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OZET

Giris ve Amag: Endometriozis, patogenezi tam olarak aydinlatilamamis
reproduktif dénemdeki kadinlarin %5-15’ini etkileyen kronik bir hastaliktir.
Endometriozis gelisiminde PTEN geninde meydana gelen mutasyonlarin ve gen
ekspresyonundaki azalmanin etkisi olabilecegi dusunulmektedir. Bu ¢alismanin
amaci endometriozis ve endometrioma etyolojisinde PTEN, AKT ve FOXO3
sinyal yolaginda bulunan gen ekspresyonlarinin rolt ve dusuk over rezervinde bu

gen ekspresyonlarinin etkisinin incelenmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Bu prospektif arastirma Mayis 2019/Nisan 2020
tarihlerinde, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali, Ureme Endokrinolojisi ve Infertilite Bilim Dali ve Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali ile birlikte yuratuldu. Calismaya, ovaryan patoloji on
tanisi ile poliklinige bagvuran 18-40 yas araliginda, endometrioma ve diger
benign over kistleri saptanarak cerrahi uygulanilan, endometrioma tanili 20 hasta
(Endo Grup), diger kist grubuna dahil edilen 20 hasta (Non-Endo Grup) olmak
uzere 40 hasta dahil edildi. Cerrahi sirasinda kist duvarlarindan toplanan doku
orneklerinde PTEN, AKT ve FOXO3 gen ekspresyonlari real-time PCR analizi ile

degerlendirildi. Her iki grubun gen ekspresyonlari kargilastirildi.

Bulgular: Endo grup ve Non-Endo grup arasinda yas acisindan anlaml
fark saptanmadi. (Sirasiyla, 31.1 (5,8) — 31.2 (6,0) p=0,937) Endo grubunun AFC
ortalamasi Non-Endo grubunun ortalamasindan dusuktd ve bu fark istatistiksel
olarak anlamliydi. (p=0,028) PTEN ekspresyon seviyeleri arasinda Endo
grubunda istatiksel olarak anlamli olmasa da 1,64 kathk dusus s6z konu idi. AKT
ekspresyon seviyesinde Endo grubunda 5,99 kat artis mevcuttu bu artis istatiksel
olarak anlamli idi. (p=0,046) DOR saptanan hastalarin oranlari, Endo ve Non-
Endo grup igin sirasiyla %50 ve %40’ti. DOR olanlarin PTEN ekspresyonu, NOR
olanlardan 4,92 kat azdi bu fark istatiksel olarak anlamli saptandi. (p=0,004)
Serum AMH ile PTEN ekspresyonu arasinda pozitif yonlu anlamli korelasyon
saptandi. (p=0,002)



Sonug: Calismamizda Endo grubunda AKT ekspresyonu daha yuksek
saptanmigtir. Ayni zamanda DOR olanlarda PTEN ekspresyonu daha dusuk
saptanmistir. Endometriozis etyolojisinde ve endometriomaya bagli disik over
rezervinde PTEN, AKT ve FOXO3 sinyal yolagindaki degisimlerin etkisi

olabilecegini dusunmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: PTEN, AKT, FOXO03, AMH, Endometrioma,

Endometriozis, DUsuk Over Rezervi



SUMMARY

THE ROLE OF PTEN AKT FOXO3 SIGNAL PATHWAY GENE EXPRESSION
IN ENDOMETRIOSIS RELATED DIMINISHED OVARIAN RESERVE

Introduction: Endometriosis a disease which pathogenesis is not totally
clarified, affects %5-15 of reproductive age women. Mutations and decreased
expression of PTEN gene may be related with pathogenesis of endometriosis.
Aim of this research is examining the role of gene expression and influence on
the diminished ovarian reserve of PTEN/AKT/FOXO3 signal pathway.

Material and methods: This prospective study was conducted at Bursa
Uludag University Faculty of Medicine, Department of Obstetrics and
Gynecology, and Department of Histology and Embryology, between May 2019—
April 2020. Patients prediagnosed with ovarian pathology and between 18-40
years age were included. We decided recruit 40 patients; 20 patients diagnosed
as endometrioma (Endo Group) and 20 patients diagnosed with other benign
ovarian cysts (Non-Endo Group) surgically were seperated as two groups. Tissue
samples were obtained from the cyst wall during the surgery, and gene
expression of PTEN, AKT and FOXO3 of the samples was interpreted with real-
time PCR analyses. Then the gene expression rate of the two groups was

compared.

Results: The mean (SD) age was 31.1 (5,8) and 31.2 (6,0) years in
endometrioma and other cyst groups. (p:0,937) The mean antral follicle count of
the Endo Group was lower than the Non-Endo Group significantly. (p:0,028) In
the Endo Group, the PTEN expression ratio was lower 1,64-fold than the Non-
Endo Group, but it did not reach statistical significance. However, AKT gene
expression there was 5,99-fold increase in the endometrioma group. (p=0,046)
Diminished ovarian reserve ratio within the Endo Group and Non-Endo Group
were %50 and %40, respectively. When patients were divided by diminished

versus normal ovarian reserve, the PTEN expression ratio of patients with



diminished ovarian reserve was 4,92-fold lower than the normal ovarian reserve
group. (p=0.004) PTEN expression showed a positive correlation with serum
AMH levels. (p=0.002)

Conclusion: In our study, AKT expression was higher in the
endometrioma group. Meanwhile, PTEN expression was lower at DOR patients.
These changes at PTEN, AKT and FOXO3 signal pathway may be related to the
diminished ovarian reserve etiology and the endometriosis-related reduction of

ovarian reserve.

Key words: PTEN, AKT, FOXO3, AMH, Endometrioma, Endometriosis,
Diminished Ovarian Reserve



GiRiS

1.1Endometriozis

1.1.1 Endometriozis Tanimi ve Epidemiyolojisi

Endometriozis (EM), endometrial gland ve stromal dokularin uterin kavite
disinda yerlesmesi olarak tanimlanan, reproduktif ddnemdeki kadinlarin yaklasik
%5-15’ ini etkileyen kronik bir hastaliktir (1,2). infertil kadinlarda bu oran %40 ila
%50’leri bulabilmektedir (3).

EM ilk olarak 1860°‘da Karl Freiherr Von Rokitansky tarafindan
“endometrial dokunun uterin kavite disinda herhangi bir yerde ektopik olarak
bulunmasi” seklinde tanimlanmistir (4). Ureme cagindaki kadinlar etnik ve
sosyo-ekonomik farklilik gbdzetmeksizin etkileyebilmekte ve eglik ettigi
semptomlar ile gunluk yasamda olumsuzluklara yol agabilmektedir.
Endometriozisi olan bir kadin asemptomatik olabilecegi gibi siklikla kronik pelvik

agri ve infertilite ile karsimiza ¢ikabilmektedir (5).

EM en sik pelvik periton olmak Uzere over ve rektovajinal septumda
goéruldugu gibi peritoneal boslukta, sezaryen kesi skarinda ve hatta vicudun
herhangi bir yerinde de gosterilmigtir. Kesin tani patolojik incelemede
endometriotik odaklarin izlenmesi ile konur (6). infertilite nedeni ile bagvuran
endometriozisli kadinlarin yaklasik %40’1 ovaryen endometrioma ile tani
almaktadir (7).

1.1.2 Endometriozis Etiyolojisi

Endometriozis etiyolojisi kesin olarak bilinmemekle birlikte patogenezde

rol oynayan cesitli faktorler mevcuttur.



1.1.2.1 Sampson Retrograd Akim Teorisi

Endometriozis patogenezinde ilk olarak 1927 yilinda John Sampson
tarafindan ortaya konulan bu teoriye gore, menstrual siklus ile dokullen
endometriumun bir kisminin tuba uterinalar araciligi ile peritoneal boslukta
birikmesi ve pelvik peritona invaze olarak uterin kavite disinda canliliklarini
surdirmesi s6z konusudur. Sampson yaptigi bu c¢alisma ile ilk defa
endometriozis terimini kullanmis ve en c¢ok desteklenen hipotezi ortaya

koymustur (8).
1.1.2.2 Lenfatik ve Vaskuler Yayillim

Endometriozisin, akciger ve perikart gibi ekstrapelvik uzak organlarda
saptanmasi ve pelvik endometriozisi olan hastalarin pelvik lenf nodlarinda
yaklasik %20-30 oraninda endometriozisin bulunmasi, retrograd akim disinda
yayllimin lenfovaskuler olabilecegini desteklemektedir (9). Uterin cerrahi dykusu
olanlarda ya da sezaryen skarlarinda gorilen endometriozisin de hematojen yol

ile geligsebilecegini ileri sirmektedir.
1.1.2.3 Colomik Metaplazi

Bu teoride, periton ve plevrayl kaplayan ¢olomik epitelden kaynakli
mezotelyal hucrelerin metaplaziye ugramasi sonucu endometriozis gelistigi 6ne
surulmektedir. Bazi hastalarda endometriozisin, mezotelyal hucrelerin spontan
ya da indUklenerek metaplaziye ugramasi sonucu ortaya ¢iktigi distntlmektedir
(10). Yuksek doz oOstrojen tedavisi alan erkeklerde, menarg 6ncesi donemde
bulunan kizlarda, postmenopozal kadinlarda nadirde olsa endometriozis
go6rulmesi bu teoriyi destekler niteliktedir (11,12). Ayrica kollajen ag icerisinde
ostrodiol ile kultire edilmis over yuzey epitelinde ve stromal hucrelerde,

endometiral bez ve stromanin olustugu goézlenmistir (13).
1.1.2.4 indiiksiyon Teorisi

Colomik metaplazinin devami niteliginde olup, eksojen maruz kalinan
toksik ajanlar ya da endojen sitokinlerin endometrial metaplaziye neden

olabilecegi dusunulmektedir (14).



