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OZET

BEVASIZUMAB SICAN ENDOMETRIYOZiS MODELINDE APOPTOZiSI
INDUKLER

AMAGC: Anjiyogenetik bir hastalik olan endometriyozisde endometriyal dokunun ektopik
bolgelerde gelismesi ve hayatta kalabilmesi igin neovaskilerizasyona ihtiyag duyulur. Bu
nedenle anjiyogenez inhibitorleri bu hastaligin tedavisinde yeni bir umut olarak
gorilmektedir. Bevasizumab bazi insan timoérlerinde kullamilan, insan vaskiler endotelyal
blytme faktorint (VEGF) hedefleyen bir rekombine monoklonal antikordur. Bu ¢alismanin
amaci anti-VEGF antikoru olan Bevasizumabin sican endometriyozis modelinde endometriyal
implantlarda apoptotik gen ekspresyonu Uzerine etkisini arastirmaktir.

YONTEM: Calismaya 8 hafta yasinda, gebe olmayan, Wistar albino susu toplam 29 adet
sican dahil edilmistir. Her bir sicanda cerrahi endometriyozis modeli olusturulmustur. Ik
operasyondan 3 hafta sonra ikinci laparotomiler yapilip, endometriyotik odak boyutlar
Olcllup yuzey alanlari hesaplanmistir. Sicanlar ¢ gruba ayrilmistir: Grup | (kontrol grubu)
intraperitoneal tek doz %0.09 NaCl solusyonu (0.25 cc; n=10); Grup Il (calisma grubu)
intraperitoneal tek doz bevasizumab (2.5 mg/kg; n=10); Grup Il (pozitif kontrol grubu)
subkiitan tek doz leuprolid asetat (1 mg/kg; n=9) verilmistir. ikinci operasyondan 3 hafta
sonra siganlar sakrifiye edilip endometriyotik odaklarin boyutlar: tekrar 6lgllUp, adezyonlarin
siddeti, yayginlig: incelenip total adezyon skoru hesaplanmistir. Endometriyotik odaklar RNA
ekstraksiyonu, histopatolojik inceleme ve immunohistokimyasal inceleme i¢in cikarilmistir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile Bax, Cyc-c, Bcl-2 ve Bcl-xI mRNA gen ekspresyonu
seviyeleri belirlenmistir. Implantlarda epitelyal hiicre varligi CD10 imminohistokimyasal
boyama ve semikantitatif inceleme ile degerlendirilmistir.

BULGULAR: Bevasizumab grubu (%58.8) kontrol grubu (%6.2) ile karsilastirildiginda
implant yizey alanlarimi anlamli olarak kucultmustir (P<0.001), ancak leuprolid asetat ile
arasinda fark yoktur (%61.9) (P=0.62). Total adezyon skoru bevasizumab grubunda (1.4+0.9)
kontrol grubundan (2.9+0.9) anlaml: olarak az saptanmustir (P=0.003), bevasizumab grubu ile
leuprolid asetat grubu (2.2+1.3) arasinda anlamli bir fark yoktur (P=0.13). Semikantitatif
incelemede implantlarda endometriyal epitel hiicre varligr degerlendirilmis leuprolid asetat
grubunda (0.56x+1.0) kontrol grubundan (1.78+1.0) anlamli derecede diistk skor saptanmustir
(P=0.009) ancak bevasizumab grubu (1.4+1.4) ile kontrol grubu arasinda anlaml: fark yoktur

(P=0.45). Semikantitatif analizde leuprolid asetat ve bevasizumab gruplar1 arasinda anlaml1
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fark yoktur (P=0.17). Endometriyotik odak PCR calismasinda anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-xlI)
ve apoptotik (Bax, Cyc-c) gen ekspresyonlari calisilmistir. Bevasizumab Bax gen
ekspresyonunu kontrole gore 3.1 kat, Cyc-c ekspresyonunu kontrole gore 1.3 kat arttirirken,
Bcl-2 ekspresyonunu kontrole gore 0.4 kat, Bcl-xI ekspresyonunu kontrole gore 0.8 kat
azaltmistir (P<0.001). Benzer bir sekilde leuprolid asetat da Bax gen ekspresyonunu kontrole
gore 3.0 kat (P<0.001), Cyc-c ekspresyonunu kontrole 1.3 kat (P<0.001) arttirirken, Bcl-2
ekspresyonunu kontrole gore 0.4 kat (P<0.001), Bcl-xI ekspresyonunu kontrole gére 0.8 kat
azaltmistir (P=0.002).  Ancak leuprolid asetat ve bevasizumab gruplari arasinda gen
ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (P>0.05).

SONUGC: Bu bulgular 1siginda yeni  bir anjiyogenez inhibitori olan bevasizumab
endometriyotik odaklar1 geriletmede leuprolid asetatla benzer etkinlige sahiptir. Bu etkiyi
aciklamada olasi bir mekanizma apoptozis indiksiyonudur.

Anahtar Kelimeler: endometriyozis, apoptozis, bevasizumab, anjiyogenez



SUMMARY
BEVACIZUMAB INDUCES APOPTOSISIN THE RAT ENDOMETRIOSIS MODEL

INTRODUCTION: Endometriosis is accepted to be one of the angiogenetic diseases and
neovascularization is essential for the development and survival of the endometrial tissue at
the ectopic sites. Therefore, angiogenesis inhibitors are novel therapeutic agents promising a
new hope for this disease. Bevacizumab is a recombinant, monoclonal antibody targeting
human VEGF and it is used in various human tumors. The aim of this study was to investigate
the effects of anti-VEGF antibody Bevacizumab on endometrial explants and on apoptotic
gene expression levels in the rat endometriosis model.

MATERIAL & METHODS:. In this study surgical induction of endometriosis was
performed in 29, nonpregnant, 8 weeks old Wistar Albino rats. After 3 weeks, second
laparotomies were performed to measure dimensions of endometriotic foci and explant areas
were calculated. The animals were divided in three groups. Group | (control group), single
intraperitoneal injection of saline (0.25cc; n=10); Group Il (study group), single
intraperitoneal injection of bevacizumab (2.5 mg/kg; n=10); and Group Il (positive control
group), single subcutaneous injection of depot leuprolide acetate (1 mg/kg; n=9). Three weeks
later, the rats were sacrificed and the endometriotic explant dimensions were measured, the
severity and extent of the adhesions and total adhesion scores were calculated. Endometriotic
foci were removed for apopotic gene expresions, histopathologic and immunohistochemical
examination. The level of Bax, Cyc-c, Bcl-2 and Bcl-xI mRNA gen expressions were detected
by polymerase chain reaction PCR. The presence of epithelium in explants were examined by
the semiquantitative evaluation and CD10 immunohistochemistry.

RESULTS: Bevacizumab treatment statistically significantly decreased the endometriotic
implant size (58.8%) compared with control (6.2%) (P<0.001), and this effect was
comparable with the decrease in leuprolide acetate (61.9%) (P=0.62). Bevacizumab-treated
rats had lower total adhesion scores (1.4+0.9) when compared with control group (2.9+0.9)
(P=0.003), but bevacizumab-treated rats had similar scores with leuprolide group (2.2£1.3)
(P=0.13). Semiquantitative evaluation of the persistence of endometrial epithelial cells in the
explants showed a significantly lower score in leuprolide-treated rats (0.56+1.0) compared
with control rats (1.78+1.0) (P=0.009), but bevacizumab-treated rats (1.4+1.4) had similar
scores with control group (P=0.45). There was no statistically significant difference in
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semiquantitative evaluation between bevacizumab and leuprolide group (P=0.17). In PCR
study of endometriotic foci apoptotic genes (Bax, Cyc-c) and anti-apoptotic genes (Bcl-2,
Bcl-xI) were evaluated. Bevacizumab statistically significantly increased expression of Bax
gene 3.1 fold, Cyc-c gene 1.3 fold and decreased expression of Bcl-2 gene 0.4 fold, Bcl-xl
gene 0.8 fold compared with control group (P<0.001). Similarly, leuprolide acetate
statistically significantly increased expression of Bax gene 3.0 fold (P<0.001), Cyc-c gene 1.3
fold (P<0.001) and decreased expression of Bcl-2 gene 0.4 fold (P<0.001), Bcl-xI 0.8 fold
(P=0.002), compared with control group. The level of change in anti-apoptotic and apoptotic
gene expressions did not show statistically significant difference between bevacizumab and
leuprolide group (P>0.05).

CONCLUSIONS: This study suggests that a novel angiogenesis inhibitor, anti-VEGF
antibody bevacizumab is as effective as leuprolide acetate in the regression of the
endometriotic lesions. One possible mechanism of this effect is the induction of apoptosis.

Key Words. endometriosis, apoptosis, bevacizumab, angiogenesis



1. GIRIS VE AMAC

Endometriyozis, endometriyal glandiler ve stromal dokunun uterin kavite disinda
bulunmasiyla karakterize kronik bir hastaliktir. Dismenore, disparoni, pelvik agri ve infertilite
sk gorilen sikayetlerdir. Ureme cagindaki kadinlarin yaklasik %5-15'inde, infertilite
problemi olan kadinlarin ise yaklasik %20-40' da bulunmaktadir.(1-5). Endometriyozis en sik
olarak sirasiyla overlerde, 6n ve arka cul-de-sacta, uterosakral ligamanda, uterus ve broad

ligamanlarin arka ylzinde gorulmektedir (6-7).

Endometriyoziste kolay uygulanabilen bir tam testi mevcut degildir. Klinik olarak
sUphelenilen olgularda kanser antijen 125 (CA125) bakilmasi, ultrasonografi (USG) ve
abdominal manyetik rezonans goruntileme (MRG) gibi gorintileme yontemlerinden
faydalanmlmas: tanmy: destekler. Ancak vakalarin 6nemli bir kisminda tant stpheli cerrahi

lezyonlarin histolojik incelemesi ile konulabilir.

Normal fizyoloji icinde endometriyal hicreler anjiyogenez ve enflamasyonu
indiikleyen hormonal faktorlere yanit olarak prolifere olur. Endometriyoziste ise anjiyogenez
ve hicre proliferasyonu artarken apoptoziste azalma mevcuttur (8-14). Yeni damar
olusumunda ilk basamak anjiyogenetik faktorler tarafindan uyarilan matir kan damarlarindan
mural hicrelerin ayrilmasi ve ekstraseltler matriksin yikimi ile damarin destabilizasyonudur.
Ektopik endometriyumda PCR calismalar1 arthrus matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) ve
azalmis doku metalloproteinaz-3 inhibitord messenger RNA (mRNA) ekspresyonunu isaret
etmektedir (15). Bu durum endometriyozisli hastalarda endotelyal hiicrelerin migrasyonunu
ve yeni damar olusumunu agiklamada 6nemlidir. Anjiyogenez mekanizmasinda dnemli bir
mediyator olan VEGF endometriyozis patogenezinde de 6nemli bir yere sahiptir (16-18).
Endotel hicreleri Gzerinde mitojenik etkisi vardir ve vaskiler permeabiliteyi arttirir (19). Bu
etkileri endotel Uzerinde bulunan tirozin kinaz reseptérleri sayesinde saglar (20). VEGF nin
tek fonksiyonu artmis anjiyogenez degildir, endotel hicrelerinde ve over granulosa
hiicrelerinde azalmis apopitoza da neden olmaktadir (21-22). Y apilan sican modellerinde de
endometritik lezyonlarda artris VEGF, VEGF-2 reseptori ve MMP-9 ekspresyonlar: ve
artmis anjiyogenez mevcuttur (23).

Endometriyozis tedavisinde kullamlan geleneksel medikal ilaglar Sampson’un
retrograd menstriiasyon teorisine ve ektopik endometriyumun Otopik endometriyum gibi

tedaviye yanit verecegi esasina dayanir. Ostrojene bagimli bir hastalik olan endometriyoziste,
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tedavinin amaci siklik menstriasyonu ©nleyerek retrograd yayilimin, yeni implant
olusumunun ve olusmus implantlarin  gelisiminin  engellenmesidir. Tedavide siklikla
gonadotropin serbestlestirici hormon ( GnRH ) agonistleri ve steroidojenik ajanlar kullanlir.
Hipobstrojenik cevre olusumu geleneksel tedavinin  temellerini  olusturur.  Ancak
hipodstrojenik ¢evrenin olumsuz yan etkilerinden korunmak igin yeni tedavi modalitelerine
ihtiyag duyulmaktadir.

Bevasizumab VEGF ye baglanan ve onun biyolojik aktivitesini yok eden rekombinant
humanize 1gG1 antikorudur. Dokuda etkinligini anjiyogenezi inhibe ederek gosterir. Meme,
akciger ve kolorektal kanserlerde kemoterapi protokollerine eklenmesi kemoterapi etkinligini
arttrmistir. Bu bilgiler 1s1g1inda bevasizumab endometriyozis de etkin bir tedavi modalitesi
olabilecegi fikri olusmustur. Leuprolid asetat ise endometriyozis tedavisinde etkisini hem
hipoogtrojenik cevre olusturarak hem de dokuda apoptozisi arttirarak gosteren bir GnRH
analogudur. Bu calismada bevasizumabin deneysel endometriyozis modelinde etkinligi klinik
olarak kabul gérmis bir tedavi sekli olan leuprolid asetat ile karsilastirilarak arastirilmasi
amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1. ENDOMETRIYOZIiS

Endometriyozis, endometriyal glandiler ve stromal dokunun uterin kavite diginda
bulunmasiyla karakterize kronik jinekolojik bir hastaliktir. ilk olarak 1927 yilinda Sampson
tarafindan tammlanmustir (24). Dismenore, disparoni, pelvik agri ve subfertilite sik gorilen
sikayetlerdir. Ureme cagindaki kadinlarin yaklasik %5-15'unda, infertilite problemi olan
kadinlarin ise yaklasik %20-40’ da bulunmaktadir (1-5). Olgularin % 2-4' (inde postmenopozal
dénemde gozlenir (25).

Nullipar, kisa ve yogun menstriiel sikluslar: olan kadinlar endometriyozis agisindan
risk altindadirlar (3,26-27). Neredeyse tim kadinlarda peritoneal kaviteye menstrual debrisler
taginmasina ragmen hastaligin %5-15 kadinda gorilmesi patogenezde genetik ve imminolojik
yatkinliga isaret etmektedir. Endometriyozis beyaz irkta siyah iwrka gore daha sik
gorulmektedir, en sik olarak ise Asyalilarda goruldugu tespit edilmistir (28).

Hastaligin seyrinde progresyon ve rekirrensler siktir. Bu nedenle Kklinik yonetimi
zordur. Tam ve evreleme cerrahi olarak yapilir. Hastalik en sik olarak pelvik bdlgede
gorulmektedir. Evre gogu zaman semptomlarin siddeti ile ilgili degil, cerrahide gorilen
hastalik miktariyla iliskilidir. Evreleme Amerikan reproduiktif tip cemiyetine gbre gdzden
gegirilmis endometriyozis siniflamasina gore yapilir. Evre 1 minimal hastaligi tammlar iken,
Evre 4 de siddetli hastalik mevcuttur (29).

Endometriyozis gunlik aktiviteleri etkileyerek kisinin yasam kalitesini bozan bir
hastalik olmakla beraber, disparoniye ve infertiliteye neden oldugunda sadece kadimn degil
ciftin problemi olarak gorilmelidir.

2.1.1. PATOGENEZ

Hastalik klinige peritoneal endometriyozis, overyan endometriyozis veya derin invazif
endometriyozis olarak yansiyabilir (30). Endometriyozis en sik olarak pelvik bdlgede
gorilmekle beraber nadir olarak vicudun diger bdlgelerinde endometriyal adaciklar halinde
gorilebilir. Sirastyla en sik olarak overlerde, 6n ve arka cul-de-sacta, uterosakral ligamanda,
uterus ve broad ligamanlarin arka yuzinde gorilmektedir (6-7). Lezyonlarin farkli yerlesim
yerlerine sahip olmasi olusumlarinda da farkli mekanizmalarin  yer alabilecegini

7



disundirmistir: mezotelyal metaplazi (ovaryen endometriyoma), rektovaginal septumda
mullerian kalintilardan gelisme (derin invazif lezyonlar) ve retrograd menstriiasyon
(peritoneal implantlar). Sampson'nun retrograd menstriasyon teorisi endometriyozis
patogenezinde birincil mekanizma olarak kabul edilmektedir. Sekil 1 menstriiasyon sirasinda
transtubal regurgitasyona ugrayan endometriyal hticrelerin pelvik yapilara implantasyonunu
gostermektedir. Mens doneminde yapilan laparoskopilerde patent fallopian tipleri olan
kadinlarin yaklasik %75-90"inda peritoneal sivida kan tespit edilmektedir (31-33). Mens
sirasinda peritoneal sividan elde edilen canli endometriyal hiicreler peritonun mezotelyal
ylzeyine implante olabilmektedir (34-35). Aym zamanda menstriel akimi bozan obstriktif
milleriyan anomalisi olan kadinlarda endometriyozis daha yaygin gorilmektedir (36). TUm
bu teoriyi destekleyen bulgulara ragmen bu teori atipik yerlesimli endometriyozis olgularin
aciklamada yetersiz kalmaktadr.

ENDOMETRIYOZIS

Sekil 1. Retrograd Menstriiasyon Teorisi (37)

1: Falllop tlplerinden retrograd menstriiasyon 2: Abdomene ulasma 3:Peritoneal yuzeye
yapisma 4: Invazyon 5: Y eni damar olusumu

Atipik yerlesimli endometriyozis olgularinda endometriyal hiicrelerin vaskiler veya
lenfatik yolla yayilim gosterebildigine dair kanitlar saptanmistir (38-41). Cerrahi skarlarda
izlenen endometriyozisin endometriyal dokularin direkt transplantasyonuyla olustugu
disundlmektedir (42-43). Ekdrapelvik endometriyozis, hemen hemen vicudun tim
organlarinda olusabilir (39). Uretra, bagirsak, akcigerler, plevral kavite, deri, lenf bezleri,
sinirler ve beyin endometriyozisin tespit edildigi organlardir (44).



Solomik metaplazi teorisine gore endometriyozis solomik epitelden kaynaklanan
mezotelyal hiicrelerin spontan metaplazisi sonucunda olusur. indiksiyon teorisi ise sdlomik
metaplazi teorisinin daha genisletilmis formudur. Burada metaplazi spontan gelismez
bilinmeyen bir biyokimyasal faktor, enfeksiyon, hormonal veya diger tetikleyici faktorler
buna neden olur. Atipik yerlesimli endometriyozis ve menstriid sikluslar: seyrek olan veya

hi¢ adet gbrmeyen premenarsal kizlarda gorilen endometriyozis bu teoriyle agiklanabilir.

Cerrahi olarak tammmlanmasimin  ardindan yillar gegmesine ragmen hastaligin
histopatogenezi heniiz tam olarak ortaya konulamamistir. Endometriyozisli kadinlarin genetik
ve immin fonksiyonlar: Uzerine yapilacak calismalar ve buna ektopik lezyonlardaki
molekuler degisikliklerin incelenmesinin eklenmesi hastaligin histopatogenezine yeni bakis
acilar saglayabilecektir. Hastaligin patogenezini anlamaya yonelik atilacak her adim yeni
tedavi yontemlerinin gelistirilmesini saglayacaktir.

2.1.2. GENETIK

Nerdeyse tim kadinlarda peritoneal kaviteye menstriel debrisler tasinir (45) ve bir¢ok
calismada peritoneal kavitede canli endometriyal hicreler gorilmusttr (46-50). Ancak her
kadinda endometriyozisin gelismemesini Vinatier ve arkadaslar iki teori ile agiklamustir (51).
Birinci teoriye gore problem endometriyal dokudadir ve normal peritoneal temizlenmeye
direng gosterir. kinci teoriye gore ise problem hiicresel ve hiimoral immiuinitededir. Genetik
olarak endometriyozise predispoze endometriyal dokunun refllisiintin peritoneal kavitede

proinflamatuar yanitlar1 bozarak hastaligi olusturuyor olmasi da mamkanddr.

Endometriyozisli hastalarin birinci derece akrabalarinda, hastalik riskinin yedi kat
fazla oldugu gogerilmistir (52-54). Hastaigin insanlarda ve insan dis1 primatlarda bazi
ailelerde gorulme siklig1 artmustir. Monozigotik ve dizigotik ikizlerde siklikla saptanir ve ikiz
olmayan kiz kardeslerde hastaligin baslangic yasinin benzer oldugu tespit edilmistir. Bu
nedenle hastaligin gelisiminde belirgin bir Mendelyen kalitim paterni belirlenememis,
multifaktoryel kalitim kabul edilmistir (53). Endometriyozis gelisimine yol acabilecek
genlerin  dokilen endometriyal hicrelerin  peritoneal ylzeylere invaze olmasin,
proliferasyonunu ve neovaskiilarizasyonunu saglarken inflamatuar yaniti da kontrol ettigi ileri

surdlmastar.



Endometriyozisli hastalarin 6topik endometriyal hiicrelerinin ge¢ sekretuar faz ve
mens fazinda hiicre yikimi ve hiicre siklusunu kontrol eden programli hicre 6lumine
(apoptozis) direncli oldugu saptanmistir (9,12). Bu diren¢ peritoneal kaviteye ulasan
endometriyal huicrelerin sag kalimim agiklayabilir.

Benzer sekilde 6topik endometriyumda hiicre adezyon molekilli ekspresyonlarinda da
anormallikler gordlmustdr (55). Matriks metalloproteinazlari (MMP) ekstraseltler matriksi
yikan enzimlerdir (56-60). Normal endometriyumda ekspresyonlart overyan hormonlara
baglidir (58). MMP-1, MMP-3 ve MMP-7 seviyelerinin proliferatif fazda arttigi, sekretuar
fazda ise azaldig1 saptanmustir (61). Ayni zamanda bu enzimler tuméral hastaliklarla (61) ve
endometriyozisle iliskilendirilmistir (56-59,63). MMP aktivitesi progesteronun kontroli
atindadir. Ancak endometriyozisli hastalarda ekspresyonlar1 progesteron supresyonuna
direnclidir (56). Endometriyozisli hastalarin 6topik endometriyumunda artrus MMP-2 ve
azalmis doku MMP inhibitéri seviyeleri saptanmistir (64). Baska bir calismada ise 6topik
endometriyal dokuda kontrol grubuna gore artrms VEGF, MMP-1, MMP-9, Angiopoietin 1-2
seviyeleri saptanmustir (65). Bu bulgular sorunun kaynaginda menstriiel refliniin de 6ncesinde
implantasyon yetenegi olan anjiyogeneze yatkin endometriyal hicrelerin - oldugunu
distnddrebilir.

