki kadinlarin %6-
10’'unu etkileyen bu hastaligin pelvik agri, dismenore ve infertilite gibi dnemli

sonunlara neden oldugdu bilinmektedir®>.

Endometriyozis ginuimize kadar, tUzerinde en ¢ok arastirma yapilan
hastaliklardan birisi olmasina ragmen patogenezi hala tam olarak aydinlatiimis
degildir. Endometriyozis olusumunu aciklamak Uzere birgok teori ©One
surdlmigse de Sampson’in 6nerdigi retrograd menstriasyon teorisi en yaygin
kabul edilen teori olarak guncelligini korumaktadir. Hastaligin patogenezinde
genetik, hormonal, immunolojik ve gevresel fakttrlerin kombinasyonunun etkili
olabilecegi dusunulmektedir. Son yillarda yapilan calismalar, endometiyozis

olusumu ve enflamatuvar cevaplar ile olan iligskisi Uzerinde yogunlagsmistir.



Gercektende endometriyozisli kadinlarin  vicut sivilarinda immidn sistem
hiicrelerinin sayilarinda ve bu htcrelerin sekresyonlari olan bazi sitokin ve
kemokinlerin miktarinda 6nemli artislarin meydana geldigi rapor edilmigtir. Bu
nedenle peritoneal sividaki bazi mediyatorlerin endometriyotik dokularin

implantasyonu ve ilerlemesinden sorumlu olabilecekleri ileri siiriilmektedir®.

Sitokinler, hormon benzeri mediyatdrler olup genellikle parakrin tarzda
etki gosteren, immiun yanitin dizenlenmesinden sorumlu, kemotaksis, hicre
cogalmasi, hicre aktivasyonu, motilite, adezyon ve morfogenezde rol alan,
protein veya glikoprotein yapisindaki maddelerdir. immin ve enflamatuvar
olaylarda gorev alan hucrelerin etkinliklerinin arttirlmasinda sitokinlerin roli
onemlidir. Bu mediyatorler; makrofaj, aktif lenfositler ve diger hicreler
tarafindan salgilanmaktadir. Sitokinlerin etkilerinin genellikle enfeksiyon
baslangicinda daha da belirgin oldugu aciga cikarilmistir®.

Kemokinler, son yillarda tzerinde arastirmalar yapilan, yeni bir sitokin
ailesi olup, 50 veya daha fazla tyesi bulunmaktadir. Bu maddeler, normal
biyolojik ve patolojik strecte duzenleyici olarak gorev yapan mediyatotrlerdir.
Kemotaktik sitokinler olarak ta bilinen kemokinler oldukca kiigik molekullerdir.
Bu maddelerin enflamasyonda ve enfeksiyonlara kargi cevapta |okositlerin

dokulara yerlesimini kontrol ettikleri diistintilmektedir’™*°.

Tumor nekroz faktor alfa (TNF-a), TNF super ailesine ait bir sitokin olup,
kaseksin olarak da bilinenmektedirt. TNF-a’'nin genellikle birden fazla etkisi
oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir*?. TNF-a, aktif makrofajlar ile epitelyal
hiicreler, polimorfontklear |okositler ve graniloza hucreleri gibi diger birgok
hiicreden de salindigi rapor edilmistir'**®>. TNF-a’'nin tireme siklusu siirecinde,
overlerde, tuba uterinada, preimplante embriyoda ve endometriyumda varligi

cesitli aragtirmalarda gosterilmigtir'>*>¢19,

Monosit kemotaktik protein (MCP), aktif monositlerin enflamasyon
alaninda toplanmasini saglayan, énemli bir kemokindir'. Bu kemokinin, CCL1,
CCL 2, CCL 7, CCL 8, CCL 11 ve CCL 13 gibi, genleri insan 17.
kromozomunda bulunan, CCL24 ve CCL 26 gibi genleri insan 7.

kromozomunda yer alan alt gruplari vardir. Ayrica insanda bulunmayan CCL12



tipine farede rastlanmaktadir’. Monosit kemotaktik protein 2 (MCP-2),
monositlerin enflamasyon alaninda birikmelerini ve aktivasyonlarini saglamakta
ve eozinofil l0kositleri stimile etmektedir. MCP-2, ayni zamanda bazofil
I6kositleri, mast hucrelerini ve natural killer (NK) hicrelerini de aktive
etmektedir®®. MCP-2'nin normal endometriyumda varhdi daha ©nceki
calismalarda gosterilmistir'. Bununla birlikte MCP-2 ve endometriyozis iliskisini

imminohistokimyasal olark gosteren bir ¢calismaya rastlanmamigtir.

Kemokinlerin ortama salinmasi i¢in ortamda TNF-a, gibi sitokinlerin
varligi gerekmektedir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda TNF-a ve MCP-2'nin
endometriyum dokusundaki varhdi cesitli yontemlerle gosterilmis olmakla
birlikte, endometriyotik dokuda ve normal endometriyum dokusundaki
varliklarint ve hicre tiplerindeki dagilimlarini gdsteren karsilagtirmali,
immunohistokimyasal bir calismaya rastlanmamistir. Ayrica insanlarda bu
dokularin karsilastirmali ince yapi Ozelliklerini iceren ¢ok az sayida calisma

bulunmaktadir.

Bu calismada, insanda normal endometriyum ve endometriyotik
dokularin ince yapr Ozellikleri ile TNF-a ve MCP-2'nin hicresel

ekspresyonlarinin immunohistokimyasal olarak arastiriimasi amaclanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Endometriyum Histolojisi

Embriyolojik ve fotal gelisimin tamamlandigl digi Ureme sisteminin kalin
duvarh bélimi olan uterus Ug¢ tabakall bir yapi sergilemektedir. Uterus; en dista
organi saran tipik seroza yapisinda perimetriyum, ortada bandlar seklinde
dizenlenmig duz kas liflerini iceren miyometriyum ve en i¢gte mukoza tabakasi
olan endometriyum tabakalarindan meydana gelmistir. Endometriyum, organ
[Umenini doseyen ylzey epiteli ve altinda endometriyal stroma olarak da
adlandirilan kalin bir lamina propriadan olugmustur. Endometriyumun st 2/3’10k
kismi fonksiyonel tabaka, alt 1/3'luk kismi ise bazal tabaka olarak
adlandiriimaktadir®.

Endometriyumun yuzey epiteli tek kath prizmatik tipte olup, silyali ve
sekretuvar hucrelerden meydana gelmistir. Endometriyal stroma; yildiz sekilli
stromal hicreler ve liflerden zengin bag dokusundan olugmustur. Stroma
icerisinde miyometriyuma kadar uzanan tubuler tipte endometriyal bezler yer
almaktadir. Bezler endometriyumun bazal tabakasinda dallanmalar
goOstermektedir. Bez epiteli, ylzey epiteline benzemekle birlikte, epitelde silyali
hiicrelerin sayilari azalmigtir. Endometriyal bezler, birbirlerinden endometriyal
stroma ile ayriimaktadir. Endometriyal stroma, hiicresel yonden oldukc¢a zengin
olup, kollajen ve retikiler liflerin yaninda, bol miktarda sekilsiz hiicreler arasi
madde icermektedir. Stromal hicreler, uzun sitoplazmik uzantilar igeren, ovoid
bir cekirdek ve belirgin bir c¢ekirdekgige sahiptirler. Endometriyal stroma
icerisinde, makrofajlar, grantler lokositler ve lenfositlere de rastlanmaktadir.
Stroma icerisinde, endometriyal bezler ve kan damarlari yerlesmektedir.
Endometriyal stroma, bezlerin boyun kisimlarinin yer aldigi 2/3 dst kisimda
hicresel yoénden daha zengindir. Bununla birlikte, bezlerin dallanmis son
kisimlarinin bulundugu alt 1/3 kisimda stroma fibréz bag dokudan olusmustur.
Bazal tabaka, edometriyumun menstriasyon sirasinda dokilmeyen bazal

kismidir ve endometriyum bazalis olarak da adlandiriimaktadir® 2%



Endometriyumun Ust 2/3 tabakasi olan ve endometriyum fonksiyonalis
olarak adlandirilan tabakasi ise menstriasyon sirasinda dokulir. Menstrial
siklus boyunca endometriyumun fonksiyonel tabakasinda birtakim siklik
degisiklikler meydana gelmektedir.

Uterin arter, uterusun kas tabakasi olan miyometriyumda sayilari 6-10
arasinda degisen ve arkuat arterler olarak adlandirilan dallara ayrilir. Arkuat
arterler, miyometriyumun stratum vaskillare tabakasinda sirkiimferensiyel
olarak yerlegirler ve iki grup dala ayrilirlar. Bu dallardan bir kismi
miyometriyumun ust tabakasini beslerken, bir kismi da, endometriyuma dogru
uzanmaktadir. Endometriyuma uzanan ve radyal arter olarak adlandirilan
arterler, endometriyum-miyometriyum kavsaginda diiz ve kivrintili olmak tzere,
iki segmente ayrilirlar. Dz segmentler, endometriyumun bazal tabakasini,
spiral arterler olarak da bilinen kivrintili arterler ise fonksiyonel tabakayi
beslemektedirler. Spiral arterler, fonksiyonel tabakada arteriyollere dallanirlar.
Daha sonra bu arteriyoller, ylzey epitelinin altinda yerlesen cok sayidaki
kapiller damarlari beslerler. Menstrial siklus boyunca, duz arterler ve spiral
arterlerin proksimal kisimlarinda herhangi bir yapisal degisim gézlenmez. Buna
karsin, spiral arterlerin distal kisimlari Gstrojen ve progesteron hormonlarinin
etkisiyle dejenerasyona ve rejenerasyona ugrarlar. Ylzey epitelinin altinda yer
alan kapiller yataklarda, lakiina adi verilen, ince duvarl genislemis segmentler
yer almaktadir. Benzer yapilar venoz sistemde de bulunur. Endometriyal venler,
miyometriyumdaki genis venlere drene olurlar. Endometriyumun yizeyel
tabakasi hari¢, uterusun tum tabakalarinda yaygin lenf damarlarn da
bulunmaktadir. Bunlarin yaninda, endometriyumda miyelinli ve miyelinsiz sinir
liflerinden zengin bir sinir beslenmesi vardir. Miyelinli sinir lifleri mukoza
tabakasina kadar uzanirlar ve ylzey epitelinin altinda sinir pleksusleri
olugtururlar.  Miyelinsiz  sinir  lifleri, kan damarlari duvarlarinda ve

miyometriyumda bulunan diiz kas liflerini inerve etmektedir?.

Endometriyum, ovaryumun salgi aktivitesine bagli olarak yapisal ve
fonksiyonel degisiklikler gostermektedir. Hipofiz bezinden salgilanan hipofiziyal
hormonlarin etkisiyle ovaryan siklus baslamaktadir. Siklus sirasinda ovaryumda
folliktller gelismektedir. Follikil hicreleri  tarafindan  Oretilen ovaryan



hormonlarin etkisi ile endometriyumda siklik degdisiklikler meydana gelmektedir.
Endometriyumda meydana gelen bu yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin tima,
menstriial siklus veya endometriyal siklus olarak adlandiriimaktadir®.

Hipofiz bezininden salgilanan follikil situmile edici hormon (FSH)
gelismekte olan follikiiler hiicrelerden @strojen hormonunun Uretilmesini saglar.
Ostrojen hormonu, endometriyumun proliferatif faza girmesine neden olur.
Boylece uterusa dogru olan kan akimi artar. Endometriyum 6demli bir hal alir,
hiicrelerde hipertrofi gozlenir ve prolifere olurlar. Ayrica hicrelerin metabolik
aktivitelerinde anlamli bir artis gozlenir. Proliferatif fazin sonlarina dogru hipofiz
bezinde luteinizan hormonun dretiminin artmasiyla ovulasyon gercgeklegir.
Ovulasyondan hemen sonra olusan korpus luteumdan Ostrojenin yani sira
progesteron hormonu da salgilanmaya baslar. Progesteron endometriyumun

sekretuvar faza girmesine neden olur®.
Endometrial siklus 4 fazda incelenmektedir;

1.Menstrial evre; Menstriasyonun ilk gtini menstrtal siklusun baslangici
olarak kabul edilir. Yaklagik 4-5 gun kadar suren bu kanama evresinde,
endometriyumun fonksiyonel tabakasi dokulmekte ve 35-40 gr kadar kan kaybi

meydana gelmektedir.

2.Proliferatif evre; Menstrial evreyi takiben baglayan bu evre yaklasik 9
gun devam eder. Dolayisiyla proliferatif faz ovulasyondan 1 gin sonraya kadar
surmektedir. Ovaryumda folliktllerin olgunlasmasiyla es zamanli gerceklesen
bu evrede, ovaryum follikillerinde Uretilen Ostrojenin etkisiyle endometriyum
kalinhg1 artmaktadir. Endometriyumda, epitel hicrelerinde ve stromal
hiicrelerde yuksek mitoz aktivitesi gozlenir. Bu fazda endometriyumun
dokiulmeyen bazal tabakasindan fonksiyonel tabaka tekrar sekillenmeye baglar.
Bazal tabakada bulunan bez epiteli hizla prolifere olur, bezlerin boyun kisimlari
ve yuzey epiteli yeniden sekillenir. Bu fazin sonunda, endometriyum yaklagik 3
mm kalinhida ulagir. Bezler nispeten diiz olup, dar bir [lumene sahiptirler ve hafif
dalgali bir gorinum kazanirlar. Epitel hicrelerinin bazal kisimlarinda glikojen

birikimleri gozlenir.