1.1.2.5 Embriyonik Kalinti Teorisi

Ozel bir uyaran ile embriyonik hiicre kalintilarinin endometrial dokulara
donusgebilecegi ve menars Oncesi kizlarda gorulen endometriozis igin anlaml

olabilecegi bu teori ile desteklenmektedir (15).
1.1.3 Hormonal Etki

Endometrial dokularin uterin kavite disinda canhliklarini surdirebilmeleri
icin bircok faktérin hlcre proliferasyonunu ve doku gelismini uyarmasi
gerekmektedir. Yapilan arastirmalarda endometriotik dokularda artmis Ostrojen
uretimi saptanmigtir. Endometrioziste steroidogenic acute regulatory proteini
(StAR) ve aromataz enzimi, dstrojen uretimi icin Gnemli rol oynamaktadir (16,17).
Endometriotik dokularda artmigs aromataz aktivitesi hiperostrojenik ortami
olusturmaktadir. Normal endometriumda aromataz  bulunmadigindan
endometriumun 6strojen sentezlemesi s6z konusu degildir (18). Endometriotik
dokularda, adrenal ve over kaynakli androstenedion aromataz enzimi ile dstrona
(E1) daha sonra 17 beta hidroksi-steroid dehidrogenaz (17BHSD) enzimi ile
Ostradiole (E2) donUsmektedir. Artan Ostrodiol ve sitokinler siklooksijenaz-2
(COX-2) enzimini aktive ederek prostoglandin E2 (PgE2) uretimini
tetiklemektedir. Endometriotik stromal hlcrelerde aromataz enziminin potent
aktivatoru olan PgE2, pozitif feed back ile Ostrojen biyosentezini surekli hale
getirir (19,20).

1.1.4 immiinoloji

Canli endometriotik dokularda azalmas immun aktivitenin saptanmasi
nedeni ile endometrioziste immun sistem degisikliklerinin rolu olabilecedi,
dusundlmektedir (21). Azalmis kok hlcre sitotoksisitesinin, otolog endometrial
hicrelere karsi endometriozisle iligkili oldugu rapor edilmistir (22).
Endometriozisli olgularda periton sivisinda makrofajlar, T lenfositler, natural killer
(NK) hucrelerinin konsantrasyonlarinda artis mevcuttur ancak fonksiyonel olarak
biriken endometrial dokular Gzerindeki etkilerinin zayif oldugu 6ne surulmektedir
(23).



1.1.5 Risk Faktorleri

Erken menars, ge¢c menopoz gibi dstrojen maruziyetini arttiran durumlar
endometriozis gelisminde 6nemli rol oynamakta (24) ayrica nulliparite, menoraji,
genital trakt obstriksiyonu, uzun boy, disuk vicut kitle indeksi, alkol ve kafein

tuketimi gibi 6zellikler hastaligin ortaya c¢ikisina zemin hazirlamaktadir (25,26).
1.1.5.1 Gevresel Faktorler

Gunlik yasamda birgok ¢evresel toksine maruz kalinmakta ve bu durum
olasi hastaliga zemin hazirlamaktadir. Cevresel toksinlerin ¢ogu, uzun yari
Omure sahip ve canli organizmada birikebilen faktérlerdir. Bu toksinlerin olasi
hasarlari net olarak bilinmemekle birlikte, dioksin endometriozis etiyolojisinde
varligi ispatlanmis bir toksindir (27). Ayrica annelerinde dietilstilbesterol (DES)
maruziyeti olan ve bebeklik caginda soya icerikli mamalar ile beslenen kadinlarda

da endometriozis sikliginda artig oldugu gozlenmistir (28).
1.1.5.2 Anatomik Bozukluklar

imperfore hymen ve millerian anomaliler gibi alt genital traktta
obstriksiyona neden olabilecek anatomik bozukluklar retrograd akim ile

endometriozis gelisimine ortam hazirlamaktadir (29,30).
1.1.5.3 Genetik Faktorler

Endometriozisli hastalarin birinci derece yakinlarinda endometriozis
oykusu varhgi ve ikiz eslerde prevelansin yuksek olmasi endometriozis risk artigi
icin genetik faktorlerin varhgini akla getirmektedir (31). Endometriozisi olan ikiz
esler arasinda genetik etkilerin degerlendirildigi bir ¢alismada, monozigotik
ikizlerde %2, dizigotik ikizlerde %0,6’lik bir konkordans oldugu tespit edilmistir
(32). Son vyillarda mitokondrial hasarlanma Uzerine yapilan c¢alismalarda,
mitokondriyal matrix membran protein-1  (MMP-1)  mutasyonlarinin
endometriozisli kadinlarda anlamli derecede yuksek oldugu gozlenmigtir ve
etiyolojide mitokondriyal bozukluklarin da rol alabilecegi gosterilmistir (33).
Heterozigosite kaybi ve mikrosatellit instabilite, ¢cogu timodr tipinde genom

boyunca bulunan yaygin genetik degisikliklerdir (34).



PTEN geni, 10g23.3 kromozomunda yer alan bir tumor baskilayici gendir
(35). 10g23.3'te sik sik heterozigosite kaybi ve PTEN mutasyonlari, malignite de
dahil olmak Gzere ¢esitli hastaliklarda bulunmustur. PTEN geninin endometrium
kanseri, cowden sendromu, meme, prostat ve over kanseri gibi malignitelerde
ekspresyonu arastiriimis ve bir¢gok tumor tipinde PTEN'de daha yuksek delesyon
veya mutasyonlar oldugu teyit edilmistir (36-39). Ayrica, PTEN'in inaktive olusu,
tumorlerin ortaya gikmasi ve ilerlemesi ile iligkili timor baskilayici fonksiyonunun

kaybina yol acabilir.

Endometriozis patogenezinde PTEN, fosfatidilinositol-3-kinazin (PI3K)
ikinci bir habercisi olan fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfati (PIP3) fosforile eden gift
fosfataz aktivitesine sahip bir proteini kodlar (40,41). PTEN, PI3K aktivitesini
antagonize eder ve Serin/Treonin Kinaz AKT'I negatif olarak duzenler
(42). Fosforile AKT, apoptozu baskilayan ve hicre sagkalimini destekleyen pro-
apopitotik faktor Bad gibi proteinlerin aktivitesini duzenler (43).

PTEN, endometrial tabakanin duzenlenmesinde rol oynayan baslica
referans genlerden biridir (44). PTEN geni Uzerindeki fonksiyonal kayip PI3K/AKT
sinyal yolaginin sonradan aktive olmasi ve herhangi bir tUmodral olusumun
gelismesi adina olduk¢ca 6nemlidir (45). Bazi endometriozis vakalarinda da
azalmis PTEN ekspresyonu bildirilmistir  (46-48). Ektopik endometrium
dokusunda yapilan PCR analizinde, PTEN de ylUksek oranda (%84,4)
heterozigosite kaybi tespit edilmis olup, PI3K/PTEN/AKT sinyal yolaginin

endometriozis patogenezinde rol oynayabilecegi vurgulanmistir (49).

PTEN ve vaskuler endotelyal buyume faktord (VEGF) arasindaki
dogrudan veya dolayl etkilesimler birgcok tumor, anjiogenez, tumor invazyonu ve
metastazin olusumunda ve gelisiminde 6nemli bir rol oynar (50). PTEN'in
anjiogenezde 6nemli bir rol oynayabildigini ve yeni kan damarlarinin olusumunu
baskilayarak PI3K/AKT sinyal yolundan VEGF ekspresyonunu duzenleyebilecegi
gosterilmigtir (51,52). Ektopik endometrial doku Uzerinde yapilan bir ¢galismada,
dusuk PTEN ekspresyonuna sahip dokularda VEGF ekspresyonunun nispeten
yuksek oldugu, dusuk PTEN seviyeleri saptanan hucrelerde vaskulojenik

aktivitenin arttigi ve PTEN'i fazla eksprese eden hicrelere kiyasla dnemli dlglide



artmisg anjiogenez sergiledigi saptanmistir. Ayni zamanda PTEN’in artmis
ekspresyonunun, ekspresyonu dugsuk dokulara kiyasla apoptozu 6nemli dlgude

arttirdigi ve hiicre déngusunu inhibe ettigi gosterilmistir (53) (Sekil-1).

PTEN, PI3K sinyal yolaginin dogal bir inhibitoradir ve PTEN
ekspresyonunun azalmasinin bu yolak Uzerinden endometrial hucrelerin
migrasyonunu stimule edilerek endometriozis gelisimini kolaylastirdigi

dusundimektedir.

Sekil-1: Anjiogenezin PTEN ekspresyon seviyesi ile degisimi: A’'dan E’ye
anjiogenezin inhibisyonu, E: over eksprese PTEN grup, azalmig anjiogenez (53).

VEGF positive rate

(ontrolgoup 5PN qroup ~ Over-PTEN group




1.1.6 Endometriozis Semptom Tani ve Tedavi
1.1.6.1 Endometriozis Semptomlari

Endometriozis kargimiza klinik bulgu ve semptom vermeden ¢ikabilecedgi
gibi siklikla hastalar pelvik agri ve infertilite nedeni ile bagvurmaktadir. Hastaligin

evresine de bagl olarak semptomlar degiskenlik gostermektedir (Tablo-1).

Agr1, en sik karsilasilan semptomlardan biri olup, periton sivisinda bulunan
cesitli inflamatuar sitokinler araciligi ile ortaya ciktigi disinulmektedir (25).
Endometriozis derinligi ve noronal tutulum olup olmamasi da agrinin giddetini
belirlemede 6nemli unsurlardir ve bu unsurlara bagh olarak agri sikayeti kronik
bir hal alabilir (54). Agr ile iligkili olarak dismenore endometrioziste siklikla
karsilasilan bir semptomdur ve primer dismenoreye kiyasla daha fazla ortaya
cikmaktadir. Endometriozisin derinligine ve lokalizasyonuna bagl olarak cinsel
birliktelik sirasinda koital disfonksiyon ve ciddi disparoni yakinmasi
gorilebilmektedir (55). infertilite ile de yakindan iliskili olup infertil hastalarin %20-

40'inda endometriozis tespit edilmektedir.