Endometriyozis  ostrojen  bagimli  bir  hastaliktr.  Ostrojen  Uretimi  ve
metabolizmasindaki molekiller degisimler endometriyozisin gelisimine katki saglar. Ostrojen
lokal siklooksijenaz tip 2 (COX-2) enzimini aktivite ederek prostaglandin E2 (PGE2)'nin
artmasina yol acar. Prostaglandin E2 ise androjenlerin dstrojene donistmuint gerceklestiren
aromataz enzimi icin 6nemli bir uyaricidir (66). 17 beta hidroksisteroid dehidrogenaz enzimi
sayesinde ¢stron ve Gstradiol birbirine gevrilebilmektedir. Enzimin 2 ayr: tipi vardir. Tip 1 17
beta hidroksisteroid dehidrogenaz enzimi Gstronu Ostradiole cevirirken, tip 2 tam tersi
resksiyonu katelize eder. Endometriyozisli hastalarda tip 1 17 beta hidroksisteroid
dehidrogenaz enzim aktivitesinin normal oldugu, ancak Ostradioll dstrona geviren tip 2 17
beta hidroksisteroid dehidrogenaz enzim aktivitesinin anormal derecede azaldig: izlenmistir.
Bu durumun da tip 2 17 beta hidroksisteroid dehidrogenaz enzim aktivitesini arttiran
progesteron B tipi reseptorlerinin endometriyotik dokularda bulunmamasiyla iliskili oldugu
gogerilmistir (67).
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2.1.3. iMMUNOLOJi

Vinatier ve arkadaslarimin ikinci teorisine gore problem hicresel ve himoral
immunitededir. Kadinlarda peritoneal kaviteden endometriyal hucrelerin temizlenmesinin
mekanizmast tam olarak anlasilamamustir, ancak bu mekanizmada natura killer (NK)
hiicrelerin rol aldigi dustnilmektedir (68). NK hicreler tumor hicrelerini, virisle enfekte
konak hicrelerini  ve transplante edilen yabanci hicreleri  tamyip, yok ederler.
Endometriyozisli kadinlarda otolog ve heterolog endometriyal hicrelere karsi azalms
peritoneal ve periferal NK hiicre aktivitesi ve sitotoksite gbzlenmistir (69-70). Azalmis
peritoneal NK hiicre sitotoksisitesi hastaligin evresi ile iligkilendirilmistir (71). Benzer sekilde
endometriyozisli hastalarda periton sivisinda (69) ve serumda (72) fertil kontrol grup ile
karsilastirildiginda NK hiicre aktivitesi daha fazla baskilanmis bulunmustur. NK hiicrelerde
sitotoksisitede azalma oldugu yoninde goris birligi olsa da bu hicrelerin sayilart ve
bulunduklar: blgede populasyon icindeki yizdeleri konusunda celiskili sonuclar vardir (73).

Endometriyozisli hastalarda periferal kan lenfositlerinin endometriyal antijen ve
hiicrelerle karsilastiginda disuk proliferasyon gosterdigi  (74-75) ve daha az yikim yaptigi
gogerilmistir (75). T hicrelerin endometriyozis patofizyolojisine etkisi konusunda geligkili
sonuglar vardir (76).

Periferal (77) ve peritoneal (31,78-80) makrofajlarin endometriyozisli hastalarda
aktive oldugu gozlenmistir. Periferal makrofa) (77) sayillarimn artmadigi ancak peritoneal
makrofa] (31,78-81) sayilarinin ve konsantrasyonlarimin arttigi saptanmustir. Bu artnus
aktivite sonucu salinan biyltme faktorleri ve sitokinler endometriyotik lezyonlarin olusumu
ve progresyonuyla iliskilendirilmeye calisil mistir.

Hucresel immunite ve endometriyozis arasinda kurulan iliski hiimoral immuniteyle
endometriyozis arasinda kurulamamistir. B hiicre aktivitesi ve otoantikor varligi konusunda
calismalarda celiskili sonuglar vardir (73).

Immin tammadan kagma mekanizmasi, imminosit-endometriyal  implant
etkilesmesini engelleyen protein sekresyonu ile gergeklesir. Bu faktorlerden birisi soluble
adezyon molekult olan interseliler adezyon molekili-1 (ICAM-1) dir. ICAM-1 bir grup
immin hiicrede sentezlenen hiicre ylzey integrin ligandi olan bir koreseptordir (68).
Endometriyotik stromal hiicreler 6topik endometriyal hiicrelerle karsilastirildiginda daha fazla
solubl ICAM-1 salgilandigi  gosterilmistir.  Ayrica endometriyotik doku  kdltdrleri
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endometriyal stromal hicre kiltUrleri ile karsilastirildiginda ICAM-1 mRNA ve protein
sentezinin fazla oldugu gosterilmistir (76).

Diger bir hipotez ise Fas antijeni (Fas) -Fas ligand (Fas L) ekspresyon sistemidir. Fas
L eksprese eden hiicreler Fas bulunduran immiin hiicreler ile baglandiktan sonra Fas reseptort
olan immun hicrelerin apoptozise ugramasina neden olur. Makrofajlardan salinan biiyiime
faktorlerine yonelik yapilan bir calismada platelet derive biyame faktor (PDGF) ve
transforming blyume faktor- B1'in (TGF-B1) Fas L ekspresyonunu arttirchigr ancak bazik
fibroblast biyume faktorin (bFGF) ekspresyonu etkilemedigi saptanmstir. Bu sekilde immiin
hicreler Fas L tastyan endometriyal epitel hiicreleri ile baglandiktan sonra apoptozise ugrar
ve endometriyal epitelyal hiicreler immin yanittan korunur (82).

2.1.4. EPIDEMiYOLOQJi VE RiSK FAKTORLERI

Toplumda gercek prevalanst tam olarak bilinmemekle birlikte Ureme cagindaki
kadinlarin yaklasik %5-15"de tespit edilmistir. Kronik pelvik agrisi olan kadinlarda %5-20
oraminda, infertilite sorunu yasayan kadinlarin %20-40'da endometriyozis saptanmaktadir
(2-7). Asemptomatik kadinlarda prevalans: yaklasik %4’ dir (83-84). Olgularin % 2-4'Gnde
postmenopozal donemde gozlenir (25).

Menars Oncesi ve menopoz doneminde gorilme sikligi azalirken, hastalik Ureme
caginda pik yapmaktadir. Hastalik siklikla sosyoekonomik seviyesi yiksek olan beyaz rkta
gorulmektedir. Nulliparlarda daha sik goriilse de sekonder infertilite nedeni de olabilmektedir.
Aile 6ykusi olanlarin risk altinda oldugu saptanmustir. Epidemiyolojik calismalarda alkol ve
kafein kullammimn riski  arttirdigi, sigaramin ise antiostrojenik  6zelliginden dolay:
endometriyozis olusumunu engelledigi tespit edilmistir (3).

2.1.5. TANI

Endometriyozis tanmisi histolojik olarak ektopik endometriyal bezlerin ve stromanin
varligi ile konur. Ancak yapilan tim calismalara ragmen yiksek sensitivite ve spesifisiteye
sahip bir aternatif noninvazif test bulunamamistir. Cerrahi halen altin standart yontemdir.
Oykii ve fizik muayene diger kronik pelvik agri nedenlerinin ayirici tamisini yapmada faydal
olmaktadir. Transvgjinal USG tipik endometriyoma vakalarim saptamada ¢ogu zaman
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yeterlidir. CA-125 6l¢ciimi ve abdominopelvik MRG endometriyomalarin tamsinda siklikla
kullanmlmaktadir.

2.1.5.1. KLIiNIiK TANI

Kronik pelvik agri, endometriyoziste en sik karsilasilan semptomdur. Dismenore,
disparoni, intermenstriiel agri, sirt agrisi, defekasyon esnasinda agri1 diger semptomlardir
(85-86). Endometriyoziste agr1 genellikle mens 6ncesi baslar, mens sliresince devam eder ve
bazen de mensin bitiminin ardindan da sirer. Agrinin siddeti ile hastaligin siddeti arasinda bir
iliski saptanamamustir (87-89). Endometriyozisli hastalarda agriya neden olan olasi
mekanizma, lokal peritoneal enflamasyon, doku hasari ile birlikte olan derin infiltrasyon,
adezyon formasyonu, fibrotik kalinlasma ve endometriyotik implantlarda menstriiel kanin
birikimidir (90-91). Ayrica endometriyozis bozulmus adneksiyal anatomi, oosit ve embriyo
gelisimindeki bozukluklar ve azalmis endometriyal reseptivite nedeniyle infertiliteye neden
olahilir.

Fizik muayenede eksternal genitalya tipik olarak normaldir. Spekulum muayenesinde
mavi renkli implantlar ve dokunuldugunda kanayabilen kirmizi proliferatif lezyonlar
gbzlenebilir. Bimanuel muayenede arka vajinal fornikste sert nodiillerin palpe edilmesi,
uterin hareketlerde hassasiyet olmasi, endometriyomalardan kaynaklanan sert adneksiyal
kitlelerin bulunmasi endometriyozisi distndirmektedir (92). Ancak siddetli olarak tanidan
sUphe edildiginde normal fizik muayene bulgular tanmy: ekarte ettirmez.

2.1.5.2. CA-125

CA-125 colemik epitelyum derivatifleri tarafindan eksprese edilen hiicre yuzey
antijenidir. Siklikla epitelyal over kanserinde tam veya monitorizasyon amacl: kullanilir. ileri
evre endometriyozisi olan olgularda seviyeleri artmistir (93-95). Tam koymada duyarliligi
dusuktar. Erken gebelik haftalarinda, normal menstriiasyon doneminde, leyomyomu veya
pelvik inflamatuar hastaligi olan kadinlarda seviyeleri yikselebilmektedir (96).

CA-125’in Ozgulluginin, cogu calismada %80'in Uzerinde oldugu bildirilmistir.
Ancak dusuk duyarlihik dizeyi (%20-50), bu testin endometriyozis tarmsi icgin klinik
kullamminda sinirlamalara sebep olmugstur. Seri CA-125 kontrolleri, tedavi sonrasi

endometriyozisin yeniden ortaya ¢ikisim tahmin etmede kullanilabilir (97).
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2.1.5.3. GORUNTULEME YONTEMLERI

Endometriyozisin gortnttlemesinde transvajinal USG, transrektal USG ve MRG gibi
cesitli goruntileme yontemleri denenmistir. Goruntilemede ilk basvurulmasi gereken yontem
transvajinal USG'dir. Transvajinal USG ve pelvik MRG endometriyomalarin tamisinda ve
diger over kistlerinden ayrimimin yapilmasinda faydali yontemlerdir. Pelvik MR diger
goruntileme yontemlerinden farkli olarak pelvik adezyonlari veya ylzeyel peritoneal
endometriyozis odaklarimin tanmisinda transvajinal USG’ye Ustindir. Ancak cerrahide
saptanan adezyonlarin %30-40" 1 saptar.

2.1.5.4. TERAPOTIK DENEMELER

Gonadotropin salgilayici hormon agonistlerinin (GnRHa) tami koyma amagli ampirik
uygulamast bir ¢calismaya gore semptomlarda azalma saglayarak cerrahi 6ncesi % 82 hastaya
tan konulmasim saglamistir (98). Ancak ampirik tedaviye yanit guivenilir degildir (99).

2.1.5.5. CERRAHI TANI

Endometriyozis tamsinda altin standart yontem laparoskopik olarak ektopik
endometriyal lezyonlarin goruntilenmesi ve bu lezyonlarin  histopatolojik olarak
incelenmesidir. Lezyonlarin c¢esitliligi nedeniyle cerrahi sirasinda dikkatli bir inspeksiyon
gerekmektedir. Laparoskopide klasik peritoneal implantlar fibrozisin ¢evreledigi mavi-siyah
“barut yamgi” lezyonlardir. Ancak lezyonlar atipik beyaz ve opak, kirmizi ve alev seklinde
veya vezikiler sekilde izlenebilir. Pigmente lezyonlar metabolik olarak aktif, ileri evre bir
hastalig1 gostermektedir. Endometriyomalarin igerigi yogun kahverengi cikolata kivamlidir.
Laparoskopide iceriginin aspire edilmesiyle diger over kistlerinden ayirt edilebilirler.
Gordlebilir bir hastalik mevcut degilse tammdan stphe edildiginde overyan aspirasyon ve
puncture denenebilir. Asemptomatik infertil hastalardan alinan peritoneal biopsilerde
cerrahide her hangi bir odak saptanamasa da endometriyozis tamst mikroskopik olarak

konulabilmektedir ancak bu durum gok nadirdir (47, 100).
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2.1.5.6. KLASIFIK ASYON SISTEMi

Endometriyozis icin gecerli evreleme sistemi 1996 yilinda kabul edilen Amerikan
reproduktif tip cemiyetine gore gozden gegirilmis endometriyozis siniflamasidir (Tablo 1).
Implantlarin goértnimu, boyutu, peritoneal ve overyan implantlarin derinligi, adneksiyal
adezyonlarin varhigi, yayginligi ve tipi ile cul-de sac obliterasyonuna gére puanlama
yapiimaktadir (101). Bu sistem endometriyozisin siddetini yansitir, fakat agri veya infertiliteyi
Ongormede kullamilamaz. Subjektif bir yontem oldugu igin gdzlemcilerden kaynaklanan
farkliliklar s6z konusu olabilir.

Hastaligin siddeti bulgularin puanlamast sonucu elde edilen toplam skora gore verilir.
Bu sisteme gére endometriyozis minimal, hafif, orta ve siddetli olmak Uzere dort evreye
ayrilir. Endometriyomanin ¢api1 3 cm'nin tzerinde ise hastalik Evre 111 veya Gizerindedir. Cul-
de sac'in tam obliterasyonu hastaligin Evre IV oldugunu gosterir.
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Tablo 1. Amerikan Reproduktif Tip Cemiyeti’ ne Gore Gozden Gegirilmis Endometriyozis

Siniflandirilmast

Endometriyozis <lcm 1-3cm >3 cm
Periton Y Uizeyel 1 2 4
Derin 2 4 6
R Y Uizeyel 1 2 4
Over R Derin 4 16 20
L Y tizeyel 1 2 4
L Derin 4 16 20
Posteripr Cul-de- Kismi Tam
sac obliterasyonu 4 0
Adezyonlar <1/3 Tikanklik 1/3-2/3 >2/3 Tikanklik
Tikaniklik
Over Rince 1 2 4
R Yogun 4 8 16
L ince 1 2 4
L Yogun 4 8 16
Tuba Rince 1 2 4
R Yogun 4 8 16
L Ince 1 2 4
L Yogun 4 8 16

Evrel (minimal): 1-5
Evrell (hafif): 6-15
Evrelll (orta): 16-40

Evre IV (ciddi): >40
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2.1.6. TEDAVI

Endometriyozis tedavisinde hedef semptoma yonelik agrimin giderilmesi, fertilitenin
saglanmasi, korunmasi ve endometriyotik odaklardaki tekrarlama ya da ilerlemenin
geciktirilmesi veya Onlenmesidir (102). Bu hedeflere ulasmak igin patogenezde en ¢ok
sorumlu tutulan retrograd menstriiasyon teorisine yonelik tedavi stratejileri gelistirilmistir.
Boylelikle siklik menstriiasyon azaltilmis veya elimine edilmis ve yeni implant olusumu ve
var olan implantlarin aktivitesi engellenmistir. Tedavi alternatifleri; bekleme tedavisi, medikal
tedavi, cerrahi tedavi veya bu segeneklerin beraber uygulanmasidir.

2.1.6.1. BEKLEME TEDAVIiSI

Evre | ve Il endometriyozis hastalarinda bekleme ile %55-75 arasinda konsepsiyon
elde edildigi icin bekleme tedavisi uygun bir secenektir. Siddetli hastaligi mevcut olan
hastalar bu yontemden fayda gormeyecektir (103).

2.1.6.2. MEDIK AL TEDAVi

Endometriyozis 0Ostrojene bagimli bir hastaliktir. Tedavide kronik anovulasyon,
yalanci gebelik (oral kontraseptifler ve progestinler) veya yalanci menopoz (Gonadotropin
salgilayici hormon analoglari)) ortamlar1 saglanarak endometriyozisin - semptomlarinin
azaltilmasi hedeflenmektedir (85). Tum medikal tedavi segenekleri septomlarin azaltilmasi
acisindan benzer etkinlige sahiptir (102). Ancak tedavi edici etkiden cok fazla soz edilemez.
Ozellikle infertilite sikayeti olan hastalarda geleneksel medikal tedavilerin faydasi
saptanamamustir (104). Sekil 2'de endometriyoziste medikal tedavi modaliteleri ve etki

mekanizmalar1 6zetlenmistir.

17



tdrenal bez Endometrivotile
Jmplant
Aromataz
/ inhibitoileri
LHFO aks O'JEI’ Penferal
b Sistemile dok_u
Sstrojen
konsantrsyonu
GnRH analoglan
Proliferasyon T K
Progestinler
E.-ER
M i Proliferasyon
Selektif Progesteron '/ Soleltif E)stl‘ujen
Reseptor Mo diilatorleri Reseptir Modiilatoleri

Sekil 2. Endometriyoziste Medikal Tedavi Modaliteleri ve Etki Mekanizmalar1 (102)

Danazol midsiklus luteinize edici hormon (LH) pikini inhibe edip kronik
anovulasyonu saglayan 17-alfa etinil testosteronun bir isoksazol turevidir. Seks hormon
baglayici globuline baglanarak serbest testosteron seviyelerini arttirir. Overlerde LH dalgast
ve steriodogenezi baskilar, hipodstrojenik cevre olusturur. Onerilen doz oral yolla giinlik
600-800 mg'dir. Birgok caligmada etkinlikleri gogsterilse de (102) androjenik yan etkileri
nedeniyle artik tercih edilen bir tedavi modalitesi degildir. Tedavi sirasinda karsilasilan yan
etkiler kilo alma, siv1 retansiyonu, yorgunluk, akne, yagli cilt, hirsutizm, atrofik vajinit, sicak
basmalar1, kas kramplari, duygusal labilite ve lipid profilinde degisimlerdir.

Medroksiprogesteron asetat (MPA) ve 19-nortestosteron tirevieri endometriyal
dokuda desidualizasyona yol acarak endometriyal atrofi olusturmaktadir. Y Uksek dozlarda
ovulatuar fonksiyonu bozabilir. Medroksiprogesteron asetatin oral alimda giinlik dozu 20-100
mg, 3 aylik intramuskiler dozu 150 mg’dir. Norethindrone asetat 15-20mg/giin, megesterol
asetat 40 mg/gun olarak Onerilmektedir. Kirilma kanamalari, kilo alma, sivi retansiyonu,
memede hassasiyet ve depresyon Kkarsilasilabilecek yan etkilerdir. Endometriyal bezlerde
atrofi, stromada yaygin desidualizasyon ve apoptotik aktivitede artis sagladigi igin
levonorgestrel (LNG) saliiml: rahim ici arag (RIA) adenomyozis, dismenore, menoraji,
kronik pelvik agri ve semptomatik endometriyozis tedavisinde kullamimaktadir (105).
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Gestrinon  antiprogestinik, antiostrojenik ve androjenik etkilere sahip 19-nortestosteron
tUrevidir. Iki ¢ ginde bir 2.5-10 mg olarak kullanilir. Yan etkileri danazolle iliskili yan
etkilere benzemektedir.

DMPA-SC 104 depo medroksiprogesteron asetat’in (DMPA) 104 mg/0.65 ml
subkitan uygulanabilen 6zel bir formudur. Her ¢ ayda bir uygulanir. DMPA-SC 104’0
leuprolid asetat ile kiyaslayan iki uluslararasi randomize calismada tedavi sonrast 12 ay
takipte benzer etkinlik saptanmustir (106-107). Ancak tedavi sonrasi 6. ayda DMPA-SC 104
ve leuprolid asetat kullanan hastalarin kemik mineral dansiteleri karsilastirildiginda DMPA—
SC 104 kullanan hastalarin daha iyi skorlara sahip oldugu saptanmustir. Ancak DMPA-SC
104 tedavisi daha fazla kanama ve lekelenme ile iligkili bulunmustur (106).

Kombine oral kontraseptifler (KOK) daha az metabolik etkiye sahip olmalari
nedeniyle iyi tolere edilirler. Bu nedenle endometriyozis hastalarinda en sik kullanilan
medikal tedavi modalitesidir. Siklik veya devamli kullamlabilirler. Endometriyal atrofi ve
desidualizasyon yaparak yalanci gebelik ortam olustururlar. 6-12 aylik tedavide hastalarin
%75-90'minda  agr1 palyasyonu saglanmaktadir (108-109). Postoperatif kullanimlarinin
rekirensi azaltmada her hangi bir etkinligi bulunamamistir (110). Goserelin ile distk doz
KOK tedavisini disparoni ve pelvik agri palyayonu agisindan kiyaslayan bir ¢alismada GnRH
analoglar1 disparoni tedavisinde daha etkiliyken pelvik agrida iki grubun bezer etkinlige sahip
olduklar1 bulunmustur (111). Yan etki profili anormal kanamalar, kilo alma, siv1 retansiyonu,
bulant: ve trombozu icermektedir. Progestajen ajanlar ve oral kontraseptif kullamminda
olusabilecek ara kanamalarin Ustesinden kisa donem dstrojen kullanimiyla gelinebilir.

GnRHa pituiter bezde yerlesmis gonadotroplar Uzerindeki gonadotropin salgilayici
hormon reseptérlerine (GnRHr) baglanan GnRH’ min modifiye formlaridir. Doga GnRH’ya
oranla reseptorlere daha uzun baglanabilirler ve hipofiz bezini devamli uyariya maruz
birakirlar.  ilk basta sagladiklarr saman alevi etki (flare etki) sonrasi  reseptor
konsantrasyonlarinda azalmaya yol agarlar. GnRH'min pulsatile salimminin bozulmasi ile
sirkile olan foliktl stimile edici hormon (FSH) ve LH seviyeleri dusmekte, medikal
ooferektomi ya da gecici menopoz ortam olusturulmaktadir. Nafarelin, buserelin, histrelin,
goserelin, triptorelin ve leuprolid asetat tedavide kullanilmis GnRH analoglaridir. GnRHa
intranazal, intramuskiler veya subkitandz kullanilabilir. Bir veya ti¢ ayda bir uygulanan depo
formlar1 disinda gunlik kullamlabilen formlar: vardir. GnRH analoglar: ile tedavi sonrasi
rekurens 2.y1l %28 iken, 5.y1l %53’ e ulasmaktadir (112). Baglica yan etkileri vajinal kanama,
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sicak basmalari, vajinal kuruluk, azalmis libido, meme hassasiyeti, uykusuzluk, osteoporoz ve
depresyondur. Ozellikle kemik mineral yapisina yonelik olumsuz etkileri azaltmak adina
kombine Ostrojen-progestin, disik doz 6strojen, tibolon, bifosfonat veya selektif 6strojen
reseptor modulatoric (SERM) gibi geri ekleme tedavileri uygulanmaktadir. GnRHa nin
danazol ve yiksek doz progestin tedavilerinde gorilen serum lipid profili ve lipoprotein
konsantrasyonu tzerine olumsuz etkileri yoktur.

Mifepriston (RU-486), SERM, selektif progesteron reseptor modilatorleri (SPRM),
GnRH antagonistleri, aromataz inhibitorleri, TNF-alfa inhibitorleri, MMP inhibitorleri,
anjiyogenez inhibitérleri ve pentoksifilin gibi fosfodiesteraz inhibitorleri endometriyozis
tedavisinde hala arastirilan tedavi segenekleridir.

2.1.6.3. CERRAHI TEDAVIi

Endometriyozisin cerrahi tedavisinde amag gorulebilir tim lezyonlar1 olabildigince
eksize etmek ve normal anatomik yapiy1 saglamaktir. Fertilite Uzerine etkisi bulunmayan
medikal tedavinin aksine cerrahi tedavi hem agr1 palyasyonu, hem de fertilite Gizerine olumlu
etkiye sahiptir (113). Ancak cerrahi tedavi uygulanan hastalarda dahi rekirens hizlar
yUksektir. ikinci yil rekirens hizi % 21.5, besinci yil % 40-45'dir (114). Hornstein ve
arkadaglarinin yaptig: bir ¢calisgmaya gore bir yilin sonunda pelvik agrimin rekirensi %51,
Valle ve arkadaslarinin yaptigi bir alismaya gore t¢ yilin sonunda %7-30, bes yilin sonunda
%40-50"dir (102). Bu sonuglar medikal tedavinin rekirens hiziyla benzerdir.

Cerrahi tedavide laparoskopi cerrah agisindan daha iyi viztalizasyon saglamasi, hasta
acisindan ise daha kugik insizyon, kisa hospitalizasyon siresi ve hizli iyilesme gibi
avantgjlart nedeniyle laparotominin ©Onine gecmistir. Pogtoperatif donemde adezyon
formasyonu ve komplikasyon oranlarinin laparoskopi ile daha distk olmasi diger bir
avantajidir (115).