3.Sekretuvar evre; Ovulasyondan yaklasik 2-3 gin sonra, ovaryumda
korpus luteumun olugmasina paralel olarak endometriyumda da sekretuvar faz
baglar. Bu evrede 0Ozellikle fonksiyonel tabakada belirgin degisiklikler olusur.
Endometriyum, ddemli bir goérinuim alir ve kalinhdr 5-6 mm'ye kadar ulasir.
Korpus Iuteumdan salgilanan progesteronun etkisiyle, endometriyal bezler
kivrintili bir hal alir ve salgi yapmaya baslarlar. Epitel hiicrelerinde ¢ok miktarda
glikojen depolanir. Bezlerin limenleri keseler seklinde olup icleri salgiyla
doludur. Bez epitelinin mukoid salgisi glikojenden zengin besleyici maddeler
icerir. Bu evrede epitel hiuicrelerinde mitoz oldukca sinirhdir. Epitel hiicrelerinde
hipertrofi, 6dem ve damarlanmanin artigi, endometriyal kalinlagsmadan
sorumludur. Spiral arterler oldukca uzar ve kivrintili bir gérinam alir ve ylizeye
kadar ulasirlar. Stromada 6dem meydana gelir. Stromal hicreler genigler ve
sitoplazmalarinda  glikojen ve lipid damlaciklari birikir. Ostrojen ve
progesteronun etkileri sonucunda, bu hucreler desidual hicrelere donustrler.
Oldukga geniglemis, soluk renkteki htcreler, glikojen yodninden zengindir.
Stromal hucrelerdeki bu degisimin nedeni tam bilinmese de, implante olan
embriyonun beslenmesine yonelik oldugu dasuntlmektedir. Bu evrede
endometriyum Ug¢ tabakali bir yapi gosterir. Kompakt tabaka; bezlerin diiz boyun
kisimlarini iceren bu tabakada stromada az miktarda 6édem gérulir. Spongioz
(singerimsi) tabaka; bezlerin kivrintili segmentlerinin bulundugu bu tabakada
stromada 6dem oldukga belirgindir. Bazal tabaka; endometriyumun dokilmeyen
son 1/3'luk tabakasidir.

4.iskemik evre; Ovulasyondan yaklagik 13-14 giin sonra gerceklesen bu
evre korpus Iluteumun gerilemesi sonucu olusur. Bu evrede vaskiler
degisiklikler oldukca karakteristiktir. Anemi ve anoksi sonucu endometriyumdaki
damarlar atrofiye ugrar, fonksiyonel tabakanin kan beslenmesi bozulur ve buna
bagh olarak soluk bir renk alir. Endometriyumun fonksiyonel tabakasi
dokulmeye hazir haldedir ve 1 giin sonra da menstriasyon gerceklesir.

Fertilizasyon gerceklesirse, sekretuvar faz gerilemez ve korpus luteum
gebelik korpus luteumuna donusur. Korpus luteumdan salgilanmaya devam
eden progesteron hormonunun etkisiyle, endometriyum gebelik boyunca
gerilemez. Implante olan embriyoda trofoblastlardan salgilanan hCG (insan



koryonik gonadotropin), korpus luteumun gerilemesini inhibe eder ve
progesteron salgilanmasini stimile eder. Endometriyum ileri derecede gelisir ve
gebelik siresince de gerilemez. Bu donemde endometriyum gebelik fazindadir.
Stromal hcrelerde glikojen ve lipid depolanir, hicreler desidual hicrelere

donusurler?,

Menstrial siklus boyunca endometriyumda, proliferatif fazda alkalin
fosfataz, beta glukorunidaz ve trifosfopiridin nukleotid ile sekretuvar fazda asit
fosfataz ve difosfopiridin gibi, hiicre metabolizmasina 6zel enzimler sentezlenir.
Ovulasyonun gerceklesmedigi durumlarda, endometriyum proliferatif fazdan
sekretuvar faza gecemez. Dolayisiyla endometriyumda sekretuvar faz gelismez,

proliferatif evre menstrilasyon asamasina kadar devam eder®.

Endometriyumun hiicresel kompozisyonu, Ureme siklusu boyunca
hormonal degisikliklere bagh olarak dinamik bir yapi sergiler. Endometriyumda
sabit hicre populasyonunu olusturan epitel hiicreleri, stromal hiicreler ve kan
damarlarinin yani sira, siklus sirasinda bdélgeye ¢cok sayida hiicre infiltrasyonu
gerceklesmektedir. Bu hicrelerin sayilari ve dagilimlari menstrial siklus
evrelerinde oldukca fazla degisiklik gostermektedir. En yodun olduklari faz, pre-
menstrial ve menstrial fazlardir. Siklus sirasinda endometriyuma infiltre olan

hiicrelerden en belirgin olani makrofajlardir’.

2.2. Endometriyumun ince yapisi
2.2.1. Erken proliferatif faz (4-7. Gun)

Erken proliferatif faz boyunca endometriyumun ytizey ve bez epiteli basit
prizmatik tiptedir. Epitelde silyali ve mikrovilluslu olmak Uzere iki tip hicre ayirt
edilmektedir. Mikrovilluslu hicreler, apikal yuzeylerinde ¢ok sayida mikrovillusa
sahip olup, belirgin bir glikokaliks tabakasi ile orttlidrler. Hicrelerin
cekirdekleri merkezi yerlesimlidir ve ovoid ya da uzamig sekilde gortlmektedir.
Cekirdek icerisindeki kromatin homojen olarak dagiimistir ve ¢ekirdekte bir kag
adet cekirdekcik de bulunabilir. Hicreler birbirlerine siki  baglantilar ile
baglanmislardir. Bazal ve supraniklear sitoplazmada c¢ok sayida poliribozom

yer almaktadir. Ayrica sitoplazma icerisinde, grantler endoplazmik retikilim



sisternalari, ¢ok sayida kugik mitokondriyonlar ve bazi alanlarda annulate
lamella benzeri yapilar gozlenmektedir. Golgi kompleksi genellikle zayif
geligsmistir. Sitoplazma igerisinde ayrica dens cisimcikler ve bir ka¢ lipid
damlacigina da rastlanmaktadir. Yizey epiteli ve bez epiteli icerisinde daha az
sayida bulunan silyal hicreler, [umene bakan yilizde silyumlar icermektedir. Bu
evrede, silyali hicreler diger yapisal 06zellikleri ydninden, mikrovilluslu
hiicrelere benzerlik gostermektedir. Endometriyal stroma, stromal hcreler,

makrofajlar, bag dokusu lifleri ve kan damarlarindan olusmaktadir?.
2.2.2. Orta ve geg proliferatif faz ( 8-13. Gun)

Orta proliferatif faz boyunca yuzey ve bez epiteli hiicrelerinde bazale yakin
yerlesimli diizensiz sinirlara sahip, O6kromatik bir g¢ekirdek bulunur. Bu faz
boyunca epitelde mitotik figlrlere sikhkla rastlanmaktadir. Epitel hicrelerinin
sitoplazmalarinda kuguk, ince ve uzun mitokondriyonlar ile Golgi kompleksi ve
endoplazmik retikilim sisternalarn gorilmektedir. Bu ddénemde, hucrelerin
lateral yluizeylerinde membranlar genellikle dizdir. Bazal sitoplazmada yerlesen
kucuk glikojen partiktllerine rastlanmaktadir. Bazen hicrelerin

sitoplazmalarinda sekresyon granulleri ve heterofagozomlar da gorilmektedir.

Geg proliferatif fazda hucrelerin c¢ekirdeklerinde yer yer heterokromatik
alanlar ortaya c¢ikmaktadir. Bu donemde Golgi kompleksi gelisimine devam
ederken, sitoplazmada ¢ok sayida kucguk mitokondriyonlara da rastlanmaktadir.
Grantler endoplazmik retikilim ve serbest ribozomlar iyi gelismigtir. Hicreler
aras! bosluklar genislemeye baglamigtir. Menstrual siklusun 14. gina ile birlikte,
cekirdegin bazalinde yerlesen glikojen partikillerinin sayisi belirgin olarak
artmaktadir. Ayrica baz hiicrelerde hala mitoza da rastlanmaktadir®.

2.2.3. Sekresyon fazi (14-28. Gun)

Endometriyumun sekresyon fazinda, ylzey epitelinde 4 farkl tipte hicre
ayirt edilmektedir.

2.2.3.1. Mikrovilluslu htcreler: Yuzey epiteli icerisinde en sik gdzlenen
hicre tipidir. Orta derecede elektron dens bir sitoplazmaya sahip bu hiicrelerde
apikal yiuzde cok sayida mikrovillus ve sterosilya bulunur. Huicre cekirdekleri

ovoid, hafifce uzamis ve dizensiz bir sinira sahiptir ve c¢ogdunlukla apikal



pozisyonda yerlesir. Bazi hiicrelerde c¢ekirdekgik, ¢cekirdek kilifi invaginasyonlari
ile iligkili olarak g6zlenir ve bazen de gelisimin erken donemindeki niklear kanal
sistemleriyle iligkili olarak izlenir. Sitoplazmada c¢ok sayida uzun
mitokondriyonlar, GER sisternalari, az sayida, dev mitokondriyonlar, cok sayida
diz endoplazmik retikilim sisternalari ve glikojen partikulleri gozlenir. Ayrica
supranuklear pozisyonda Golgi kompleksi yer alir. Lipid damlaciklari ve glikojen
partikilleri genellikle bazal bdlgededir. Elektron dens vezikiller ve sekonder
lizozomlar, daha ¢ok apikal bolgede ve bazolateral membranlara yakin sekilde
izlenir. Apikal yizde, komsu hucreler arasinda siki baglantilar bulunur. Bunun
yaninda, lateral ylzeylerde de desmozomlara rastlanir. Sonugta bu tip
hiicrelerde apikal yizeyde mikrovilluslar, sterosilya, az sayida apikal sitoplazmik
cikintilar, orta dizeyde sekretuvar organeller ve gelismekte olan niklear kanal

sistemi gozlenir>*2*,

2.2.3.2. Pinopodlu hucreler: Bu hicrelerin apikal ylztnde, pinopod
olarak adlandirilan, genis sitoplazmik uzantilar bulunur. Bu uzantilar dizenli bir
yluzeye sahiptir ve mikrovillus igcermezler. Pinopodlarin sitoplazmasinda az
sayida organel, cok miktarda mikrofilaman, glikojen partikulleri, ortilu vezikuller
ve bazen de endoplazmik retikilim sisternalariyla, dens vezikiller ve kuguk
mitokondiyonlar bulunur. Cekirdek ovoid olup diizenli bir sinira sahiptir ve orta
hatta yerlesmistir. Ayrica, iyi gelismis niklear kanal sistemleri bulunur.
Sitoplazmalari orta dereceli elektron densiteye sahiptir. Mitokondiyonlari fazla
olan bu hicrelerde, endoplazmik retikilim sisternalari da izlenmektedir. Dev
mitokondiyonlar bulunmaz, SER ve Golgi kompleksi de az gelismistir. Bununla
birlikte, dens vezikuller, sekonder lizozomlar, glikojen ve lipid damlaciklari

belirgindir. Hiicreler arasinda az sayida baglanti kompleksleri de bulunur®?,

2.2.3.3. Vezikulli hucreler: Apikal sitoplazmalarinda buyik capli
sekretuvar vezikiller ve elektron lusent sitoplazmalari ile karakterize hiicrelerdir.
Vezikiller, Golgi kompleksi ve ER ile yakindan iligkilidir. Apikal ylzeyde az
sayida mikrovillus ve sterosilya bulunur. Sitoplazma igerisinde 06zellikle
subnuklear pozisyonda, birka¢ lipid damlacidi ve glikojen partikiliine rastlanir.
Ayrica supranuklear olarak dens vezikiller, kiigik mitokondriyonlar ve GER
sisternalari da yer almaktadir. Bu hicrelerde, dev mitokondriyonlar
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bulunmamaktadir. Cekirdek oval ve duzenli bir sinira sahiptir, genellikle
hiicrenin ortasinda yerlesir. Nuklear kanal sistemleri bulunmakla birlikte, belirgin
degildir. Hucreler arasinda dezmozomlara rastlanmaktadir. Vezikullt hicreler,
epitel icerisinde az sayida daginik olarak yer alabildigi gibi, ikili veya uglu
gruplar halinde de bulunabilirler. Gerileme fazinda, bu hiicreler siklikla hiicresel
olim o©zellikleri goOstermektedir. Hucrelerde sitoplazmik kayip, organel
geniglemeleri ve otofagozomlara siklikla rastlanmaktadir. Hucrelerin ¢cogunda,
cekirdekte oOkromatik bir gorinim izlenirken, bazi hicrelerde kromatin
kimelesmesi dikkati cekmektedir. Apikal kisimlarda, tipik holokrin sekresyonu
simgeleyen, genis vakuoller ile karakterize dejeneratif hiicreler lumene dogru

atiimaktadir®*24,

2.2.3.4. Silyal hucreler: Yiuzey epitel hicreleri arasinda en az siklikta
goOzlenen hicre tipidir. Sitoplazmalari oldukca elektron denstir. Apikal yuzleri
diz olan bu hucrelerde, ¢ok sayida silyum yer almaktadir. Silyumlarin yaninda,
hiicrelerde az sayida mikrovillus ve sterosilyumlar da bulunmaktadir.
Cekirdekleri bazale yakin olup, dizensiz sinirlara sahiptir. Hicrelerde nuklear
kanal sistemleri bulunmamaktadir. Apikal sitoplazmada c¢ok sayida kugik
mitokondiryonlar yer alir, fakat dev mitokondriyonlara sahip degildirler.
Endoplazmik retikilum ve Golgi sisternalari iyi gelismemistir. Huicre
sitoplazmalarinda ayrica, az sayida glikojen partikili, dens vezikiller,
lizozomlar ve lipid damlaciklari da bulunmaktadir. Hicrelerin bazalinde, glikojen
kimeleri ve  mitokondriyonlarla iligkili ~ multilamellar  cisimcikler de

gOzlenmektedir.

Endometriyumun sekresyon fazinda, bez epitelinde de, yilizey epitelinde
oldugu gibi, mikrovillustan zengin hicreler, pinopodlu hucreler, vezikilli

hiicreler ve silyali hiicreler olmak tizere 4 farkli tipte hiicre ayirt edilmektedir®.
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2.3. Endometriyozis
2.3.1. Endometriyozisin tanimi

Endometriyozis, endometriyal bezlerin ve stromanin, uterus kavitesinin
disinda, vicudun bagka bir yerinde yerlesim gostermesiyle karakterize
jinekolojik bir hastaliktir. Endometriyal dokunun, endometriyum digindaki

32533 By hastalik Ureme

yerlesimi ektopik endometriyum adini almaktadir
cagindaki kadinlarin yaklasik %6-10'unu etkilemekte olup, bu oran infertilite ile
birlikte %50'ye kadar cikabilmektedir™. Endometriyozis, toplum saghigini
ilgilendiren 6nemli bir sorun olup hala lzerinde arastirma yapilan bir konu
olarak guncelligini surdirmektedir. Bununla birlikte hastaligin nedeni hentiz tam
olarak aydinlatilamamistir®. Endometriyotik dokunun yapisi histolojik olarak
endometriyuma benzerlik gostermektedir. Endometriyal implantlarin dort ana
komponenti; endometriyal bez, endometriyal stroma, fibrozis ve hemorajidir®,
Ektopik implantlarda bulunan endometriyotik bezlerin yapisi diuzensizdir.
Bununla Dbirlikte, bezlerde, mitotik figurler iceren siklik dedisiklikler
go6zlenebilmektedir. Ostrojen hormonunun etkisi ile epitel pseudostratifiye bir
goérinim  kazanirken, progesteron hormonunun etkisinde, sitoplazmik
vakuolizasyon ve intraluminal sekresyon uyariimaktadir. Otopik ve ektopik
endometriyal stroma dokusu yapisal olarak birbirine benzemektedir. Ektopik
endometriyumda, normal endometriyumun spiral arteriyollerine benzeyen kiguk
arterioller de yer almaktadir. Ayrica stromada hemoraji ile birlikte makrofajlara
da siklikla rastlanir.