Tablo-1: Endometriozis Semtomlari

AGRI VAJINAL BAGIRSAK/MESANE DIGER
KANAMA
Dismenore Menoraji irritabl Bagirsak Depresyon
Semptomlari
Disparoni Polimenore GIS Kanamasi Miyalji
Diskezi Metroraji DizUri Atralji
Kronik Pelvik Tenezm Hemoptizi
AQri

1.1.6.2 Endometriozis Tani Yontemleri

Endometriozis yuksek oranda pelviste sinirli oldugundan sadece

inspeksiyon ile tani koymak oldukca gugtir. insizyon skar hatti gibi gézle



gorulebilecek yerlerde endometriotik odaklar izlenebilir (56). Spekulum ile bakida,
nadir de olsa, endometriotik odaklar izlenebilir. Bimanuel muayene endometriozis
tanisi koymak ve hastaliktan suphlenmek agisindan oldukga degerlidir. Bimanuel
muayenede fikse, retrovert uterus, 6zellikle uterus posteriorunda hassasiyet ve
skarlagsma endometriozisin klasik pelvik bulgularidir. Uterosakral ligaman ve cul-
de-sac’da nodularite palpe edilebilir. Overler buyuk, hassas ve pelvik yan duvara
fikse olabilir (57). Bimanuel muayene esnasinda ele gelen dolgunluk douglasa

baski yapan endometriomalarin bulgusu olabilir.

Endometriozis tanisi  koyabilmek igin birgok laboratuvar testi
calisiimaktadir. ideal testin kolay calisilabilen, disiik maliyetli ve hastaliga
spesifik olmasi gerekliligi géz 6nune alindiginda ensometriozis teshisi igin tim

kriterleri karsilayabilen laboratuvar parametresi henuz saptanamamistir.

Kanser antijen 125 (CA125), yuksek molekuler agirhkh bir glikoproteindir.
1980’lerde ilk tanimlanmasindan beri epitelyal over kanserleri igin timdor markeri
(belirteci) olarak kullanilmaktadir. CA125 ayni zamanda endometriozis
hastalarinda serumda yuksek saptanabilmektedir ancak, bu antijen malignite,
enfeksiyon gibi bircok nedenle serumda artan seviyelerde saptanabilecegi icin
endometriozise spesifik bir parametre degildir. Ginimuzde Human Epididimal
Antijen (HE-4), endometriozisli hastalarda dusik seviyelerde saptanirken,
ovaryan malignitesi olan hastalarda yuksek saptanmaktadir. Malignite

ekartasyonu icin tani koymada oldukga yardimcidir (58,59).

Endometriozisten suphelenildiginde uygulanilacak ilk goéruntuleme islemi
ultrasonografik (USG) degerlendirmedir. Ovaryan patolojilerde 2 cm ve Uzeri
endometriomalarin saptanmasinda transvaginal ulstrasonografi (Tv-USG)
oldukga sensitif ve spesifiktir. Rektal semptomlari olan veya virgo hastalarda
transrektal goruntileme tercih edilebilmektedir. Endometriomalar, homojen,
dusuk ekojeniteli, iyi sinirh, tipik olarak “buzlu cam” goérinumine sahip kistik
lezyonlar olarak kargimiza gikar. USG ile degerlendirme deneyim gerektirdigi igin
uygulayan kisiye bagiml bir yontemdir. Derin infiltratif endometriozis ve renal

sistem tutulumu disunudlen olgularda manyetik rezonans goéruntileme (MRG),



oldukga yarar saglar (Sekil-2). Ekstrapelvik yerlesimli endometriotik lezyonlarda

bilgisayarli tomografi (BT) fikir verebilir (60,61).

Sekil-2: TV-USG ve MRG’de endometrioma goéruntuleri: (A; Tv-USG, B; MRG)

Endometriozis tanisi koyarken fizik ve pelvik muayene, laboratuvar

parametreleri, goruntuleme yontemleri cok degerli bilgiler verir ancak kesin tani
cerrahi uygulanarak dokularin patolojik olarak degerlendiriimesi ile konulur.
Cerrahi teknikler arasinda en pratik yontem ise laparoskopidir. Direkt bakida
endometriotik odaklarin ve endometrioma varligini degerlendirmesinde oldukga
etkilidir ve minimal invaziv cerrahi girisim imkani saglamaktadir. Laparoskopi

sirasinda endometrioma tanisi %97 sensitivite ve %95 spesifiteye sahiptir (62).

1.1.6.3 Endometriozis Tedavisi

Endometrioziste uygulanan tedavi modaliteleri, hastanin yasi, fertilite
istegi, semptomlari ve siddeti, dnceden gecirilmis operasyonlari dogrultusunda
secilmelidir.

Fertilite istegi bulunmayan hastalarda gonadotropin serbestlestirici
hormon (GnRH) agonistleri kullanilabilir. GhnRH agonistleri, follikll stimule edici

hormon (FSH) ve luteinize edici hormon (LH) seviyelerini baskilayarak ilerleyen



doénemlerde hipofiz bezinde desensitizasyona sekonder hipogonadotropik etki
gOsterek tedavide basarili olmaktadir (63). Tedavinin birakilmasi ile gogunlukla

semptomlar niks etmektedir.

Fertilite istegi bulunan hastalarda ise, hastanin yagi ve over rezervi
dogrultusunda tedavi yontemine karar verilmelidir. Geng yasta ve over rezervi iyi

olan hastalarda tedavi segenegi olarak operasyon dusunulebilmektedir (64).

1.1.7 Endometriozis ve infertilite iliskisi

Endometriozis ve infertilte arasindaki guglu iliskide ileri endometriozisli
hastalarda bozulan pelvik anatomi ve tubal tikaniklik durumu agiklayabilmektedir
ancak hafif endometriozisi bulunan hastalarda net bir mekanizma

belirtilememisgtir.
Endometriozisle iligkili infertilite 3 baslik altinda agiklanabilmektedir;

e Ovulasyon sonrasi fimbrial ugtan ovum yakalanmasini ve transportunu
inhibe eden ya da engelleyen bozulmus anatomi,
e Azalmis endometrial reseptivite ve bozulmus implantasyon,

e Oosit gelisimi ya da erken embriyogenezin engellenmesi,

Endometriyal biyopsi drneklerinde saglikl kadinlara gore endometriozisli
hastlarda gen ekspresyonlarinda farkhliklar gozlenmis olup bu farkhliklarin
embriyo implantasyonunda olumsuz etkilere sebep olabilecedi diistinulmektedir.

Ozellikle integrin ve selektin ekspresyonlarinda azalma gosterilmistir (65,66).

Endometrioma varliginda kist iceriginde biriken sivida saptanan toksik
dozdaki demir molekdllleri, sitokinler ve pro-inflamatuar maddeler, cevre
dokularda inflamasyona sebep olarak fibrozise ve buna bagh olarak ovaryan
korteks Uzerinde follikil dansite kaybina neden olmaktadir. Geligsen fibrozis
sonucu hem oosit kalitesi hem de oosit sayisi olumsuz yonde etkilenmektedir
(67). Bununla birlikte endometriozisi olan infertil hastalardan elde edilen

embriyolar ile tubal faktér nedeniyle infertilite gelisen hastalarin embriyolari
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kargilastirildiginda endometriozisli kadinlarin embriyolarinda gelisimin daha

yavas oldugu gozlenmistir (68) (Sekil-3).

Sekil-3: Ovaryan Endometriozisin Follikiler Etkileri:

Myofibroblastlar TGF-B araciligl ile
profibrotik fenotipe ddniistirler

1-Artan doku hasari ve inflamasyon
2-Gen ekspresyonlarinda degisiklikler

Artmis Sitokinler
Artmis ROS

Kortikal Stroma Kaybi

: Dz Kas Hiicre Metaplazisi /

Artmis Fibrozis |
Azalmis Kapiller Dansitesi

i

R LA

/)

Artmis Oksidatif Stres

..

y)
Azalmis Folikiiler / D

Dansite

P i:!a
1-ROS aracilig ile direkt vaskuler hasar
. 2-Artmis Apoptoz
Sonug olarak;

1-)Azalmis folikul dansitesi
2-)Azalmis oosit kalitesi

(ROS: Reaktif Oksijen Molekdilleri, TGF-B: Transforming Growth Factor-B)

Endometrioma varliginin over rezervi Uzerindeki etkisi s6z konusudur.
Onceki calismalarin cogu, endometriomalarin cerrahi olarak gikariimasinin over
rezervi Uzerine etkisine odaklanmigtir. Daha ©once endometriomasi olan
kadinlarin, daha disuk antral folikil sayisi (AFC) ve serum anti-mullerian hormon
(AMH) duzeylerinin gosterdigi gibi saghkh kadinlara goére daha dusuk over
rezervine sahip oldugunu bildirilmistir (69). Ancak, over rezervindeki bu disustn

ilerleyici olup olmadigi bilinmemektedir.
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1.2 Ovaryum, Folikulogenez ve Over Rezervi
1.2.1 Over Anatomisi ve Histolojisi

Fertilizasyonu saglayan oositi Ureten overler, uterusun lateralinde fossa
ovarica (Krause c¢ukuru) denilen c¢ukura yerlesmis yaklasik 3-3,5 cm
uzunlugunda, 2-2,5 cm genisliginde, 1-1,5 cm kalinhginda ve 3 ila 5 gr agirhginda

birer organdir (70).

Overler dista korteks, icte medulla ve rete ovari (hilus) olmak Uzere Ug¢
temel kisimdan olusmaktadir. Ligamentum latum uteri’nin arka yapragi, overin
mesovariuma baglanma yeri olan ve icerisinde damar, sinir ve lenfatiklerin
bulundugu bdlgeye hilum ovarii denir. Steroidogenezde aktif hale gelme
potansiyeli tagiyan hilus hucrelerini icermektedir. Hilar hicreler medullada
bulunan epitelioid hiicre grubudur. Testisdeki Leydig hucreleri ile benzer hicresel
organizasyona sahip olan bu htcreler androjen salgilarlar (71). Overlerin alt ucu
fundus uterinin yan kosesine ligamentum ovarii proprium ile baglanir.
Ligamentum suspensorium ovarii adi verilen periton katlantisi ise overleri pelvisin
yan duvarlarina sabitler. Tuba uterina’dan overlere doJru uzanan sacgaksi
uzantilara fimbria ovarica adi verilir ve karin bosluguna atilan oositin tuba

uterinaya taginmasini saglar.

Overler intraperitoneal birer organ olsa da tunika seroza katmani icermez
ve prepubertal doneme kadar dis yuzeyi ¢cok katl yassi epitel ile ortuludur. Daha
sonra peritoneal dokunun mezotel katmani farklilasarak tek katli kubik epitele

donusur ve germinal epitel ismini alir.