Laparoskopik kistektomi endometriyotik kistlerin cerrahi tedavisinde ilk tercih olarak
secilmelidir. Kist drenaji hastaligin tekrar etme olasiligi nedeniyle tercih edilmemektedir
(116). Kistektominin teknik olarak zor oldugu durumlarda, dreng ve bipolar koagulasyonla
kist duvarina hasar verilmesi dusunlebilir. Kistektominin aspirasyon ve koagulasyona
Ustinligh  histopatolojik inceleme yapilabilmesidir. Postoperatif adezyon olusma riski,
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ortalama operasyon siresi, kan kaybi, hospitalizasyon siiresi, komplikasyon ve laparotomiye
gecme riski yontemler arasinda istatistiksel olarak farkl: degildir (117).

Presakral norektomi ve laparoskopik uterin sinir ablasyonu (LUNA) dismenore ve
pelvik agri yonetiminde diger segeneklerdir. LUNA ile uterustan ¢ikan uterosakral ligaman
icindeki eferent duyu liflerine ve onlarin sekonder gangliyonlarina hasar verilmektedir.
Presakral norektomi ise, stiperiyor hipogastrik pleksus seviyesinde uterus ve santral pelvisin
sempatik innervasyonunun bozulmasidir. Ancak yapilan kontrollti ¢calismalarda konservatif
tedaviye her hangi bir ek fayda saglamadigi saptanmistir. Bu islemlerin  baslica
komplikasyonlar1 komsu vendz pleksuslardan kanama veya Ureteral hasardir (118).

Fertilitesini tamamlamis ve konservatif tedaviden fayda gérmeyen hastalarda uterus ve
overlerin alinmast distndlebilir. Sadece histerektomi segilmis hasta gruplarina uygulanabilir.
Overlerin korundugu cerrahi mudahalelerde 6 kat artmus rekirrens ve reoperasyon riski
mevcuttur (119).

Medikal tedavi cerrahi 6ncesinde veya sonrasinda uygulanabilir. Preoperatif medikal
tedavinin implant buyUkligini azaltarak rektovajinal endometriyosis haricinde rekirrensi
azalttigr saptanmistir (120). Ancak agri1 kontrolinde ve fertilite agisindan cerrahi tedaviye bir
katkisinin oldugu gosterilememistir (113). Postoperatif medikal tedavinin kullanimi konusu
celiskilidir. Amag agr1 palyasyonu ise cerrahi sonrasi medikal tedavi Onerilebilir ancak
gebelik istemi mevcutsa ozellikle ilk bir sene gebe kalma sansinin yiksek olmasi nedeniyle

cerrahi sonrast medikal tedavi 6nerilmemelidir.

2.1.7. APOPTOZIiS

Hucre o6lumu iki farkli mekanizma ile gergeklesir: nekroz ve apoptozis. Apoptozis
veya programli hicre 6lumi istenmeyen hicrelerin enflamatuar yanit olusturmaksizin
fizyolojik olarak eradikasyonudur. Ilk olarak 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan
tammlanmistir. Kerr ve arkadaslar1 hticre olumlerini morfolojik olarak takip ederken, 6len
hicrelerin parcalandigint ve bu parcalarin tekrar membranla kaplanarak daha kuclk
kireciklere dontstuguni ve bunlarin da makrofajlar tarafindan fagosite edildigini saptamustir.
Sekil 3'de apoptozis ve nekrozda karsilasilan hiicresel degisiklikler gosterilmektedir.
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Sekil 3. Apoptozis ve Nekrozda Karsilasilan Hiicresel Degisiklikler (121)

Apoptozis sireci ¢ok hicreli  organizmalarda hemostazin  saglanmasinda,
embriyogenezde ve patojenlere kars: savunmada kritik bir role sahiptir (122). Hiicre sayisinin
hemostatik kontrolt hiicre proliferasyonu ve hicre 6limi arasindaki dinamik dengeye
dayanir. Apoptozisin nekrotik hiicre 6luminden en buyuk fark: fragmante olmus niikleuslarin
ve parcalanan hiicreye ait tim yapilarin plazma membran: ile kaplanarak immtn sistemi
enflamasyon yontnde uyarmamasidir. Nekrotik 6lim ise ¢ogunlukla bir hiicre hasari ile
ortaya cikar. Hasarlanan hticre 6nce siser ve sonra parcalanir. Hiicrelerin pargalanmasi sonucu
ortaya ¢cikan prostaglandinler, Iokotrienler, serotonin ve histamin gibi vazoaktif aminler
hasara en yakin damar endotelini uyarir. Bu biyokimyasal olaylarin ardindan iltihaplanma
dedigimiz kizariklik, 6dem ve agr1 ile tammmlanan enflamatuar reaksiyonlar baglar. Apoptozis,

nekrozun tam tersine tamamen kontroll ve programl: bir hiicre 6lumaddr.

Apoptozisin 3 fazi mevcuttur. Ilk faz indiksiyon fazichr. Bilyume faktorlerinin
eksikligi, iyonize radyasyon, kimyasallar, DNA hasar1 gibi bircok etken indiksiyonu
baglatabilir. Y Urttme faz1 intrinsik ve ekstrinsik yolaklarla baslatilabilir. Sekil 4’ de intrinsik
ve ekstrinsik apoptozis yolaklari sematize edilmistir. Ekstrinsik yolak, hiicre membramnda
bulunan Fas, TNF ya da TRAIL reseptorlerine uygun ligandlarin baglanmasi ile aktive olur.
Kaspaz 8'in aktivasyonu ile son bulur. Intrinsik yolak ise mitokondriyal membramn zarar
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gbrmesi nedeniyle salinan mitokondriyal proteinler (6rn. sitokrom c) sayesinde aktive olur
(121). Sitokrom c (Cyc-c) salintmimin 6nemli bir reguilatori Bel-2 ailesi proteinleridir. Bunlar
pro-apoptotik veya anti-apoptotik olabilirler. p53’ tin mitokondriyal anti-apoptotik proteinlere
baglanmasi (6rn. Bcl-xI) Bax ve Bak’'in supresyonunu inhibe ederek mitokondriyal por
olusumunu ve sitokrom ¢’ nin salinimina neden olur. Biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler
fazinda c¢ift sarmalli DNA kalsiyum-magnezyuma bagli endonikleazlar tarafindan
niikleozomal pargalara ayrilir. Morfolojik olarak mitokondriyal membanlarda por olusumu,
membranlarda kabarciklanma, nikleer membranda kromatin agregasyonu, sitoplazmik
blzusme ve hiicre fragmantasyonudur (122). Apoptozisin bir baska karakteristik bulgusu
fosfotidilserinin plazma membraninin digina translokasyonudur ki bu da fagositik tamma igin

onemlidir.
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Sekil 4. Intrinsik ve Ekstrinsik Apoptozis Y olaklar: (121)

2.1.7.1. APOPTOZIS VE BCL-2 AILESI

Apoptozisi kontrol eden genler konusunda ilk ayrintili bilgiler, C.elegans adli
solucanin incelenmesi sonucu elde edilmistir (123) C.elegans ile yapilan calismalar

sonucunda gorulmastur ki, her hiicre hayatta kalabilmek icin 6limt engelleyici mesaj (Egl-1)
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yollayabilirken, 6limi baslatici mesaj da yollayabilir (Ces-1 ve Ces-2). Apoptotik sinyal
yandaki hiicreden gelebilecegi gibi hiicrenin kendinden de gelebilir (124).

B Hucresi Lenfoma/Ldsemi 2 (Bcl-2) geni ilk olarak follikiler B htcreli lenfoma
hicrelerinden elde edilmis bir proto-onkogendir. Giintimtize kadar 19 tane Bcl-2 ailesine ait
Uye protein tanimlanmustir. Bcl-2 ailesi Gyesi proteinler apoptozu mitokondriyal seviyede
kontrol eden ana proteinlerdir. Bu tyeler Bcl-2 homoloji tUnitelerine (BH1-BH2-BH3-BH4)
sahiptir. Bcl-2 tyeleri fonksiyonlar: ve yapilarina gore tce ayrilabilirler (125).

1- Anti-apoptotik Uyeler: Bu Uyeler BH1 ve BH2 unitelerini icerirler ve hicreyi
apoptoza kars1 korurlar. En 6nemlileri sunlardir; Bcl-2, Bel-X ., Bel-w, Mcl-1

2- Pro-apoptotik Uyeler: Bu Uyeler apoptozda rol oynarlar ve BH4 disindaki diger
Uniteleri icerirler. En 6nemlileri sunlardir; Bax, Bak, Bok.

3- Sadece BH3 unitesi iceren Uyeler: Pro-apoptotik rolleri vardir. En 6nemlileri
sunlardir; Bid, Bad, Bim, Bik

Bcl-2 geni Bcl-2 ailesinin bir Uyesidir ve hiicre proliferasyonuna neden olmadan hiicre
Olumint engelleyen bir proto-onkogendir (126). Bcl-2'nin etkinligi kendisi gibi Bcl-2
ailesinin bir Gyesi olan potansiyel antagonisti Bax geninin konsantrasyonuna baglidir. Bu
nedenle Bcl-2/Bax oran apoptozise duyarliligr gostermede 6nemlidir (127). Bu ailenin diger
bir Gyesi olan Bcl-xin iki ayr1 formu iki farkl etkinlik gosterir. Bcl-Xiong BCl-2 benzeri anti-
apoptotik etki gosterirken, Bcl-Xsort pro-apoptotik etki gosterir. Yapilan calismalar da Bcl-2
ailesi proteinleri disinda apoptozisi regile eden birgok protein bulunmustur. Bunlarda bir
kismu Fas, FasL, TNF (timér nekrozis faktor), timor nekrozis faktor reseptort (TNFR), p53
ve Myc'dir.

2.1.7.2. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU IiLE APOPTOTIK GEN
EK SPRESYONLARININ SAPTANMAS]

Polimeraz zincir reaksiyonu ¢ok kiiguk miktarlardaki spesifik DNA fragmanlarindan
cok sayida Uretebilen in-vitro klonlama yontemidir. Bu yontem spesifik geni klonlamak ya da
gpesifik genin aktif olarak RNA’ya transkribe olup olmadigint saptamak amagli kullamlabilir.
Bu teknik oOzellikle cok kiglk miktarlarda nikleik asit varliginda yapilacak calismalarda
faydalidir. Sekil 5’de mRNA’ nin saptanmasinda PCR yonteminin kullanimi 6zetlenmistir.
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Sekil 5. mMRNA Ekspresyonunun Tespitinde Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ilk olarak bir grup hiicreden mRNA pirifiye edilip revers transkriptaz enzimi ile
komplementer DNA (cDNA) sentezlenmistir. Ardindan DNA polimeraz ve S1 niikleaz ile tek
zincirli cDNA cift zincirli hale getirilir. Ardindan spesifik cDNA amplifikasyon icin hedef
secilir. cDNA cift sarmali 1sitilarak denatiire edilir. Denatire cDNA’ya aranan mesaja
komplementer iki kiicik oligonikleotid primerleri ve prob eklenir. Oligontikleotidler yaklasik
20 baz iceren kisa DNA parcgalaridir. Eger oligonikleotid cDNA Uzerindeki sekansi tanirsa
orijinal DNA (zerinde aranan mRNA’nin bulundugu anlamina gelir. Eger bir gen veya
sekansi bilinen protein igin spesifik MRNA izole edilmeye calisiliyorsa proteinin amino ve
karboksil ucuna komplementer oligontkleotidleri sentezleyebiliriz. TagMan prob sisteminde
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5 ve 3 uglarindan florokrom maddelerle isaretli prob kullanilmaktadir. Probun 5 ucunda
raportor florokrom, 3’ ucunda ise baskilayici florokrom bulunmaktadir. Sekil 6'da TagMan
probunun sematize hali gosterilmektedir.

TagMan Prob

=
E==3
S

Sekil 6. TagMan Prob

Prob, tek sarmal hale getirilen hedef molekil Uzerinde, primerlerin baglanma
bolgesinin arasinda kalan yere baglamir. Prob-hedef molekil arasinda ki hibridizasyon devam
ettigi strece raportdr florokrom maddenin sinyal olusturmas;, 3 ucundaki baskilayici
florokrom tarafindan engellenmektedir. Primer ve probun hedef DNA’ya baglanmis hali Sekil
7' de gosterilmektedir.

% Hedef DNA 5'

Sekil 7. TagMan probu ve primerin Hedef DNA’ ya baglanmasi

Primerlerin hedef nikleik asite baglanmasini takiben baglatilan primer uzamasi probun
baglandigi noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi igin Tag DNA polimeraz
enzimi 5 —3 nikleaz aktivitesini kullanarak probu 5 uctan yikmaya bagslar. Raportor
florokromun serbest hale gegmesi ve sinyal olusmasi sekil 8 de gosterilmektedir. Boylece
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baslangicta cok az miktarda var olan DNA fragman amplifiye olur ve her siklusta Uretilen
amplikasyon Urtinii miktarina paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir.

- R . : TagMan Probun
¢ L ‘ niikleotidleri

Komplementer DNA k

Sekil 8. Raportor florokromun serbest hale gecmesi ve sinyal olusmasi

2.1.7.3. ENDOMETRIYOZIS VE APOPTOZIiS
2.1.7.3.1 NORMAL ENDOMETRIYUMDA APOPTOZIiS

Endometriyumda hiicresel hemostaz, sekretuar ve menstriiel fazda endometriyumun
fonksiyonel tabakasinin yaslanmis htcrelerinin apoptozis yoluyla elimine edilmes ile
saglanir. Duzenli adet goren kadinlarda endometriyal siklus tg¢ faza sahiptir; proliferatif,
sekretuar ve menstriel faz. Edometriyal faz apoptozis iliskisini inceleyen birgok calismada
apoptozis proliferatif ve erken sekretuar fazda cok az miktarda saptanirken, gec sekretuar ve
menstriel fazda yiuksek seviyede bulunmustur (128-130). Elektron mikroskobu ile yapilan
calismalarda Ozellikle ge¢ sekretuar fazda normal endometriyal dokuda apoptozis sureci
gozlenmistir (131-132). Apoptozisin endometriyumda siklik degisiklikler gbstermesi
apoptozisin dstrojen ve progesteron seviyelerindeki degismelerden etkilendigini dustndUrr.
Vaskivuo ve arkadaslarinin yaptigi calisma proliferatif fazda serum 6strojen seviyeleri ile
apoptozis arasinda negatif korelasyonu gostererek bu gorusi desteklemistir (130).

Anti-apoptotik ve pro-apoptotik gen ekspresyonlar1 incelendiginde normal
endometriyal dokuda Bax proteinin dzellikle sekretuar fazda Bcl-2 proteininin ise proliferatif
fazda artis gosterdigi saptanmustir  (129,133-134). Bcl-2 proteinindeki bu artisin
endometriyumda proliferatif fazda apoptozisi baskiladigi gosterilmistir (132). Bcl-2
immunoreaktivitesinin endometriyumun 6zellikle bazal tabakasinda oldugu, ovilasyondan
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sonra fonksiyonel tabakada ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (129). Endometriyumun
bazal tabakasinda sirekli olan ancak fonksiyonel tabakada siklus fazina gore degisiklik
gbsteren ekspresyon progenitdr hiicre populasyonlarinin devamliliginin saglanmasi ile ilgili
olabilecegini dustindirmusttr. Glandller epitel hicrelerinde Bcl-2 ve Bax oranlarindaki
degisikliklerin endometriyal hiicre apoptozisi ile paralel seyretmesi bu proteinlerin menstriel
siklusta apoptozisi regile ettiginin en buyik kamtidir. Bcl-2' nin glandiler ve yiizey epitelinde
imminohistokimyasal ekspresyonunun antiprogestin tedavilerle arttiginin gosterilmesi (135)
bu sirecin overyan steroid hormonlar tarafindan etkilendiginin bir diger kamtidir
(134,136-138). Buna dayanarak bu genin ekspresyonu progesteron tarafindan baskilanip
0gtrojen tarafindan artirilabilecegi sonucuna varilabilir.

Endometriyumun tersine myometriyal tabakada Bcl-2 ekspresyonlar: incelendiginde
menstriasyondan etkilenmeyen stabil bir immuinoreaktivite gozlenir (139). Bcl-2'den yoksun
fare calismalarinda endometriyal bezlerde ve myometriyal tabakada bircok apoptotik cisim
izlenmistir (140). Bu nedenle Bcl-2 endometriyal bez dokusu hiicreleri ve myometriyal
hiicrelerin sag kalimu icin gerekli olabilir.

Bcl-2 ve Bax disinda apoptozisi regile eden diger bir Bcl-2 ailesi tyesi olan Bcl-xI
Bax proteini ile heterodimerizasyon yaparak ya da direk olarak proteinin fonksiyon gérmesine
engel olur (141). p53 immonoreaktivitess glandiler ve stromal endometriyumda
gozlenmemistir (139). TNFR ailesine ait olan Fas tip-1 membran proteinidir ve FasL ile
baglandiginda cesitli hlcre tiplerinde apoptozisi indikler. FasL’'nin iki formu vardr;
membrana bagli inaktif form ve solubl form. Membrana bagli form matriks
metalloproteinazlar tarafindan aktif forma cevrilir (142). Geg proliferatif fazda Fas ve FasL
hiicrenin golgi aparatinda vezikillerde bulunur, etkilesime giremedikleri igin apoptozisi
baslatamazlar (139,143). Sekretuar fazda ise hiicre membraninin bir pargast haline gelip
aktiflesip etkilesime girebilir ve apoptozis sinyalini baslatabilirler (139,143). Bu nedenle
endometriyal glandiler hicreler sekretuar fazda imminohistokimyasal olarak daha guclu
boyanirlar (133,144). Song ve arkadaslari endometriyal kdiltirlerden Ostrojen ve/veya
progesteronun uzaklastirilmas: sonucu apoptozisin ve Fas-FasL ekspresyonunun arttigini
saptamustir. Bu bilgi endometriyal siklusta Fas iliskili apoptozisin 6nemini ortaya koymustur.
Bcl-2 ise Fas-FasL iliskili apoptozisin kontroliinde 6nemli rol oynar (145).
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2.1.7.3.2ENDOMETRIiYOZIiSLi HASTALARDA APOPTOZIiS

Endometriyozisli  kadinlarin  Otopik  endometriyumu  ile  normal  kadinlarin
endometriyumu karsilastirildiginda bazi temel farkliliklar gozlenir. Bunlar; yapisal, immin ve
proliferasyon anomalileri, adezyon molekulleri, proteolitik enzimler ve onlarin inhibitorleri,
steroid ve sitokin Uretimi, gen ekspresyonu ve protein Uretimi ile ilgili problemler gibi gok
cesitli anormallikler seklinde kendini gostermektedir (146). Bu farkliliklarin peritoneal
kaviteye retrograd yol ile ulasan endometriyal hicrelerin  yasamasint  saglayarak,
endometriyozise neden oldugu distntlmektedir.

Endometriyozis etiyopatogenezinde ilgi toplayan mekanizmalardan bir tanesi de
apoptozistir. Endometriyozisli hastalarin endometriyal dokulart endometriyozisi olmayan
kadinlarin endometriyal dokularindan apoptozis agisindan belirgin farklilik gosterir. Bu
farklilik mensle atilan endometriyal hicrelerde dahi kendini distk apoptozis oranlar ile
gostermistir  (9). Otopik endometriyumdan alinan 6rneklerde apoptotik  indeksler
endometriyozis hastalarinda belirgin olarak disik saptanmistir  (12). Watanabe ve
arkdaslarinin yaptig1 calismada Bcl-2 ekspresyonunun endometriyal glandiler dokuda siklik
degisiklikler gosterdigi ancak ektopik dokuda bu siklik degisikliklerin belirgin olmadig:
saptanmistir  (144). Jones ve arkadaslarinin  yaptigi calismada ise Bcl-2 geninin
ekspresyonunun endometriyal dokuda endometriyozisli hastalarda kontrol gruplarindan farkl:
olmadigi, ancak ektopik stromal hiicrelerde Bcl-2'nin fazla eksprese oldugu saptanmustir
(247). Bir diger calisma da endometriyozisli hastalardan alinan endometriyal doku
orneklerinde Bcl-2 ekspresyonun kontrollere gore yiksek oldugu, Bax ekspresyonunun ise
proliferasyon fazinda saptanmayip sekretuar fazda saptanmaya baslandigi endometriyozisli
hastalarda ve kontrollerde gozlenmistir (148). Johnson ve arkadagslarinin yaptig1 ¢calismada ise
endometriyozisli hastalarin 6topik endometriyumlarinda azalmis c-myc, TNF-B | ve Bax
ekspresyonu saptanmis, endometriyal dokularin artmis sag kalimlart ve proliferasyon
yetenekleri bu genlere baglanmustir (149). Farkli olarak bir ¢calismada pro-apoptotik genlerin
transkripsiyonunun endometriyotik hastalarin 6topik endometriyumlarinda kontrollere goére
arttig1 saptanmustir. (150).

Somatik kromozomlarda genetik alterasyonlar (151) ve bazi tUmdr baskilayici
genlerdeki DNA delesyonlar1 da (PTEN) (152,153) endometriyozisin olusumunda ve
ilerlemesinde etkili olmaktadir. Endometriyozisli hastalarin gen ekspresyon profilini ortaya

koymak icin yapilan bir cONA mikroassay analizi ise ilging sonuclar vermistir. Bu ¢alismada
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endometriyozisli kadinlarda 97 ekspresyonu artmuis ve 337 ekspresyonu azalmis gen
bulunmustur. Apoptozisle ilgili genler (GADD34. GADD45A, GADD45B, PIG11) ve p53'Un
endometriyotik dokularda ekspresyonunun azaldigi gorulmustir (154).

Peritoneal yuzeyler endometriyozisin en sik goruldugl bdlgedir. Peritoneal sivinin
major hiicresel komponenti ise makrofajlardir (155). Mc Laren ve arkadaslarinin yaptig: bir
calismada peritoneal sivida Bcl-2 pozitif makrofa) sayisi kontrol grubundan anlamli derece
fazla bulunmustur (156). Bu durum endometriyozisli hastalarda makrofajlarin apoptozisten

korunarak peritonda fazla sayida bulunmasim agiklamustir.

2.1.7.4. ENDOMETRIYOZISTEDAViI MODALITELERIi VE APOPTOZIiS

Endometriyozis o6strojene bagimli bir hastaliktir. GUnimizde kullamlan tedaviler
Ogtrojen seviyelerini postmenapozal seviyelere dustirmeyi hedefler. En sik kullanilan tedavi
yontemlerinden biri GnRH agonistleridir. GnRH agonistleri ile yapilan c¢alismalari
inceledigimizde endometriyozisli hastalarin 6topik ve ektopik endometriyal hicrelerin de
apoptozisi artirdig1 birgok calisma ile gosterilmistir (157-161). Meresman ve arkadaslarinin
yaptig1 bir calismada GnRHa nin hiicre kaltdrlerinde 1L-1 ve VEGF Uretimini direk olarak
baskilayarak 6topik ve ektopik endometriyal hiicrelerde artmis apoptotik hiza neden oldugu
saptanmistir (157). Bilotas ve arkadaslarimin yaptig1 bir galismada artmig apoptozise Bax ve
Fas gibi apoptotik proteinlerin ekspresyonunun artmasinin, Bcl-2 gibi anti-apoptotik
proteinlerin ekspresyonunun azalmasinin neden oldugu gosterilmistir (158). Baska bir tedavi
modalitesi olan kombine oral kontraseptiflerin endometriyal bez proliferasyonunu durdurarak
endometriyal atrofiye neden oldugu (162) ve 6topik endometriyum da programli hicre
Olumund  arttirdign  gosterilmistir  (163). Progestgjen ajanlarin da endometriyal doku
proliferasyonunu apoptozisi arttirarak durdurdugu yoninde yayinlar mevcuttur (135).