2.3.2. Endometriyozisin epidemiyolojisi
2.3.2.1. Prevalans

Endometriyozisin dunyada gorulme sikhdr tam olarak bilinmemekle
beraber, jinekolojik operasyon yapilan hastalarin %1'inde, pelvik agri nedeniyle
laparoskopi yapilan hastalarin %2-32'sinde, sterilizasyon uygulanan hastalarin
%6-43'Unde, infertilite nedeniyle operasyon yapilan hastalarin %21- 48'inde,
kronik pelvik agri ve dismenore nedeniyle laparoskopi yapilan geng kizlarin

%50'sinde hastalik tespit edilmistir**. Houston ve arkadaslari, endometriyozisin
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15-49 yaglari arasindaki kadinlarda bulunma oranini, 160/100000 kadin/yil
olarak agiklamiglardir. Bu hastaligin tanisi igin yapilan jinekolojik ameliyatlar,
son 30 yilda artis gdstermistir®.

2.3.2.2. Risk faktorleri

Endometriyozisin olusumunda irk, herediter ve hormonal faktorler, yas ve
sosyoekonomik durum gibi etkenlerin rol oynadigi digsunulmektedir. Ayrica
menstriasyon ve Ureme gecmigi, sigara, kafein ve alkol kullanimi, boy, kilo ve
vicut yapisi, dogum kontrol haplari da endometriyozis olusumunda dikkat

ceken risk faktorleri arasinda yer almaktadir®-°,

2.3.3. Endometriyozisin patogenezi

Vicutta, endometriyozise en sik rastlanan bdlge pelvis olmakla birlikte,
diger doku ve organlar da endometriyal odaklar gorulebilir. Ektopik
endometriyotik dokulara, ovaryumlar, tuba uterina, ligamentler, vajen, serviks,
rektovajinal septum, ince ve kalin barsaklar, appendiks ve anis gibi bdlgelerde
rastlanmaktadir. Bunlarin yaninda, ender olarak, inguinal kanal, abdominal ve
perineal skarlar, dreterler, mesane, Kkaraciger, diyafram, omurga ve
ekstremiteler, bobrekler, akciger, plevra ve beyinde de endometriyal implantlar
bulunabilmektedir®*>38, Ovaryumda endometriyotik doku, fibréz kapsiil ile sarili
halde, icerisinde koyu kahverengi sivi bulunan, kistik yapilar seklinde
bulunmaktadir. Ovaryumda bulunan bu kistik olusumlara ovaryan
endometriyoma adi verilmektedir®®. Endometriyozisi olan hastalarin yaklagik
%17-44'Unde ovaryan endometriyomaya rastlanmaktadir. Genellikle adet
donemlerine, pelvik agrilara neden olarak yasam Kkalitesini dustren bu
rahatsizlik, infertilite, subferilite, dismenore ve disperoni gibi sorunlara da neden
olmaktadir®. Biitiin bunlarin yaninda, ovaryan endometriyoma, siklik olmayan

agri ve pelvik kanser riskinin artmasi gibi sonuclar da dogurabilmektedir®,
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2.3.4. Endometriyozisin olugum teorileri

Endometriyozis histogenezisini tanimlamak amaciyla cesitli teoriler
gelistirilmigtir. Bu teorilerden bugin icin en fazla kabul gorenler; implantasyon
teorisi, in-situ gelisim teorisi, indiksiyon ve kombinasyon teorileridir.
implantasyon teorisi de kendi igerisinde; retrograd menstriiasyon, lenfatik
yayilim, vaskiler yayilim, direkt invazyon ve uterotubal olusum olmak Uzere
siniflandinimaktadir. In-situ gelisim teorisi de; koélomik metaplazi teorisi,
Mulleriyan duktus kalintt ve Wolffian duktus kalinti teorisi olmak Uzere
gruplandiriimaktadir®.

2.3.4.1. implantasyon teorisi: Endometriyal dokunun menstrilasyon
sonrasinda tuba uterinadan gecerek batina dokilmesi ve yerlesmesi fikrine
dayanmaktadir. Endometriyozisin geligimi, peritona ulasan doku miktarina ve
endometriyal hucrelerin peritona yapismasini saglayan faktorlere baghdir.
Ektopik implantasyon, menstrial kanin endometriyal hiicre igcermesi ve bu

hicrelerin de peritona yapigsmalari halinde gerceklesmektedir.

Retrograd menstriasyon teorisi, 1920 yilinda, Sampson tarafindan ileri
surdlmagtur. Bu teori menstriel dokunun tuba uterinadan ilerleyerek pelvik
organlara ulasmasi, bu bolgelerde yerlesmesi ve buyimesini aciklamaktadir.
Genital yollarda meydana gelen herhangi bir ttkanma, menstriel kanin disari
atilmasini engelleyecek ve endometriyozis olugsum oranini arttiracaktir. Adet
donemlerinde laparotomi ve laparoskopi yapilan kadinlarin yaklasik %70-
90'Inda retrograd menstriiasyon gerceklestigi gosterilmistir. Buna ragmen
retrograd menstriasyon gerceklesen kadinlarin  biyuk bir  kisminda
endometriyozisin gelismemesi bu teorinin endometriyozisin  olusumunu
aciklamada tek basina yeterli olmadigini da gostermektedir. Keza retrograd
menstriasyon teorisi, periton kavitesi disinda gelisen endometriyozis
odaklarinin  gelisimini de aciklayamamaktadir*. Direkt invazyon teorisi,
sezaryen alaninda ve diger cerrahi skarlarda endometriyozis olusumunu
aciklarken, pelvik kavite disindaki dokularda endometriyozis gelisimini lenfatik
ve vaskdler yayillim teorileri aciklayabilmektedir.
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2.3.4.2. In-situ olusum teorisi

Endometriyozis, retrograd menstriiasyon yoluyla olugsmamis ise, hastaligin
gelisiminin in-situ olusum teorisine gore meydana gelebilecedi kabul
edilmektedir. Bu teori kapsaminda yer alan kolomik metaplazi teorisi,
endometriyozisin, vicudun tum bdlgelerine yayillmasini acgiklamaktadir.
Mulleriyan ve Wolffian duktus kalintisi teorilerine gore, Mulleriyan ve Wolffian

sistemin rudimenter yapilari, endometriyotik lezyonlar olusturabilmektedir®.
2.3.4.3. indiksiyon teorisi

1955 yilinda Levander ve Normann tarafindan 6ne stirilen bu teoriye gore
peritoneal kaviteye ulagsmis dejenere endometriyumdan salgilanan bazi
faktorler, mezengimal hucreleri indikleyerek endometriozis olusumuna neden

olmaktadir®.
2.3.4.4. Kombinasyon teorisi

Kombinasyon teorisine gb6re; peritoneal endometriyozis retrograd
menstriasyon sonucu, ovaryan endometriyozis kolomik metaplazi sonucu
olugsmakta, rektovajinal endometriyozis ise Milleriyan duktus kalintilarindan
koken almaktadir®.

2.3.5. Endometriyozisin evreleri
Hastaligin gelisimi boyunca 4 farkli evre ayirt edilmektedir®®.

2.3.5.1. Mikroskobik endometriyozis; Periton makroskopik olarak
normal gorinuime sahip olmasina ragmen intraperitoneal lezyon varligi
mikroskop ile ayirt edilebilmektedir. Endometriyotik lezyonda silyali prizmatik
epitel mezotelin yerini almigtir. Epitel altinda endometriyal bezler ve stroma
gorulebilmektedir.

2.3.5.2. Erken aktif endometriyozis; Polipler, vezikiller, kabarintilar en
erken lezyon tipini belirler. Sivi igerikli olarak ta ortaya ¢ikabilir. Bunlar yiksek
oranda damarlh ve non-fibrotik lezyonlardir. Bezler genellikle proliferatif ve
sekretuvar fazdadir.
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2.3.5.3. lleri aktif endometriyozis; Tipik pigmentli hemorajik ve fibrotik

endometriyotik alanlardir.

2.3.5.4. lyilegsmis endometriyozis; Beyaz yara izi seklinde implantlar

halinde gériilmekte olup, aktif bezler fibrotik lezyonlar ile birlikte de bulunabilir®®.

2.3.6. Ovaryan implantlarin makroskopisi

Ovaryan endometriyotik implantlar, genel olarak kirmizi, beyaz ve siyah
lezyonlar seklinde siniflandiriimaktadir®®>. Endometriyotik kistleri kan ve diger
sivilari icermekte olup, genellikle birka¢c milimetreden 10 cm'ye kadar

degisebilen boyutlarda olabilmektedir®.

2.3.7. Ovaryan endometriyoma histolojisi

Endometriyoma duvari, ince ve nisbeten yassilasmis basit epitele sahiptir.
Epitelin altinda ince bir stroma tabakasi yer almaktadir. Stromada, stromal
hiicreler, hemosiderin yukli makrofajlar bulunmaktadir. Endometriyoma dokusu

alttan fibroz bir doku tarafindan cevrelenmistir®®.

2.3.8. Endometriyotik dokularin ince yapi1 6zellikleri

Proliferatif fazda endometriyotik dokunun ytzey epiteli ve bez epiteline
sahip oldugu, epitelin prizmatik tipte, silyali ve mikrovilluslu hicrelerden
olustugu rapor edilmistir. Hucrelerin apikal kisimlarinda ¢ok sayida mikrovillus
bulunmaktadir. Hucreler arasinda, genellikle apikal bdlgeye yakin olmak tzere
siki  baglantilar ile lateral ylzeylerde dezmozom benzeri baglantilar
gorulmektedir. Epitel hucrelerinin ¢ekirdekleri oval gorinuimde olup, genellikle
merkezi yerlesimlidir. Cekirdek kilifi ¢ekirdek igerisine dogru invajinasyonlar
gOsterebilmektedir.  Hucrelerde  supraniklear bdlgede  birgok  kiguk
mitokondriyonlara rastlanmaktadir. Ayrica endoplazmik retikilim sisternalart,
Golgi kompleksi ve serbest ribozomlar da hicre igerisinde go6zlenen
organellerdir. Apikal bolgede birka¢g ozmofilik vezikiller de izelenebilmektedir.
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Proliferatif fazin ileri ddnemlerinde hiicrelerin ylizeyleri daha diizensizdir ve bez
epitelyum htcreleri lumene dogru sitoplazmik uzantilar gonderirler. Ayrica bu
donemde stroma tipik kollajen lifler icermektedir. Bu liflerin bazilari bandlar
seklinde duzenlenmistir. Stromada bulunan fibroblastlarda az sayida organel

bulunur®?.

2.3.9. Endometriyozis ve infertilite iligkisi

infertil hastalarda endometriyozise daha fazla oranda rastlanmakta olup
kadinlarin yaklagik %50'sinde endometriozis gorildiigii rapor edilmistir. ileri
derecedeki endometriozisin infertilite nedeni olabilecegi yaygin olarak kabul
edilmektedir. Orta dereceli ve agir endometriyozisli hastalarda, mekanik
faktorler, peritoneal sivi anormallikleri, ovulasyon sorunlari, pelvik agri ve

immiinolojik anormallikler infertilite nedeni olabilmektedir®.

2.4. Sitokinler

Sitokinler, yaklasik 8-30 kDa agirhda sahip, protein veya glikoprotein
yapisindaki hormon benzeri yapilar olup, cesitli hiicre ve dokular tarafindan
uretilebilmektedirler®. Uyariimis lenfositler, monositler, makrofajlar ve diger bir
¢cok hucre tarafindan salgilanmaktadirlar. Sitokinler, diger htcrelere parakrin
yolla etki ederler, enfeksiyon, travma ve hastaliklarda gorev alan 6nemili
mediyatorlerdir. Sitokinlerin hastaliklardaki rolleri oldukga komplekstir. Bu
mediyatorlerin  endokrin rolleri, klasik endokrin hormonlara goére oldukca
farklidir. ~ Sitokinler, immin yanitin dizenlenmesinde, kemotaksis, hicre
cogalmasi, hicre aktivasyonu, motilite, adezyon ve morfogenezinde rol
almaktadir. Bunlarin yaninda, immin ve enflamatuvar olaylarda gorev alan
hiicrelerin etkinliklerinin arttinimasinda da dnemli fonksiyonlara sahiplerdir. Bu
mediyatorler, induklenebilir nitelikte maddeler olup, antijenler igin spesifik
degildirler. Sitokinler ayrica implantasyon kontroli ve endometriyal hicrelerin
uterus disinda buyamesi ile de yakinda iliskilidirler. Endometriyozisli hastalarin
peritoneal sivilarinda buyime faktorlerini  ve sitokinleri sentezleyen

makrofajlarin sayilarinda belirgin bir artis oldugu kaydedilmistir®®. Sitokinlerin
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yalnizca immin sistem hucrelerinden degil ayni zamanda endometriyotik

implantlardan da salgilanabilecegi rapor edilmistir**“°.