Germinal epitelin elektron mikroskobik goruntulerinde, hicrelerin periton
bosluguna bakan Ust ylzeylerinde c¢ok sayida mikrovillus izlenir. Hulcre
sitoplazmasinda, c¢ekirdek c¢evresinde vyerlesik organeller iyi gelismistir.
Hucrelerin yan yuzlerinde ise desmozom tipi baglanti birimleri gozlenir. Germinal
epitelin altinda, ovaryuma beyazimsi rengini veren ve siki bag dokusu yapisinda
olan tunika albuginea katmani bulunur. Damardan yoksun olan ve ovaryum’un
yuzeyine zit olarak yerlesmis kollajen fibriller iceren bu katman yasla birlikte

kalinlagir.
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Ovaryum histolojik olarak, medulla ve korteks denen, aralarinda kesin bir
sinir bulunmayan iki farkli bélimden olusur. Ovaryumun en i¢ kismi olan medulla
fibroelastik gevsek bag dokusu vyapisindadir. Medulla stromasi, hilustan
ovaryuma giren kan ve lenf damarlari, sinir demetleri ile intersitisyel hucreler, bag
dokusu hucreleri ve hilar hicrelerinden olusur. Medullayr cevreleyen ve
ovaryumun esas islevsel katmani olan korteks ise gelisimin degisik evrelerindeki
ovaryum folikullerini, dejenere olmus atretik folikulleri, korpus luteum ve korpus
albikans yapilarini ve bunlar arasinda dagilan siki bag dokusu yapisindaki
stromayi igerir. Korteks stromasinda ise kollajen ve elastik lifler, retikuler lif aglari

ile ig bicimli stroma hucreleri bulunur (72).
Ovaryumda, histolojik gelisim evresinde gore 3 tip foliktl bulunur;

1. Primordiyal Folikul
2. Bulyuyen Folikdl
a. Primer Folikul
e Unilaminar (tek katmanli ya da erken) primer folikller
e Multilaminar (cok katmanl ya da geg) primer folikuller
b. Sekonder (Antral) Folikdl
3. Olgun (Graaf) Folikul

Overlerin gelisimi fetal yasamda, farklanmamis gonad evresi, farklanma
evresi, oogonal ¢cogalma ve oosit olusumu evresi (folliklil olusma evresi) olmak

Uzere dort evrede incelenir.

Fetal yasamin 3-4. haftasinda, yolk kesesinin dorsal duvarinda
endodermal hicreler arasinda, primordiyal germ htcreleri (PGH) ortaya ¢ikar ve
bu hicreler ileride oositleri olustururlar. Fertilizasyondan yaklasik 6 hafta sonra
arka bagirsagin (Hindgut) dorsal mezenteri boyunca go¢ ederek gonadal
kabarinttya ulasirlar (73). PGH'lerinin gbg¢u sirasinda cinsiyet tayini de
baslamaktadir. Bu agsamada germ hucreleri bipotansiyellidir. Overlerin olugsmasi
ve devamliiinin saglanmasi igin PGH’ler gereklidir, bulunmamasi halinde over
dokusu dejenere olur (74) (Sekil-4).
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Sekil-4: Primordiyal germ hucrelerinin gogu:

Allantois Genital
ridge

Hindgut

- Primordial
\ germ
cells

Yolk sac

Gestasyonel 6. hafta itibariyle farklanmamis evre tamamlanir. Eger XY
kromozomuna sahip bir fetus var ise gonadal farkhlasma Y kromozomu Uzerinde
bulunan SRY gen aktivitesi ile testis ydoninde olur ve gestasyonel 6.-9. haftalar
arasinda testikuler farkhlasma gergeklesir. Ancak XX kromozomuna sahip disi bir
fetls s6z konusu ise SRY gen yoklugunda WNT4 ve RSPO1 gen aktivitesi ile
ovaryan farklanma gerceklesir (Sekil-5).

Sekil-5: Embriyonik genital kabartidan over ve testislerin farklilanmasi (75):

B genital kabart

| 4
colomik epitel
endoderm (hindgut)
spinal kord
primordial germ Testis

hiicreleri

ot

Over
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1.2.2 Folikulogenezis

Pubertenin baglamasi ile birlikte hipotalamus-hipofiz-over aksinin dizenli
calismasi normal bir menstrual siklusa ve sekonder oositin Graaf folikilinden
atilimi ile sonug¢lanan ovulasyona neden olur.

Hipotalamus, pulsatil sekilde hipofize salinan GnRh araciligi ile
gonadotropinlerin salgilanmasini duzenlemede kilit rol oynar. Puberte dncesinde,
gonadotropinlerce uyarilmayan overler inaktif durumdadir. Bu donemde oositler,
tek kat granuloza hucreleriyle kusatilmis olan primordiyal follikiiller halinde
bulunurlar (73).

Folikdl gelisiminin en erken asamasi olup ve olgun ovaryumda tunika
albugineanin hemen altinda yer alirlar ve stromadan c¢evrelerini saran bazal
lamina ile ayrilirlar. Folikdl igindeki oositin ¢api ise, bu asamada yaklasik
25umdir. Embriyonik dénemde primordiyal foliklller igindeki primer oositler,
birinci mayoz boélinmeye baslarlar ancak, bolinmenin metafaz ile devam etmesi
gerekirken, primer oositler birinci mayoz bolinmenin profaz evresinde kalirlar.

Puberte sonrasinda ise, hipofiz bezi 6n lobundan salinan FSH’in etkisiyle
her menstrual siklusta 5-15 arasinda degisen sayida primordiyal folikdl
blylmeye baslar. Primordiyal folikll bUytyen folikil evresine geldiginde oositte,
folikil hucrelerinde ve komsu stromada bazi degisiklikler meydana gelir.
Blyumenin ilk belirtisi, 100-150 ym g¢apina ulasan primer oositi ¢gevreleyen tek
katli, yassi folikll epitel hucrelerinin kubiklesmesidir. Bu asamadaki follikul tek
katmanli (erken/unilaminar) primer folikil olarak isimlendirilir (76,77).

ilerleyen asamalarda folikiil hiicreleri hizli mitoz boliinmelerle cogalirlar ve
cok katmanli (geg¢/multilaminar) primer folikdil olusur. Oosit olgunlasirken primer
oosit zona pellusida (ZP) adi verilen oositi cevredeki folikul hiicrelerinden ayiran
bir katman olusturur (78). Bu katman glikozamnioglikan ve glikoproteinden
zengindir ve granuloza hucrelerinin ince sitoplazmik uzantilari zona pellusidayi
deler ve oositin mikrovilluslariyla temas eder (78).

Zona pellusida; dimerik yapida olan ZP1, ZP2 ve ZP3 olmak Uzere 3 farkh
glikoproteinden olugsmakta ve ZP3 spermiyum igin, bir reseptor olarak gorev
yapmaktadir. Bu sirada folikili ¢evreleyen stroma hucreleri teka folikdilii ismi
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verilen bag dokudan bir katman olusturacak sekilde duzenlenir. Bu katman daha
sonra teka interna ve teka eksterna olarak ikiye ayrilir (79).

Teka interna granuloza hucrelerine komsu i¢ katmandir. Kubik sekilli salgi
hicrelerinden meydana gelir ve bu hicreler farklilagsarak steroid treten hucrelere
donusgurler. LH reseptoru tasiyan bu hiucreler, LH uyarimina yanit olarak ostrojen
oncull androjenleri ve ovulasyon dncesi evrede progesteron, az miktarda follikGl
sivisi ile az miktarda intrafollikiler FSH salgilarlar. Teka eksterna ise korteks
stromasina komsu dis katman olup fibroz bag dokusu yapindadir ve icerdigi
kollajen lifler ile kapsul islevi gérmektedir.

Multilaminar primer foliktlin graniloza hucreleri, hipofiz bezi 6n lobu
bazofilik hucrelerinden salgilanan FSH'in etkisiyle ¢ogalmaya devam eder.
Granuloza hucre katmani yaklasik 6-12 kata ulastiginda, hicreler arasi igi sivi
dolu bosluklar belirir. Folikiil sivisi (likor folikli) ismi verilen sivi ile dolu bu kiglk
bosluklar birleserek antrum denilen daha buyUk bir boslugu olustururlar. Folikul
sivisi, kan damarlarindan plazmanin sizmasiyla olusur ve hiyaluronat, steroidler,
blayime faktorleri ve gonadotropinlerden zengindir. Bu asamadaki folikule
sekonder ya da antral folikdil denir (78) (Sekil-6).

Sekil-6: Ovarian folikullerin gelisim dongusu (78):

Primer oosit,_—— Pprimer follikil ——>  Sekonder follikiil
N

Sekonder 0os

Tersiyer
- (Graaf)
> follikdl

Korpus luteum 3 % .
Erken korpus «———//

luteum
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Oosit ile baglantil olduklar kutupta, oosit ¢gevresinde biriken grandloza
hdcreleri kimulus ooforus adi verilen bir tepecik olusturur. Ooositi gevreleyen ve
ovulasyonda oosit ile birlikte atilan kiimulls ooforus hicrelerine korona radiata
denir. Belirli bir blyldklige ulasan ve antrum olusan foliklller bu asamadan sonra
hormonlara bagimli hale gelir ve geligsimlerini sirdurebilmek i¢cin gonadotropinlere
gereksinim duyarlar. Folikilogenezin son agsamasinda graaf (preovulatuar)
folikGlU primer oositi icerinde bulundurur. Over korteks kalinhdi boyunca uzanir,
disa dogru cikinti yapar ve yaklasik 10 mm ya da daha fazla ¢capa ulagsmaktadir.
Antrumun genislemesiyle incelen granliloza hiucre katmaninda, hucreler
arasindaki bosluklar genigler, oosit ve kumulus hacreleri ile geriye kalan
granuloza hucreleri arasindaki baglar gevser. Teka katmani daha belirgin hale
gelir. Sitoplazmasinda lipit damlaciklari biriken teka interna hticreleri tipik steroid

sentezleyen hucre 6zelligi kazanir (80).