Bu tedavi modaliteleri hipo-6strojenik yan etkileri nedeniyle endometriyozis icin ideal
bir tedavi yontemi olamamustir. Hipo-Ostrojenik yan etkilere sahip olmadan ektopik
endometriyal odaklarda apoptozisi arttiran ve proliferasyonu engelleyen ilaglar
endometriyozis tedavisinde kilit rol oynayacaktir.
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2.1.8. ANJIYOGENEZ

Anjiyogenez mevcut damarlardan yeni damar olusumudur. Fizyolojik anjiyogenez
embriyogenezde kritik rol oynamasina karsin eriskinlerde Greme organlari ve yara iyilesmesi
disinda gozlenmez. Kadinlarda anjiyogenez menstriiel siklusta ve korpus luteum olusumunda
rol alir (164).

Normalde vicutta pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler arasindaki denge
vardir. Bu dengenin bozulmasi romatoid artrit, diyabetik retinopati, psoriasis ve cesitli
kanserlerin olusumunda rol oynar.

Anjiyogenez mekanizmas: oldukca karmasiktir. Hucre disi matriks ve matriksi
cevreleyen hicrelerden salinan pek ¢ok biytme faktord, sitokinler ve bunlarin reseptorleri
anjiyogenezde temel rol oynar (165-167). Yeni damar olusumu asagida belirtilen olaylar:
kapsayan ¢cok basamakli bir stirectir (168) (Sekil 9):

a. Bazal membranin proteolitik enzimler tarafindan yikilmasi
b. Endotd hiicre aktivasyonu, proliferasyonu ve gocli

c. Tubll olusumu ve olgunlasma, damar stabilizasyonu ve ekstrasellller matriksin

yeniden sekillenmesi

@ Anjiyogenetik faktor o I (3) Endotelyal hiicre
iiretimi - reseptiriine baglanma

Alktivasyvon ve bazal
membranm yvilalmas:

Endotelyal hiicre
cogalmasi

@ Migrasyon
£ @ [Remodelling
@ Tiibiil olusumu

¥ @ Arterio-vendz
farkhlasma

@ Vaskiiler stabilizasvon

Sekil 9. Anjiyogenez Basamaklari
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2.1.8.1 ENDOMETRIiYOZIiSVE ANJiYOGENEZ

Endometriyal implantlarin sag kalimi ve sonrasinda endometriyozisin gelismesi icin
anjiyogenez kritik role sahiptir (37,169-170). Anjiyogenez yeni olusmus endometriyal
implanta besin dgeleri ve buyume faktorlerinin tasinmasim saglar.

Endometriyozisin evresi ile iliskili olarak peritoneal implantlarda damar matiritesi
degisiklik gosterir. Erken endometriyotik lezyonlarda yuksek vaskiler yogunluk onlara
pembe-kirmizi rengini vermektedir (17,171). Bu lezyonlar artmus mitotik indekse sahiptir.
Ancak perisitlerle gevrili matir damarlar bu lezyonlarda izlenmez. Siyah lezyonlar ise
hastaligin daha ileri evrelerinde gorilir, matir damar yizdesi bu lezyonlarda daha fazladir
(172). Overyan endometriyotik lezyonlarda da perisitten fakir immattr damarlar bulunur
(173). Sigmoid kolon ve rektovaginal septumu igine alan derin infiltre endometriyozis
lezyonlarinda da vaskllarizasyon yogun olarak izlenir (37). Bu bulgular gostermistir ki
anjiyogenez endometriyozisle yakindan ilgilidir.

Endometriyotik lezyon olusumunu aydinlatmak igin in-vivo ve in-vitro birgok
deneysel model olusturulmustur (174). Bu modellerde endometriyotik lezyonlarin
vaskularizasyonu incelendiginde ektopik endometriyal dokunun sag kalimi ve blylmesi igin
yeterli anjiyogenetik yanita ihtiyag oldugu goralmtstar ( 37,175). Bircok hayvan modelinde
ise anjiyogenez basamaklarimin  blokasyonunun endometriyotik implant olusmasin
engelledigi saptanmustir (173,176-179). Endometriyozisli hastalarda kronik inflamatuar siire¢
ve endometriyumun kendine has anjiyogenetik Ozelliklerinin  endometriyotik dokunun
ihtiyaglarim karsiladigi distnulmektedir (37,174, 175). Endometriyozisli hastalardan alinan
endometriyal dokuda artmis endotelyal hticre proliferasyonu (180), mikrodamar yogunlugu
(18) ve artmug pro-anjiyogenetik faktor ekspresyonlart (37) izlenmistir. Peritoneal sivi
incelemelerinde pro-anjiyogenetik ve anti-anjiyogenetik buyume faktérleri arasindaki denge
endometriyoziste pro-anjiyogenetik faktorler lehine bozulmustur (174,181). Hicre bazinda ise
makrofa] ve dendiritik htcrelerin endometriyozis gelisimine katki saglachgi gosterilmistir
(182-184).

Birgcok anjiyogenetik faktérin endometriyozisle iliskisi gosterilmesine ragmen
endometriyotik lezyonlarin vaskilarizasyon mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamustir.
Endometriyoziste izlenen anjiyogenez ile timér anjiyogenezi bircok ortak belirtege sahiptir.
Baslicalari VEGFR-2, endoglin avp3 integrin, Urokinaz-tip plazminojen aktivatoru, 1L-8,

MMP-2 ve -9 ve fibronektindir (185,186). Bu durum kanser ve endometriyozis tedavisinde
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ortak noktalarin olabilecegi sonucunu dogurmustur. Anjiyostatik tedavide hedef aktivasyon,
prolifersayon, adezyon, migrasyon ve endotelyal hiicre matirasyonu gibi anjiyogenez
basamaklaridir. Bu basamaklar: hedef alan bircok ilag hayvan modellerinde denenmistir.

Dabrosin ve arkadaslarinin yaptigi calismada dogal bir anjiyogenez inhibitérii olan
angiostatin geninin normalden fazla ekspresyonu saglanmustir. Artmis angiostatin gen
ekspresyonu tedavi grubundaki tim farelerde hastaligin eradikasyonunu, over dokusu
birakilan farelerde ise 6strojen ve progesteron seviyelerinde azalma saglamustir (176).

Anti-anjiyogenetik faktdrlerin endometriyozis tedavisinde etkinligini degerlendiren bir
diger caligmada anti-human-VEGF-A antikoru ve solubl flt-1 reseptorleri ile tedavi edilen
atimik farelerde implant sayisinda azalma saptanmistir. Ayrica endometriyotik odaklara
kaynak saglayan perisitten fakir damarlarin solubl flt-1 tedavisi ile yapilarinin bozuldugu
gbzlenmistir (173).

Anti-human VEGF, TDP-470, endostatin ve anginexin kullanildig bir ¢alismada tim
tedavi gruplarinda mikrodamar yogunlugu ve endometriyotik lezyon sayisi azalmustir.
Mikrodamar yogunlugunun azalmasinda perisitten fakir damar miktarimn tedavi gruplarinda
azalmasi etkili olmustur (177). Endogtatinle yapilan bir diger calismada fare endometriyozis
modeli olusturulmustur. Endostatin tedavisi ile endometriyotik lezyonlarin kontrol grubuna
gore %47 azaldig1 saptanmistir. Endostatin alan farelerin kontrol grubuyla kiyaslandiginda
kontrol grubu kadar fertil oldugu, olusan gebeliklerin normal oldugu ve aynmi sayida yavru
dogurduklar1 saptanmustir. Olusan yavrularda herhangi bir teratojenik bulguya rastlanmamistir
(178).

Sican endometriyozis modelinde rofecoxibin etkinligini degerlendiren bir ¢alismada
rofecoxib endometriyotik odaklarda kicllme ve atrofi yaparken peritoneal sivida VEGF
seviyelerini azaltmistir. Rofecoxib’in bu etkinligi leuprolid asetatla karsilastirildiginda tedavi
gruplart arasinda fark bulunamamistir (187). Cesitli COX-2 inhibitorleri ile yapilan hayvan
modellerinde de benzer sonuclar bulunmustur (188,189). Ancak bir calismada selektif COX-2
inhibitort olan nimesulide ile implant sayisinda ve ylzey alanlarinda gerileme olmamustir
(190).

Pentoksifilin tedavisinin TNF-o. Uretimini  baskilacigi bilinmektedir. Pentoksifilin

tedavisinin etkinligini sican endometriyozis modelinde degerlendiren bir calismada tedavi ile
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endometriyotik implantlarin ylzey alanlar1 ve mikrodamar dansitesinde azalma saptanmustir.
Bu etkinin saglanmasinda VEGF-C ve onun reseptori olan flk-1"in ekspresyonlarinda azalma
sorumlu tutulmustur (191).

VEGF reseptori-2'nin (VEGFR-2) endositozuyla VEGF nin VEGF reseptoriine
(VEGFR) baglanmasina engel olan, dopamin agonisti, kabergolinle vyapilan bir
endometriyozis modelinde tedavi alan grupta aktif endometriyotik hiicre ylzdesinde, hiicresel
proliferasyon indeksinde ve neoanjiyogenezde azalma saptanmustir. Tedavi alan grupta
anjiyogenetik belirteclerden VEGF ekspresyonu azalirken, anti-anjiyogenetik genler olan
angiopoietin-1 ve Wnt-1 ekspresyonlar: artmustir (192).

2.1.8.2. ENDOMETRIiYOSIS VE VEGF

VEGF endotelyal hiicre aktivasyonunu saglayan ve vaskiler gecirgenligi arttiran
Onemli bir vazoaktif blylime faktoridir. TUmor biyimesinde oldugu gibi endometriyozisde
de ektopik yerlesimin olusabilmesi ve hayatta kalabilmesi igin anjiyogeneze ihtiyag duyulur
(170).

VEGF 30-40 kDaltonluk heparin baglayici anjiyogenetik bir blydme faktoridur.
Baslica etkileri vaskuler gegirgenligin arttirilmasi ve yeni olusmus damarlarin hayatta
kalmasinin saglanmasidir (193). Bu giine kadar degisik sekresyon potansiyellerine dayanarak
tanimlanmis 4 izoformu vardrr, kisa formlar: direk salgilanirken (VEBF121 ve VEBF165),
uzun formlar intraseltler kalirlar (VEBF189 ve VEBF206) (194). Biyolojik etkilerini
mikrovaskiller endotelyal hicre ylzeylerindeki 2 tane yiksek afiniteli tirozin kinaz
reseptorleri araciligi ile yapar, bunlar VEGFR-1 (flt-1) ve VEGFR-2 (flk-KDR) dir
(195,196). VEGFR-2'ye baglanma mezodermik hicrelerin  endotelyal hicrelere
farklilasmasina, VEGFR-1’e baglanma ttibuler kapiller yap: gelisimine neden olur (197).

VEGF mRNA ve protein ekspresyonu 6topik endometriyumda saptanmistir ve
menstriel  siklus esnasinda damar olusumunda Onemli role sahiptir (13,169,198).
Endometriyozisli  hastalarin ~ 6topik  endometriyumlart  normal  bireylerin = ki ile
karsilastirildiginda, hasta kadinlarda luteal fazda artrus VEGF mRNA ve protein ekspresyonu
saptanmustir (169,199). Endometriyozisli hastalarin periton sivisinda da yiksek miktarda
VEGF icerdigi gosterilmistir (16). VEGFyi salgilayan temel hicre ise peritoneal
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makrofajlardir (200). VEGF mRNA ekspresyonu kirmizi (aktif) endometriyotik lezyonlarda
siyah (sessiz) lezyonlara gore daha fazladir (169,199). Sican modellerinde de endometriyotik
lezyonlarda artmus VEGF, VEGFR-2 ve MMP-9 ekspresyonu ve artmig anjiyogenez
mevcuttur (23). Deneysel endometriyozis modellerinde VEGF ligand ve diger anjiyogenez
inhibitorlerinin kullammu ile endometriyotik odaklarda gerileme, damar yogunlugunda azalma
saptanmustir (173,176-179). VEGF nin endotel hiicrelerinde ve over granulosa hiicrelerinde
azalmis apoptozise neden oldugu da bilinmektedir (21,22). Bu calismalar VEGF nin
endometriyotik dokularda gorilen artmus anjiyogenez ve azalmis apoptozis ile iligkili
olabilecegini dusUndirmuUstdr.

VEGF etkinligi baslica U¢ mekanizma ile inhibe edilebilir. Bunlar VEGFR
inhibisyonu, VEGFR tirozin kinaz inhibisyonu ve VEGFye yonelik monoklonal
antikorlardir. Bevasizumab VEGF ye baglanan ve onun biyolojik aktivitesini yok eden
rekombinant humanize 1gG1l antikorudur. Dokuda etkinligini anjiyogenezi inhibe ederek
gosterir. Bevasizumab ile anti-VEGF terapisinin etkisi birgok insan kanserinde gosterilmistir
(201). Hayvan calismalarinda ise anjiyogenez inhibisyonu apoptozise neden olarak tumaor
dokusunda ktciilme saglamistir (202-204). Endometriyotik odaklarin gelisimi kanser gelisimi
ile benzerlik gosterir. Invazyon, implantasyon ve proliferasyon evreleri endometriyozis
gelisiminde de gorulur. Teorik olarak anjiyogenezin inhibisyonu kanser dokusu gibi davranan
endometriyotik odaklarda hipoksiye bagli gerilemeye neden olabilir. Moraoglu ve
arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada sican uterin horn adezyon modelinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bevasizumab gruplarinda adezyon olusumunun daha az oldugu ve kontrol
grubunda adezyon bolgelerinde VEGF nin immunohistokimyasal olarak daha fazla boyandigi
saptanmistir  (205). 2011 yilinda Ricci ve arkadaslarimin yaptigi bir calismada ise
bevasizumabin endometriyal lezyon proliferasyonunu inhibe ettigi, vaskiler dansiteyi azalttig:
ve bunlar1 yaparken apoptotik hiicre yuzdesini arttirdigi saptanmistir (206). Bu bilgiler
is1ginda  bevasizumabin endometriyoziste etkin bir tedavi modalitesi olabilecegi fikri
dogmustur. Bu calismayla bevasizumabin endometriyozis tedavisinde etkinligini ve bu
etkinligi olustururken apoptotik gen ekspresyonlarindaki degismeleri saptamayi planladik.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1.SICAN CERRAHI ENDOMETRIYOZiSMODELI

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar: Laboratuar' indan cinsel
yonden olgunluga erismis, 200-250 gram agirliklarinda, 8 haftalik olan Wistar albino susu
toplam 29 adet sican deneye dahil edilmistir. Sicanlara deney stiresince 12 saat gece ve 12
saat gundlz fotoperiyotta standart yem ve su verilmistir. Tam sicanlara Vernon ve Wilson’un
ilk kez 1985’ de tanimladigi cerrahi endometriyozis modeli uygulanmistir (207). 40-80 mg/kg
Ketamine ve 5-10 mg/kg Xylazine (intraperitoneal) ile uygulanan anesteziyi takiben steril

sartlarda laparotomi yapilmistir (sekil 10).

Sekil 10. Sicana laparotomi uygulamast

Laparotomi sonrasinda sol uterin horn uterotubal ve servikal ucundan baglamp eksize
edilmistir (sekil 11).
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Steril salin soliisyonuna alinan horn antimezenterik akstan diseke edilip 5x5 mm’ lik
doku elde edilmistir (sekil 12) .

. "

Sekil 12. Endometriyal dokunun hazirlanis

Elde edilen doku endometriyal yuzi abdominal kaviteye bakacak sekilde peritoneal
yuzeye 5.0 polipropilen (5.0 Prolen Ethicon) ile stittire edilmistir (sekil 13).

Sekil 13. Endometriyal implantin batin sol yan duvarina fiksasyonu

Abdomen katlar1 3.0 polyglactin 910 (3.0 Vicryl Ethicon) ile anatomik olarak
kapatilmistir (sekil 14).

Sekil 14. Abdomenin kapatilmasi
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Cerrahi olarak endometriyozisin olusturulmasindan 3 hafta sonra relaparotomi yapilip,
endometriyotik odaklarin uzunlugu ve genisligi makroskopik olarak 6lcllup yuzey alanlar
hesaplanmistir (sekil 15). Sicanlar relaparotomi sonrasinda U¢ gruba ayrilmistir.

Sekil 15. Endometriyotik implantin 6l¢cimi

Ilk grup sicanlara ikinci laparotomi sonrasinda %0,9 luk NaCl soliisyonu
intraperitoneal olarak verilmistir (n=10). Ikinci grup sicanlaratek doz bevasizumab 2,5 mg/kg
intraperitoneal olarak verilmistir (n=10). Uciinci grup sicanlara ise GnRH analogu depo
formu (leuprolid asetat) 1 mg/kg’ dan subkitan uygulanmistir (n=9). Tedavi sonrasi 3.haftada
tim gruplara Uclncl laparotomi uygulanmis endometriyotik odaklarin boyutlar: tekrar
Olcultp, adezyonlarin siddeti, yayginligi incelenip total adezyon skoru hesaplanmustir.
Sicanlardan sag over, sag uterin horn ve endometriyotik odaklar RNA ekstraksiyonu igin
cikarilmistir.  Cikarilan endometriyotik odaklarda ayrica histopatolojik inceleme ve
imminohistokimyasal inceleme yapilmistir. Deneye katilan tim siganlara tglinct laparotomi
sonrasinda dekapitasyon yapilarak deneye son verilmistir.

Deneyde alti sicanda endometriyozis odagi olusturulamamistir. Birinci ve ikinci
laparotomi sonrasi stirecte yedi sican Olmustir. Kayiplar telafi edilerek deney 29 sicanla
tamamlanmustir.
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3.2. ADEZYONLARIN iNCELENMESI

Adezyonlarin siddeti, yayginlig: ve total adezyon skoru Linsky ve Ark.’ nin 1987’ de
belirttigi skorlama sistemi ile hesaplanmistir (208).

Adezyon yayginligi1 skorlamast:
0 puan: Adezyon yok
1 puan: Travmatize alanin %25’ de adezyon var
2 puan: Travmatize alamn %50 de adezyon var
3 puan: Travmatize alamn timunde adezyon var
Adezyonlarin siddetinin skorlanmast:
0 puan: Separasyona rezistans yok
0,5 puan: Separasyona kismi rezistans var
1 puan: Keskin diseksiyon gerekli

Total adezyon skoru, adezyon siddeti ve yayginlig: skorlarinin toplamiyla elde edilip
sifir iladort arasindadir. Skorlama islemi sonrasinda implantlar gikarilmistir.

3.3. ENDOMETRIYOTIiK ODAKLARIN HiSTOPATOLOQJIiK iNCELEMESI

Endometriyotik odaklar RNA ekstraksiyonu ve histopatolojik inceleme igin ikiye
ayriimistir.  Histopatolojik inceleme icin alinan doku %10 formalinde fiske edilmistir.
Formalinle fiske edilen endometriyotik fokus parafin bloklarina gomilip 5mm kalinliginda
kesitler alinmistir. Preparatlar hematoksilen-eosinle ve CD10 immunohistokimyasal boya ile
boyanip 151k mikroskobunda degerlendirilmistir. Ektopik endometriyal dokuda epitelyal hiicre
varligi semikantitatif olarak dnceki sican ¢alismalarinda belirtildigi gibi degerlendirilmistir
(209). Sekil 16’ da histopatolojik skorlamaya ait drnekler sunulmustur.
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Histopatolojik skorlama:

3 puan: lyi korunmus epitelyal doku

2 puan: Kismi korunmus epitelyal doku
1 puan: K6t korunmus epitelyal doku
0 puan: Epitel yok
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Sekil 16. Endometriyotik implantlarin Histopatolojik Skorlamasi. a.Skor 1: kéti korunmus
epitel (Hemotoksilen-Eosin [HE] boyanmis kesit X200) b. Skor 2: kismi korunmus epitel
(CD10 immunhistokimya boyama X400) c. skor 3: iyi korunmus epitel (CD10
immunhistokimya boyama X200) d. skor 3: iyi korunmus epitel (HE boyali kesit X100)
Oklar; mavi: endometriyotik fokustaki epitelyal hticre, kirmizi: CD10 ile boyanmis stroma ve
pigmente histiositler

3.3. ENDOMETRIiIYOTIiK ODAKLARIN POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU iLE
ANALizi

Total RNA izolasyonu icin total RNA izolasyon kiti kullamlmstir. Birgok tota RNA
izolasyon Kiti, izole edilen tota RNA’da genomik DNA bulas1 kalmadigini belirtse de
deneyin sagligi agisindan izole edilen total RNA RNase-free DNase | ile islenerek olast

kalint1 genomik DNA uzaklastiriimistir. izole edilen total RNA’min miktar tayini yapildiktan
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sonra, CDNA sentezi igin kalip olarak kullamlmistir. cDNA sentezi, MMLV (moloney murine
leukemia virus) reverse transkriptaz enzimi iceren cDNA sentez kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. mMRNA ekspresyon diizeylerinin saptanmasi icin LightCycler 2.0 (Roche)
cihazi kullanilmistir. cDNA'’ lar kalip olarak kullanilarak, rattus norvegicus Bcl2-associated X
protein (Bax), rattus norvegicus B-cell CLL-lymphoma 2 (Bcl-2), rattus norvegicus Bcl2-like
1 (Bcl-xI) ve rattus norvegicus cytochrome c, somatic’e (Cycs) spesifik primerler ve TagMan
probu (PE Biosystem) kullamlmistir. Apoptotik uyar: verilen hiicrelerin mRNA ekspresyon
diizeyleri uyar1 verilmemis hicrelere gore goreceli kantite edilmistir. Relatif kantitasyon
islemi deney grubundaki hicrelerin hedef gen / referans gen ekspresyon oramnin, kontrol
grubundaki hicrelerin hedef gen / referans gen ekspresyon oranina orantilanmast ile
yapilmistir. Bu islem LightCycler Software version 4.0.0.23 (Roche Diagnostics) yazilimi ile
otomatik olarak yapilmustir.