Sitokinler immin yanitta rol oynayan ve diger bazi tip hicrelerin
¢ogalmasini ve farkhlagmasini uyarirlar. Bu baglamda, immidn yanitin
diuzenlenmesinde supressor veya stimulator etkilere neden olurlar.
Enflamasyona katilan hiicreleri aktive ederek, reaksiyon alanina toplanmalarini
saglarlar. Sitokinler ayrica hipofiz bezinden bazi hormonlarin salinmasina da
neden olurlar. Bunlarin yaninda, akut faz cevabi ve ates olusturma ve antiviral
etkileri de rapor edilmigtir. Diger taraftan, TNF-a gibi, bazi sitokinler kemik iligine

etki ederek, hematopoezisin diizenlenmesine de katilirlar®.

insan  viicudunda yer alan sitokinler  subfamilyalarina  gore
gruplandiriimaktadirlar. interlokinler; IL-1a, IL-18, IL1lra, IL-2-, IL-26 gibi,
dogustan var olan ve sonradan kazaniimis bagisikhdr duzenlerler. Kemokinler,
IL-8 ve MCP gibi, |6kosit kemotaksisinde ve aktivasyonunda gorev almaktadir.
TNF-a ve TNF-B, timér sitotoksisitesi ile iligkilidirler. interferonlar, IFN- a, B ve
y, anti-viral 6zellikte mediyatorler olup, immin sistem Uzerinde duzenleyici
etkilere sahiptirler. Koloni stimile edici faktorler, GM-SF, IL-3, IL-5, IL-6 ve IL-7
gibi, miyelopoieziste rol oynamaktadirlar. Notrotrofinler ve néropoetinler,
notrotrofik faktor, sinir bliyume faktort, IL-6 gibi, néronal blylime ve
diferansiyasyonda goérev almaktadir. Buyume faktorleri, fibroblast buyime
faktorii ve endotelyal hicre buyime faktort gibi, hicre blylimesinde

duizenleyici olarak rol alirlar®.

2.4.1. Tumo6r Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)

TNF-a, farkh hicre tipleri tarafindan salgilanan ve enflamatuvar olaylarda
onemli olan bir sitokindir. Kaseksin veya kasektin olarak ta bilininen TNF-q, ilk
kez Carswell ve arkdaslari tarafindan sarkom nekrozundan sorumlu sitotoksik
bir faktor olarak tanimlanmistir. insan TNF geni 1984 yilinda klonlanmig ve
haritalanmistir. TNF-a, esas olarak monosit ve makrofajlardan salgilanmasina
ragmen, TNF-8 lenfoid hicreler tarafinda tretilmektedir. Bununla birlikte, her iki

sitokin de benzer biyolojik aktivitelere sahiptir ve ayni ylzey reseptorine
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baglanmaktadir. TNF-a, biyolojik 0Ozelliklerini, TNF superailesine bagl,
membran reseptorleri olan TNFR1 ve TNFR2'ye baglanarak gostermektedir.
TNFR1, TNF sinyalinde anahtar bir mediyator olup pek c¢ok dokuda
bulunmaktadir. Buna karsin,TNFR2, daha c¢ok immun sistem hicrelerinde
bulunmaktadir ve lenfoid sistemde 6nemli bir role sahiptir. Her iki reseptdrin
ekstraselliler domainleri membrandan ayrilmakta ve ¢dzunebilir TNF (STNF)'yi
olusturmaktadir. TNF-a, oldukg¢a genis spektrumlu biyoaktiviteye sahiptir ve bir
¢ok hiicre TNFa'ya duyarlidir. Genel olarak bu sitokin dokuda rejenerasyon ve
yikim olaylari olmak tzere ikili bir fonksiyona sahiptir. Fizyolojik kosullarda,
TNF-a’'nin immun sistem reaksiyonlarinin kontroliinde ve viicut savunmasinda
onemli rolleri bulunmaktadir. Ayrica nérolojik travmalarda hicre yasaminin
kontroli ve homeostazisinde, hiicre proliferasyonu, hicre gocli ve
diferansiyasyonunda da goérev almaktadir. TNF-a’nin pro-enflamatuvar ve
immin-stimilasyon aktivitelerinden dolayr birgok patolojik olayla iligkili
olabilecegi dustinulmektedir. Bu sitokin, romatoid artrit ve enflamatuvar barsak
hastaliklari gibi, bircok otoimmudn hastaligin gelisimi ile yakindan iligkilidir. Bu
nedenle bu hastaliklarin tedavisinde sTNF reseptorleri ve TNF nétralize eden
antikorlar kullaniimaktadir. Bu nedenle vicutta TNF-a konsantrasyonlari
Olcllerek bu sitokinin zararli veya yararli etkileri 6ngorulmektedir. Dolayisiyla,
TNF-a konsantrasyonu, hucre-doku tipi, TNF reseptor dagihmi ve TNF-a
stimulasyonunun siresi, fizyolojik ve patolojik reaksiyonlarin gelecegini
belirlemektedir'*.

Ote yandan, TNF-a, endometriyal epitelin ve stromanin gelismesi ve
menstriasyonun normal fizyolojisinde de goérev almaktadir. Endometrial
bezlerde erken proliferatif fazda TNF-a proteini negatif veya zayif boyanmig
olarak gozlenirken, proliferatif fazin ileri safhalarinda boyanma giderek
artmakta, gec¢ proliferatif fazda ise maksimum dizeye ulagsmaktadir. Bu
sekresyon, sekretuvar faz boyunca en Ust seviyede kalmaktadir. Siklusun
sonlarina dogru TNF mRNA seviyesi azalirken, protein miktari, hicrelerde
yiksek seviyelerde varligini  surdirmektedir®.  Yapilan calismalarda
endometriozisli hastalarin periton sivilarinda TNF-a konsantrasyonunun belirgin

olarak arttigl, hastaligin evresi ile sitokin konsantrasyonu arasinda yakin
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liskinin  oldugu rapor edilmistir*’. Dolayisiyla, TNF-a endometriozisin
gelisiminde ve devamlihdinda kilit role sahip bir sitokindir. Bunun disinda
TNF'nin kadin infertilitesinde de &nemli rolleri olabilecegi ileri suriilmektedir.
Tsudo ve arkadaslar sitokinlerin immiin hdcrelerinin yaninda, ayni zamanda

endometriyotik implantlardan da salgilanabildigini rapor etmislerdir®.

Normalde ve gebelik sirasinda, endometrial hicreler tarafindan
endometriyum gelisiminde rol oynayan, belirgin bir TNF-a ekspresyonun varligi
daha 6nce yapilan calismalarda gosterilmistir. Ureme fizyolojisi ve patolojisinde
endometriyumdaki c¢esitli hicre tipleri tarafindan salgilanan sitokinler ve
kemokinler arasindaki iliski gunumizde hala tartisma konusudur.
Aragtirmacilar, TNF gibi sitokinlerin endometriyumda uretilen RANTES, MCP-1
ve IL-8 gibi mediyatorlerin, ©6nemli dizenleyicileri olduguna dikkati
cekmektedir'.

2.5. Kemokinler

Kemokinler, sitokinlerin genig, multifonksiyonel bir ailesi olup, enfeksiyon
veya yaralanma alanlarina hiicre goécinii uyaran mediyatorlerdir’. Kemotaktik
aktiviteye sahip, yaklasik 8-10 kDa agiriginda oldukca kiiciik molekiillerdir™.
Kemokinler, son yillarda tzerinde en ¢ok caligilan sitokin grubu olup, 50’nin
Uzerinde farkli tyesi tanimlanmistir. Kemokinler, normal biyolojik ve patolojik
siirecte gérev alan mediyatorlerdir®>*. Kemokinler 2 ana katagoriye ayrilir. Bir
grubu homeostatik drtinler olup, lenfatik sistemde lenfosit trafigi ve immin
sistemin devamindan sorumludurlar. Diger grup kemokinler ise yalnizca
enfeksiyon veya proenflamatuvar bir uyari sonucu Uretilirler, I6kositlerin enfekte
veya yaralanma alanlarina go6cini uyarmaktadirlar. Bu enflamatuvar
kemokinler, ayni zamanda immin cevabi arttirmak Gzere hicreleri aktive

ederler’.

Kemokinler, yapilarinda bulunan sisteinlerin diizenlenmesine gore; alfa
(CXC), beta (CC), gama(C), delta (CX3C) olmak lzere 4 alt familyaya

ayrilir®°?,
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2.5.1. Monosit Kemotaktik Protein (MCP)

Alerjenik protein grubundan olan monosit kemotaktik protein (MCP), CC
kemokin alt ailesinin bir Gyesidir. Pleotropik aktiviteye sahip olan MCP,
genellikle eozinofil veya bazofil I6kosit atraktani olarak da bilinmektedir’. Ayrica
monosit ve lenfositler icin de kemotaktik aktiviteye sahiptir. MCP-1, ilk
tanimlanan tip olup, MCP-2 ve 3 formlari da MCP-1'e yapisal olarak %70
homoloji gb6sterir. Her G¢ molekulin biyolojik aktivasyonlari  birbirine

benzemektedir®?,

2.5.1.1. Monosit Kemotaktik Protein-2 (MCP-2)

Eozinofilleri stimile eden monosit kemotaktik protein-2 proteini, CCR1-2-3
reseptorlerine  baglanarak  etkisini  gdOstermektedir. MCP-2  normal
endometriyumda epitel hicrelerinde eksprese edilirken bu kemokinin stromal
hiicreler ve damar lokalizasyonunun olmadigi gosterilmistir. Ayrica makrofajlar
icin de gucli kemoatraktan molekdllerdir. Asselin ve arkadaslari CCL2 ve CCL8
(MCP-2) ekspresyonunu koyun uterusunda calismislar ve erken gebelik
boyunca bu kemokinlerin seviyelerinin artigini rapor etmislerdir. Bu bilgiler,
kemokinlerin endometriyum fizyolojisinde, implantasyonda ve plasentasyonda
onemli rollere sahip olabileceklerini diisiindiirmektedir®.

2.6. Iimmiin sistem ve endometriyozis arasindaki iligki

Endometriyozisin olugsumu, endometriyotik implantlarin yerlesimi ve
tutunmalari immun sistem hiicreleri ile yakindan iligkilidir. immiin sistem
hiicreleri ektopik hucrelerin uzaklagtirimasinda veya fagositozunda 6nemli
roller Ustlenmektedir. Saghkh bir kadinda ektopik bdlgeye yayilan
endometriyotik hicreler, c¢ogunlukla apopitoza gitmekte ve makrofajlar
tarafindan ortamdan uzaklastiriimaktadir. Ektopik implantlarin bulundugu alana
imman  sistem  hdcreleri  infiltre  olmakta, bunun sonucunda ortamda
proenflamatvar sitokinler, biyume faktorleri ve anjiyogenetik faktorler oldukca
artmaktadir. Bunu takiben fibroblastlarin ve bag doku miktarinin proliferasyonu
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gerceklesmekte ve sonugta yaralanma boélgesinde iyilesme meydana
gelmektedir. Reaksiyonlarin derinligi, immin aktivasyonun derecesi ve
karakterine gore oldukca degismektedir. Bazi kadinlarda ektopik endometriyum
¢cok az miktarda fibrotik doku ile ¢evrelenirken, digerlerinde belirgin bir fibrozis
dikkati cekmektedir. immiin sistem hiicrelerinin implantasyon alanina gogi ve
burada immin cevap olusturmalari genel olarak kabul edilmekle birlikte, immun
cevabin primer ya da sekonder olup olmadigdi tam acik degildir. Hiicresel immun
yanitta meydana gelebilecek bir azalmada, peritoneal ortamdan menstrial
atiklarin  uzaklagtirlmasinin  engellenecegi, sonugta da endometriyozisin

gelisebilecegi dustunulmektedir.

Periferal kan monositleri ve makrofajlar, immin sistemde anahtar role
sahip hucrelerdir. Endometriyozisli hastalarda monosit ve makrofaj
aktivasyonunun belirgin olarak arttidi rapor edilmistir. Uyarilma durumlarinda
monosit ve makrofajlar, yiksek oranda TNF-q, IL-6 ve IL-8 sentezlemektedirler.
Peritoneal sividaki ve bag dokudaki makrofajlar, ortamdaki eritrositler, bozulmus
hicre ve dokular, apopitotik hiicreler ve muhtemelen de bu bélgeye ulasmis
olan endometriyal hucreleri fagosite etmektedirler. Endometriyotik sivida
makrofajlarin sayi ve konsantrasyonlari belirgin olarak artmaktadir. Oldukga
blytk capli bu hucreler, uyariima sonucunda normal saglikli kadinlara gore
daha yiksek seviyelerde sitokin Uretmektedirler. Ayrica makrofajlarin, diz kas
hiicrelerinin kasilmasina neden olan, PGE2 ve PGF2a gibi, prostaglandinlerin
sentezini de gerceklestirdigi  bilinmektedir. Endometriyotik  peritoneal
makrofajlar, ayni zamanda diger sitokinler, buyume faktorleri, adezyon
molekulleri, komplement sistem elemanlari, hidrolitik enzimler, reaktif oksijen
radikalleri ve diger maddeleri sentezlemektedirler. NK hicreleri, buyik
lenfositler olup, endometriyozisli kadinlarda bu hiicrelerin sayilarinda belirgin bir
azalmanin oldugu, bu nedenle de immin sistemde fonksiyonel bir yetersizligin
olusabileceg@i ileri surulmektedir. Endometriyoziste kemokin ve sitokinlerin
yuksek seviyelerde bulunmalari, ektopik hiicre veya doku pargalarinin ortamdan
uzaklagtirilmasiyla yakindan iligkili olabilecegi tzerinde durulmaktadir. Ektopik
hiicrelerin ortamda uzun sire bulunmalari sonucunda, genellikle endometriyozis

gelismektedir™,
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2.7. Cluster of Differantiaton 68 (CD68)

CD68, monosit ve doku makrofajlarini da iceren, butin mononiklear
fagositer sistem Uyeleri tarafindan yiuksek oranda eksprese edilen, 110 kD
agirhginda transmembran bir glikoproteinidir®. LAMP (lisosomal-endosomal
associated membrane protein) ailesinin bir tyesi olan CD68’in primer olarak
lokalize oldugu vyapilar, lizozomlar ve endozomlardir. Normal insan
dokularindaki monosit ve makrofajlarda monoklonal CD68 antikorlari

kullanilarak yiiksek oranda boyanma gdsterilebilmektedir®.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta segimi

Bu calismada Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklar ve
Dogum Anabilim Dalina, pelvik agri, adet duzensizligi ve dzellikle dismenore ve
infertilite sorunu nedeniyle bagvuran, yaslari 20-41 arasinda degisen, 21
kadindan elde edilen 15 adet 6topik endometriyum ve 21 adet ovaryan
endometriyotik doku o©rnekleri incelendi. Hastalardan 6’si bekar oldugundan
otopik endometriyum biyopsisi yapiimadi. Arastirma projesi, Adana Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylandiktan sonra (19.10.2009 tarih ve
AKAEK 3/1'nolu karar), doku biyopsileri hastalardan Bilgilendirilmis Onam formu
esliginde alindi. Olgularda, sistemik, otoimmin veya enflamatuvar bir hastalik
tespit edilmedi. Ayrica hastalar, son 1 yil icerisinde gebelik de gecirmemigti.
Hastalara menstrial siklusun orta proliferatif fazinda (8-10.gunler) genel
anestezi altinda laparoskopi uygulandi. Laparoskopi sonucunda ovaryumunda
endometriyomas! bulunan hastalardan, ektopik ve 6topik endometriyum
ornekleri alindi. Ayrica infertilite tedavisi amaciyla basvuru yapan,
endometriyozise sahip olmayan ve yaslarli 32-39 arasinda degisen 5 kadindan
elde edilen endometriyum biyopsileri de kontrol amaciyla kullanildi. Elde edilen
doku ornekleri, 151k mikroskobik, immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik

incelemeler igin uygun yontemlerle hazirlandi.