Menstriel siklusun ortasinda gergceklesen LH miktarindaki ani artis ile
birlikte folikdl yirtilir, oosit, etrafindaki bir miktar graniloza hticresi ile birlikte disari
atilir ve ovulayon gergeklesmis olur. Fimbriyalar tarafindan tubalara alinan primer
oosit 1. Mayoz bolunmeye kaldigi yerden devam eder ve herbiri 23 ¢ift (2n DNA)
kromozom iceren iki yavru hticre olusur. Olusan bu htcrelerden, sitoplazmanin
baylk bolumund igceren ve hacim olarak buylk olan, sekonder oosit, ¢cok az
sitoplazma igceren ve sekonder oosite kiyasla oldukga kuguk olan diger hucre ise
mayoz bdlinmeyi surdiremeyen 1. kutup cismi olarak isimlendirilir (81). Birinci
mayoz bolinme sonucunda olusan sekonder oosit hemen ikinci mayoz
béliinmeye baslar. Ancak, bu béliinme metafaz evresinde duraklar. ikinci mayoz
bdlinme, yalnizca sekonder oosit bir spermiyum ile ddllenirse tamamlanir. 2.
kutup cismi de bu sirada olusur. Fertilizasyon gerceklesmez ise, sekonder oosit
ovulasyondan 24 saat sonra dejenere olur. LH'In etkisiyle, sitoplazmalarinda
sarimsi bir pigment biriken bu hicreler luteal hlcrelere dénasurler. Olusan bu
yapiya korpus luteum denir. Korpus luteum’un granuloza hucreleri progesteron
ve Ostrojen salgilarken, Teka interna hucreleri, androstenedion ve testosteron
gibi androjenleri salgilar. Gebelik gergeklestiginde korpus luteum gebelik korpus
luteumu ismini alir ve 4. Aya kadar progesteron uretimine devam eder ardindan

yavas yavas gerileyerek kaybolur (76).
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1.2.3 Primordiyal Folikul Se¢ilim Mekanizmasi ve Over Rezervi

Overde bulunan primordiyal foliklllerin sayisi, over rezervinin esas
belirleyicisi konumundadir ve primordiyal folikillerin dizenlenmesinde oosit ile
somatik hucrelerin arasindaki duzenli iletisim ile saglanir. Bu iletisimi duzenleyen
cesiti mekanizmalar vardir (82). Primordiyal folikullerin aktivasyonu ve
inhibisyonundan sorumlu hucre igi yolaklar kesin olarak aydinlatilamamis olsa da
son yillarda hem in vitro hem in vivo transgenik hayvan modelleri ile bazi

mekanizmalar aydinlatilmaya c¢alisiimaktadir (83,84).

Hucre i¢i PI3K sinyal yolagi en dnemli mekanizmalardan birisidir. Oositler
ve onu gevreleyen granulosa hucreleri arasindaki iletisim buyuk olgude oosit
yuzey reseptoru Kit ve onun bilinen tek ligandi olan KL (Kit ligandi) arasindaki
sinyalizasyona baghdir. Kit ve KL'nin etkilesimi oositin baylumesi, canlihdi ve
foliktllerinin erken gelisimi igcin gerekli olan PI3K sinyal yolagini aktive eder
(85,86).

PI3K sinyal yolagr proliferasyon, canllik, go¢ ve metabolizma
dizenlenmesi icin temel olan kinazlar, fosfatazlar ve transkripsiyon faktorleri
iceren cesitli sinyal molekullerinden olusan klasik bir sinyal yolagidir. PI3K sinyal
yolaginin bilesenleri olan ve folikul populasyon dinamiklerinin duzenlenmesinde
rol oynadidi1 disunulen molekuller temel olarak PI3K, PIP2, PIP3, AKT, p27, TSC,
FOXO3 ve PTEN olarak sayilabilir (87-89) (Sekil-7).

Bu molekuler yolakta olugsan bir dizensizlik, primordiyal folikil havuzunun
erken aktivasyonuna yol acar. Tum primordial folikullerin bu sekilde hizl ve toplu
sekildeki aktivasyonu kacinilmaz olarak folikil havuzunun erken tikenmesine,

POF’a ve erken menopoza neden olabilmektedir (90-92).
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Sekil-7: Primordiyal foliklllerin aktivasyonunu ovaryan kontroll (89):

Growth factors

RPTK

25
arrest

PISK/PTEN/AKT sinyal yolaginin calisma mekanizmasi;

e Memelilerde, insulin ve buyime faktorleri gibi hicre digi sinyaller PI3K
(fosfatidilinositol-3 Kinaz) sinyal yolagini uyarir (87,88).

e KL ile etkilesen Kit, PI3K'nin p85 alt biriminine baglanarak PI3K'yi
aktive eder. Lipid kinaz 6zelligindeki PI3K, PIP2’yi PIP3’e fosforile eder
(93).

e PIP3 ise ikinci mesajci gibi davranarak PDK-1 (phosphoinositide-

dependent kinase-1) ve Akt'yi (protein kinase B) birbirine kenetler (93).
PI3K sinyal yolaginin énemli bir molekult olan AKT,;

e Siklin bagimh kinaz (cdk) ve siklin bagimli kinaz inhibitorlerini (p27)
negatif olarak denetleyerek hicre dongusund dizenler. p27
primordiyal folikilden primer folikile gegisteki en dnemli
baskilayicilardan birisidir. p27, TGF- gibi sinyallere yanit olarak ifade

edilir ve hucre siklusunun G1 fazinda kalmasindan sorumludur (94).
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e AKT memelilerde, TSC1 ve TSC2'nin (tuberous sklerosis complex 1 ve
2) fosforilasyonunu dizenler (95). mTOR (mammalian target of
rapamycin), protein sentezi ve hucre buyumesini duzenleyen
serin/treonin kinazdir. TSC1 ve TSC2 olmak Uzere iki molekul iceren
heterodimerik kompleks bir yapi olan TSC primordiyal folikullerin
sessizligi ve aktivasyonunun dizenlenmesinde rol oynamaktadir [70].
S6K1, mTORC1'in ana substratidir. TSC1 ve TSC2, S6K1’'in mTORC1
tarafindan fosforilasyonunu inhibe ederler, bdylece primordial
follikGllerin aktivasyonu engellenir (96,97).

e AKT memelilerde, FOXO transkripsiyon faktorlerini de fosforile edebilir,
boylelikle bu faktorlerin apoptotik transkripsiyonel aktivitelerinin
inhibisyonuna neden olur.

e PTEN ise, PI3K sinyal yolaginin negatif dizenleyicisidir ve primordiyal

folikil havuzunun korunmasinda kritik Gneme sahiptir (89).

1.2.3.1. Protein Tirozin Fosfataz ve Tensin Homologu (Pten)

Protein tirozin fosfataz ve tensin homologu (PTEN) geni, 10923.3
kromozomunda yer alan bir tumor baskilayici gendir. PTEN geninde olusabilecek
mutasyonlar malignite dahil pek ¢ok hastalia neden olabilecegi gibi PI3K sinyal
yolagi Uzerinden over rezervi ile de iligkilendirilebilmektedir. PTEN hizli biylyen
ve bolunen hicreleri 6nleyerek hiicre dongusunun dizenlenmesinde yer alir (98).
PI3K’In negatif duzenleyicisi oldugu ve primordiyal folikul aktivasyonunu
baskiladigi bildirilmistir (89). PTEN, hlcre polaritesini ve goc¢linl, hicre
dongusunu, hicre olumunt kapsamaktadir boylece sitoiskelatal reorganizasyona
neden olan dis membran fosfolipidleri ve yolaklari arasinda potansiyel bir bag
saglar. Adhikari ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklari ¢alismada PTEN
inhibitérlerinin - primordiyal folikllleri aktive edecegini, blylumelerine izin
verecegini ve foliklllerin FSH’a yanit verebilecegini disinmuslerdir. Bu slre¢

dormant fazdaki primordial folikillerin erken aktivasyonunu, erken tikenmesini
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ve POF’u onler. Bu supresor ve aktivator sinyallerinin koordineli eylemi folikul

bdyUmesinin baglamasi ve devam etmesi icin gereklidir (99).
1.2.3.2. Forkhead Box O (Foxo)

FOXO transkripsiyon faktorleri 2 blyuk halka ve 3a heliks yapisi iceren
100 aminoasit DNA baglanma bdlgesine sahip bir proteindir. FOX ailesi 44 farkl
uyeden ve A’dan S’ye kadar isimlendirilmis 19 alt gruptan olusur. ‘O’ alt grubunun
FOXO1, FOXO2, FOXO3 ve FOXO4 olmak Uzere 4 uyesi vardir. FOXO3
primordial foliktllerde oosit ¢ekirdeginde yuksek dizeyde bulunur ve bluyuyen
foliklllerde duzeyi azalmaktadir (100, 101). FOXO ailesinin hicre dongusunin
durdurulmasi, DNA tamiri ve ROS detoksifikasyonu, hiicre 6limu ve hlcre
farkhlasmasi gibi birgok hicresel islevi bulunmaktadir (102,103). FOXO3
transkripsiyon faktorl, farelerde over rezervinin korunmasi igin gereklidir.
Farelerde FOXO3'Un azalan eksspresyon dizeyinin, primordiyal foliktllerde

apoptozu indukledigi bdylece over rezervini azalttigi bilinmektedir (104).
1.2.3.3 Akt

Protein Kinaz B olarak bilinen AKT, glukoz metabolizmasi, apoptoz, hicre
proliferasyonu, farklilagmasi, transkripsiyonu ve hicre gogu gibi ¢oklu hicresel
sureclerde rol oynayan serin/treonin spesifik protein kinazdir. AKT gen ailesinin
3 uyesi vardir. AKT1, apoptoz surecinin inhibisyonu ile hucre sagkalim
yolaklarinda goérev alir. Ayrica iskelet kasi hipertrofisi ve genel organ
blyUmesinde meydana gelen protein sentez yolaklarini indtkler. AKT1 birgok
kanser tipinde major rol oynar. AKT1, anjiyogenez ve tumor gelisiminde de rol
oynar. AKT1 yoklugunda farelerde fizyolojik anjiyogenez inhibe edilir, patolojik
anjiyogenezi arttirir ve tumor buyumesi deri ve kan damarlarinda matriks
anomalileri ile iligkilidir (105,106). AKT2, insulin sinyal yolaginda énemli bir sinyal
molekultdur. Glukoz transporter 4 (GLUT4) insulinin indlklenmis translokasyonu
araciligiyla glukoz transportunun gerceklesmesi icin gereklidir. AKT1 null AKT2
normal olan farede glukoz homeostazi stabildir ancak hayvanlar daha kuguktur
ve buaylime AKT1 icin daha anlamhdir. Buyuk ¢cogunlugu beyinde eksprese edilen
AKT3’Un roll henliz tam olarak bilinmemektedir. AKT3 eksikligi olan fareler daha

kuguk beyne sahiptir (107). PI3K bagimli AKT aktivasyonu tumor stpresor olan
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PTEN araciligiyla dizenlenir (95). PTEN, PIP3’Un PIP2’ye defosforilasyonunda
rol oynayan bir fosfatazdir. Bu durum AKT sinyal yolagindan membran

lokalizasyon faktorunu kaldirir.