3.4. ISTATISTIK SEL ANALiZ

Tum istatistiksel analizler SPSS for Windows 16.0 (statistical package for the social
sciences) programi kullamilarak gergeklestirilmistir. Olglim degiskenlerinin ve apopitoz
belirteglerinin  karsilastirilmasinda nonparametrik kosullarda Kruskal-Wallis ve Mann-
Whitney U-testi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Yapilan istatistiksel degerlendirmede deneye katilan 3 grubun endometriyotik
implantlarinin tedavi oncesi ve sonrasi ortalama yuzey genisligi, tedavi dncesi ve sonrasi
yuzey alam fark ortalamasi, histopatolojik skoru, adezyon yayginligi, adezyon siddeti ve
toplam adezyon skoru karsilastirilmistir. Endometriyotik odaklarin tedavi oncesi ortalama
ylzey genislikleri kontrol grubunda 48.4+32.8 mm, leuprolid grubunda 44.8+39.2 mm ve
bevasizumab grubunda 61.3+41.1 mm olarak bulunmustur, gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 fark yoktur (P=0.412). Tedavi sonrasi implantlarin ortalama yuzey genisligi
karsilastirildiginda kontrol grubunda 45.9+33.7 mm, leuprolid grubunda 16.3+15.1 mm,
bevasizumab grubunda 22.1+16.1 mm olarak saptanmustir ve bu fark istatistiksel olarak
anlamlidir (P=0.030). implantlarin tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi ylizey alanlar arasi fark
ortalamasi incelendiginde kontrol grubunda 2.5+1.3 mm, leuprolid grubunda 28.4+3.0 mm ve
bevasizumab grubunda 39.2+3.5 olarak saptanmistir ve istatistiksel olarak anlamlidir
(P=0.001). Implantlarin histopatolojik skorlar:, kontrol grubunda 1.78+1.0, leuprolid
grubunda 0.56+1.0, bevasizumab grubunda 1.40+1.4 olarak saptanmustir (P=0.052). Adezyon
yayginligi skoru agisindan gruplar ele alindiginda kontrol grubunda 2.1+0.7, leuprolid
grubunda 1.6+£0.9 ve bevasizumab grubunda 1.0+0.7 olarak bulunmustur ve skor farklar:
istatistiksel olarak anlamlidir (P=0.017). Adezyon siddetlerinin skorlandiriimast sonucunda
kontrol grubunda 0.8+0.3, leuprolid grubunda 0.6+0.4 ve buvasizumab grubunda 0.40+0.3
puan elde edilmistir ve istatistiksel olarak anlamlidir (P=0.030). Toplam adezyon skorlari ise
kontrol grubunda 2.9+0.9, leuprolid grubunda 2.2+1.3 ve bevasizumab grubunda 1.4+0.9
olarak bulunmustur ve gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P=0.011). Tablo
2 implantlarin gruplara gore ytzey genisligi, histopatolojik skor ve adezyon skorlarin
gostermektedir.
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Tablo 2. implantlarin Gruplara Gore Yiizey Genisligi, Histopatolojik Skor ve Adezyon

Skorlari
Gruplar Kontrol Leuprolid Bevasizumab P*
n=10 n=9 n=10
Implanlarin ortalama
yuizey genisligi (mm)
Tedavi 6ncesi 48.4+32.8 44.8+39.2 61.3+41.1 0.412
Tedavi sonrasi 45.9+33.7 16.3+15.1 22.1+16.1 0.030
Tedavi 6ncesi ve
sonrasi yluzey alanlar 25+1.3 28.4+3.0 39.2+3.5 0.001
fark ortalamasi
Histopatolojik skor 1.78+1.0 0.56+1.0 1.40+1.4 0.052
Adezyon yayginlik 2.1+0.7 1.6+0.9 1.0+0.7 0.017
Skoru
Adezyon siddet skoru 0.8+0.3 0.6x0.4 0.4+0.3 0.030
Toplam adezyon skoru 2.9+0.9 22+1.3 1.4+0.9 0.011

Veriler; ortalama = SD seklinde verilmistir. p*: Kruskal-Wallis testi.

Tedavi gruplarindan leuprolid grubuyla kontrol grubunun karsilastirilmasinda,
implantlarin tedavi sonrasi ortalama yuizey genisligi (P=0.015), tedavi 6ncesi ve sonrasi yizey
alanlar1 arasi fark ortalamast (P=0.004) ve histopatolojik skorlar (P=0.009) agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmustir. Leuprolid grubunda tedavi ile ylizey alan %61.9
kuculurken kontrol grubunda 9%6.2 kiugulmustir (P=0.001). Adezyon yayginlik skoru,
adezyon siddet skoru ve toplam adezyon skorlar1 agisindan iki grup arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark saptanmamustir. Tablo 3 kontrol grubu ve leuprolid grubunun implant
ylzey genisligi, histopatolojik skor ve adezyon skor 0zelliklerini gostermektedir.
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Tablo 3. Kontrol Grubu ve Leuprolid Grubunun implant Yiizey Genisligi, Adezyon ve
Histopatolojik Skorlarimn K arsilastirilmas

Gruplar Kontrol Leuprolid P*
n=10 n=9

Implanlarin ortalama
yuzey genisligi (mm)

Tedavi 45.9+33.7 16.3+15.1 0.015
sonrasi
Tedavi 6ncesi ve
sonrasi yluzey alanlar 25+1.3 28.4+3.0 0.004
fark ortalamasi
Histopatolojik skor 1.78+1.0 0.56%1.0 0.009
Adezyon yayginlik 2.1+0.7 1.6+0.9 0.174
Skoru
Adezyon siddet skoru 0.8+0.3 0.6£0.4 0.317
Toplam adezyon 2.9+0.9 2.2+1.3 0.164
skoru

Veriler; ortalama £ SD seklinde verilmistir. p*:Mann-Whitney U Testi

Kontrol grubu ve bevasizunab grubu karsilastirildiginda tedavi sonrasi implant yuzey
genisligi ortalamasi (P=0.082) arasinda fark yoktur, tedavi 6éncesi ve sonrasi ylzey genisligi
farki ortalamast (P=0.001), adezyon yayginlik skoru (P=0.005), adezyon siddet skoru
(P=0.007) ve toplam adezyon skoru (P=0.003) acisindan istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmustir. Bevasizumab grubunda tedavi ile yuzey alam 9%58.8 kuculturken kontrol
grubunda %6.2’lik bir kigtlme saptanmistir (P=<0.001). Histopatolojik skorlar arasinda ise
anlamli fark saptanmamustir. Tablo 4 kontrol grubu ve bevasizumab grubunun implant ytizey
genisligi, histopatolojik skor ve adezyon skor Ozelliklerini gostermektedir.
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Tablo 4. Kontrol Grubu ve Bevasizumab Grubunun Implant Yiizey Genisligi, Adezyon
ve Histopatolojik Skorlarinin Karsilastiriimas

Gruplar Kontrol Bevasizumab P*
n=10 n=10
Implanlarin ortalama
yuizey genisligi (mm)
Tedavi 45.9+33.7 22.1+16.1 0.082
sonrasi
Tedavi 6ncesi ve
sonrasi yuzey 2.5+1.3 39.2+3.5 0.001
alanlar: fark
ortalamasi
Histopatolojik skor 1.78+1.0 1.40+1.4 0.445
Adezyon yayginlik 2.1+0.7 1.0+0.7 0.005
skoru
Adezyon siddet 0.8+0.3 0.440.3 0.007
skoru
Toplam adezyon 2.9+0.9 1.4+0.9 0.003
skoru

Veriler; ortalama £ SD seklinde verilmistir. p*: Mann-Whitney U Testi

Her iki tedavi grubunun karsilastirilmasinda elde edilen sonuglara gore implantlarin
tedavi sonrasi ylzey genisligi ortalamasi, tedavi Oncesi ve sonrast yizey genislik farki
ortalamasi, histopatolojik skor, adezyon siddeti, adezyon yayginlig: ve toplam adezyon skoru
acisindan bir birlerine istatistiksel olarak anlamli Ustiinlikleri saptanamamistir. Bevasizumab
grubunda tedavi ile implant ytizey alanlarinda %58.8 kictilme saptanirken leuprolid asetat
grubunda tedavi ile %61.9 kuculme saptanmistir (P=0.62). Tablo 5 leuprolid grubu ve
bevasizumab grubunun implant ylzey genisligi, histopatolojik skor ve adezyon skor
Ozelliklerini gostermektedir.
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Tablo 5. Leuprolid Grubu ve Bevasizumab Grubunun Implant Yizey Genisligi,
Adezyon ve Histopatolojik Skorlarinmin Karsilastiriimas

Gruplar Leuprolid Bevasizumab P*
n=9 n=10
Implanlarin ortalama
yuizey genisligi (mm)
Tedavi 16.3+15.1 22.1+16.1 0.214
sonrasi
Tedavi 6ncesi ve
sonras yuzey 28.4+3.0 39.2+3.5 0.287
alanlar1 fark
ortalamasi
Histopatolojik skor 0.56%1.0 1.40+1.4 0.168
Adezyon yayginlik 1.6+0.9 1.0+0.7 0.135
skoru
Adezyon siddet 0.6£0.4 0.40+0.3 0.151
skoru
Toplam adezyon 2.2+1.3 1.4+0.9 0.132
skoru

Veriler; ortalama £ SD seklinde verilmistir. p*: Mann-Whitney U Testi

Adezyon siddetinin grup ici dagilimi incelendiginde keskin diseksiyon gerektiren

adezyon kontrol grubunda %60, leuprolid grubunda %45, bevasizumab grubunda ise %10

olarak saptanmustir. Sekil 17 adezyon siddetinin grup ici dagilimint gostermektedir.
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Sekil 17. Adezyon Siddeti Grup Ici Dagilim

Kontrol Leuprolid Bevasizumab

0% 10%

22%

\

M Separasyona rezistans yok M Separasyona kismi rezistans var M Keskin diseksiyon gerekli

Adezyon yayginliginin grup ici dagilimi incelendiginde travmatize alamn timinde
adezyon kontrol grubunda %30, leuprolid grubunda %11 oranminda saptanmustir. Bevasizumab
grubunda ise travmatize alamn timinde adezyona rastlanmamustir. Sekil 18 adezyon
yayginlhiginin grup ici dagilimint géstermektedir.

Sekil 18. Adezyon Yayginhgi Grup ici Dagilimi

Kontrol Leuprolid Bevasizumab
0% 20% 11%‘ 11% G R aak

W Adezyon yok W Travmatize alanin %25'de var

W Travmatize alanin %50'de var M Travmatize alanin timinde var

Tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasinda implant yizey genisligi degisimi agisindan gruplar
degerlendirildiginde kontrol grubunda %60 sicanda gerileme, %20 sicanda artma, %20
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sicanda ise degisiklik olmadigi bulunmustur. Hem leuprolid hem de bevasizumab grubunda
tim sicanlarda implant yizey genisliklerinde tedavi sonrasi gerileme saptanmustir. Sekil 19
tedavi sonrasinda implant ylizey genisliklerinin  degisiminin grup ici dagiliminm
gostermektedir.

Sekil 19. implant Yiizey Genisliginin Tedavi Sonras Degisiminin Grup ici Dagilim

w7
9 47
g 4
B Tedavi sonrasi implant ylzey
7 - genisligi >Tedavi oncesi implant
P ylzey genisligi
6 +
/., E Tedavi sonrasi implant ylizey
5 1 genisligi = Tedavi ncesi implant
1 - ylzey genisligi
Ve @ Tedavi sonrasi implant ylizey
31 genisligi < Tedavi dncesi implant
3 | P yizey genisligi
1 7
ﬂ T T 1
Kantrol Leuprelid Bevasizumalk:

Tedavi gruplarinda pro-apoptotik ve anti-apoptotik gen ekspresyonlar: endometriyum,
endometriyotik odak ve overde incelendiginde anti-apoptotik genler olan Bcl-2 ve Bcl-xl,
pro-apoptotik gen olan Bax’in ekspresyonlar: tim dokularda istatistiksel olarak anlaml: farka
sahiptir. Pro-apoptotik bir gen olan Cyc-c'nin ekspresyonu sadece endometriyal odakta
istatistiksel olarak anlamli farka sahiptir. Tablo 6 tedavi gruplarinda pro-apoptotik ve anti-
apoptotik gen ekspresyonlarini gostermektedir.
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Tablo 6. Tedavi Gruplarinda Pro-apoptotik ve Anti-apoptotik Gen Ekspresyonlari

Gruplar Kontrol Leuprolid Bevasizumab P*
n=10 n=9 n=10
Bax ekspresyonu
Endometriyum 1.0+0.0 2.2+0.7 2.5+0.8 <0.001
Endometriyal odak 1.0£0.0 3.0+0.8 3.1+0.8 <0.001
Over 1.0+£0.0 1.8+0.5 2.0£0.4 <0.001
Cyc-c ekspresyonu
Endometriyum 1.0+£0.0 1.0+£0.2 1.1+0.2 0.141
Endometriyal odak 1.0£0.0 1.310.1 1.310.1 <0.001
Over 1.0+£0.0 1.0+£0.2 1.1+0.1 0.103
Bcl-2 ekspresyonu
Endometriyum 1.0+0.0 0.6+0.2 0.5+0.1 <0.001
Endometriyal odak 1.0£0.0 0.4+0.2 0.4+0.1 <0.001
Over 1.0+£0.0 0.610.1 0.7£0.2 <0.001
Bcl-xI ekspresyonu
Endometriyum 1.0+0.0 0.5+0.2 0.7+0.1 <0.001
Endometriyal odak 1.0£0.0 0.8+0.2 0.8+0.1 <0.001
Over 1.0+£0.0 0.5£0.2 0.5£0.1 <0.001

Veriler; ortalama £ SD seklinde verilmistir. p*: Kruskal-Wallis testi

Bax gen ekspresyonu kontrol grubu ile karsilastirildiginda leuproid grubunda
endometriyal dokuda 2.2 kat, endometriyal odakta 3.0 kat, over dokusunda 1.8 kat artrmistir
(P<0.001). Cyc gen ekspresyonu kontrol grubu ile karsilastirildiginda endometriyal dokuda ve
over dokusunda istatistiksel olarak anlamli degisiklik gostermemistir, ancak endometriyal
odakta 1.3 kat artis saptanmustir (P<0.001). Bcl-2 gen ekspresyonu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda leuprolid grubunda endometriyal dokuda 0.6 kat, endometriyal odakta 0.4
kat, over dokusunda 0.6 kat azalmistir (P<0.001). Bcl-xI gen ekspresyonu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda endometriyal dokuda 0.5 kat (P<0.001), endometriyal odakta 0.8 kat
(P=0.002) , over dokusunda 0.5 kat azalmistir (P<0.001). Tablo 7 kontrol grubu ve leuprolid
grubu pro-apoptotik ve anti-apoptotik gen ekspresyonlarim gostermektedir.
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Tablo 7. Kontrol Grubu ve Leuprolid Grubu Pro-apoptotik ve Anti-apoptotik Gen
Ekspresyonlari

Gruplar Kontrol Leuprolid P*
n=10 n=9
Bax ekspresyonu
Endometriyum 1.0+0.0 2.2+0.7 <0.001
Endometriyal odak 1.0£0.0 3.0+0.8 <0.001
Over 1.0+£0.0 1.8+0.5 <0.001
Cyc-c ekspresyonu
Endometriyum 1.0+0.0 1.0+0.2 0.659
Endometriyal odak 1.0£0.0 1.310.1 <0.001
Over 1.0+£0.0 1.0+£0.2 0.659
Bcl-2 ekspresyonu
Endometriyum 1.0+0.0 0.6+0.2 <0.001
Endometriyal odak 1.0£0.0 0.4+0.2 <0.001
Over 1.0+£0.0 0.610.1 <0.001
Bcl-xI ekspresyonu
Endometriyum 1.0+0.0 0.5+0.2 <0.001
Endometriyal odak 1.0£0.0 0.8+0.2 0.002
Over 1.0+£0.0 0.5£0.2 <0.001

Veriler; ortalama £ SD seklinde verilmistir. p*: Mann-Whitney U Testi

Bax gen ekspresyonu kontrol grubu ile karsilastirildiginda bevasizumab grubunda
endometriyal dokuda 2.5 kat, endometriyal odakta 3.1 kat, over dokusunda 2.0 kat artrmistir
(P<0.001). Cyc-c gen ekspresyonu kontrol grubu ile karsilastirildiginda bevasizumab
grubunda endometriyal dokuda 1.1 (P=0.015), endometriyal odakta 1.3 kat (P<0.001), over
dokusunda 1.1 kat artmistir (P=0.015). Bcl-2 gen ekspresyonu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bevasizumab grubunda endometriyal dokuda 0.5 kat, endometriyal odakta
0.4 kat, over dokusunda 0.7 kat azalmistir (P<0.001). Bcl-xI gen ekspresyonu kontrol grubu
ile karsilastirildiginda bevasizumab grubunda endometriyal dokuda 0.7 kat, endometriyal
odakta 0.8 kat, over dokusunda 0.5 kat azalmistir (P<0.001). Tablo 8 kontrol grubu ve
bevasizumab grubu pro-apoptotik ve anti-apoptotik gen ekspresyonlarint gostermektedir.
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Tablo 8. Kontrol Grubu ve Bevasizumab Grubu Pro-apoptotik ve Anti-apoptotik Gen
Ekspresyonlari

Gruplar Kontrol Bevasizumab P*
n=10 n=10
Bax ekspresyonu
Endometriyum 1.0+0.0 2.5+0.8 <0.001
Endometriyal odak 1.0£0.0 3.1+0.8 <0.001
Over 1.0+£0.0 2.0£0.4 <0.001
Cyc-c ekspresyonu
Endometriyum 1.0+0.0 1.1+0.2 0.015
Endometriyal odak 1.0£0.0 1.310.1 <0.001
Over 1.0+£0.0 1.1+0.1 0.015
Bcl-2 ekspresyonu
Endometriyum 1.0+0.0 0.5+0.1 <0.001
Endometriyal odak 1.0£0.0 0.4+0.1 <0.001
Over 1.0£0.0 0.7£0.2 <0.001
Bcl-xI ekspresyonu
Endometriyum 1.0+0.0 0,7+0.1 <0.001
Endometriyal odak 1.0£0.0 0.8+0.1 <0.001
Over 1.0+£0.0 0.510.1 <0.001

Veriler; ortalama £ SD seklinde verilmistir. p*: Mann-Whitney U Testi

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik genlerin endometriyum, endometriyotik odak ve over
dokusunda ekspresyonlar1 leuprolid grubu ile bevasizumab grubu arasinda karsilastirildiginda
tim gen ekspresyonlarinin istatistiksel olarak anlamli farka sahip olmadigi saptanmistir
(P>0.05). Tablo 9 leuprolid grubu ve bevasizumab grubu pro-apoptotik ve anti-apoptotik gen
ekspresyonlarim gostermektedir.
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Tablo 9. Leuprolid Grubu ve Bevaszumab Grubu Pro-apoptotik ve Anti-apoptotik Gen

Ekspresyonlari

Gruplar Leuprolid Bevasizumab P*
n=9 n=10
Bax ekspresyonu
Endometriyum 2.2+0.7 2.5+0.8 0.327
Endometriyal odak 3.0+0.8 3.1+0.8 0.567
Over 1.8+0.5 2.0£0.4 0.391
Cyc-c ekspresyonu
Endometriyum 1.0+0.2 1.1+0.2 0.487
Endometriyal odak 1.3+0.1 1.3+0.1 0.712
Over 1.0+£0.2 1.1+0.1 0.205
Bcl-2 ekspresyonu
Endometriyum 0.6+0.2 0.5+0.1 0.141
Endometriyal odak 0.4+0.2 0.4+0.1 0.513
Over 0.610.1 0.7£0.2 0.177
Bcl-xI ekspresyonu
Endometriyum 0.5+0.2 0,7+0.1 0.060
Endometriyal odak 0.8+0.2 0.8+0.1 0.390
Over 0.5£0.2 0.51£0.1 0.621

Veriler; ortalama £ SD seklinde verilmistir. p*: Mann-Whitney U Testi

Endometriyotik odakda Bcl-2 ve Bax geni ekspresyonlarinin leuprolid ve bevasizumab

gruplarinda dagilimu karsilastirildiginda her iki grupta Bcl-2 gen ekspreyonunun azaldigi, Bax

gen ekspreyonunun ise arttigr goralmastir. Sekil 20"de leuprolid ve bevasizumab grubundaki

her bir sigamn Bax ve Bcl-2 gen ekspresyonlarinin kontrol grubuna gére kat olarak degisimini

gostermektedir.
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Sekil 20. Leuprolid ve Bevasizumab Grubunda Endometriyal Odakta Bcl-2 ve Bax
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5. TARTISMA

Endometriyozis 0Ozellikle Ureme cagindaki kadinlari etkileyen rekirrens ve
progresyona yatkin bir seyri olan kronik bir hastaliktir. Dismenore, disparoni, pelvik agri ve
subfertilite hastaligin seyrinde sik gorilen sikayetlerdir. Bu sikayetler nedeni ile hastalarin
gunlik aktivite, kariyer planlari ve fertilite beklentileri 6nemli Olclide etkilenmektedir.
Cerrahi olarak tanimlanmasimin ardindan yaklasik bir yizyil gegmesine ve olusumunu
aydinlatmaya calisan bircok ¢alisma olmasina ragmen hastaligin patogenezi henliz tam olarak
anlasilamamustir.  Sampson’'nun  retrograd menstriiasyon  teorisi  ise  endometriyozis
patogenezinde birincil mekanizma olarak yerini korumaktadir.

Endometriyal hiicreler anjiyogenezi ve enflamasyonu indiikleyen hormonal faktérlere
yanit olarak prolifere olur. insan endometriyumunun kendine has anjiyogenetik potansiyeli
Otopik endometriyumda patolojik degisikliklerin hastaligin temelini  olusturabilecegini
dustnddrmustir. Endometriyotik hicrelerin endometriyal hiicrelerle kiyaslandiginda artmis
proliferasyon ve sag kalima sahip oldugu gorulmustir.

Endometriyozis tedavisinde kullanilan geleneksel medikal ilaglar hipodstrojenik cevre
olusturma ilkesine dayanrr. Ancak medikal tedavilerin hipodsirojenik yan etkileri
kullanumlarint sinirlar. Ayni zamanda medikal tedavilerle elde edilen sonuglar kalici nitelikte
degildir. Bu nedenle endometriyozis tedavisinde kalici sonuglara ve daha az yan etkiye sahip
tedavi modalitelerine ihtiyag vardir.

GnRH agonistleri endometriyozis tedavisinde yerini almis etkin tedavi modaliteleridir.
GnRH agonistleri ile ilgili ¢alismalar: inceledigimizde endometriyozisli hastalardan elde
edilen 6topik ve ektopik endometriyal hiicrelerde hormonal etkilerinin yam sira apoptozisi
arttirdiklar: gosterilmistir. Bir calismada 16 tedavi almamis endometriyozisli kadin ve 14
kisiden olusan kontrol gruplari olusturulmustur. Batin olgulardan 6topik endometriyum
orneklemesi yapilmustir. Bu hicrelerden elde edilen kultlrlere leoprolid asetat eklenmistir.
Leoprolid asetatin her iki grupta da apoptotik indeksleri artirip hticre proliferasyonunu
azalttig1 saptanmustir (159). Benzer bir calisma Imai ve arkadaslar: tarafindan yapilmistir. Bu
calismada 13 endometriyozisli ve kontrol grubu olarak 8 leyomyomlu hastadan ektopik ve
Otopik endometriyal hiicre 6rnekleri alinmistir. Spontan apoptozis endometriyozisli hastalarda
daha dustk saptanirken, GnRH anologu eklenmesi durumunda endometriyozisli hastalarda
apoptozis artarken kontrol grubunda bir degisiklik saptanmamustir (160).
54



Meresman ve arkadaslariin  yaptigi calismada endometriyozisli ve kontrol
hastalarindan elde edilen endometriyal hicre kilturlerine leuprolid asetat eklenmesinin
apoptozisi arttirdigr ve VEGF salinmmmim azalttigi gosterilmistir (157). Diger bir ¢alismada
endometriyozisli ve endometriyozisi olmayan infertil kadinlarin endometriyum orneklerinde
apoptozis iliskili proteinler ve apoptotik hiicre yUzdeleri incelenmistir. Leuprolid asetat ve
Antide (GnRH antagonisti) kullanildiginda hem endometriyozisli hem de endometriyozisi
olmayan olgularda apoptotik hticre ytizdeleri artarken, Bax ve FasL ekspresyonu artmis, Bcl-2
ekspresyonu ise azalmistir (158).

Reproduktif sistemi etkileyen hastaliklarda GnRH agonistlerinin roluni inceleyen bir
calismada ise leuprolid asetat endometriyoma, adenomyozis ve myoma uteriye sahip 55
hastaya verilirken, 81 hastada her hangi bir tedavi modalitesi kullamlImamustir. Enflamasyon
dokuda makrofaj infiltrasyonu, anjiyogenez mikrodamar yogunlugu, apoptozis ise TUNEL
testi (Terminal deoxynucleotidyl transferase biotin-dUTP nick end labeling) ve aktive kaspaz-
3'Un immun ekspresyonu ile degerlendirilmistir. Enflamasyon ve anjiyogenez GnRHa
tedavisi alan grupta hastalarin endometriyumlarinda anlamli olarak azalirken, patolojik
lezyonlarinda ve myometriyumlarinda da belirgin olarak azalmis bulunmustur. Apoptotik
indeks ve aktif kaspaz-3'Un kantitatif-histogram skorlar1 tedavi alan grubun Otopik
endometriyumunda, patolojik lezyonlarinda ve myometriyumlarinda anlamli olarak artnus
saptanmustir. Doku diizeyinde gosterilen bu etkiler ¢esitli reproduktif sistem hastaliklarinin
GnRHatedavisi ile regresyonunu agiklamada faydalidir (161).