3.2. Elektron mikroskobi yontemleri

Elektron mikroskobik incelemeler icin alinan Otopik ve ektopik
endometriyum dokulari ve kontrol amagl alinan normal endometriyum ornekleri
Milloning fosfat tamponu (pH: 7,4) ile hazirlanmis %5’lik glutaraldehit igerisine
alindi. 1 saat glutaraldehit icerisinde bekletilen dokular dis¢ci mumu dokulmis
petri kabi icerisine alinip jilet yardimi ile 1mm? biiyiiklikte parcalara ayrilip 3
saat daha %?5’lik gluteraldehit icerisine alindi. Toplam 4 saat sureyle tespit
edildikten sonra buffer soliisyonu olan Millonig fosfat®” tamponunda 10 dakika

bekletildi ve sonra tekrar Millonig fosfat tamponuna koyularak 1 gece bekletildi.
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Ertesi gin %1’lik osmium tetraoksit sollisyonu ile 2 saat daha tespit edildi. Ve
tekrar Millonig fosfat tamponunda iki defa 10’ar dakika yikandi. Daha sonra

artan alkol serilerinden gecirilerek dehidratasyon yapildi.
+4 °C’de 15 dakika %50’lik etil alkol
+4 °C’de 15 dakika %70’lik etil alkol
+4 °C’de 15 dakika %86'lik etil alkol
+ 4 °C’de 15 dakika %96'lik etil alkol
+4 °C’de 15 dakika %100'luk etil alkol
+4 °C’de 15 dakika %100’'luk etil alkol

Buraya kadar yapilan islemlerin hepsi +4 °C'de gergeklestirildi. Daha sonra

asagidaki islemler sirasiyla oda isisinda gerceklestirildi:
15 dakika %100’luk etil alkol
15 dakika propilen oksit
15 dakika propilen oksit

Dehidratasyon iglemi tamamlanan doku parcalari 1 hacim propilen oksit ve 1
hacim rezin (gdbmme materyali)’den olusturulmug karigim igerisinde 2'ser defa
30’ar dakika bekletildi ve immerse edildi. Dokular taze hazirlanmig rezin
icerisine alinarak 1 gece boyunca rotatorda donduruldi. Bu iglem rezinin doku
icerisine daha iyi nifuz etmesi igin yapildi. Ertesi guin taze rezin hazirlandi.

Gomme materyalinin hazirlanigi
20 ml Araldehit (CY212)
20 ml Sertlestirici (DDSA)
0.6 ml Hizlandirici (HDMA)
1 ml Plastiklestirici (Dibatil fitalat)

Rotatordan alinan dokular 00 polietilen kapstllere yerlestirilerek Gizerlerine
taze hazirlanmis rezin dokiildii ve etiivde 60°C’de 48 saat polimerize edildi.
Bloklar etlvden cikariip sogumaya birakildi. Bloklardan Riechert Ultracut S

25



ultramikrotomuyla 1pm kalinhdinda yari ince kesitler alindi. Kesitler toluidin blue
ile boyandi ve ince kesit dncesi uygun alanlarin segimi yapildi. Daha sonra doku
bloklarindan 50 nm kalinhginda ince kesitle elde edildi. Kesitler 200-300
gOzenekli bakir gridlere alinarak %70’lik etil alkolde doymus uranil asetat ve
Reynolds’un kursun sitrat soltisyonlari ile boyandi. Jeol JEM 1400 Transmisyon

elektron mikroskobu ile incelendi.

3.3. Isik mikroskobi yontemleri

Isik mikroskobik incelemeler icin alinan doku parcalari, %10’luk tamponlu
notral formalin igerisine alindi ve doku parcalari oda 1sisinda 48-72 saat sureyle
tespit edildi. Daha sona formalinin uzaklastirimasi amaciyla dokular su ile
yikandi ve Leica ototeknikon otomatik doku takip cihazi ile rutin doku takipleri
yapildi. Bloklama islemini takiben 5 ym kalinhginda alinan parafin kesitler,
Hematoksilen-Eozin boyasi ile boyandi ve 1sik mikroskobunda incelendi.
Bloklardan ayrica immunohistokimyasal incelemeler icin de doku kesitleri alindi

ve uygun yontemlerle hazirlandi.

3.4. imminohistokimyasal yontemler

Tamor nekroz faktor alfa ve monosit kemotaktik protein 2 aktivitesinin
belirlenmesi amaci ile elde edilen histolojik kesitler, polilizin kapli lamlar tGzerine
alindi. Buzdolabinda bekletilen kesitler isaretleme islemine gecilmeden 6nce fon
ile kurutulup tekrar buzdolabina alindi ve 15 dakika kadar bekletildi.
Buzdolabindan cikarildiktan sonra tekrar fon makinesi ile kurutuldu ve 60 °C’de
etivde ksilol icerisinde 15 dakika deparafinize edildi. Daha sonra kesitler oda
Isisinda ksilol serilerinden gecirildi ve derecesi giderek azalan alkol serileri
icerisinde hidrate edildi ve distile su igerisine alindi.

Kesitler daha sonra, EDTA solusyonu igerisinde mikrodalga firinda, 12-15
dakika sureyle tutularak antijen toplanmasi islemi gerceklestirildi. Oda Isisinda
45 dk sogutulan kesitler, distile suda calkalandi ve %3'lik Hidrojen peroksit
(H20,) icerisine alindi. H,O,'te yaklasik 6 dk kadar bekletildikten sonra, kesitler,
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saf su ve fosfat tamponundan (PBS, pH: 7,2-7,4) gegcirildi. Her bir kesitin etrafi
dikkatlice silinip, kurulandiktan sonra, Uzerine nonspesifik baglanmayi
engellemek amaciyla serum damlatildi ve oda isisinda, nemli ortamda 10
dakika bekletildi. Ardindan, kesitler tzerindeki soltiisyon dokulerek, dokularin
etrafi kurulandi ve 1/400 oraninda sulandirilan, anti-MCP-2 (MCP-2; anti-human
rabbit polyclonal antibody, LS-C5476, Lifespan, USA) ve anti-TNF-a (TNF-q;
anti-human rabbit poyclonal antibody, ab6671, Abcam, USA) ve anti-CD68
(CD68, monoclonal mouse anti-human, MO0876, Dako, Denmark) primer
antikorlari damlatildi. Anti-TNF-a antikoru damlatilan kesitler +4°C’de, nemli
ortamda bir gece bekletildi. Anti-MCP-2 antikoru damlatilan kesitler, 1-1,5 saat
oda i1sisinda nemli ortamda bekletildi. Negatif kontrol i¢in alinan kesitlere primer
antikorlar yerine, tampon solisyonu damlatildi. Primer antikorla muamele
edildikten sonra, kesitler distile su ve PBS’den gegirildi ve ardindan, tzerlerine
Biotin (D01-125, Lifespan, USA) damlatilarak 30 dk sireyle oda isisinda
tutuldu. Takiben distile su ve PBS’de calkalandi ve kesitlerin etrafl kurulandiktan
sonra Avidin (D01-125, Lifespan, USA) damlatilalarak, 30 dakika sireyle oda
Isisinda bekletildi. Distle su ve PBS'den gegcirilen Kkesitler ({zerine,
Aminoetilkarbozol (AEC) solisyonu damlatildi ve 10 dakika bekletildi, cesme
suyu icerisinde yikandi ve doku kesitleri, zit boyama icin hematoksilen ile
boyandi ve ardindan ¢cesme suyunda yikanarak kurumaya birakildi. Su bazli
kapama maddesi damlatilarak dokular lamel ile kapatildi ve Olimpus BX51 i1sik
mikroskobu ile incelendi ve fotograflari gekildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

4.1.1. Kontrol endometriyum

Kontrol hastalarindan elde edilen endometriyumlarinin 11k mikroskobik
incelenmesinde, endometriyumun tipik ylzey epiteli, endometriyal bezler ve
stromadan olustugu gozlendi. Ylzey epiteli prizmatik tipte olup, hicrelerin
[umene bakan, apikal ylzeylerinde mikrovillus ve silyumlar ayirt edilmekteydi.
Endometriyal bezler, prizmatik tipte bez epiteli ile doseliydi ve stroma derinlerine
dogru uzanmaktaydi. Endometriyal stroma, stromal hicreler, makrofajlar, bag

dokusu lifleri ile kan damarlarini icermekteydi (Sekil 1).

Sekil 1: Kontrol endometriyumun 11k mikroskobik goérinimud. Endometriyumun, ylzey epiteli
(Ep), endometriyotik bezler (oklar) ve stromadan (S) olustugu izlenmektedir (H&E).
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4.1.2. Otopik endometriyum

Endometriyozisli hastalarin uterus endometriyumlarindan elde edilen
otopik endometriyum dokularinin 1s1k  mikroskobik gdrinimi  kontrol
endometriyumlara benzemekteydi. Endometriyum, kontrol grubunda oldugu gibi
ylzey epiteli, bez epiteli ve stromadan olusmaktaydi. (Sekil 2).

,_j a El .
Sekil 2: Otopik endometriyumun 1sik mikroskobik gériniimii. Endometriyumda yiizey prizmatik
epiteli (Ep), endometriyotik bezler (oklar) ve stroma (S) izlenmektedir (H&E).

4.1.3. Ektopik endometriyum

Ovaryan endometriozisli hastalardan elde edilen, endometriyotik dokularin
IStk mikroskobik incelenmesinde, dokunun ylzey epiteli ve altinda yer alan
stromadan olustugu izlenmekteydi. Endometriyotik dokularda sinirli alanlarda,
bez yapilarina benzer invaginasyonlar gézlense de, genellikle belirgin bir bez

olusumuna rastlanmadi. Epitel ve altinda bulunan stroma alttan yogun fibréz bir
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doku ile cevrelenmisti. Endometriyotik dokuda normal ve 6topik endometriyuma
gore doku kalinhdi olduk¢ca incelmisti. Stromada oval veya yuvarlak
cekirdekleriyle karakterize stromal hicreler ile makrofajlar yer almaktaydi.
Ektopik endometriyumda, subepiteliyal alanlarda ve stroma derinlerinde
makrofaj sayilarinda belirgin bir artisin varhgi dikkati cekmekteydi. Ayrica,

stroma icerisinde, genis kapiller damarlar ve yaygin 6demattz alanlarin varligi
da izlendi (Sekil 3).

Sekil 3: Ektopik endometriyumun 1sik mikroskobik goérinimi. Endometriyumda yilizey prizmatik
epiteli (Ep) ve altinda yer alan stroma (S) izlenmektedir. Stromada yaygin kan damarlari ( % )
ve 6demat6z alanlar dikkati cekmektedir (H&E).

4.2. Imminohistokimyasal Bulgular

4.2.1. Kontrol endometriyum

4.2.1.1.TNF-a

Kontrol grubundan elde edilen endometriyum doku 6rneklerinde, TNF-a

isaretlemesinde, ylzey epiteli htcrelerinin sitoplazmalarinda, zayiftan orta
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dereceye kadar degisen diuzeylerde TNF-a immuanoreaktivitesi gozlendi. Bez
epitel hicrelerinde de, yuzey epiteline oranla daha zayif olmak Gzere, TNF-a
ekspresyonu hiicre sitoplazmalarinda tespit edildi. Bununla birlikte, stromal

hicrelerde belirgin bir boyanmaya rastlanmadi (Sekil 4).

Sekil 4: Kontrol endometriyumda TNF-a imminoreaktivitesi. Ylzey epiteli (Ep) ve bez epitel
hiicre (oklar) sitoplazmalarinda TNF-a immunoreaktivitesi izlenmekle birlikte stromal hiicrelerde
(S) belirgin bir reaktivite goériilmemektedir.
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4.2.1.2. MCP-2

Kontrol grubu o6rneklerinde endometriyum vyizey epitelinde MCP-2
ekspresyonu, bazi alanlarda zayif sekilde izlenmis olmakla birlikte, cogu
alanlarda belirgin bir boyanma gozlenmedi. Bez epitelinde yilizey epiteline
benzer sekilde, hicrelerin bazal ve apikal sitoplazmalarinda zayif olarak MCP-2
boyanmasi goéruldd. Stromada yer alan makrofajlarda MCP-2 ekspresyonunun
belirgin oldugu izlenmekle birlikte, stromal hiicrelerde belirgin bir boyanma
gOzlenmedi. (Sekil 5).

BTN

Sekil 5: Kontrol endometriyumda MCP-2 immuUnoreaktivitesi. A.Ylzey epiteli (Ep) ve bez
epitelinde (oklar) MCP-2 immunoreaktivitesinin zayif olarak isaretlendigi gérilmektedir. B. Bez
epitel hicrelerinde (oklar) ve stromada (S) yer alan makrofajlarda (okbagi) hafif bir boyanmanin
oldugu gorulmektedir.
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4.2.1.3.CD68

Kontrol grubundan elde edilen endometriyum &rneklerinin CD68 ile
isaretlenmesinde, subepiteliyal alanlarda ve stroma derinlerinde yer alan

makrofajlarda belirgin bir boyanma gozlendi (Sekil 6).

Sekil 6: Kontrol endometriyumda CD68 imminoreaktivitesi. Stromada (S) yer alan
makrofajlarda belirgin CD68 isaretlenmesi gézlenmektedir (oklar).