1.2.3.4 Anti-Mdllerian Hormon (Amh) ve Over Rezervi

AMH, TGF-R ailesinden dimerik yapida bir glikoprotein olup 19. Kromozom
uzerinde kodlanir (108). AMHR-1 ve AMHR-2 olarak isimlendirilen 2 reseptori
vardir ve reseptorleri ile birlikte grantloza hicrelerinden eksprese edilir. AMH
sinyalleri tip 2 transmembran serin tirozinkinaz reseptorine baglanip
fosforilleyerek aktif hale getirir. AMH sinyalizasyonu reseptdrler tarafindan regule
edilen SMAD’larin fosforilasyonu ile ortaya ¢ikmaktadir (109). AMH'nin primordial
folikildeki rolG ile ilgili yapilan hayvan c¢alismalarinda, AMH eksikligi olan
farelerde, primordial folikUllerin erken tlukendigi ve primordial folikullerin
blylUmesini inhibe ettigi belirlendi (110). AMH ile kultire edilen insan over
dokusunda da buyuyen folikil sayilarinin azaldigi1 gésterildi (111). Bu ¢calismalar
neticesinde AMH'nin, foliklilogenez Gzerinde primordial folikilden primer foliktle
gecisi inhibe edici etki yaparak primordiyal folikil havuzunu korudugu

dusunulmektedir.

AMH, primer foliklle gecisi inhibe etmesinin yaninda FSH bagimli folikal
buyumesini engelleyerek de over rezervi Uzerinde etkili olmaktadir. AMH,
gonadotropin bagimsiz foliklil blylimesi boyunca rol oynamaktadir (112).
Primordiyal foliklllerin pregrantloza hucrelerinin farkhlagmasindan sonra, primer
folikillerin grandloza hucrelerinde AMH ekspresyonu baslar. Buyuk c¢apl
foliktllerde ise AMH ekspresyonu kaybolur ve FSH-bagimh evreleri sirasinda

ekspresyon gézlenmez (113).

AMH seviyelerinin serumda siklusa bagli olarak degisim gdstermedigini
bildiren galismalar (114,115) olsa da son yillarda yapilan galigmalarda serum
AMH seviyelerinin erken luteal fazda, erken folikller faz ile kiyaslandiginda

hipofizer FSH’a benzer bir patern ile daha dusuk oldugu saptanmistir. Menstriel
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siklus slresince serumdaki degisimin duslk oranda olmasi nedeni ile over

rezervinin degerlendiriimesinde énemli bir belirtectir (116).

Over rezervini belirlemede antral folikil sayisi (AFC) ve serum AMH
seviyesi kullaniimaktadir. AFC, menstriel siklusun herhangi bir fazinda USG
esliginde, ortalama ¢aplari 2-10 mm arasinda degisen folikullerin toplam sayisini
gosterir (117). Her iki overdeki toplam follikul sayisi bazal AFC olarak tanimlanir.
Normal sartlarda reproduktif ddnemde AFC ve yas birbiri ile korelasyon gosterir
ve primordial folikiil havuzunu yansitmaktadir. lyi bir ovaryan rezerv testi, non-
invaziv, guvenilir, ucuz, siklustan bagimsiz ve tekrarlanabilir olmali ayni zamanda
canh dogum olasiligini belirleyebilmeli, ovarian yaslanma gergeklesmeden ne
kadar sure ayni duzeyde devam edebilecegini ongorebilmeli, planlanan ovarian
stimllasyon protokoliinde optimal dozu belirleme ve bireysel prognozu
ongormede yol gosterici olmalidir. Kétl ovaryan yaniti saptayabilmek igin Avrupa
Insan Uremesi ve Embriyoloji Dernedi (ESHRE) ve Amerikan Ureme Tibbi

Dernegi (ASRM) konsensusu ile Bologna kriterleri belirlenmistir.
Bologna kriterleri (118);

e Anormal over rezerv testi varligi (serum AMH<O0,5-1,1 ng/mL veya
AFC<5-7)
e Daha o6nce konvansiyonel stimulasyonla <3 oosit eldesi

e Yas >40 veya DOR icin diger risk faktorlerinin varhigi
1.3 Amag

Tdm bu bilgiler 1s1ginda bu ¢alismada, endometriozis ve endometrioma
etyolojisinde PI3K/PTEN sinyal yolaginda bulunan PTEN, AKT ve FOXO3 gen
ekspresyonlarinin rolunu ve dugik over rezervinde bu gen ekspresyonlarinin

etkisini incelemeyi amacladik.
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GEREG VE YONTEM

Bu calisma Bursa Uludag Universitesi Tip Fakultesi Kadin Hastaliklar ve
Dogum Anabilimdali Ureme Endokrinolojisi ve infertilite Bilimdali, Uremeye
Yardimci Tedaviler Merkezi Embriyoloji Laboratuvari ve Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarlarinda gergeklestirilmigtir.

Calismamizin protokolii Bursa Uludag Universitesi Etik Kurulu tarafindan
22.05.2019 tarih ve 2019-9/15 sayil karar ile onaylanmistir. Calismaya katilan
tum hastalardan s6zlU bilgilendirmeye ek olarak gonullt / hasta katihm formlari

ile yazili onamlari alinmisgtir.

Calisma kapsaminda Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali Genel Jinekoloji, Endometriozis ve infertilte
polikliniklerine ovaryen patoloji 6n tanisi ile bagvuran 18-40 yas araligindaki
hastalar dahil edilmistir. Ovaryen patolojiler endometrioma ve diger benign
sebepler olmak Gzere siniflandiriimistir. Bu ¢calisma endometrioma tanisi ile takip
edilen ve cerrahi planlanan hastalar ile diger benign nedenlerle ovaryan patolojisi
olan ve cerrahi planlanan hastalarin eksize edilen kist duvarindan alinan
orneklerde PTEN, AKT ve FOXOS3 gen ekspresyonlarinin ve over rezervlerinin
karsilastirilacagdi prospektif kohort arastirma olup, 20 hasta ve 20 hasta kontrol

olmak Uzere toplam 40 hasta ¢alismaya dahil edilmistir.

2.1 Hasta Popiilasyonu ve Gruplar

Calismaya, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakdltesi Kadin Hastaliklari ve
Dogum Anabilim Dali Genel Jinekoloji, Endometriozis ve infertilite polikliniklerine
ovaryen patoloji 6n tanisi ile bagvuran 18 — 40 yas araliginda endometrioma ve
diger benign over kKistleri saptanarak cerrahi karari alinan hastalar dahil edilmistir.
Hastalar yapilan pelvik muayenelerinin ardindan transvaginal / suprapubik
ultrasonografi ile degerlendirilmis olup ovaryan patolojileri saptanmistir. Cerrahi
karari alinan hastalar, endometrioma tanisi alan grup (Endo Grup) ve diger

benign kistlerden olusan (dermoid kist, basit kist, hemorajik kist, folikul kisti,
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musinOz kistadenom, serdz kistadenom) grup (Non-Endo Grup) olmak Uzere iki
gruba ayrilmistir. Cerrrahi sirasinda eksize edilen over kist duvarindan alinan
doku ornekleri uygun kosullarda saklanarak sonrasinda PTEN, AKT ve FOXO3

gen ekspresyonlari agisindan degerlendirilmigstir.
Calismadan hari¢ birakilma kriterleri;

e 40 yas Uzeri hastalar
e Malignite siphesi olan hastalar

e Operasyon endikasyonu bulunmayan takibi uygun hastalar

Tablo-2: Endo Grup ve Non-Endo Grup Dahil Olma Kriterleri

Endo Grup Non-Endo Grup

1) 18-40 yas aralidinda olmak 1) 18-40 yas araliginda olmak
2) Vaka grubu>5 cm endometriomasi 2) Endometrioma disi over patolojileri
olan operasyon endikasyonu bulunan nedeni ile operasyon plani olan
hastalar hastalar

a. Endometrioma nedeni ile a. Benign over patolojisi distnulen
semptomatik hastalar (dismenore, semptomatik hastalar (kronik pelvik
disparoni, kronik pelvik agri vb.) agri, basi, semtomlari, dismenore,

b. Infertilite nedeni ile takip edilenin G /SParoni gibi)

vitro fertilizasyon (IVF) siklusu b. Asemptomatik olup 6 aylik takip

baglanacak hastalar suresinde gozlenen kist boyutunda
artis ya da semptomatik hale gelen
hastalar

2.2 Over Rezervinin Degerlendirilmesi

Over rezervi, ovaryan patoloji saptanmasi ile birlikte uygulanmakta olan

transvaginal / suprapubik ultrasonografide AFC ve buna ek olarak serum AMH
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duzeyi saptanarak degerlendirmeye alinmigtir. DUsuk over rezervinin tanisi

Bologna kriterlerine gore belirlenmistir.

2.3 Dokularin Elde Edilmesi ve Saklanmasi

Endometrioma ve diger over kistleri nedeni ile cerrahi karari alinan
hastalardan laparoskopi / laparatomi ile kist eksizyonu uygulanmasinin ardindan
kist duvarlarindan 1 mm lik doku kesitleri alindi ve serum fizyolojik ile muamele
edildikten sonra kist icerigi, kan ve fibrin gibi GrGnler uzaklastirildi. Elde edilen
dokular fosfat basingh salin (PBS) iceren ependorf tlplerine alinarak mRNA

degredasyonunu 6nlemek amaci ile -80°C’de ultra derin dondurucuda sakland.

2.4 Rna izolasyonu

Ultra derin dondurucuda saklanan dokular homojenize edilmesi isleminin
ardindan PTEN, AKT ve FOXO3 genlerinin ekspresyonlarini degerlendirmek

uzere analiz edildi.