Farkli olarak Borroni ve arkadaslarimin yaptigi calismada GnRH reseptorleri 13
overyan endometriyoma olgusunda dokuda PCR calismast ile saptanmistir. Alinan
endometriyoma hicreleri hiicre kultirlerinde 9 gin cogaltildiktan sonra ¢esitli dozlarda
leuprolid asetata maruz birakilmigtir. 5 vakada ¢esitli dozlarda belirgin  hicre
proliferasyonunda azalma saptanirken 8 vakada GnRHR varligina ve artan ilag dozlarina
ragmen hicre proliferasyonuna bir etki saptanmamistir (210).

GnRH reseptérlerinin ekspresyonu ve GnRH agonistlerinin  endometriyum ve
reproduktif sistem lezyonlarinda hiicre proliferasyonuna etkisi bir diger calismada daha
sorgulanmustir. Pelvik endometriyozisli 35, overyan endometriyomali 45, adenomyozisli 35
ve myoma uterisi olan 56 hasta galismaya dahil edilmistir. Hastalardan biopsiler laparoskopi
ya da laparotomi ile alinmistir. PCR calismasinda endometriyum ve patolojik lezyonlarda
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GnRHR | vell’ye ait mMRNA’larin eksprese oldugu saptanmistir. GnRHR' nin menstriiel fazda
en fazla eksprese oldugu, peritoneal kirmizi lezyonlarda ise immin reaktivitesinin diger
peritoneal lezyonlardan fazla oldugu saptanmistir. Ekzojen GnRHa tedavisi ile
endometriyumda ve lezyonlarda hiicre proliferasyonun da azalma oldugu saptanmustir (211).
Bu calismalar gostermistir ki GnRHa hipo-6strojenik ¢evre olusturmanmn yam sira direk hiicre
proliferasyonunu azaltict ve apoptozisi arttirici etkisi ile endometriyotik lezyonlarin
gerilemesini saglamaktadir. Bizim calismamizda da leuprolid asetat endometriyotik implant
ylzey alanlarini kontrole kiyasla anlamli olarak kiigultmistir. PCR calismasinda ise leuprolid
asetattin apoptotik genlerin ekspresyonunu arttirdigi, anti-apoptotik genlerin ekspresyonlarini
azalttigr gorilmustar.

Progestgien agjanlarin kullammi endometriyozis tedavisinde yerini almistir ancak
sistemik yan etkileri nedeniyle lokal etkiye sahip levonorgestrel salimmli rahim ici arag
kullaumu  fikri ortaya cikmustr. GnRHa ve levonorgestrel salimmli rahim ici arag
uygulamasinin 22 endometriyozis hastasinda hicre proliferasyonu, Fas ekspresyonu ve
steroid reseptorleri Gzerine etkisi bir calismada arastirilmistir. 11 hastaya 6 ay boyunca
GnRHa tedavisi, 11 hastaya levonorgestrel salinimli rahim igi arag uygulamasi yapilmstir.
Hastalarin  tedavi Oncess ve sonrasinda endometriyotik  lezyonlarindan  ve
endometriyumlarindan biyopsi alinmistir. Her iki tedavi protokollinin 6topik ve ektopik
endometriyal doku hticre proliferasyonu indekslerinde anlamli azalma sagladigi saptanmustur.
Sadece levonorgestrel salinimli rahim igi arag uygulanan hastalarin 6topik ve ektopik
endometriyumlarinda Fas ekspresyonu artmis olarak bulunmustur. Otopik endometriyumda
steroid reseptorlerinin ekspresyonunun her iki tedavi modalitesinde de azaldig1 ancak ektopik
endometriyum dokusunda sadece levonorgestrel salimml: rahim igi arag uygulanan hastalarda
belirgin disus gosterdigi saptanmustir (212).

Endometriyozis tedavisinde kullanilan medikal tedavi modaliteleri ve apoptozisiliskisi
bircok jinekolojik hastalikta incelenmistir. Menorgjisi olan bir grup hastada levonorgestrel
salinimli rahim igi arag uygulamasinin endometriyal proliferasyon ve apoptozis Uzerine etkisi
arastirilmistir. Levonorgestrel salinimli rahim ici arag uygulamasinin endometriyal stroma ve
bez dokusunda proliferasyonu azalttigi ve apoptozisi arttirdigi saptanmistir. Uygulama sonrasi
apoptozisin artma mekanizmas: olarak artmis Fas antijen ekspresyonu ve azalmis Bcl-2
protein ekspresyonu gosterilmistir (213).
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Bir hicre kdlturi calismasinda progesteron, medroksiprogesteron asetat  ve
levonorgestrel’in - endometriyal endotelyal hiicrelerde apoptotik etkisi  arastirilmistur.
Medroksiprogesteron asetatin tUm dozlarinda TUNEL calismasinda artrmis  apoptozis,
immunohistokimyasal incelemede de artmis Bax ve azalmis Bcl-2 ekspresyonu saptanmustir.
Ancak levonorgestrel hiicre Kkiltirlerine yiksek dozda eklendiginde bu etkileri
olusturabilmistir (214).

Levonorgestrel’in leyomyom hicreleri Uzerine etkilerini arastiran bir calismada ilacin
artan konsantrasyonlar1 ile proliferasyon hizinin azaldigi, apoptozis hizinin ise arttigi
saptanmistir. PCR ve Western Blot calismalart ile IGF-1, Bcl-2 ve survivin mRNA
ekspresyonlarimin azaldigi, p38 fosforilasyonundaki artis ise kaspaz-3'Gn aktif oldugunu
ortaya koymustur (215).

Progestgjen ajanlarin ektopik endometriyuma etkilerini fare modelinde arastiran bir
calismada farelere 7 ila 28 gun progesteron, didrogesteron ya da dihidrodidrogesteron
subkitan olarak verilmistir. Tedavi sonrasinda ektopik lezyonlar proliferasyon, apoptozis ve
anjiyogenez agisindan degerlendirilmistir. TUm progestin tedavilerinde apoptozisin arttigi
(aktif kaspaz 3 boyanmasinda artis) gosterilmistir ancak degisik progestinler arasinda anlamli
fark bulunamamustir. MMP-2 ekspresyonu tim progestinlerde azalmis olarak saptanmustir.
MMP-3 ekspresyonu ise sadece didrogesteron tedavisi sonrast azalmustir. bFGF Un
transkripsiyonu progesteron ve dihidrodidrogesteron ile baskilanmistir. VEGF ve sistin zengin
anjiyogenez indikleyicisi transkripsiyonu dihidrodidrogesteron ve didrogesteron ile suprese
olmustur. Ayrica mikrodamar yogunlugu progestinlerle hafif olarak baskilanmistir (216).

Medroksiprogesteron asetat, danazol ve leuprolid asetatin endometriyal stromal hiicre
proliferasyonu  Uzerine etkisini  arastran  bir calismada hicre  kdltdrlerinde
medroksiprogesteron asetat ve danazol’tin hiicre proliferasyonunu azalttigi ancak leuprolid
asetatta boyle bir etkinin saptanmadigi sonucuna varilmistir (217).

Danazol’ tin etkinligini in-vivo ve in-vitro ortamda arastiran bir ¢alismada danazol’ Gin
direk olarak endometriyal hiicreler Uzerine etki ederek ve indirekt olarak periferal kan
monositleri aracilig ile proliferasyonu engelledigi saptanmustir. Bu etki danazol’ tin monosit
derive buyume faktorlerinin salinimini baskilamasina baglanmistir (218).

Danazol’ tin ovulasyonu inhibe etmesi yani sira in-vitro ortamda sagladigi direk anti-

proliferatif etkilere dayanarak planlanan bir ¢alismada danazol vaginal halka formunda derin
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infiltre pelvik endometriyozis olgularina uygulanmistir. Kontrol grubunu ise overyan
endometriyomal: hastalar olusturmustur. Vaginal danazol uygulamas: oral uygulamadan farkl1
olarak serumda ilag konsantrasyonlari saptanamadan derin infiltre pelvik endometriyozis
olgularinda endometriyotik kitleleri kiictltmustir. Bu danazoliin vaginal mukozadan emilerek
endometriyotik dokuya ulasmasina baglanmistir (219).

Olivares ve arkadaslarimin yaptigi bir calismada celecoxib’in endometriyal epitel
hiicrelerinde VEGF salimmi, COX-2 ekspresyonu, apoptozis ve hticre proliferasyonu tizerine
etkileri calisilmistir. Endometriyozisli hastalarda celecoxib yiksek dozlarda endometriyal
epitel hicrelerinde COX-2 protein seviyesini arttirmistir.  Celecoxib’in  tim dozlarda
prostoglandin E2 ve VEGF sentezinde azalma saglamasi COX-2 aktivitesinin azaldigini
disUndurmistir. DUstk dozlarda dahil olmak (zere tUm dozlarda hiicre proliferasyonu
azalirken apoptozisin arttigi saptanmistir (220).

COX-2 inhibitorleri ile ilgili bir diger calismada selektif bir COX-2 inhibitori olan
NS398 Suriye Golden hamsterlarinda olusturulan endometriyozis modelinde kullanilmistir.
COX-2'nin endometriyotik odaklar1 anjiyogenezi inhibe ederek kigllttigii bunla beraber
anjiyogenetik bir buyume faktorti olan VEGF seviyelerini azalttigi saptanmistir. COX-2
inhibitort bu etkilerinin yani: sira endometriyotik hiicrelerde kaspaz-3 ile aktive apoptoziste
artig ve beraberinde hticre proliferasyonunda azalma gostermistir (221).

NS398 ile yapilan fare endometriyozis modelinde ise implant buyukltklerinde,
mikrodamar dansitesinde, VEGF ve COX-2 indekslerinde azalma saptanirken proliferasyon
ve apoptozis lUizerine yararl bir etki saptanmamistir (222).

COX-2 inhibitoru olan rofecoxib ile yapilan bir sigan endometriyozis modelinde ise
rofecoxibin endometriyotik odaklar: geriletmede leuprolid asetat kadar etkili oldugu ve her iki
ilacinda VEGF seviyelerinde azalmaya neden oldugu saptanmustir (187).

Enflamasyon, apoptozis ve timorogenez gibi selller stireclerde yer alan nonsteroidal
antiinflamatuar ilag aktive gen-1'in (NAG-1) endometriyumda ekspresyonunu ve selektif
COX-2 inhibitoru olan celecoxible etkilesimini degerlendiren bir ¢alismada NAG-1 mRNA
seviyelerinin menstriel siklus boyunca degistigi, 6zellikle gec sekretuar ve menstriel fazda
arttigr saptanmistir. Endometriyozisli hastalarda NAG-1 mRNA seviyelerinin distk oldugu
ancak htcre kilturlerine celecoxib eklenmesi ile NAG-1 mRNA ekspresyon seviyelerinin ve

apoptozisin arttirdigr gozlenmistir. Bu etkilerin doz ve konsantrasyon bagimli oldugu
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saptanmustir (223). Bir diger calismada adenomyozisden derive mezenkimal kok hicreler
endometriyal mezenkimal kok hiicrelerle karsilastirilmis, adenomyozisden derive mezenkimal
kok hticrelerde artnrug COX-2 ekspresyonu saptanmistir. Adenomyozisden derive mezenkimal
kok hiicreler COX-2 inhibitorleri ile tedavi edildiginde migrasyon ve invazyon yeteneginde
azalma saptanirken, apoptoziste artma saptanmistir. Ancak COX-2 inhibitorleri ile benzer
etkinlik endometriyal mezenkimal kok hticrelerinde saptanmamustir (224).

Rosiglitazone ve celecoxib’in etkinligini fare endometriyozis modelinde degerlendiren
bir calismada prolifere hiicre nikleer antijeni (PCNA) ile vaskulerizasyon, CD31 ve CD34 ile
hiicre proliferasyonu immunohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. TUNEL teknigi ise
apoptozisi saptamada kullamlmistir. TUm ¢alisma gruplarinda tedavi ile lezyonlarin anlamli
derece kuglldigu, hicre proliferasyonunun azaldigi ve apoptozisin arttigi saptanmustur.
Kombine ve tek basina her iki ilacta deneysel endometriyozis modelinde etkin bulunmustur
(225).

VEGF nin anjiyogenez mekanizmasinda onemi (16,21,166,169,179), timdr ve
endotelyal hiicreleri apoptozisden korumasi (22,226,227) ve endometriyozis etiyolojisinde rol
oynadig1 yonindeki kanitlar VEGF inhibisiyonunun endometriyozis tedavisinde etkin sekilde
kullarilabilecegi fikrini ortaya atmustir. Bu fikirden yola ¢ikarak Ricci ve arkadaslarinin
yaptig1 fare endometriyozis modelinde, VEGF inhibisyonunun endometriyotik implantlarin
olusmasi Uzerindeki etkisi arastirilmustir. Bu calismada bizim calismamizdan farkli olarak
cerrahi olarak olusturulan endometriyotik odaklarin olusup olusmadigi kontrol edilmeden
tedaviye baslanmistir. Ayrica tedaviye operasyonlardan iki hafta sonra baslanmis ve iki hafta
siresince 15, 18, 21, 24 ve 27. ginlerde bevasizumab 5mg/kg dozunda verilmistir. Tedavi
sonrasinda eksize edilen endometriyotik odaklarda hticre proliferasyonu (PCNA) ve vaskiler
yogunluk (CD34) imminohistokimyasal boyama, apoptozis ise TUNEL testi ile
degerlendirilmistir. Bevasizumab ile tedavi edilen farelerde lezyon sayisinin azalmadig: ancak
lezyon toplam hacminin azaldigr saptanmustir. Bizim calismamizda da benzer olarak
bevasizumab ile tedavi edilen sicanlarin kontrol grubuna goére lezyon boyutlarinda kigilme
saptanmustir. Ayni ¢alismada bevasizumab grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda
bevasizumab grubunda azalmis hiicre proliferasyonu, azalmis vaskiler yogunluk ve artmis
apoptozis izlenmistir. Ancak bu calismada bevasizumab klinik olarak etkinligi kanitlanms
herhangi bir tedavi modalitesi ile karsilastirilmamistir (206).
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Bevasizumab tedavisinin adezyon olusumu Gzerindeki engelleyici etkisi ele
alindiginda, bu konu ile ilgili yapilmis farkli metodlara sahip birkag ¢alisma vardir. Ignjatovic
ve arkadaslar1 sican ¢ekum ve peritonlarinda abrazyon yaparak olusturduklari modelde
intraperitoneal bevasizumabin etkinligini incelemistir. Bevasizumab uygulanan grupta
adezyonlarin daha az oldugu saptanmistir. (228). Moraoglu ve arkadaslarimin yaptigi
calismada ise sicanlarda uterin horn adezyon modeli olusturulmus ve farkl: dozlarda iki gruba
bevasizumab verilerek adezyonlar Uzerindeki etkisi arastirilmigtir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda bevasizumab gruplarinda adezyon olusumunun daha az oldugu
bulunmustur. Y Uksek doz ve diistik doz bevasizumab gruplari karsilastirildiginda yiksek doz
bevasizumab verilen sicanlarda daha az adezyon olustugu saptanmustir (205). Bizim
calismamizda asil ama¢ bevasizumabin endometriyotik odaklar Uzerine etkisini
degerlendirmek olmasina ragmen bevasizumabin endometriyotik adezyonlar tzerindeki etkisi
de incelenmistir. Benzer sekilde bevasizumabin kontrol grubuna gore adezyon yayginligi ve
siddetini azalttigi bulunmustur (P<0.05).

Bevasizumab tedavisinin endometriyozis hayvan modellerinde apoptotik belirtecler
Uzerine etkisi daha once calisilmamistir. Bu c¢alismayla bevasizumab leuprolid asetat ile ilk
kez karsilastirilmistir. Endometriyotik lezyonlarin ylizey alanlarim kucultmede, histopatojik
skorlamada, adezyon yaygilik skoru, adezyon siddet skoru, toplam adezyon skoru ve
apoptotik gen ekspresyonlart agisindan bevasizumab ve leuprolid asetat gruplari arasinda
anlaml1 bir fark bulunamamustir. Ancak leuprolid asetat kontrol grubuna kiyasla histopatolojik
skorlamada anlaml: olarak dizelme saglamistir, benzer bir sonug kontrol ve bevasizumab
gruplar1 arasinda saptanamamustir. Bu nedenle bevasizumab ile histopatolojik iyilesme
gogerilememis ancak lezyon ylzey alan buyukltgtinde ve apoptotik gen ekspresyonlarinda
diizelme gosterilmistir. Bevasizumabin endometriyotik odaklarda endotele zarar vermeden
implant yizey alamni kougultmesi Otopik endometriyum Uzerinde olumsuz etkiler
olusturmadan endometriyozisin tedavisini saglayacagim dustndirebilir.  Endometriyotik
lezyonlardaki apoptozis direncinin Ustesinden gelinmesinde bevasizumabin apoptotik
etkisinden faydalanilabilir.

Endometriyozis patogenezinde etkin olmast muhtemel olan diger buyime
faktorlerinden fibroblast biyume faktort (FGF) ve PDGF Gn VEGF ile birlikte inhibisyonlari
fikri ele aindiginda Laschke ve arkadaslarinin calismasinin sonuclar ilgi cekmektedir. Bu
calismaya gore FGF, PDGF ve VEGF nin kombine inhibisyonu (SU6668) tek basina VEGF
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inhibisyonuna (SU5416) gore mikrodamar yogunlugunu azaltmada daha etkili bulunmustur
(179). Bu nedenle bevasizumab ile diger buyume faktorlerinin inhibisyonunu kapsayan yeni
calismalaraihtiyag duyulmaktadir.

Bevasizumabin kanser hastalarinda anjiyogenezi inhibe etme yetenegi disinda
(229,230) bu calismayla endometriyozis tedavisinde etkinligi leuprolid asetat ile kiyaslanarak
gogerilmistir. Bevasizumabin intraventz kullammda proteindri, hipertansiyon, kanama,
tromboemboli, barsak perforasyonu, bozulmus vyara iyilesmesi, inflzyona bagl
hipersensitivite reaksiyonu ve reversibl |6koensefalopati sendromu gibi yan etkilere neden
olabildigi bilinmektedir (231). Ilag yan etkisini minimal seviyeye indirip, lokal etkinliginden
faydalanma fikrinden yola ¢ikilarak ilacin intarperitoneal yolla verilmesi arastirilmistir. Kisitli
sayida hastadan elde edilen verilere gore, ciddi asiti olan malign over kanseri olgularinda
intraperitoneal uygulama ile belirgin yan etki olusturmaksizin asitin en az 2 ay sire ile
geriletilebildigi saptanmustir (232). Ancak verilerin kisitli olmasi intraperitoneal uygulamanin
toksisitesi hakkinda hentiz yorum yapilmasini guiclestirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Endometriyozis tedavisinde siklikla kullamlan GnRH agonistleri ve steroidojenik
ganlar cogunlukla kuratif etkiden uzakta, supresif etki saglamaktadir. Cerrahi tedavi ise
endometriyozis tamsinda oldugu kadar tedavisinde de etkili bir yontemdir. Cerrahinin over
rezervine olumsuz etkileri ve operasyonlar sonrasi rekirrenslerin  gorulebilmesi  bu
uygulamalarin kullamimlarimi kisitlar. Bu nedenle endometriyoma gelisimini ve niksint
Onleyen etkili terapttik modalitelerin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir.

Bu calismayla endometriyozis tedavisinde anti-anjiyogeneik bir ilag olan bevasizumab
leuprolid asetat ile karsilastirilmistir. Bevasizumab ile leuprolid asetat gruplari arasinda
endometriyotik odakta toplam adezyon skoru, histopatolojik skor ve tedavi sonrasi ylizey
alanlarinda kiculme agisindan fark saptanmamustir. Benzer bir sekilde PCR calismasinda
endometriyotik odak, endometriyum dokusu ve over dokusu Orneklerinde anti-apoptotik
genlerden Bcl-2 ve Bcl-xI ekspresyonlari bevasizumab ve leuprolid grubunda kontrol grubuna
oranla dusik, apoptotik genlerden olan Bax ekpresyonlar: ise bevasizumab ve leuprolid
grubunda kontrol grubuna oranla yuksek bulunmustur. Ancak leuprolid asetat ve bevasizumab
gruplar1 arasinda gen ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli  bir  fark
saptanamamistir. Bu bulgular 1s1ginda bevasizumabin leuprolid asetat ile benzer etkinlige
sahip oldugu dustnulebilir. Endometriyozis tedavisinde etkinliginin gosterilebilmesi icin daha
ileri calismalaraihtiyag vardr.

62



7.

10.

11.

KAYNAKLAR

Eskenazi B, Warner ML. Epidemiology of endometriosis. Obstet Gynecol Clin North
Am 1997;24:235-58.
Thomas EJ, Prentice A. The aetiology and pathogenesis of endometriosis. Reprod Med

Rev 1992;1:21-36.

Cramer DW, Missmer SA. The epidemiology of endometriosis. Ann N Y Acad Sci
2002;955:11-22.

D'Hooghe TM, Debrock S, Hill JA, Meuleman C. Endometriosis and subfertility: is the
relationship resolved? Semin Reprod Med 2003;21(2):243-54.

Olive DL, Schwartz LB. Endometriosis. N Engl J Med 1993;328(24):1759-69.

Jenkins S, Olive DL, Haney AF. Endometriosis. pathogenetic implications of the
anatomic distribution. Obstet Gynecol 1986;67(3):335-38.

Ishimura T, Masuzaki H. Peritoneal endometriosis. endometrial tissue implantation as
its primary etiologic mechanism. Am J Obstet Gynecol 1991;165(1):210-14.

Giudice LC, Kao LC. Endometriosis. Lancet 2004;364:1789-99.

Gebel HM, Braun DP, Tambur A, Frame D, Rana N, Dmowski WP. Spontaneous
apoptosis of endometrial tissue is impaired in women with endometriosis. Fertil Steril
1998;69:1042-47.

Donald PB, Janchi D, Fehr S, James CW, Nasir R, Dmowski WP. Quantitative
expression of apoptosis-regulating genes in endometrium from women with and without
endometriosis. Fertil Steril 2007;87:263-68.

Aude Beliard, Agnes Noel, Jean-Michel Foidart. Reduction of apoptosis and

proliferation in endometriosis. Fertil Steril 2004;82:80-85.

63



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Dmowski WP, Ding J, Shen J, Rana N, Fernandez BB, Braun DP. Apoptoss in
endometrial glandular stromal cells in women with and without endometriosis. Hum
Reprod 2001;16:1802-08.

Shifren JL, Tseng JF, Zaloudek CJ, Ryan IP, Meng YG, Ferrara N, Jaffe RB, Taylor
RN. Ovarian steroid regulation of vascular endothelial growth factor in the human
endometrium: implications for angiogenesis during the menstrual cycle and in the
pathogenesis of endometriosis. J Clin Endocrinol Metab 1996;81(8):3112-18.

Healy DL, Rogers PA, Hii L, Wingfield M. Angiogenesis. a new theory for
endometriosis. Hum Reprod Update 1998; 4(5):736-40.

Chung HW, Wen Y, Chun SH, Nezhat C, Woo BH, Lake Polan M. Matrix
metalloproteinase-9 and tissue inhibitor of metalloproteinase-3 mMRNA expression in
ectopic and eutopic endometrium in women with endometriosis. a rationale for
endometriotic invasiveness. Fertil Steril 2001;75(1):152-9.

McLaren J, Prentice A, Charnock-Jones DS, Smith SK. Vascular endothelial growth
factor (VEGF) concentrations are elevated in peritoneal fluid of women with
endometriosis. Hum Reprod 1996;11(1):220-3.