4.2.2 Otopik endometriyum

4.2.2.1.TNF-a

Otopik endometriyumdan elde edilen doku &rneklerinin - TNF-a
isaretlenmesinde, yluzey epiteli hicrelerinin apikal ve bazal sitoplazmalarinda

TNF-a boyanmasinin belirgin oldugu dikkati cekti. Benzer isaretleme bez epitel
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hicrelerinde de g6zlendi. Bununla birlikte stromal hicrelerde belirgin bir

boyanma gozlenmedi (Sekil 7).

Sekil 7: Otopik endometriyumda TNF-a imminoreaktivitesi. Yiizey epiteli (Ep) ve bez epitel
hicrelerinde (oklar) TNF-a immunoreaktivitesi izlenmektedir.

4.2.2.2. MCP-2

Otopik endometriyum 6rneklerinde MCP-2 ekspresyonu, yiizey epiteli ve
bez epitel hicrelerinin sitoplazmalarinda oldukca belirgindi. Ayrica stromada yer
alan makrofajlarda da MCP-2 boyanmasi izlendi. Bununla birlikte stromal
hicrelerde belirgin bir boyanma kaydedilmedi (Sekil 8).
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Sekil 8: Otopik endometriyumda MCP-2 immiinoreaktivitesi. A. Yiizey epitelinde (Ep) MCP-2
immunoreaktivitesinin  belirgin  oldugu izlenmektedir. B. Bez epitel hicrelerinde (oklar)
boyanmanin nisbeten daha zayif oldugu goérilmektedir.
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4.2.2.3.CD68
Otopik endometriyum doku 6©rneklerinin  CD68 ile isaretlenmesi
sonucunda, epitel altinda ve stroma derinlerinde yer alan makrofajlarin

sitoplazmalarinda belirgin bir boyanma gozlendi (Sekil 9).

Sekil 9: Otopik endometriyumda CD68 immuinoreaktivitesi. Subepiteliyal alanlarda ve stromada
(S) yer alan makrofajllarda (oklar) belirgin CD68 isaretlenmesi gézlenmektedir.

4.2.3. Ektopik endometriyum

4.2.3.1. TNF-a

Ektopik endometriyum doku d&rneklerinin  TNF-a ile isaretlenmesi
sonucunda, yluzey epiteli hicrelerinin sitoplazmalarinda gucli bir boyanmanin
oldugu dikkati cekti. Yuzey epiteli altinda bulunan makrofajlarda belirgin bir
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TNF-a ekspresyonu gozlenmis olsa da, stromal hicrelerde belirgin bir TNF-a

isaretlenmesi izlenmedi (Sekil 10).

tgw “"" rﬂ""\.?g

Sekil 10: Ektopik endometrlyumda TNF-a immunoreaktivitesi. A. Ylzey epitelinde belirgin
isaretlenme izlenmektedir. B.Stroma (S) derinlerinde yer alan makrofajlarda belirgin TNF-a
immunoreaktivitesi gortlmektedir (oklar).
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4.2.3.2. MCP-2

Ektopik endometriyuma ait ylizey epitelinde, zayiftan-orta dereceye kadar
degisen seviyelerde, MCP-2 boyanmasinin varhigi gézlendi. MCP-2'nin epitel
hicrelerinin bazal sitoplazmalarinda eksprese olmasi dikkati cekti. Stromal
hicrelerde belirgin bir boyanma gézlenmemekle beraber, makrofajlarda MCP-2

ekspresyonun zayif olarak isaretlendigi bulundu (Sekil 11).
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Sekil 11: Ektopik endometriyumda MCP-2 immuUnoreaktivitesi. Yuzey epitelinde (Ep) MCP-2
immunoreaktivitesinin belirgin oldugu dikkati cekmektedir.
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4.2.3.3. CD68

Ektopik endometriyum biyopsi 6rneklerinin CD68 ile isaretlenmesinde
subepitelyal alanlarda ve stroma derinlerindeki makrofajlarda belirgin CD68
boyanmasi go6zlendi. Bazi alanlarda makrofajlarin buyik gruplar halinde bir

arada bulunmalar dikkati cekmekteydi(Sekil 12).

0 ey A
Sekil 12: Ektopik endometriyumda CD68 immunoreaktivitesi. Subepiteliyal alanlarda ve

stromada (S) yer alan makrofajlarda CD68 isaretlenmesinin ¢ok belirgin oldugu izlenmektedir
(oklar).
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4.2.4. Negatif kontroller

Primer antikorlarin damlatiimadigi negatif kontrol 6rneklerinde, her g
grupta da, yilzey epiteli, stroma ve bez epitelinde herhangi bir isaretlenme
gOzlenmedi. (Sekil 13).

Sekil 13: Negatif kontroller. ATNF-a, B. MCP-2 ve C. CD68 primer antikorlarinin damlatiimadigi
negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir imminoreaktivite izlenmemektedir.



4.2.5. Pozitif kontroller

4.25.1. TNF- a
insan kalin barsak biyopsisinde pozitif kontrol amaciyla TNF-a
isaretlemesi yapildi. Kolonda TNF-a'nin, ylzey epiteli ve kripta epitel

hicrelerinde belirgin olarak isaretlendigi gozlendi (Sekil 14).

Sekil 14: Pozitif kontrol. insan kalin barsaginda, TNF-a’'nin, yiizey epiteli (Ep) ve kripta epitel
(oklar) htcrelerinde belirgin oldugu gortlmektedir.
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4.2.5.2. MCP-2

insan kolon epitelinde pozitif kontrol amaciyla yapilan boyamada, MCP-2
ekspresyonunun yizey epiteli ve kripta epitelinde orta dereceli olarak, 6zellikle
apikal ve bazal sitoplazmada belirgin oldugu izlendi (Sekil 15).

Sekil 15: Pozitif kontrol. insan kalin barsaginda, MCP-2'nin yiizey epiteli (Ep) ve kripta epitel
hiicrelerinde (oklar) belirgin oldugu gorulmektedir.
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4.2.5.3. CD68

insan lenf dugiiminden elde edilen biyopsi ¢rnekleri CD68 icin pozitif
kontrol olarak degerlendirildi. Bu amacla yapilan boyamada, lenf follikillerinin
korteks ve germinal merkezlerinde yer alan makrofajlarda belirgin CD68

reaktivitesi gozlendi (Sekil 16).

Sekil 16: Pozitif kontrol. insan lenf diigumiinde, follikiil germinal merkezi (Gm) ve korteksinde
(K) yer alan makrofajlarda belirgin CD68 immunreaktivitesi gérilmektedir (oklar).



4.3. Elektron Mikroskobik Bulgular
4.3.1. Kontrol endometriyum

Kontrol grubundan elde edilen endometriyum ©rneklerinde, yuzey
epitelinin uzun prizmatik hicrelerden olustugu, hicrelerin limene bakan apikal
ylizeylerinde c¢ok sayida mikrovilluslar ve silyumlara sahip olduklan
gorulmekteydi.

Mikrovilluslu hucrelerde, apikal yiuzeyde pek c¢ok mikrovillusun limene
dogru uzandigi, lateral yuzeylerde, silyali ve mikrovilluslu hucrelerin, siki
baglantilarla birbirlerine bagh olduklari gozlenmekteydi. Lateral ylzeylerde
ayrica desmozom benzeri baglanti komplekslerinin varligi da ayirt edilmekteydi.
Hucrelerin yaklasik olarak orta hat hizasinda oval ya da yuvarlak bir adet
cekirdege sahip olduklarn izlendi. Cekirdek icerisinde kromatin dagilimi
genellikle homojendi ve bir veya birden fazla g¢ekirdekgik bulunmaktaydi. Bazi
bolgelerde cekirdek kilifina yakin heterokromatik alanlar da ayirt edilmekteydi.
Hucrelerin sitoplazmalarinda ¢ok sayida ince uzun mitokondriyonlar, grandler
endoplazmik retikilim (GER) sisternalari, daginik halde bulununan serbest
ribozomlar ve az miktarda glikojen partikilleri de g6zlenmekteydi. Bazi
alanlarda bir kag lipid damlaciginin varligi da izlendi.

Silyali hicreler, apikal yuzeylerinde cok sayida silyumlara sahipti. Bu
hicreler, 6zellikle apikal yuzde, mikrovilluslu hiicreler ve diger silyali hiicrelerle,
baglanti kompleksleriyle birbirlerine baglanmislardi. Hucrelerin
sitoplazmalarinda  mikrovilluslu  hicrelerde  oldugu gibi, ince, uzun
mitokondriyonlar ~ yer almaktaydi.  Mitokondriyonlarin ~ Ozellikle  apikal
sitoplazmada yogunlastiklari dikkat ¢ekti. Hiicre sitoplazmalarinda ayrica GER
sisternalari, serbest ribozomlar ve az miktarda glikojen partikilleri de ayirt
edilmekteydi (Sekil 17).

Endometriyal bezlerde de yluzey epiteline benzer sekilde mikrovilluslu ve
silyali olmak Gzere iki tip hicre ayirt edildi. Bez hicreleri prizmatik tipte olup
apikal yuzeylerinde birbirlerine siki baglantilarla baglanmiglardi. Bez hiicrelerin

apikalinden limene dogru mikrovilluslar ve silyumlar uzanmaktaydi. Bez



epitelinde ¢ogunlukla mikrovilluslu hiicrelerin yer aldigi dikkati gekmekteydi. Bez
epiteli hucrelerinin, bazale yakin, oval bir ¢cekirdege sahip olduklari, ¢ekirdek
icerisinde belirgin bir c¢ekirdek¢igin varligi gozlenmekteydi. Sitoplazmada
mitokondriyonlar, GER sisternalari, lipid damlaciklari ve glikojen partikilleri
izlenmekteydi. Epitel hiicreleri stromaya komsu yizde bir bazal lamina tzerine
oturmustu. Bazal lamina oldukga ince olup, stromal yiizeyde kollajen lifler ile
desteklenmigt. Bez epiteli igerisinde yer yer mitotik figurlerin varhgi da ayirt
edilmekteydi (Sekil 18).

Endometriyal stroma icerisinde oval ya da yuvarlak cekirdege sahip
stromal hucreler yer almaktaydi. Stromal hucrelerin cekirdekleri 6kromatik
gorinumde olup, gekirdek icerisinde bir adet ¢ekirdekgigin varligi izlenmekteydi.
Cekirdek kilifi yer yer cekirdek icerisine dogru indentasyonlar géstermekteydi.
Stromal hucrelerin sitoplazmalarinda az sayida mitokondriyonlar, GER
sisternalari, birkac¢ lipid damlacigi ve glikojen partikilleri ayirt edilmekteydi.
Stromada ayrica makrofajlarin varligi da gézlendi. Makrofajlar sitoplazmalarinda
lizozomlar, lipid damlaciklari ve fagozomlar yer almaktaydi. Bunlara ilaveten

stromada, kan damarlari ve bag dokusu lifleri de ayirt edildi (Sekil 19).
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Sekil 17: Kontrol endometriyumunun elektron mikroskobik goériinimu. Endometriyum ylizey
epitelinin uzun prizmatik hicrelerden olustugu, hiicrelerin limene bakan apikal ylzeylerinde ¢ok
sayida mikrovillus (MV) ve silyumlara (Oklar) sahip olduklari gérilmektedir. Epitel hiicrelerinde,
cekirdek (C), sitoplazmada mitokondriyonlar (M), GER sisternalari (ER) ve lipid damlaciklar (L)
g6zlenmektedir. Epitelin altinda, stromal hiicreler (SH) ve bazal lamina (BL) gortlmektedir.

46



Sekil 18: Kontrol endometriyumunun elektron mikroskobik gérinimi. Endometriyal bez
epitelinin prizmatik hlcrelerden olustugu, hicrelerin limene bakan ylzeylerinde mikrovillus
(MV) ve silyumlara (oklar) sahip olduklari goérilmektedir. Hicrelerde cekirdegin (C) yuvarlak
veya oval oldugu ve bir ya da iki adet ¢ekirdekcigin (okbasi) bulundugu gézlenmektedir. Bez
epitel hicrelerinin sitoplazmalari, ylzey epiteline gore oldukca elektron dens gérinimdedir.
Sitoplazmada GER sisternalari (ER), mitokondriyonlar (M) ve lipid damlaciklarn (L)
g6zlenmektedir. Epitel icerisinde mitoz bdlinme dikkati ¢cekmektedir (Cift oklar). Stromal
hicreler (SH) ve bazal lamina (BL) gortlmektedir.
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Sekil 19: Kontrol endometriyumunun elektron mikroskobik gérinimi. Endometriyal stromada
stromal hicreler (SH) ve sitoplazmasinda lizozom (Li) ve lipid (L) damlaciklariyla karakterize
makrofaj (MF) gorilmektedir. Cekirdek (C).