Calisma kapsaminda ornek eldesi gergeklestirilen toplamda 40 hastanin
(20 Endo grup, 20 Non-endo grup) kist duvari dokularindan “Quick-RNA TM
MicroPrep” (ZYMO RESEARCH CORP., U.S.A) ticari kit yardimi ile RNA
izolasyonu gerceklestirildi. Tim 6rnekler, dondurulup ¢ézme sonrasinda 500xG
hizinda 3 dakika santrifuj edildi, hicrelerin pellet olarak toplanmasi saglandi ve
dondurma solusyonu uzaklastirildi. Kit icerigindeki lizis ve yikama tamponlarina
ek olarak, DNase | enzimi uygulamasi ile Uretici firmanin protokoll takip edilerek

RNA izolasyonu gergeklestirildi.

2.5 Rna Saflik Tayini

Orneklerin RNA’lari 15 pl RNaz-free su igerisinde elde edilmis olup,
safliklari 260 nm’de RNA’'nin ve 280 nm’de DNA ve proteinin vermis oldugu
absorbans ol¢ildi. 260nm/280nm absorbans oranindan RNA safliyi saptandi.
0.D. 260/ O.D. 280 orani 1,7-1,8 olarak okunan RNA’lar saf olarak kabul edildi.
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2.6 cDna Eldesi

Saflik tayini sonrasinda, uygun olan orneklerin “SensiFAST cDNA
Synthesis Kit” (BIOLINE LIFE SCIENCE COMP., U.S.A) ticari kit yardimi ile
cDNA eldesi gergeklestirildi. Her dérnek igin, 5X TransAMP Buffer 4ul Reverse
Trascriptase enzimi 1pl, 100 ng/ul olacak sekilde ornek miktari ve toplam
reaksiyon hacmi 20 ylI' ye dH20 ile tamamlandi. Enzim aktivasyon kosullari
olarak; 25°C’de 10 dakika — ilk baglanma, 42°C’de 15 dakika — revers
transkripsiyon, 85°C’de 5 dakika — enzim inaktivasyonu ve 4°C’de reaksiyon
sonlanmasi olarak kit Uretici firma protokolu uygulandi. Elde edilen cDNA

ornekleri calisma zamanina kadar -80°C’de saklandi.

2.7 Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Elde edilen cDNA orneklerinden, gercek zamanlhi PCR calismasinda
PTEN, AKT ve FOXO3 genleri ¢calisildi. “The SensiFAST™ SYBR® Hi-ROX Kit”
(BIOLINE LIFE SCIENCE COMP., U.S.A) ticari kit yardimi ile gen ekspresyon
analizi SYBR Green problari ile gerceklestirildi. Kit iceriginde yer alan; 2x
SensiFAST SYBER Hi-ROX Mix 10ul, 10uM konsantrasyonunda olarak sekilde
Forward ve Revers Primerler (0,4 ul), cDNA 6rnegi ve toplam reaksiyon hacmi

10 pl' ye dH20 ile tamamlandi.
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Tablo-3: Primer Dizayni:

Gen Primer Dizi Bilgisi Beklenen
Gen Uriinii
PTEN Forward — 5’- 304 baz cifti
GGCACAAGAGGCCCTAGATT
Reverse — 5'-
AGGTAACGGCTGAGGGAACT
AKT Forward — 5’- 127 baz cifti
GACCACTGTCATCGAACGCA
Reverse — 5’-
TTCAGCCCCTGAGTTGTCAC
FOXO03 Forward — 5’- 125 baz cifti
GCGTGCCCTACTTCAAGGAT
Reverse — 5'-
GCTCTTGCCAGTTCCCTCAT
Glyceraldehyde-3- Forward — 5’- 185 baz cifti
phosphate GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’
dehydrogenase
(GAPDH) Reverse — 5’-
GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3

Hazirlanan  reaksiyon  karisimi polimeraz  zincir  reaksiyonu
gerceklestirimek Uzere, es zamanl 96 6rnek analizi gergeklestirilebilen seffaf
kuyucuklar iceren plakaya yuklendi. “The LightCycler® 480 Real-Time PCR
System” (Roche Ltd., Switzerland) kullanilarak érneklerin yuklendigi plakalarda
enzimatik reaksiyon ve 465-510 nm dalga boyunda olgumler ile prob i1sima
oranina bagimhl olarak ekspresyon seviye tayini gergeklestirildi. Enzim
aktivasyon kosullar olarak; 95°C’de 2 dakika — polimer aktivasyonu, 95°C’de 5
saniye — denatlurasyon, 65°C’de 20 saniye — polimer baglanma ve uzama olarak
40 tekrarlayan dongu kit dretici firma protokolU uygulandi. Tum &rnekler ayri
olarak PTEN, AKT ve FOXO3 genleri gen ekspresyon seviyesi, referans gen olan
“Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH)” ekspresyonuna goére

goreceli olarak 222CT yontemine gore hesaplandi.

28



2.8 istatistiksel Analiz

Ekspresyon analizleri igin internet tabanlh Qiagen PCR-Data Analiz (RT?
profiler PCR array data analysis version 3.5) programindan yararlanildi. iki grup
arasinda PTEN, AKT ve FOXO3 genlerinin ekspresyon dizeyindeki degisimleri
ifade eden, ekspresyon kat degisim orani grafikleri olusturuldu. Qiagen PCR-
Data Analiz sisteminde 2ACT deg@erlerinden gen ekspresyon kat degisim oranlari
belirlendi. GAPDH geni referans gen olarak kullanildi ve GAPDH’ye iliskin
goreceli PTEN, AKT ve FOXO3 mRNA ifadeleri AACt yontemi kullanilarak analiz
edildi.

Veriler SPSS Paket Program 20.0 surimu ile analiz edildi. Tanimlayici
verilerin sunumunda sayli, yuzde, ortalama, standart sapma, ortanca, minimum,
maksimum kullanildi. Kategorik veriler Ki-Kare Testi ile karsilastirildi.
Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk Testi ile degerlendirildi.
Normal dagilima uyan degiskenlerin karsilastirilmasinda iki Ortalama Arasinda
Farkin Onemlilik Testi, uymayan degiskenlerin karsilastirimasinda Mann
Whitney U Testi kullanildi. Normal dagilima uymayan degiskenler arasinda
korelasyonun degerlendiriimesinde Spearman Korelasyon Testi kullanildi.
Korelasyon katsayisi 0,00-0,24: zayif, 0,25-0,49: orta duzeyli, 0,50-0,74: guclu
ve 0,75-1,00: cok giclii korelasyon olarak degerlendirildi (119). istatistiksel
anlamlilik i¢in p<0,05 kabul edildi.
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BULGULAR

Calismamiza endometrioma (Endo Grup (n=20)) ve endometrioma disi
ovaryan kist (Non-Endo Grup (n=20)) tanili olmak Uzere toplam 40 hasta dabhil
edildi. Hasta yasi bakimindan Endo Grup ile Non-Endo Gruplari arasinda fark
saptanmadi (p=0,937). Endometrioma grubunun vicut kitle indeksi ortalamasi
22,5+3,4 kg/m?, Non-Endo Grubunun ortalamasi 26,1+4,9 kg/m?idi ve gruplar
arasinda vucut kitle indeksi Endo Grupta anlamli olarak daha dusuktu (p=0,014)
(Tablo 4).

Endo Grup ile Non-Endo Grup arasinda serum AMH ve FSH duzeyleri
agisindan anlamli fark saptanmadi (p>0,05). Endo Grubunun AFC ortalamasi
Non-Endo grubun ortalamasindan distkti ayrica serum CA 125 ortalamasi daha
yuksekti ve bu farklar istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,028, p=0,0001 sirasiyla)
(Tablo 4).
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Tablo-4: Endo Grup ve Non-Endo Grup demografik veriler ve biyokimyasal
parametreleri

Endo Grup Non-Endo Grup
Ort. £ ss Ort. £ ss P
Yas 31,145,8 31,246,0 0,937
VKi 22,5+3,4 26,1+4,9 0,014
AMH 2,1+1,7 2,31+2,1 0,968
AFC 5,91+3,8 8,9+4,7 0,028
FSH 7,11£3,4 7,457 0,270
CA 125 139,8+126,8 33,0+35,8 0,0001

ort.+ss: ortalamazstandart sapma, p: iki Ortalama Arasinda Farkin Onemlilik Testi, Mann Whitney
U Testi, VKI: Viicut Kitle indeksi, AMH: serum Anti-Millerian Hormon, AFC: Antral Folikiil Sayist,
CA125: serum Cancer Antijen 125
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Endo Grup ile Non-Endo Grup arasinda PTEN, AKT ve FOXO3 genlerinin
Endo Grubunda PTEN gen

ekspresyon seviyesinin istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte Non-Endo

ekspresyon duzeyleri degerlendirildiginde;
Grubuna goére 1,64 kat dusuk oldugu tespit edildi. Gruplarin FOXO3 gen
ekspresyon duzeyleri karsilastirildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark olmadigi saptandi (p>0,05). iki grup arasinda AKT gen ekspresyon
duzeyleri karsilastirildiginda, Endo Grubunda AKT gen ekspresyonunun Non-
Endo Grubuna kiyasla 5,99 kat istatistiksel olarak anlamli ylUksek oldugu
belirlendi (p=0,046). (Tablo 5 — Grafik 1).