McLaren J. Vascular endothelial growth factor and endometriotic angiogenesis. Hum
Reproduction Update 2000;6(1):45-55.

V Bourlev, N Volkov, S Pavlovitch, N Lets, A Larsson, M Olovsson. The relationship
between microvessel density, proliferative activity and expression of vascular
endothelial growth factor-A and its receptors in eutopic endometrium and endometriotic
lesions. Reproduction 2006;132(3):501-9.

Pupo-Nogueira A, de Oliveira RM, Petta CA, Podgaec S, Dias JA, Abrdo MS. Vascular
Endothelial Growth Factor concentrations in the serum and peritoneal fluid of women

with endometriosis. Int J Gynecol Obstet 2007;99(1):33-37.
64



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Ferrara N. Role of vascular endothelial growth factor in regulation of physiological
angiogenesis. Am J Physiol Cell Physiol 2001;280:1358-66.

Nor JE, Christensen J, Mooney DJ, Polverini PJ. Vascular endothelial growth factor
(VEGF)-mediated angiogenesis is associated with enhanced endothelial cell survival
and induction of Bcl-2 expression. Am. J. Pathol. 1999;154:375-84.

Kosaka N, Sudo N, Miyamoto A, Shimizu T. Vascular endothelial growth factor
(VEGF) suppresses ovarian granulosa cell apoptosis in vitro. Biochem Biophys Res
Commun. 2007;363(3):733-37.

Daniel E Machado, Plinio T Berardo, Celia Y Palmero, Luiz E Nasciutti. Higher
expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) and its receptor VEGFR-2
(Flk-1) and metalloproteinase-9 (MMP-9) in arat model of peritoneal endometriosis is
similar to cancer diseases. J Exp Clin Cancer Res. 2010;19:29:1-9.

Sampson JA. Peritoneal endometriosis due to menstrual dissemination of endometrial
tissue into the peritoneal cavity. Am J Obstet Gynecol 1921; 14: 422—-469.

Punnonen R, Klemi PJ, Nikkanen V. Postmenopausal endometriosis. Eur J Obstet
Gynecol Reprod Biol 1980;11:195-200.

Cramer DW, Wilson E, Stillman RJ, Berger MJ, Belisle S, Schiff I, Albrecht B, Gibson
M, Stadel BV, Schoenbaum SC. The relation of endometriosis to menstrua
characteristics, smoking, and exercise. JAMA 1986 11;255(14):1904-8.

Darrow SL, Vena JE, Batt RE, Zielezny MA, Michalek AM, Selman S. Menstrual cycle

characteristics and the risk of endometriosis. Epidemiology 1993;4(2):135-42.

28. Arumugam K, Templeton AA. Endometriosis and race. Aust N Z J Obstet Gynaecol

1992;32(2):164-5.

29. Vigano P, Parazzini F, Somigliana E, Vercellini P. Endometriosis. epidemiology and

aetiological factors. Best Pract Res Clin Obstet Gynaecol 2004;18(2):177-200.
65



30.

31.

32.

33.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Nisolle M, Donnez J. Peritoneal endometriosis ovarian endometriosis, and adenomyotic
nodules of the rectovaginal septum are three different entities. Fertil Steril 1997; 68(4):
585-96.

Halme J, Becker S, Wing R. Accentuated cyclic activation of peritoneal macrophagesin
patients with endometriosis. Am J Obstet Gynecol 1984;148(1):85-90.

Liu DT, Hitchcock A. Endometriosis. its association with retrograde menstruation,
dysmenorrhoea and tubal pathology. Br J Obstet Gynaecol 1986;93(8):859-62.

Blumenkrantz MJ, Gallagher N, Bashore RA, Tenckhoff H. Retrograde menstruation in
women undergoing chronic peritoneal dialysis. Obstet Gynecol 1981;57(5):667-70.

. Palmer JR, Driscoll SG, Rosenberg L, Berkowitz RS, Lurain JR, Soper J, Twiggs LB,

Gershenson DM, Kohorn El, Berman M, Shapiro S, Rao RS. Oral contraceptive use and
risk of gestational trophoblastic tumors. J Natl Cancer Inst 1999 7;91(7):635-40.

Geraedts JP, Harper J, Braude P, Sermon K, Veiga A, Gianaroli L, Agan N, Munné S,
Gitlin S, Blenow E, de Boer K, Hussey N, Traeger-Synodinos J, Lee SH, Viville S,
Krey L, Ray P, Emiliani S, Liu YH, Vermeulen S. Preimplantation genetic diagnosis
(PGD), a collaborative activity of clinical genetic departments and IVF centres. Prenat
Diagn 2001;21(12):1086-92.

Olive DL, Henderson DY. Endometriosis and mullerian anomalies. Obstet Gynecol
1987;69:412-5.

Groothuis PG, Nap AW, Winterhager E, Grimmer R. Vascular development in
endometriosis. Angiogenesis. 2005;8(2):147-56.

Javert CT. Pathogenesis of endometriosis based on endometrial homeoplasia, direct
extension, exfoliation and implantation, lymphatic and hematogenous metastasis,
including five case reports of endometrial tissue in pelvic lymph nodes. Cancer 1949
:2(3):399-410

Ueki M. Histologic study of endometriosis and examination of lymphatic drainage in
and from the uterus. Am J Obstet Gynecol 1991;165(1):201-9.

Ichimiya M, Hirota T, Muto M. Intraymphatic embolic cells with cutaneous
endometriosis in the umbilicus. J Dermatol 1998 ;25(5):333-6.

Moore JG, Binstock MA, Growdon WA. The clinical implications of retroperitoneal
endometriosis. Am J Obstet Gynecol 1988 ;158:1291-8.

66



42.

43.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

5l

52.

53.

54.

Scholefield HJ, Sgjjad Y, Morgan PR. Cutaneous endometriosis and its association with
caesarean section and gynaecological procedures. J Obstet Gynaecol 2002;22(5):553-4.

Taff L, Jones S. Cesarean scar endometriosis. A report of two cases. J Reprod Med
2002 ;47(1):50-2.

. Rock JA, Markham SM. Extra pelvic endometriosis. Obstet Gynecol Clin North Am

1989;16(1):193-219.

Halme J, Hammond MG, Hulka JF, Raj S, Talbert LM. Increased activation of pelvic
macrophages in infertile women with endometriosis. Obstet Gynecol 1984; 64: 151—
1%4.

Keettel WC, Stein RJ. The viability of the cast-off menstrual endometrium. Am J Obstet
Gynecol 1951; 61: 440.

Nisolle M, Paindaveine B, Berliere M, Casanas- Roux F, Bourdon A, Donnez J.
Histologic study of peritoneal endometriosis in infertile women. Fertil Steril 1990; 53:
984-88.

Kruitwagen RFPM, Poels LG, Willemsen WNP, de Ronde 1J, Jap PH, Rolland R.
Endometrial epithelial cells in peritoneal fluid during the early follicular phase. Fertil
Steril 1991; 55: 297-303.

Arumugam K, Lim JM. Menstrual characteristics associated with endometriosis. Br J
Obstet Gynecol 1997; 104: 948-50.

Vercellini P, De Giorgo O, Aimi G, Panazza S, Uglietti A, Crosignani PG. Menstrual
characteristics in women with and without endometriosis. Obstet Gynecol 1997;
90:264-68.

Vinatier D, Orazi G, Cosson M, Dufour P. Theories of endometriosis. Eur J Obstet
Gynecol Reprod Biol 2001;96(1):21-34.

Kennedy S, Hadfield R, Westbrook C, Weeks DE, Barlow D, Golding S. Magnetic
resonance imaging to assess familial risk in relatives of women with endometriosis.
Lancet 1998;352(9138):1440-1.

Moen MH, Magnus P. The familial risk of endometriosis. Acta Obstet Gynecol Scand
1993;72(7):560-4.

Simpson JL, Elias S, Malinak LR, Buttram VC Jr. Heritable aspects of endometriosis. |.
Genetic studies. Am J Obstet Gynecol 1980;137(3):327-31.

67



55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Lessey BA, Castelbaum AJ, Sawin SW, Buck CA, Schinnar R, Bilker W, Strom BL.
Aberrant integrin expression in the endometrium of women with endometriosis. J Clin
Endocrinol Metab 1994;79(2):643-9.

Osteen KG, Yeaman GR, Bruner-Tran KL. Matrix metalloproteinase and endometriosis.
Semin Reprod Med 2003;21:155-64.

Ramon L, Gilabert-Egtelles J, Castello R, Gilabert J, Espana F, Romeu A, ve ark.
MRNA analysis of several components of the plasminogen activator and matrix
metalloproteinase systems in endometriosis using a real-time quantitative RT-PCR
assay. Hum Reprod 2005;20:272-8.

Bruner-tran KL, Eisenberg E, Yeaman GR, Anderson TA, McBean J, Osteen KG.
Steroid and Cytokine regulation of matrix mwetalloproteinase expression in
endometriosis and the establishment of experimental endometriosis in nude mice. J Clin
Endocrinol Metab 2002;87:4782-91.

Mulayim N, Savlu A, Guzeloglu-Kayisli O, Kayisli UA, Arici A. Regulation of
endometrial-stromal cell matrix metalloproteinase activity and invasiveness by
interleukin-8. Fertil Steril 2004;81:904-11.

Wu MH, Shoji Y, Wu MC, Chuang PC, Lin CC, Huang MF ve ark. Suppression of
Matrix Metalloproteinase-9 by Prostaglandin E2 in peritoneal macrophage is associated
with severity of endometriosis. Am J Pathol 2005;167:1061-9.

Rodgers WH, Matrisian LM, Giudice LC, Dsupin B, Cannon P, Svitek C ve ark.
Patterns of matrix metalloproteinase expression in cycling endometrium imply
differential functions and regulation by steroid hormones. J Clin Invest 1994;94:946—
53.

Sternlicht MD, Werb Z. How matrix metalloproteinases regulate cell behavior. Annu
Rev Cell Dev Biol 2001;17:463-516.

Collette T, Bellehumeur C, Kats R, Maheux R, Mailloux J,Villeneuve M. Evidence for
an increased release of proteolytic activity by the eutopic endometrial tissue in women
with endometriosis and for involvement of matrix metalloproteinase-9. Hum Reprod
2004;19:1257-64.

.Chung HW, Lee JY, Moon HS, Hur SE, Park MH, Wen Y ve ark. Matrix

metalloproteinase-2, membranous type 1 matrix metalloproteinase, and tissue inhibitor
of metalloproteinase-2 expression in ectopic and eutopic endometrium. Fertil Steril
2002;78:787-95.

68



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Di Carlo C, Bonifacio M, Tommaselli GA, Bifulco G, Guerra G, Nappi C.
Metalloproteinases, vascular endothelial growth factor, and angiopoietin 1 and 2 in
eutopic and ectopic endometrium. Fertil Steril. 2009;91(6):2315-23.

Noble LS, Takayama K, Zeitoun KM, Putman JM ve ark. Prostoglandin E2 stimulates
aromatase expression in endometriosis- derived stromal cells. J Clin Endocrinol Metab
1997; 82(2): 600-6.

Casey ML, MacDonald PC, Andersson S. 17 beta-hydroxysteroid dehydrogenase type
2:chromosomal assignment and progestin regulation of gene expression in human
endometrium. J Clin Invest 1994; 94(5): 2135-41.

Lebovic DI, Mueller MD, Taylor RN. Immunobiology of endometriosis. Fertil Steril
2001;75(1):1-10.

Oogerlynck DJ, Cornillie FJ, Waer M, Vandeputte M, Koninckx PR. Women with
endometriosis show a defect in natural killer activity resulting in a decreased
cytotoxicity to autologous endometrium. Fertil Steril 1991;56:45-51.

Wilson TJ, Hertzog PJ, Angus D, Munnery L, Wood EC, Kola I. Decreased natural
killer cell activity in endometriosis patients: relationship to disease pathogenesis. Fertil
Steril 1994;62:1086-88.

Ho HN, Chao KH, Chen HF, Wu MY, Yang YS, Lee TY. Peritoneal natural killer
cytotoxicity and CD251CD31 lymphocyte subpopulation are decreased in women with
stage 111-1V endometriosis. Hum Reprod 1995;10:2671—75.

Kanzaki H, Wang HS, Kariya M, Mori T. Suppression of natural killer cell activity by
sera from patients with endometriosis. Am J Obstet Gynecol 1992;167:257— 61.

Nothnick WB. Treating endometriosis as an autoimmune disease. Fertil Steril
2001;76(2):223-31.

Dmowski WP, Steele RW, Baker GF. Deficient cellular immunity in endometriosis. Am
J Obstet Gynecol 1981;141(4):377-83.

69



75.

76.

77

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Steele RW, Dmowski WP, Marmer DJ. Immunologic aspects of human endometriosis.

Am JReprod Immunol 1984;6(1):33-6

Mettler L, Volkov NI, Kulakov VI, Jirgensen A, Parwaresch MR. Lymphocyte subsets
in the endometrium of patients with endometriosis throughout the menstrual cycle. Am
J Reprod Immunol 1996;36(6):342-8.

Zeller M, Henig |, Radwanska E, Dmowski WP. Enhancement of human monocyte and
peritoneal macrophage chemiluminescence activities in women with endometriosis. Am
J Reprod Immunol Microbiol 1987;13(3):78-82.

Haney AF, Muscato JJ, Weinberg JB. Peritonea fluid cell populations in infertility
patients. Fertil Steril 1981;35(6):696-8.

Halme J, Becker S, Hammond MG, Raj S. Pelvic macrophages in normal and infertile
women: the role of patent tubes. Am J Obstet Gynecol 1982;142(7):890-5.

Halme J, Becker S, Haskill S. Altered maturation and function of peritoneal
macrophages. possible role in pathogenesis of endometriosis. Am J Obstet Gynecol
1987;156(4):783-9.

Dunselman GA, Hendrix MG, Bouckaert PX, Evers JL. Functional aspects of peritoneal
macrophages in endometriosis of women. Reprod Fertil 1988;82(2):707-10.

Garcia-Velasco JA, Arici A, Zreik T, Naftolin F, Mor G. Macrophage derived growth
factors modulate Fas ligand expression in cultured endometrial stromal cells: arole in
endometriosis. Mol Hum Reprod 1999;5(7):642-50.

Strathy JH, Molgaard CA, Coulam CB, Melton LJ 3rd. Endometriosis and infertility: a
laparoscopic study of endometriosis among fertile and infertile women. Fertil Steril
1982;38(6):667-72.

Sangi-Haghpeykar H, Poindexter AN 3rd. Epidemiology of endometriosis among
parous women. Obstet Gynecol 1995;85(6):983-92.

Child TJ, Tan SL. Endometriosis. aetiology, pathogenesis and treatment. Drugs
2001;61(12):1735-50.

70



86. Chwalisz K, Garg R, Brenner RM, Schubert G, Elger W. Selective progesterone
receptor modulators (SPRMs): a novel therapeutic concept in endometriosis. Ann N Y
Acad Sci 2002;955:373-88.

87. Gruppo Italiano per lo Studio dell'Endometriosi. Relationship between stage, site and
morphological characteristics of pelvic endometriosis and pain. Hum Reprod
2001;16(12):2668-71.

88. Vercellini P, Trespidi L, De Giorgi O, Cortesi |, Parazzini F, Crosignani PG.
Endometriosis and pelvic pain: relation to disease stage and localization. Fertil Steril
1996;65(2):299-304.

89. Fedele L, Bianchi S, Bocciolone L, Di Nola G, Parazzini F. Pain symptoms associated
with endometriosis. Obstet Gynecol 1992;79:767-9.

90. Cornillie FJ, Oogterlynck D, Lauweryns JM, Konincks PR. Deeply infiltrating pelvic
endometriosis. histology and clinical significance. Fertil Steril 1990;53:978-83.

91. Barlow DH, Glynn CJ. Endometriosis and pelvic pain. Bailieres Clin Obstet Gynaecol
1993;7:775-90.

92. Mounsey AL, Wilgus A, Slawson DC. Diagnosis and Management of Endometriosis.
American Family Physician 2006; 74(4): 594-602.

93. Barbieri RL, Niloff JM, Bast RC Jr, Scaetzl E, Kistner RW, Knapp RC. Elevated serum
concentrations of CA-125 in patients with advanced endometriosis. Fertil Steril
1986;45(5):630-4.

94. Pittaway DE, Fayez JA. The use of CA-125 in the diagnosis and management of
endometriosis. Fertil Steril 1986;46(5):790-5.

95. Koninckx PR, Riittinen L, Seppala M, Cornillie FJ. CA-125 and placental protein 14
concentrations in plasma and peritoneal fluid of women with deeply infiltrating pelvic
endometriosis. Fertil Steril 1992;57(3):523-30.

96. Mol BW, Bayram N, Lijmer JG, Wiegerinck MA ve ark. The performance Of CA-125
measurement in the detection of endometriosis. a meta analysis. Fertil Steril 1998;
70(6): 1101-8.

71



97. Shaw RW. Endometriosis. Blackwell Science Ltd. London, 1995.

98. Ling FW. Randomized controlled trial of depot leuprolide in patients with chronic
pelvic pain and clinically suspected endometriosis. Pelvic Pain Study Group. Obstet
Gynecol 1999;93(1):51-8.

99. Speroff L, Fritz MA. Endometriosis. Clinical Gynecologic Endocrinology and
Infertility. Seventh edition 2005. p: 1103-1133.

100. Murphy AA, Green WR, Bobbie D, dela Cruz ZC, Rock JA. Unsuspected
endometriosis documented by scanning electron microscopy in visualy normal
peritoneum. Fertil Steril 1986;46(3):522-4.

101. Revised American Society for Reproductive Medicine classification of
endometriosis;1996. Fertil Steril 1997,;67:817-21.

102. Crosignani P, Olive D, Bergqvist A, Luciano A. Advances in the management of
endometriosis. an update for clinicians. Hum Reprod Update 2006;12(2):179-89.

103. Lu PY, JO Steven. Endometriosis: Current management. Mayo Clin Proc 1995; 70:
453-63.

104. Hughes E, Brown J, Collins JJ, Farquhar C, Fedorkow DM, Vandekerckhove
P.Ovulation suppression for endometriosis. Cochrane Database Syst Rev. 2007
18;(3):CD000155.

105. Vercellini P, Vigano P, Somigliana E. The role of the levonorgestrel-releasing
intrauterine device in the management of symptomatic endometriosis. Current Opinion
in Obstetrics and Gynecology 2005;17(4): 359-365.

106. Crosignani PG, Luciano A, Ray A, Bergqvist A. Subcutaneous depot
medroxyprogesterone acetate versus leuprolide acetate in the treatment of
endometriosis-associated pain. Hum Reprod 2006;21(1):248-56.

72



107. Schlaff WD, Carson SA, Luciano A, Ross D, Berggvist A. Subcutaneous injection of
depot medroxyprogesterone acetate compared with leuprolide acetate in the treatment of
endometriosis-associated pain. Fertil Steril 2006;85(2):314-25.

108. Moore J, Kennedy S, Prentice A. Modern combined oral contraceptives for pain
associated with endometriosis. Cochrane Database Syst Rev. 2007;(3):CD001019.

109. Olive DL. Medical therapy of endometriosis. Semin Reprod Med 2003;21(2):209-22.

110. Muzii L, Marana R, Caruana P, Catalano GF, Margutti F, Panici PB. Postoperative
administration of monophasic combined oral contraceptives after |aparoscopic treatment
of ovarian endometriomas. a prospective, randomized trial. Am J Obstet Gynecol
2000;183(3):588-92.

111. Vercellini P, Trespidi L, Colombo A, Vendola N, Marchini M, Crosignani PG. A
gonadotropin-releasing hormone agonist versus a low-dose oral contraceptive for pelvic
pain associated with endometriosis. Fertil Steril 1993;60(1):75-9.

112. Waller KG, Shaw RW. Gonadotropin-releasing hormone analogues for the treatment
of endometriosis: long-term follow-up. Fertil Steril 1993;59(3):511-5.

113. Adamson D. Surgical management of endometriosis. Semin Reprod Med 2003; 21.:
223-33.

114. Guo SW. Recurrence of endometriosis and its control. Hum Reprod Update
2009;15(4):441-461.

115. Bruhat MA, Mage G, Chapron C, Pouly JL, Canis M, Wattiez A. Present day
endoscopic surgery in gynecology. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 1991;41(1):4-13.
116. Saleh A, Tulndi T. Reoperation after laparoscopic treatment of ovarian endmetriomas

by excision and fenestration. Fertil Steril 1999; 72(2): 322-24.

117. Chapron C, Vercellini P, Barakat H, Vieira M ve ark. Management of ovarian
endometriomas. Hum Reprod Update 2002; 8: 591-97.

73



118. The Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine:
Treatment of pelvic pain associated with endometriosis. Fertil Steril 2006; 86: 18-27.

119. Namnoum AB, Hickman TN, Goodman SB, Gehlbach DL, Rock JA. Incidence of
symptom recurrence after hysterectomy for endometriosis. Fertil Steril 1995;64(5):898-
902.

120. Donnez J, Pirard C, Smets M, Jadoul P, Squifflet J. Pre- and post-surgical
management of endometriosis. Semin Reprod Med 2003;21(2):235-42.

121. Tesone M, Bilotas M, Baraiiao RI, Meresman G. The role of GnRH analogues in
endometriosis-associated apoptosis and angiogenesis. Gynecol Obstet Invest
2008;66:10-8.

122. Agic A, Djalali S, Diedrich K, Hornung D. Apoptosis in endometriosis. Gynecol
Obstet Invest 2009;68(4):217-23.

123. Hengartner MO, Ellis RE, Horvitz HR. Caenorhabditis elegans gene ced-9 protects
cells from programmed cell death. Nature 1992; 356:494-9.

124. Yuan J, Shaham S, Ledoux S, Ellis HM, Horvitz HR. The C. elegans cell death gene
ced-3 encodes a protein similar to mammalian interleukin-1 beta-converting enzyme.
Cell 1993;75(4):641-52.

125. Kim M, Tilly JL. Current concepts in Bcl-2 family member regulation of female germ
cell development and survival. Biochimica et Biophysica Acta 2004; 1644: 205— 210.

126. Korsmeyer SJ. Bcl-2 initiates a new category of oncogenes. regulators of cell death.
Blood 1992;80:879-86.

127. Chao DT, Korsmeyer SJ. Bcl-2 family: regulators of cell death. Annu Immunol
1998;16:395— 4109.

128. Kokawa K, Shikone T, Nakano R. Apoptosis in the human uterine endometrium
during the menstrual cycle. J Clin Endocrinol Metab 1996;81:4144-47.

129. Tao XJ, Tilly KI, Maravei DV, Shifren JL, Krajewski S, Reed JC, Tilly JT, Isaacson
KB. Differential expression of members of the bcl-2 gene family in proliferative and
secretory human endometrium: glandular epithelial cell apoptosis is associated with
increased expression of bax. J Clin Endocrinol Metab 1997;82:2738-46.

74



130. Vaskivuo TE, Stenback F, Karhumaa P, Risteli J, Dunkel L, Tapanainen JS. Apoptosis
and apoptosisrelated proteins in  human endometrium. Mol Cell Endocrinol
2000;165:75-83.

131. Hopwood D, Levison DA. Atrophy and apoptosis in the cyclical human endometrium.
JPathol 1976; 119: 159-166.

132. Otsuki Y, Misaki O, Sugimoto O, Ito Y, Tsyjimoto Y, Akao Y. Cyclic bcl-2
expression in human uterine endometrium during menstrual cycle. Lancet 1994; 344:
28-29.

133. Yamashita H, Otsuki Y, Matsumoto K, Ueki K, Ueki M. Fas ligand, Fas antigen and
Bcl-2 expression in human endometrium during the menstrual cycle. Mol Hum Reprod
1999;5(4):358-64.