4.3.2. Otopik endometriyum

Otopik  endometriyum  doku  Orneklerinin  elektron  mikroskobik
incelenmesinde, endometriyum yilzey epitelinin uzun, tek sirali prizmatik
epitelden olustugu, epitelde mikrovilluslu ve silyali olmak UGzere iki tip hicrenin
bulundgu gozlendi. Epitel hicrelerinin ¢ekirdekleri ince, uzun ve oval sekilli olup,
hicrelerin  orta hattinda yerlesmigti. Cekirdek genellikle  dkromatik
gorinumdeydi. Cekirdek icerisinde bir adet c¢ekirdekgigin varhdr ayirt
edilmekteydi. Hucrelerin sitoplazmalarinda ince, uzun mitokondriyonlar, GER
sisternalari ve Golgi kompleksinin varhdi izlendi. Ayrica sitoplazma igerisinde
serbest ribozomlar, glikojen partiktlleri ve lipid damlaciklari da bulunmaktaydi.
Epitelin alt kisimda, ince bir bazal laminaya sahip oldugu gézlendi (Sekil 20)

Bez epitel hicrelerin ¢ogunlukla mikrovilluslu hicrelerden olustugu
gOzlendi. Aralarinda az sayida silyali hiicrelere de rastlanmaktaydi. Hicrelerin
sitoplazmalarinda ¢ok miktarda serbest ribozomlar, GER sisternalari ve
mitokondriyonlar gézlendi. Bazi alanlarda epitel icerisine go¢ etmis lokositlere
de rastlanmaktaydi. Bez epiteli alt kismindan ince bir bazal lamina ile
stromadan ayrilmisti (Sekil 21).Endometriyal stromada, kontrol endometriyumda

oldug@u gibi, tipik stromal hicreler ve makrofajlara sahipti (Sekil 22).
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Sekil 20: Otopik endometriyumun elektron mikroskobik goriiniimi. Endometriyum yiizey
epitelinin  prizmatik hicrelerden olustugu, hicrelerin I[imene bakan apikal yizeylerinde
mikrovillus (MV) ve silyumlarin (oklar) yer aldigi gorulmektedir. Epitel hiicrelerinin birbirlerine
siki baglantilar (cift oklar) ile bagl olduklar ayirt edilmektedir. Hiicrelerde cekirdek (C) ve
sitoplazmik organellerin normal yapida olduklari izlenmektedir. Mitokondriyon (M), GER
sisternalari (ER), Golgi kompleksi (Gk), glikojen partiktlleri (Gl) ve lipid damlaciklar (L)
gosterilmisgtir.
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Sekil 21: Otopik endometriyumun elektron mikroskobik goériniimii. Endometriyal bez epitelinin
prizmatik hicrelerden olustugu, hicrelerin  lUmene bakan yizeylerinde c¢ogunlukla
mikrovilluslara (MV) sahip olduklar goérilmektedir. Hicrelerde cekirdek (C) ve sitoplazmada
bulunan organeller normal gériinimdedir. Hicre sitoplazmalarinda yer alan, GER sisternalari
(ER), mitokondriyonlar (M) ve lipid damlaciklari (L) gosterilmistir. Bazal lamina (BL).
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Sekil 22: Otopik endometriyumun elektron mikroskobik goruniimii. Endometriyal stromada
stromal hiicreler (SH) ve hicreler arasi madde izlenmektedir. Stromal hicrelerde ¢ekirdek (C)
ve sitoplazmik organellerin normal yapida olduklari gorilmektedir. Kollajen lifler (KL).
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4.3.3. Ektopik endometriyum

Ovaryumdan elde edilen ektopik endometriyum doku drneklerinin elektron
mikroskobik incelemesinde, endometriyumun yizey epiteli ve altinda bulunan
stromadan olustugu dikkati gekti. Yuzey epitelinin, ¢cok sayida silyali hicreler
iceren prizmatik tipte epitel oldugu gozlendi. Ayrica epitel icerisinde mikrovilluslu
hiicreler de bulunmaktaydi. Bazi mikrovilluslu hiicrelerde apikal sitoplazmalarin
[Umene dogru pinopod benzeri uzantilar génderdigi ve bu uzantilarin da gok
sayida mikrovilluslara sahip oldugu gozlendi. Yiizey epitel hicreleri birbirlerine
siki baglantilar ile baglanmislardi. Lateral yizeylerde, komsu epitel htcreleri
arasinda, desmozom benzeri baglantilar goriulmekteydi. Mikrovilluslu
hiicrelerde, hiicrenin orta hattinda yerlesen, oval ya da yuvarlak bir ¢ekirdegin
varhigi izlenmekteydi. Hucrelerin sitoplazmalarinda, mitokondriyonlar, GER
sisternalari, serbest ribozomlar, glikojen partikilleri ve lipid damlaciklari
gOzlendi. Silyal hticreler, apikal yuzeylerinde ¢cok sayida silyumlara sahiplerdi.
Hucrelerin igerisinde, bir veya iki ¢ekirdekgige sahip, oval bir c¢ekirdek yer
almaktaydi. Huicre sitoplazmalarinda, mitokondriyonlar, GER sisternalari ve ¢ok
sayida serbest ribozomlar yer almaktaydi. Sitoplazmada ayrica bir kag¢ lipid
damlacigi ve glikojen partikilleri de bulunmaktaydi. Epitel alttan ince bir bazal
lamina Uzerine oturmustu (Sekil 23). Bazal laminanin devaminda ince bir
stroma tabakasi yer almaktaydi. Stroma icerisinde yuvarlak ya da oval sekilli
stromal htcreler ve tipik makrofajlar bulunmaktaydi. Stromal hicrelerin
icerisinde bir veya iki ¢ekirdekgik iceren, 6kromatik bir ¢cekirdek yer almaktaydi.
Sitoplazmada az sayida mitokodriyonlar, GER sisternalari, ribozomlar, lipid
damlaciklar ve glikojen partikilleri bulunmaktaydi (Sekil 24). Stroma igerisinde
ayrica makrofajlar ve kapiller damarlar da bulunmaktaydi. Bunlarin yani sira,
mast hucrelerinin de 6zellikle subepitelyal alanlarda belirgin olduklari dikkati
cekti (Sekil 25). Makrofaj sitoplazmalarinda ¢ok miktarda sekonder lizozomlarin
varhgi gorulmekteydi (Sekil 26).
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Sekil 23: Ektopik endometriyumun elektron mikroskobik goérinimi. Endometriyal implantin
ylzey epiteli ve altinda yer alan stromadan olustugu gorilmektedir. Epitel hiicrelerinin prizmatik
hicrelerden olustugu, limene bakan ylzeylerinde mikrovillus (MV) ve silyumlarin (oklar) yer
aldigi gorulmektedir. Bazi epitel hiicrelerinde apikalde pinopod adi verilen sitoplazmik ¢ikintilar
(Cift oklar) dikkati cekmektedir. Hicrelerde cekirdek (C) ve sitoplazmik organellerin normal
yapida olduklari izlenmektedir. Mitokondriyon (M), GER sisternalari (ER) ve lipid damlaciklari
(L) gosterilmistir. Bazal lamina (BL).



Sekil 24: Ektopik endometriyumun elektron mikroskobik gorinimu. Ektopik endometriyumda
epitel altinda yer alan stromada, stromal hiicreler (SH) izlenmektedir. Stromal hicrelerde oval
veya yuvarlak, okromatik cekirdegin (C) varhd go6zlenmektedir. Hicre sitoplazmalarinda
mitokondriyonlar (M), GER sisternalari (ER) ve lipid damlaciklari (L) gdsterilmistir. Kollajen lifler
(KL).
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Sekil 25: Ektopik endometriyumun elektron mikroskobik gorinimui. Ektopik endometriyumda
epitel altinda yer alan stromada, stromal hicreler (SH) ve mast hicresi (MH) dikkati
cekmektedir. Cekirdek (C) ve kollajen lifler (KL) gortlmektedir.
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Sekil 26: Ektopik endometriyumun elektron mikroskobik gérunimu. Ektopik endometriyumda
epitel altinda yer alan stromada, ¢ok sayida makrofajin (MF) varligi izlenmektedir. Makrofajlarda
cekirdegin (C) hiperkromatik hale donustiugu, sitoplazmada lizozomlarin (Li) ve vakuollerin (Va)
sayica artmis olduklari dikkati cekmektedir. Kollajen lifler (KL).
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Tablo 1: Endometriyumda

immiunoreaktivitesi*

gruplar arasinda TNF-a, MCP-2 ve CD68

Kontrol Otopik Ektopik
Endometriyum Endometriyum Endometriyum
TNF-a Yuzey epiteli + | Yuzey epiteli ++ Yuzey epiteli +++
Bez epitel + | Bez epiteli ++
Stromal - Stromal -1+ Stromal -1+
Hucre/Makrofaj Hucre/Makrofaj Hucre/Makrofaj
MCP-2 Yuzey epiteli - Yuzey epiteli ++ Yuzey epiteli ++
Bez epitel + | Bez epiteli ++
Stromal -/+ | Stromal -1+ Stromal -1+
Hucre/Makrofaj Hucre/Makrofaj Hucre/Makrofaj
CD68 CD68 + ++ | CD68 + ++ CD68 + +++
Makrofaj Makrofaj Makrofaj
*

. Zayif : +, Orta: ++, Qiddetli: +++
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5. TARTISMA

insanlarda normal endometriyum ve endometriyotik dokularin ince yapi
Ozellikleri ile Tumdr Nekroz Faktor Alfa (TNF-a) ve Monosit Kemotaktik Protein-
2 (MCP-2) ekspresyonunun arastirildigi bu calismada, endometriyotik
dokularda TNF-a ve MCP-2 immunreaktivitesinin epitel htcrelerinde belirgin
olarak artis gosterdigi bulundu. Otopik endometriyumda da yiizey ve bez
epitelinde TNF-a ve MCP-2 ekspresyonunun kontrol grubuna gore belirgin
olarak arttigi tespit edildi. Bunlarin yaninda, endometriyotik dokularda,
makrofajlarin  stromadaki sayilarinin anlamli olarak yukseldigi gosterildi.
Ultrastruktirel olarak proliferatif evrede yilizey ve bez epitelinde yalnizca
mikrovilluslu ve silyali hiicrelerin yer aldigi gosterildi.

Daha once yapilan calismalarda normal insan endometriyumu ile
endometriyotik implantlar ve 6topik endometriyum dokularinin karsilastirmali

ultrastriiktiirel ~ incelemeleri  yapilmistir®®*42,

Bartosch ve arkadaslari
endometriyum ultrastruktirini inceledikleri ¢alismada, sekresyon ddéneminde
ylzey ve bez epitelinde mikrovilluslu hiicreler, pinopodiu hicreler, vezikulli
hicreler ve silyali hicreler olmak Uzere 4 tip hicrenin  varligini
tanimlamislardir®®. Bizim calismamizda orta proliferatif evredeki hastalardan
elde edilen endometriyum drneklerinde yuzey epiteli ve bez epitelinde yalnizca
mikrovilluslu ve silyali hiicrelerin geligtigi gozlendi (Sekil 17, 18). Bununla birlikte
Ozellikle bez epitelinde yaygin mitotik figurlerin  bulunmasi epiteldeki
proliferasyonun bir gostergesi olarak degerlendirildi (Sekil 18). Elektron
mikroskobik degerlendirmelerimizde vezikilli ve pinopodlu hiicrelere kontrol ve
Otopik endometriyumda rastlanmadi, ancak ektopik endometriyumda ylzey
epitelinde bazi hicrelerde pinopod benzeri sitoplazmik ¢ikintilarin varhgi dikkati
cekmekteydi (Sekil 23). Calismamizda normal, Otopik ve ektopik
endometriyumda ylzey ve bez epitelinde daha once literatirde tanimlanan
hiicre tiplerinden bazilarinin gdzlenmemesinin endometriyum biyopsilerinin

zamanlamasiyla iligkili oldugunu distundirmektedir.
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Calismamizda, TNF-a immunoreaktivitesinin kontrol grubunda yiizey ve
bez epitelinde zayiftan orta dereceye kadar degisen dizeylerde oldugu
goOzlendi. Buna karsin stromal hicrelerde belirgin bir boyanmaya rastlanmadi
(Sekil 4). Endometriyozisli hastalardan elde edilen 6topik endometriyumlarda
ylzey ve bez epitelinde TNF-a ekspresyonunun belirgin olarak artis gosterdigi
buna karsin stromada kontrol grubunda oldugu gibi negatif ya da zayif bir
boyanmanin varhigi gézlendi (Sekil 7). Diger taraftan ektopik endometriyumda
TNF-a immunreaktivitesinin epitelde oldukga belirgin oldugu dikkati ¢ekti (Sekil
10). Ektopik endometriyumda immunreaktivitenin  kontrol ve  Otopik

endometriyum epiteline gore ¢ok daha guclu oldugu izlendi (Tablo 1).

TNF-a, vucutta farkh hicre tipleri tarafindan salgilanan ve enflamatuvar
olaylarda gorev alan 6énemli bir sitokindir. Esas olarak monosit ve makrofajlar
tarafindan salgilanan bu sitokinin oldukga genig spektrumlu biyoaktiviteye sahip
oldugu rapor edilmistir’. Diger taraftan TNF-o’nin dokularda rejenerasyon ve
yikim olaylari olmak tzere birbirinden farkli ikili bir fonksiyonunun oldugu da
yaygin olarak kabul edilmektedir. TNF-a’'nin normalde immin sistem
reaksiyonlarinin kontroli ve vicut savunmasindaki rolleri yaninda, norolojik
travmalarda, homeostazis, hiicre proliferasyonu ve hiicre diferansiyasyonunda
da gorev aldigi bilinmektedir. TNF-a’nin, proenflamatuvar ve immin sistem
uyarici etkilerinden dolay viicuttaki pek ¢ok patolojik olaylarla iligkili olabilecegi

ileri stirilmektedirt**41.

TNF-a 'nin normal endometriyum fizyolojisinde gorev alan 6nemli bir
sitokin oldugu bilinmekle birlikte, endometriyotik dokularda TNF-a’nin roli hentiz
tam olarak aydinlatilamamistir. Philippeaux ve Piguet'® endometriyumda TNF-a’
nin erken proliferatif fazda bez epitelinde negatif veya =zayif olarak
isaretlendigini, fazin ileri safhalarinda boyanmanin giderek arttigini, gec
proliferatif fazda ise maksimum seviyeye ulastigini rapor etmiglerdir.
Arastirmacilar, TNF-a seviyesinin sekretuvar faz boyunca yuksek dizeyde
varhgini surdirdigunt buna karsin TNF mRNA seviyesinin siklusun sonlarina
dogru azaldigini belirtmiglerdir. Ote yandan endometriyozisli hastalarin periton
sivilarinda TNF-a konsantrasyonunun oldukca yikseldigi, sitokin dizeyi ve
hastaligin evresi arasinda yakin bir iligkinin bulundugu rapor edilmigtir. Yapilan

60



diger bir calismada da TNF-a'nin infertilitede rol alan dnemli bir sitokin oldugu

ileri strtlmistir'?.

Calismamizda kontrol grubuna gore endometriyotik ve  6topik
endometriyum epitelinde TNF-a’'nin oldukca belirgin oldugu dikkati cekti.
Bunlarin yaninda bu dokularda stromada yer alan makrofajlarda da TNF-a
reaktivitesinin varhgi, TNF-a - Makrofaj iliskisinin endometriyozis gelisimi ile
yakindan iligkili olabilecegini dusindirmektedir. Nitekim monoklonal CD68
antikoru ile igaretlenen makrofajlarin endometriyotik dokularda sayilarinin
anlami olarak artis gosterdigi ve hucrelerin 6zellikle subepitelyal alanlarda bir
araya toplandiklari gosterildi (Sekil 12). Endometriyotik dokularda TNF-a
ekspresyonun belirgin olmasi ve makrofajlarin da bu bdlgelerde yogun olarak
bulunmasi endometriyozis gelisiminde ve endometryotik dokularda TNF ve
makrofaj iligkisinin kaniti olarak degerlendirildi. Gergekten de endometriyotik
dokularin implantasyonunda, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi sitokinlerin ve buyime
faktorlerinin rolleri kabul edilmekle birlikte®, diger taraftan, TNF-a’nin immiin
sistem hucreleri ve makrofajlar Gzerine uyarici etkileriyle implantasyon alaninda
endometriyotik dokularin izole edilmesi agsamalarini da baslatabilecegi genis

olarak kabul edilmektedir®®.