134. Tabibzadeh S, Zupi E, Babaknia A. Site and menstrual cycle dependent expression of
proteins of the TNF receptor family and Bcl-2 oncoprotein and phase specific
production of TNFa in human endometrium. Hum Reprod 1995;10:277— 86.

135. Critchley HOD, Tong S, Cameron ST, Drudy TA, Kelly RW, Baird DT. Regulation of
Bcl-2 gene family members in human endometrium by antiprogestin administration in
vivo. J Reprod Fertil 1999;115:389 —95.

136. Nawaz S, Lynch MP, Galand P, Gerschenson LE. Hormonal regulation of cell death in
rabbit uterine epithelium. Am J Pathol 1987;127:51-9.

137. Rotello RJ, Hocker MB, Gerschenson LE. Biochemical evidence for programmed cell
death in rabbit uterine epithelium. Am J Pathol 1989;134:491-5.

138. Harada M, Suganuma N, Furuhashi M, Nagasaka T, Nakashima N, Kikkawa F, ve ark.
Detection of apoptosis in human endometriotic tissues. Mol Hum Reprod 1996;2:307—
15.

139. Otsuki Y. Apoptosis in human endometrium: apoptotic detection methods and
signaling. Med Electron Microsc 2001;34:166-73.

75



140. Daikoku E, Ito Y, Otsuki Y. The induction of apoptosis in ovaries and uteri of bcl-2
deficient mice. Med Electron Microsc.1998; 31,68-76.

141. Cheng EH, Levine B, Boise LH, Thompson CB, Hardwick JM. Bax-independent
inhibition of apoptosis by Bcl-XL. Nature 1996;379(6565):554-6.

142. Harada T, Kaponis A, Iwabe T, Taniguchi F, Makrydimas G, Sofikitis N,
Paschopoulos M, Paraskevaidis E, Terakawa N. Apoptosis in human endometrium and
endometriosis. Hum Reprod Update 2004;10(1):29-38.

143. Song J, Rutherford T, Naftolin F, Brown S, Mor G. Hormonal regulation of apoptosis
and the Fas and Fas ligand system in human endometrial cells. Mol Hum Reprod
2002;8:447-55.

144. Watanabe H, Kanzaki H, Narukawa S, Inoue T, Katsuragawa H, Kaneko Y, Mori T.
Bcl-2 and Fas expression in eutopic and ectopic human endometrium during the
menstrual cycle in relation to endometrial cell apoptosis. Am J Obstet Gynecol
1997;176: 360-68.

145. Shimizu S, Eguchi Y, Kamiike W, Matsuda H, Tsujimoto Y. Bcl-2 expression
prevents activation of the ICE protease cascade. Oncogene 1996;12:2251-57.

146. Sharpe-Timms KL. Endometrial anomalies in women with endometriosis. Ann NY
Acad Sci 2001; 943: 131-147.

147. Jones RK, Searle RF, Bulmer JN. Apoptosis and bcl-2 expression in normal human
endometrium, endometriosis and adenomyosis. Hum Reprod 1998;13(12):3496-502.

148. Meresman GF, Vighi S, Buquet RA, Contreras-Ortiz O, Tesone M, Rumi LS.
Apoptosis and expression of Bcl-2 and Bax in eutopic endometrium from women with
endometriosis. Fertil Steril 2000;74(4):760-6.

76



149. Johnson MC, Torres M, Alves A, Bacallao K, Fuentes A, Vega M, Boric MA.
Augmented cell survival in eutopic endometrium from women with endometriosis:
expression of c-myc, TGF-betal and bax genes. Reprod Biol Endocrinol 2005;3:45.

150. Zubor P, Hatok J, Galo S, Dokus K, Klobusiakova D, Danko J, Racay P. Anti-
apoptotic and pro-apoptotic gene expression evaluated from eutopic endometrium in
the proliferative phase of the menstrual cycle among women with endometriosis and
healthy controls. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 2009;145(2):172-6.

151. Kosugi Y, Elias S, Malinak LR, Nagata J, Isaka K, Takayama M, Simpson J_,
Bischoff FZ. Increased heterogeneity of chromosome 17 aneuploidy in endometriosis.
Am J Obstet Gynecol 1999; 180:792-97.

152. Obata K, Morland SJ, Watson RH, Hitchcock A, Chenevix-Trench G, Thomas EJ,
Campbell IG. Frequent PTEN/MMAC mutations in endometrioid, but not serous or
mucinous epithelial ovarian tumors. Cancer Res 1998; 58:2095-97.

153. Jiang X, Morland SJ, Hitchcock A, Thomas EJ, Campbell IG. Allelotyping of

endometriosis with adjacent ovarian carcinoma reveals evidence of a common lineage.
Cancer Res 1998;58:1707-12.

154. Arimoto T, Katagiri T, Oda K, Tsunoda T, Yasugi T, OsugaY, Y oshicavva H, Nishi
O, Yano T, Taketani Y, Nakamura Y. Genome-wide cDNA microarray analysis of

gene-expression profiles involved in ovarian endometriosis. Int J Oncol 2003; 22: 551-
560.

155. Eischen A, Duclos B, Schmit-Goguel M, Rouyer N, Bergerat JP, Hummel M, Oskam

R, Oberling F. Human resident peritoneal macrophages: phenotype and histology. Br J
Haematol 1994; 88:712-22.

156. McLaren J, Prentice A, Charnock-Jones DS, Sharkey AM, Smith SA.
Immunocolonization of the apoptosis regulating proteins Bcl-2 and Bax in human
endometrium and isolated peritoneal fluid macrophages in endometriosis. Hum Reprod
1997; 12:146-52

7



157. Meresman GF, Bilotas MA, Lombardi E, Tesone M, Sueldo C, Baranao R. Effect of
GnRH analogues on apoptosis and release of interleukin-1b and vascular endothelial
growth factor in endometrial cell cultures from patients with endometriosis. Hum
Reprod 2003;18:1767-71.

158. Bilotas M, Barafiao RI, Buquet R, Sueldo C, Tesone M, Meresman GF. Effect of
GnRH analogues on apoptosis and expression of Bcl-2, Bax, Fas and FasL proteinsin
endometrial epithelial cell cultures from patients with endometriosis and controls. Hum
Reprod 2007;22: 644—653.

159. Meresman GF, Bilotas M, Buquet RA, Barafiao RI, Sueldo C, Tesone M.
Gonadotropin-releasing hormone agonist induces apoptosis and reduces cell
proliferation in eutopic endometrial cultures from women with endometriosis. Fertil
Steril 2003;80:702-7.

160. Imai A, Takagi A, Tamaya T. Gonadotropin-releasing hormone analog repairs
reduced endometrial cell apoptosis in endometriosis in vitro. Am J Obstet Gynecol
2000;182(5):1142-6.

161. Khan KN, Kitgjima M, Hiraki K, Fujishita A, Sekine I, Ishimaru T, Masuzaki H.
Changes in tissue inflammation, angiogenesis and apoptosis in endometriosis,
adenomyosis and uterine myoma after GnRH agonist therapy. Hum Reprod
2010;25(3):642-53.

162. Koh EAT, Illingworth PJ, Duncan WC, Critchley HOD. Immunolocalization of Bcl-2
protein in human endometrium in the menstrual cycle and stimulated early pregnancy.
Hum Reprod 1995;10:1557— 62.

163. Meresman GF, Auge L, Baranao RI, Lombardi E, Tesone M, Sueldo C. Oral
contraceptives suppress cell proliferation and enhance apoptosis of eutopic endometrial
tissue from patients with endometriosis. Fertil Steril 2002;77:1141-47.

164. Carmeliet P. Angiogenesis in health and disease. Nat Med 2003; 9: 653- 660.
78



165. Intaglietta M, Johnson PC, Winslow RM. Microvascular and tissue oxygen
distrubution. Cardiovasc Res 1996; 32: 632—643.

166. Goodsell DS. The moleculer perspective: VEGF and angiogenesis. Stem Cells
2003;21:118-1109.

167. Brooks PC. Role of integrins in angiogenesis. Eur J Cancer 1996;32A:2423-29.
168. Folkman J, Shing Y. Angiogenesis. J Biol Chem 1992;267:10931-34.

169. Donnez J, Smoes P, Gillerot S, Casanas-Roux F, Nisolle M. Vascular endothelial
growth factor (VEGF) in endometriosis. Hum Reprod 1998;13:1686-90.

170. Taylor RN, Lebovic DI, Mueller MD. Angiogenic factors in endometriosis. Ann N Y
Acad Sci 2002;955(26):89-100.

171. Nisolle M, Casanas-Roux F, Anaf V, Mine JM, Donnez J. Morphometric study of the
stromal vascularization in peritoneal endometriosis. Fertil Steril 1993;59:681-84.

172. Matsuzaki S, Canis M, Murakami T, Dechelotte P, Bruhat MA, Okamura K.
Immunohistochemical analysis of the role of angiogenic status in the vasculature of
peritoneal endometriosis. Fertil Steril 2001;76:712-16.

173. Hull ML, Charnock-Jones DS, Chan CL, ve ark. Antiangiogenic agents are effective
inhibitors of endometriosis. J Clin Endocrinol Metab 2003;88(6):2889-99.

174. Laschke MW, Menger MD. In vitro and in vivo approaches to study angiogenesis in
the pathophysiology and therapy of endometriosis. Hum Reprod Update 2007;13:331—
342.

175. Becker CM, D’ Amato RJ. Angiogenesis and antiangiogenic therapy in endometriosis.
Microvasc Res 2007;74:121-130.

79



176. Dabrosin C, Gyorffy S, Margetts P, Ross C, Gauldie J. Therapeutic effect of
angiostatin gene transfer in a murine model of endometriosiss. Am J Pathol
2002;161:909-18.

177. Nap AW, Griffioen AW, Dunselman GA, ve ark. Antiangiogenesis therapy for
endometriosis. J Clin Endocrinol Metab 2004;89(3):1089-1095.

178. Becker CM, Sampson DA, Rupnick MA, Rohan RM, Efstathiou JA, Short SM, Taylor
GA, Folkman J, D’Amato RJ. Endogatin inhibits the growth of endometriotic lesions
but does not affect fertility. Fertil Steril 2005;84(Suppl 2):1144-1155.

179. Laschke MW, Elitzsch A, Vollmar B, Vajkoczy P, Menger MD. Combined inhibition
of vascular endothelial growth factor (VEGF), fibroblast growth factor and platelet-
derived growth factor, but not inhibition of VEGF alone, effectively suppresses
angiogenesis and vessel maturation in endometriotic lesions. Hum Reprod
2006;21(1):262-8.

180. Wingfield M, Macpherson A, Healy DL, Rogers PA. Cell proliferation is increased in
the endometrium of women with endometriosis. Fertil Steril 1995;64:340-46.

181. Koninckx PR, Kennedy SH, Barlow DH. Endometriotic disease: the role of peritoneal
fluid. Hum Reprod Update 1998;4:741—-751.

182. Gazvani R, Templeton A. Peritoneal environment, cytokines and angiogenesis in the
pathophysiology of endometriosis. Reproduction 2002;123:217—-26.

183. Lin YJ, La MD, Lei HY, Wing LY. Neutrophils and macrophages promote
angiogenesis in the early stage of endometriosis in a mouse model. Endocrinology
2006;147:1278-86.

184. Fainaru O, Adini A, Benny O, Adini |, Short S, Bazinet L, Nakai K, Pravda E,
Hornstein MD, D’ Amato RJ ve ark. Dendritic cells support angiogenesis and promote
lesion growth in a murine model of endometriosis. FASEB J 2008;22:522—-29.

80



185. McCarty MF, Liu W, Fan F, Parikh A, Reimuth N, Stoeltzing O, Ellis LM. Promises
and pitfalls of anti-angiogenic therapy in clinical trials. Trends Mol Med 2003;9:53-58.

186. Brack SS, Dinkelborg LM, Neri D. Molecular targeting of angiogenesis form imaging
and therapy. Eur JNucl Med Mol Imaging 2004;31:1327-41.

187. Dogan E, Saygili U, Posaci C, Tuna B, Caliskan S, Altunyurt S, Saatli B. Regression
of endometrial explants in rats treated with the cyclooxygenase-2 inhibitor rofecoxib.
Fertil Steril 2004;82 Suppl 3:1115-20.

188. Matsuzaki S, Canis M, Darcha C, Dallel R, Okamura K, Mage G. Cyclooxygenase-2
selective inhibitor prevents implantation of eutopic endometrium to ectopic sitesin rats.
Fertil Steril 2004;82(6):1609-15.

189. Machado DE, Berardo PT, Landgraf RG, Fernandes PD, Palmero C, Alves LM,
Abrao MS, Nasciutti LE. A selective cyclooxygenase-2 inhibitor suppresses the growth
of endometriosis with an antiangiogenic effect in a rat model. Fertil Steril
2010;93(8):2674-9.

190. Hull ML, Prentice A, Wang DY, Butt RP, Phillips SC, Smith SK, Charnock-Jones
DS. Nimesulide, a COX-2 inhibitor, does not reduce lesion size or number in a nude
mouse model of endometriosis. Hum Reprod 2005;20(2):350-8.

191. Vlahos NF, Gregoriou O, Déliveliotou A, Perrea D, Vlachos A, Zhao Y, Lai J,
Creatsas G. Effect of pentoxifylline on vascular endothelial growth factor C and flk-1
expression on endometrial implants in the rat endometriosis model. Fertil Steril
2010;93(4):1316-23.

192. NovellaMaestre E, Carda C, Noguera |, Ruiz-Sauri A, Garcia-Velasco JA, Simén C,
Pellicer A. Dopamine agonist administration causes a reduction in endometrial implants
through modulation of angiogenesis in experimentally induced endometriosis. Hum
Reprod 2009;24(5):1025-35.

81



193. Ceyhan ST, Onguru O, Baser I, Gunhan O. Expression of cyclooxygenase-2 and
vascular endothelial growth factor in ovarian endometriotic cysts and their relationship
with angiogenesis. Fertil Steril 2008;90(4):988-93.

194. Ferrara N, Davis-Smith T. The biology of vascular endothelial growth factor. Endocr
Rev 1997;18:4 —25.

195. de Vries C, Escobedo JA, Ueno H, Houck K, Ferrara N, Williams LT. The fms-like
tyrosine kinase, a receptor for vascular endothelial growth factor. Science
1992;255:989-91.

196. Millauer B, Wizigmann-Voos S, Schnurch H, Martinez R, Moller NP, Risau W,
Ullrich A. High affinity VEGF binding and developmental expression suggest Flk-1 as
amajor regulator of vasculogenesis and angiogenesis. Cell 1993;72:835-46.

197. Shibuya M. Differential roles of vascular endothelial growth factor receptor-1 and
receptor-2 in angiogenesis. J BiochemMol Biol 2006;39:469—78.

198. Smith, S.K. Regulation of angiogenesis in the endometrium. Trends Endocrinol
Metab 2001;12:147-51.

199. Tan XJ, Lang JH, Liu DY, Shen K, Leng JH, Zhu L. Expression of vascular
endothelial growth factor and thrombospondin-1 mRNA in patients with endometriosis.
Fertil Steril 2002;78:148-53.

200. McLaren J, Prentice A, Charnock-Jones DS, ve ark. Vascular endothelial growth
factor is produced by peritoneal fluid macrophages in endometriosis and is regulated by
ovarian steroids. J Clin Invest 1996;98(2):482-89.

201. Grothey A, Ellis LM. Targeting angiogenesis driven by vascular endothelial growth
factors using antibody-based therapies. Cancer J 2008;14(3):170-177.

82



202. Selvakumaran M, Yao KS, Feldman MD, ODwyer PJ. Antitumor effect of the
angiogenesis inhibitor bevacizumab is dependent on susceptibility of tumors to
hypoxia-induced apoptosis. Biochem Pharmacol 2008;75(3):627-38.

203. Carmeliet P, Dor Y, Herbert IM, Fukumura D, Brusselmans K, Dewerchin M,
Neeman M, Bono F, Abramovitch R, Maxwell P, Koch CJ, Ratcliffe P, Moons L, Jain
RK, Collen D, Keshert E. Role of HIF-1lalpha in hypoxiamediated apoptosis, cell
proliferation and tumour angiogenesis. Nature 1998;394(6692):485-90.

204. Shaheen RM, Davis DW, Liu W, Zebrowski BK, Wilson MR, Bucana CD,
McConkey DJ, McMahon G, Ellis LM. Antiangiogenic therapy targeting the tyrosine
kinase receptor for vascular endothelial growth factor receptor inhibits the growth of
colon cancer liver metastasis and induces tumor and endothelial cell apoptosis. Cancer
Res 1999;59(21):5412-6.

205. Moradoglu O, Isik H, Kili¢ S, Sahin U, Caydere M, Ustiin H, Batioglu S. Effect of
bevacizumab on postoperative adhesion formation in arat uterine horn adhesion model
and the correlation with vascular endothelial growth factor and Ki-67
immunopositivity. Fertil Steril 2011;95(8):2638-41.

206. Ricci AG, Olivares CN, Bilotas MA, Meresman GF, Barafiao RI. Effect of vascular
endothelial growth factor inhibition on endometrial implant development in a murine
model of endometriosis. Reprod Sci 2011;18(7):614-22.

207. Vernon MW, Wilson EA. Studies on the surgical induction of endometriosis
intherat. Fertil Steril 1985;44.684-94.

208. Linsky CB, Diamond MP, Cunningham T, Constantine B, De-Cherney AH, diZerega
GS. Adhesion reduction in arabbit uterine horn model using an absorbable barrier TC-
7. JReprod Med 1987;32:17-20.

209. Keenan JA, Williams-Boyce PK, Massey PJ, Chen TT, Caudle MR, Bukovsky A.
Regression of endometrial explants in a rat model of endometriosis treated with the

immune modulators loxoribine and levamisole. Fertil Steril 1999;72:135-41.
83



210. Borroni R, Di Blasio AM, Gaffuri B, Santorsola R, Busacca M, Vigano P,Vignali M.
Expression of GnRH receptor gene in human ectopic endometrial cells and inhibition
of their proliferation by leuprolide acetate. Mol Cell Endocrinol 2000;159:37—43.

211. Khan KN, Kitajima M, Hiraki K, Fujishita A, Nakashima M, Ishimaru T, Masuzaki
H. Cell proliferation effect of GnRH agonist on pathological lesions of women with
endometriosis, adenomyosis and uterine myoma. Hum Reprod 2010;25(11):2878-90.

212. Gomes MK, Rosa-e-Silva JC, Garcia SB, de S4 Rosa-e-Silva AC, Turatti A, Vieira
CS, Ferriani RA. Effects of the levonorgestrel-releasing intrauterine system on cell
proliferation, Fas expression and steroid receptors in endometriosis lesions and normal
endometrium. Hum Reprod 2009;24(11):2736-45.

213. Maruo T, Laoag-Fernandez JB, Pakarinen P, Murakoshi H, Spitz IM, Johansson E.
Effects of the levonorgestrel-releasing intrauterine system on proliferation and
apoptosis in the endometrium. Hum Reprod 2001;16(10):2103-8.

214. Choksuchat C, Zhao S, Deutch TD, Kimble TD, Archer DF. Effects of progesterone,
levonorgestrel and medroxyprogesterone acetate on apoptosis in human endometrial
endothelial cells. Contraception 2009;79(2):139-45.

215. XuQ, QiuL, Zhu L, Luo L, Xu C. Levonorgestrel inhibits proliferation and induces
apoptosis in uterine leilomyoma cells. Contraception 2010;82(3):301-8.

216. Monckedieck V, Sannecke C, Husen B, Kumbartski M, Kimmig R, Tétsch M,
Winterhager E, Grimmer R. Progestins inhibit expression of MMPs and of angiogenic
factors in human ectopic endometrial lesions in a mouse model. Mol Hum Reprod
2009;15(10):633-43.

217. Surrey ES, Halme J. Direct effects of medroxyprogesterone acetate, danazol, and
leuprolide acetate on endometrial stromal cell proliferation in vitro. Fertil Steril
1992;58, 273-78.

84



218. Braun DP, Gebel H, Dmowski WP. Effect of danazol in vitro and in vivo on
monocyte-mediated enhancement of endometrial cell proliferation in women with
endometriosis. Fertil Steril 1994; 62, 89-95.

219. Igarashi M, lizuka M, Abe Y, Ibuki Y. Novel vaginal danazol ring therapy for pelvic
endometriosis, in particular deeply infiltrating endometriosiss. Hum Reprod
1998;13(7):1952-6.

220. Olivares C, Bilotas M, Buquet R, Borghi M, Sueldo C, Tesone M, Meresman G.
Effects of a selective cyclooxygenase-2 inhibitor on endometrial epithelial cells from
patients with endometriosis. Hum Reprod 2008;23(12):2701-8.

221. Laschke MW, Elitzsch A, Scheuer C, Vollmar B, Menger MD. Selective cyclo-
oxygenase-2 inhibition induces regression of autologous endometrial grafts by down-
regulation of vascular endothelial growth factor-mediated angiogenesis and stimulation

of caspase-3-dependent apoptosis. Fertil Steril 2007;87(1):163-71.

222. OzawaY, Murakami T, Tamura M, Terada Y, Y aegashi N, Okamura K. A selective
cyclooxygenase-2 inhibitor suppresses the growth of endometriosis xenografts via
antiangiogenic activity in severe combined immunodeficiency mice. Fertil Steril
2006;86(4 Suppl):1146-51.

223. Seo SK, Nam A, Jeon YE, Cho S, Choi YS, Lee BS. Expression and possible role of
non-steroidal  anti-inflammatory drug-activated gene-1 (NAG-1) in the human
endometrium and endometriosis. Hum Reprod 2010;25(12):3043-9.

224. Chen YJ, Li HY, Chang YL, Yuan CC, Ta LK, Lu KH, Chang CM, Chiou SH.
Suppression of migratory/invasive ability and induction of apoptosis in adenomyosis-
derived mesenchymal stem cells by cyclooxygenase-2 inhibitors. Fertil Steril
2010;94(6):1972-9.

225. Olivares C, Ricci A, Bilotas M, Baraiiao RI, Meresman G. The inhibitory effect of
celecoxib and rosiglitazone on experimental endometriosis. Fertil  Steril
2011;96(2):428-33.

85



226. Liu W, Ahmad SA, Reinmuth N, Shaheen RM, Jung YD, Fan F, Ellis LM.
Endothelial cell survival and apoptosis in the tumor vasculature. Apoptosis
2000;5(4):323-8.

227. Harmey JH, Bouchier-Hayes D. Vascular endothelial growth factor (VEGF), a
survival factor for tumour cells: implications for anti-angiogenic therapy. Bioessays
2002;24(3):280-3.

228. Ignjatovic D, Aasland K, Pettersen M, Sund S, Chen Y, Spasojevic M, Nesgaard JM.
Intra-abdominal administration of bevacizumab diminishes intra-peritoneal adhesions.
Am J Surg 2010;200(2):270-5.

229. Ferrara N, Hillan KJ, Novotny W. Bevacizumab (Avastin), a humanized anti-VEGF
monoclonal antibody for cancer therapy. Biochem Biophys Res Commun
2005;333(2):328-35.

230. McCarthy M. Antiangiogenesis drug promising for metastatic colorectal cancer.
Lancet 2003;361(9373):1959.

231. Shord SS, Bressler LR, Tierney LA, Cuellar S, George A. Understanding and
managing the possible adverse effects associated with bevacizumab. Am J Health Syst
Pharm 2009;66(11):999-1013.

232. Kobold S, Hegewisch-Becker S, Oechsle K, Jordan K, Bokemeyer C, Atanackovic D.
Intraperitoneal VEGF inhibition using bevacizumab: a potential approach for the
symptomatic treatment of malignant ascites? Oncologist 2009;14(12):1242-51.

86