Hunt ve arkadaslari*> TNF'nin, erken ve orta proliferatif evrede epitel ve
stromada zayif olarak isaretlendigini, ge¢ proliferatif evrede ekspresyonunun
cok daha belirgin oldugunu rapor etmislerdir. Bizim calismamizda orta
proliferatif evrede, endometriyum ve endometriyotik dokularda TNF-a
ekspresyonlarinin normal endometriyumda epitelde nispeten zayif olarak
isaretlendigi, Otopik endometriyumda ekspresyonun artig  gOsterdigi,
endometriyotik epitelde ise ¢ok daha belirgin oldugu gozlendi (Tablo 1).
Bullimore*® anormal TNF-a diizeyi ile endometriyotik implantlarin yerlesim ve
gelisimleri arasinda yakin bir iliski oldugunu belirtmistir. Domowski ve Braun®*
TNF-a’'nin in vitro kogullarda endometriyotik hicrelerin laminin, fibronektin ve
kollajene baglanmasini arttirdigini rapor etmislerdir. Arastirmacilar, TNF-a
varliginda matriks metalloproteinaz 3 seviyelerinin de  yukseldigini

belirtmislerdir>.
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TNF-a’'nin endometriyum biyolojisi ve endometriyozis gelisimindeki rolleri
gunimuzde hala 6nemli aragtirma alani olarak guncelligini korumaktadir. Yuge
ve arkadaslari® deneysel arastirmalarinda in vitro kosullarda TNF-a’nin
endometriyal stromal hicrelerde kasiimayi uyardiklarini rapor etmislerdir.
Aragtirmacilar, endometriyumun menstriel siklus sirasinda gegirdigi dinamik
surecler ve perimenstriasyon asamasinda dokularin yeniden sekillenmesinde
TNF-a’nin rolinin 6nemine isaret etmiglerdir. Bizim calismamizda da TNF’nin
Ozellikle endometriyotik dokularda hem epitel hicrelerinde ve hem de stromal
hiicrelerde belirgin olarak isaretlendigi gozlendi. TNF-a’'nin proenflamatuvar
etkisiyle endometriyotik alanda basta makrofajlar ve immuin sistemde gorevli
hicrelerin toplanmasina neden olduklari, ayrica diger sitokin ve biylume
faktorlerinin  etkisiyle fibrozisin uyarilacagr ve endometriyotik dokunun
bulundugu alanda izole edilecegi, stromal hucrelerde kasilmay! uyararak,
bblgesel kan damarlarininin kasilmasini saglayarak, kan akimini azaltabilecedi,
sonugta da endometriyal imlantin hicresel dinamiklerinin bozulacagi ileri
suriilebilir™***>. Gercekten de yapilan bir arastirmada, TNF-a mRNA miktarinin
endometriyumda oldukca fazla artis gosterdigi ve epitel ile endometriyum
kivrintili arterlerinin duvarinda belirgin TNF-a isaretlenmesinin varhigi rapor
edilmis, damar duvarlarindaki asirt TNF-a varliginin menstriiasyon sireciyle
iliskili olabilecegi vurgulanmistir'®. Knéfler ve Haider™ disi treme sisteminde,
TNF-a konsantrasyonunun, reseptdr dagiliminin ve uyarinin uzunlugunun, bu
sitokinin zararli veya yararli yonde etkisine neden olacagini belirtmiglerdir.
TNF'nin diger sitokin ve kemokinlerle birlikte endometriyum fizyolojisi ve
patolojisi Uzerine etkilerinin aragstirildigi diger bir calismada da, TNF’'nin, MCP-1
ve IL-8 icin 6nemli bir dizenleyici mediyatér oldugu ve anjiyogenez, apopitoz,
proliferasyon, farklilasma ve I6kosit gogiinde spesifik rollerinin bulundugu rapor
edilmistir®.

Ureme fizyolojisi ve patolojisinde endometriyumdaki cesitli hiicre tipleri
tarafindan salgilanan sitokinler ve kemokinler arasindaki iliski ginimuzde hala
tartisma konusudur. Kemokinler, sitokinlerin genig, multifonksiyonel bir ailesi
olup, normal biyolojik ve patolojik sireclerde gorev alan, enfeksiyon veya

7-8,51

yaralanma alanlarina hicre goc¢unid uyaran mediyatorlerdir Monosit
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kemotaktik proteinler, pleotropik etkiye sahip CC kemokin alt ailesinin

L7210 Monosit ve lenfositler ile eozinofii ve bazofil I6kosit

dyeleridirler
kemoatraktani olarak da bilinirler. Makrofajlar icin guclu bir kemotaktik protein
olan MCP-2'nin normal endometriyal epitelde varhgr daha o©nce yapilan
calismalarda gosterilmistir'. Sunulan calismada MCP-2 ekspresyonunun
literatirde belirtildigi gibi, kontrol grubunda yilizey epitelinde bazi alanlarda
negatif olmakla birlikte, cogu alanlarda zayif bir immunreaktivite gosterdigi tespit
edildi. Bununla beraber, stromada yer alan makrofajlarin bazilarinda da zayif
olarak MCP-2 ekspresyonu gézlendi (Sekil 5). Otopik endometriyumla kontrol
grubu karsilastinldiginda, ytzey ve bez epitelinde MCP-2 ekspresyonunun
otopik endometriyumda daha belirgin oldugu ancak stromal hucrelerdeki
boyanmanin kontrol grubuyla benzerlik gosterdigi belirlendi (Sekil 8). Ektopik
endometriyumda da ylzey epitelinde 6topik endometriyuma benzer sekilde
MCP-2 ekspresyonunun varhdr goruldi (Sekil 11). Diger taraftan TNF-a
ekspresyonu ile karsilastirildiginda, normal endometriyumda epitel ve bezlerde
isaretlenmenin birbirine yakin oldugu, otopik ve ektopik endometriyum
epitelinde MCP-2 varliginin, TNF-a immunreaktivitesine gore daha zayif oldugu
gosterildi. Bunun yaninda makrofaj infiltrasyonun belirgin oldugu ektopik
endometriyotik alanlarda MCP-2 ekspresyonunun oldukca belirgin oldugu da
dikkati cekti (Sekil 11). McManus ve arkadaslari® lezyon alanlarinda MCP-1 ve
MCP-2 varliginin oldukca yukseldigini, MCP-2 imminoreaktivitesinin kronik aktif
lezyonlarda ¢ok daha belirgin oldugunu, kemokinlerin enflamatuvar kaskatin
uyarilmasinda, spesifik hicre tiplerinin  kemotaksisi ve hedef hicre
populasyonunun aktivasyonu olmak tzere iki esas rolinin bulundugunu rapor
etmiglerdir. Calismamizda MCP-2 ekspresyonunun, ektopik ve Otopik
endometriyal hicrelerde birbirine  benzer olmasina ragmen, kontrol
endometriyumla Kkargilastirildiginda, daha yuksek reaktivitenin bulunmasi, bu
kemokinin endometriyosiz olusumu ve devamliliginda bir roli olabilecegini
dusundirmektedir.

Kemokinlerin endometriyum biyolojisindeki rolleri literatiirde genis olarak

7,8,10

incelenmig olmakla birlikte , endometriyozisin gelisimi ve endometriyotik

dokulardaki muhtemel rolleri hakkinda hentiz bir gérus birligi olusmamigtir.
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Bunun yaninda, MCP-2'nin normal endometriyumda immunohistokimyasal
olarak isaretlenmesi ve hicre tiplerine gore dagilim az sayidaki calismada
gosterilmis  olmasina  ragmen' endometriyotik  dokularda  yapilmis
immunohistokimyasal bir calismaya bugiine kadar literatirde rastlanmamistir.

Sunulan calismada ilk defa endometriyozise sahip hastalarda, 6topik ve
ektopik endometriyumda MCP-2 ekspresyonu ve hiicre tiplerine gore dagilimi
gosterilmigtir. Diger tarftan calismamizda MCP-2 seviyesinin belirgin oldugu
ektopik ve 6topik endometriyum kesitlerinde, TNF-a ekspresyonunun ve CD68+
makrofaj sayilarinin da yuksek olmasi, bu mediyatérlerin endometriyozis
gelisimi ve makrofajlarin bolgeye gecisi ve toplanmasinda, sinerjik bir iligki
icerisinde olabileceklerini dustindirmektedir. Nitekim Arici ve arkadaslari®,
MCP-1 ve MCP-2 Uretiminin in vitro kosullarda steroid hormonlar ile IL-1, TNF
ve IFN gibi cesitli sitokinlerin varliginda uyarilabildiklerini rapor etmislerdir.
Yapilan diger bir calismada da kemokinlerin etkisiyle peritoneal makrofajlarin bir
araya toplandiklarini, endometriyozisli hastalarda peritoneal kemokin
duizeylerinin belirgin olarak arttigi rapor edilmistir*®. Garcia-Velasco ve Arici*
da  kemokinlerin  I6kositlerin  enflamasyon  alanina  toplanmalarini
duzenlediklerini, ayrica makrofajlar icin kemoatraktan ve aktivator etkiye sahip
olduklarini rapor etmislerdir.

Kemokinlerin vicutta immin hicreler, endometriyal hlcreler, trofoblastlar
ve tumor hucreleri gibi pek ¢ok hicre arafindan sentez edildigi yaygin olarak
kabul edilmektedir'®*.  Calismamizda ¢©zellikle o&topik ve ektopik
endometriyumda epitel hicrelerinde MCP-2 ekspresyonunun belirgin olmasi
ayrica stromada yer alan makrofajlarda da MCP-2 isaretlenmesinin varligi,
endometriyozis gelisiminde, bu kemokinin de rol alabileceginin bir gdstergesi
olarak degerlendirildi. Sitokinler ve kemokinlerin otokrin, parakrin ve endokrin
etkileri ile endometriyozis gelisimi ve devamliliginda karsilikli olarak duzenleyici
gOrevilere sahip olabilecekleri ileri sdrtlebilir. Gercekten de calismamizda
onemli bir sitokin olan TNF-a ile kemokinlerin bir Uyesi olan MCP-2
ekspresyonlarinin, otopik ve endometriyotik dokulardaki varhdinin birbiri ile

ortismesi bu gorusi destekler niteliktedir.



Sonug¢ olarak, insanda normal endometriyum ve endometriyotik dokularin
ince yap! Ozellikleri ile TNF-a ve MCP-2'nin hicresel ekspresyonlarinin
arastinildigi bu calismada ultrastriiktirel olarak proliferatif evrede ytizey ve bez
epitelinde yalnizca mikrovilluslu ve silyali hicrelerin bulundugu, kontrol, 6topik
ve ektopik endometriyumda TNF-a ve MCP-2 immunreaktivitesinin epitel
hicrelerinde belirgin olarak artis gosterdigi, 6topik endometriyumda yilizey ve
bez epitelinde TNF-a ve MCP-2 ekspresyonunun kontrol grubuna gére belirgin
olarak arttigi, ayrica endometriyotik dokularda, makrofajlarin stromadaki
sayilarinin anlamli olarak yukseldigi gosterildi. Butin bu sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, TNF-a ve MCP-2'nin normal endometriyum biyolojisi
yaninda, endometriyozis gelisimi ve patogenezinde rol alabilecekleri sonucuna

varildi.
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6. SONUCLAR

insanda normal endometriyum ve endometriyotik dokularin ince yapi

ozellikleri

ile TNF-a ve MCP-2'nin hicresel ekspresyonlarinin immuino-

histokimyasal olarak arastirildigi bu ¢calisma sonucunda;

1-

TNF-a isaretlemesinin  kontrol grubunda, vyilzey epitel
hicrelerinde zayiftan orta dereceye kadar degisen diizeylerde
oldugu, bez epitel hiicrelerinde de yluzey epiteline oranla daha
zayif olmak Uzere TNF-a ekspresyonunun go6zlendigi, buna
karsin stromal hiicrelerde belirgin bir boyanmanin olmadig,

TNF-a imminreaktivitesinin 6topik ve ektopik endometriyumda

ylzey ve bez epitelinde belirgin olarak artisg gosterdigi,

Ektopik endometriyumun stromasinda ayni zamanda TNF-a ile

boyanan makrofajlarin bulundugu,

MCP-2 immiunreaktivitesinin kontrol endometriyumda oldukca

zayf olarak isaretlendigi,

Otopik ve ektopik endometriyum dokularinda MCP-2
ekspresyonunun belirgin olarak artisg gosterdigi,

Kontrol endometriyumda ylizey ve bez epitelinde TNF-a
immunreaktivitesinin MCP-2 isaretlenmesine goére daha yogun

oldugu

Otopik endometriyumda TNF-a ve MCP-2 immiinreaktivitesinin

benzer yogunlukta oldugu,

Ektopik endometriyumda ylzey epitelinde TNF-a
immunreaktivitesinin MCP-2 boyanmasina goére daha yogun

oldugu,

CD68+ Makrofajlarin  6topik  endometriyumda,  kontrol
endometriyum ile karsilastirildiginda, stromada daha yogun
olarak bulunduklari,
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10- CD68+ Makrofajlarin  ektopik endometriyum stromasinda,
kontrol ve oOtopik endometriyuma gore, cok daha belirgin
olduklart,

11- Orta proliferatif fazda kontrol, 6topik ve ektopik endometriyum
orneklerinde yiizey ve bez epitelinde mikrovilluslu ve silyali

olmak tzere iki tip hiicrenin varligi gosterildi.

Batin bu sonuclar birlikte degerlendirildiginde; 6topik endometriyumda
ylzey ve bez epitelinde TNF-a ve MCP-2 ekspresyonunun kontrol grubuna goére
belirgin olarak artmasi, ektopik endometriyumda TNF-a ve MCP-2
immunreaktivitesinin epitel hucrelerinde c¢ok daha belirgin olarak artig
gOstermesi, ayrica endometriyotik dokularda makrofajlarin  stromadaki
sayilarinin anlaml olarak yukselmesi, TNF-a ve MCP-2'nin normal
endometriyum biyolojisi yaninda, endometriyozis gelisimi ve patogenezinde rol
alabileceklerini digtundirmektedir.
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