Tablo-5: Endo Grubu ve Non-Endo Grubu gen ekspresyonlari

Endo Grup Non-Endo Grup
Ort. £ss Ortanca Ort. £ss Ortanca P
(min-maks) (min-maks)

PTEN 2,314,5 0,4 (0,03- 5,9+12,5 0,5 (0,07- 0,461
19,55) 49,99)

AKT 49,7+76,6 10,0 (0,05- | 35,1£100,5 1,5 (0,05- 0,046
225,9) 354,5)

FOXO03 1,410,7 1,2 (0,5-3,4) 1,0£0,3 1,0 (0,5-1,7) |0,072

ort. + ss: ortalama * standart sapma, p: Mann Whitney U Testi
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Grafik-1: Endo Grup ile Non-Endo Grup arasinda PTEN, AKT ve FOXO3 gen

ekspresyon kat degisim seviyeleri

Endo Grup / Non-Endo Grup Arasi Kat Degisimi
mPTEN AKT mFOXO03

* k¥

i. am

AKT FOXO3

Gen Ekspresyon Kat Degisim Orani

Endo Grubunda PTEN ekspresyon seviyesi NON-Endo Grubuna goére 1,64 kat daha dusik, AKT

ekspresyon seviyesi 5,99 kat yiksek izlendi

Endo Grubunun %50,0 ‘si (n=10) dusuk over rezervine (DOR), %50,0’si
ise (n=10) normal over rezervine (NOR) sahip hastalardan olusmaktaydi. Non-
Endo Grubunun %40,0’inda (n=8) DOR, %60,0’inda (n=12) NOR saptandi ve
gruplar arasinda over rezervi acgisindan istatistiksel olarak anlamh fark

saptanmadi. (p=0,751)
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Over rezervi dusuk ve normal olan gruplar arasinda FOXO3 ve AKT gen
ekspresyonu agisindan anlamh fark saptanmadi (p>0,05). Ancak dusuk over
rezervine sahip hastalarda PTEN gen ekspresyonunun normal over rezervine
sahip hastalara kiyasla 4,92 kat istatistiksel olarak anlamli diguk oldugu tespit
edildi (p=0,004). (Tablo-6, Grafik-2)

Tablo-6: Dusuk Over Rezervi (DOR) ve Normal Over Rezervi (NOR) gruplarinin

gen ekspresyonlari

DOR (n=18) NOR (n=22)
Ort. £ss | Ortanca (min- | Ort. £ss Ortanca P
maks) (min-maks)

PTEN | 0,7¢1,2 |0,3(0,03-3,97) | 6,8+12,1 | 1,4 (0,10-49,99) | 0,004

AKT | 40,2t83,7 3,6 (0,05 |44,2+941| 1,6 (0,05-354,5) | 0,638
300,5)
FOXO3 | 1,1%0,4 1,1(0,7-1,8) | 1,3%0,7 1,1(0,5-3,4) | 0,737

ort.xss: ortalamazstandart sapma, p: Mann Whitney U Testi
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Grafik-2: Dustik Over Rezervi (DOR) ve Normal Over Rezervi (NOR)
hastalarinda PTEN, AKT ve FOXO3 gen ekspresyon kat degisim seviyeleri

DOR Grup / NOR Grup Arasi Kat Degigimi
mPTEN AKT mFOX03

) k%

Gen Ekspresyon Kat Degisim Orani

DOR Grubunda, NOR grubuna gére PTEN gen ekspresyonunda 4,92 kat disis, AKT gen
ekspresyonunda 1,73 kat ylkseklik, FOXO3 gen ekspresyonunda 1,06 kat dists saptandi

Endometrioma grubu kendi igcerisinde over rezervine gére Endo-DOR ve
Endo-NOR alt gruplarina ayrilip karsilastiniidiginda Endo-DOR grubunda Endo-
NOR’a gére PTEN gen ekspresyonunun 3,28 kat dusuk, AKT gen
ekspresyonunun 1,17 kat yuksek ve FOXO3 gen ekspresyonunun ise 1,03 kat
dUsuk oldugu saptandi. Ancak gruplar arasinda tim gen ekspresyon dizey

kargilastirmalarinda istatiksel olarak anlaml degilidi. (p>0,05) (Tablo-7, Grafik-3)
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Tablo-7: Endometrioma grubunda, dusuk over rezervi (Endo-DOR) ve normal

over rezervi (Endo-NOR) hastalarinin gen ekspresyonlari

Endo DOR (n=10)

Endo NOR (n=10)

Ort. £ss Ortanca Ort. £ss Ortanca P
(min-maks) (min-maks)
PTEN 0,9¢1,5 0,2 (0,03- 3,515,9 1,1 (0,11-19,55) | 0,190
3,97)
AKT 40,9+67,5 8,3 (0,10- 58,4187 4 10,0 (0,05- 0,971
181,44) 225,86)
FOXO03 1,310,4 1,2 (0,8-1,8) 1,51£0,9 1,3 (0,5-3,4) 0,912

ort. £ ss: ortalamazstandart sapma, p: Mann Whitney U Testi
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Grafik-3: Endometrioma Grubunda, duguk over rezervi (Endo-DOR) ve normal
over rezervi (Endo-NOR) PTEN, AKT ve FOXO3 gen ekspresyon kat degisim

seviyeleri

Endo-DOR / Endo-NOR Gruplar Arasi Kat Degigimi

mPTEN AKT mFOXO3
15

0,5

* k%

AKT

_0,5 4

_1,5 -

Gen Ekspresyon Kat Degisim Orani

-35

Endo-DOR Grubunda, Endo-NOR grubuna gore PTEN gen ekspresyonunda 3,28 kat diisis, AKT
gen ekspresyonunda 1,17 kat yiikseklik, FOXO3 gen ekspresyonunda 1,03 kat diislis saptandi

Hastalarin PTEN gen ekspresyonu ile serum AMH duzeyi arasindaki
korelasyon degerlendirildiginde pozitif yonli orta dizeyli anlaml korelasyon
saptandi. (r:0,480, p:0,002) Serum AMH duzeyi ile FOXO3 ve AKT gen
ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyon tespit edilmedi
(p>0,05) (Tablo-8, Sekil-8).

37



Tablo-8: Calisma grubunda serum AMH dizeyi ile gen ekspresyonlarinin

korelasyonu

AMH PTEN FOXO3 AKT
r 0,480 0,232 0,036
p 0,002 0,150 0,826

Sekil-8: Serum AMH duzeyi ile PTEN gen eskpresyonu korelasyonu

r: korelasyon katsayisi, p: Spearman Korelasyon Testi

8.0 r:0,480
p:0,002
o
(=]
6,0 o
o

T o
= 407
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TARTISMA VE SONUG

Endometriozis, ovaryan endometrioma ile seyreden over rezervini
azaltarak infertiliteye neden olabilen olusum ve gelisim mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamis bir hastaliktir. Son yillarda molekuler duzeyde yapilan
calismalar ile hem hormonal duzensizlikler hem de gesitli sinyal yolaklari ve
sitokinlerin endometirozis gelisimine neden oldugu vurgulanmigtir. PI3K-PTEN-

AKT sinyal yolagi ortaya koyulan major hucre ici sinyal yolaklarindan biridir.

Calismamizda, endometrioma (n=20) ve overin diger benign patolojileri
(n=20) nedeni ile opere edilen toplam 40 hastadan elde edilen kist duvari doku
ornekleri PTEN, AKT ve FOXO3 genleri ekspresyon seviyeleri agisindan
karsilagtirdik. Endo-Grup ve Non-Endo Grup olmak Uzere iki gruba ayrilan
hastalar gen ekspresyon seviyeleri ile kiyaslandiginda PTEN gen
ekspresyonunun endometrioma grubunda, Non-Endo gruba gore 1,64 kat daha
dusuk oldugunu tespit ettik. Ayrica Endo-Grupta, AKT gen ekspresyon seviyesi
Non-Endo Gruba kiyasla 5,99 kat daha yuksekti (p<0,05). Bu bulgular
endometriozis patogenezinde, PI3K/PTEN/AKT sinyal yolaginin olusum ve

gelisim surecinde etkili oldugunu dusundurmektedir.

Endometrial hucrelerin spontan apoptozunun, endometriyal dokunun
normal yapisini ve islevini surdirmede anahtar bir faktdér oldugu ve anormal
apoptozun, endometriyal hucrelerin uterus boslugunun disinda implantasyonuna
ve hayatta kalmasina yol acabilecegi gosterilmistir. Ektopik endometriyal
hicrelerin anti-apoptotik kabiliyeti, endometrioziste apoptozu inhibe ederek
arttirihr. Bu nedenle, endometriyal hlicrelerin proliferasyonu ve 6limuU arasindaki
denge bozulur ve hiicre 6lum hizi proliferasyon oranindan azalir ve endometriyal
hdcrelerin hayatta kalma suresi uzar, bu hucrelerin uterus boglugunun disina

¢ogalmasini ve implantasyonunu kolaylastirir (120,121).

Endometriozisli kadinlardan alinan endometriyal hucre orneklerinin,

¢ogalma ve ektopik bdlgelerde implant yapma ve hayatta kalma kabiliyetini
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arttirdig1, Bcl-2 gibi anti-apopitotik faktorlerin ekspresyonunun arttigi, BAX gibi
pre-apopitotik faktorlerin ekspresyonunun azaldi§i saptanmistir (122). Ektopik
endometrium ve endometriotik dokularda degisen apoptoz, endometriozis
patofizyolojisinin bazi yonlerini aydinlatmaktadir. Son yapilan ¢galismalar genetik
faktorlerin  endometriozise karsi bireysel duyarlihd etkileyebilecegdini
dusundirmektedir. PTEN geni gibi timodr baskilayici genlerin inaktivasyonunun
genetik degisiklikler ve endometriozisin baglamasi, kaliciligi ve ilerlemesi igin

muhtemel olabilecegi ortaya konulmustur (123-125).

PTEN, apoptozu arttirma amaci ile PISBK/PTEN/AKT sinyal yolagini negatif
olarak dizenleyerek hicre mitozunu inhibe eder (126). Bu sinyal yolagi, hicre
proliferasyonun inhibisyonuna ve apoptozun indiksiyonuna olanak
saglamaktadir (127,128). PTEN inhibisyonu, ektopik endometriyal hulcrelerin
anti-apopitotik  kabiliyetini  arttirdigi  ve  hicre dbongust  duzenleyici
mekanizmalarinda degigsikliklere neden oldugu ve endometriotik dokularin
implantasyonuna yol ag¢tigi, Juan LV ve arkadaslarinin 2016 yilinda yayinladigi
calisma ile tespit edilmistir (53). Baska bir yayinda, PTEN'in integrin aracili hiicre
yayllmasini engelleyebilecedini ve sonug olarak endometriyal hiicrelerin adezyon
kapasitesini azaltabilecegini gdstermistir. PTEN'in ekspresyonunda meydana
gelen azalma ile, ektopik endometriyal hiicrelerin bliyimesine neden olan olan
endometriyal hucrelerin invazyon ve metastaz kabiliyetinin artigi ortaya
konulmustur (129). Bizim galismamizda da endometrioma grubunda PTEN’de
gOsterdigimiz  ekspresyondaki azalma endometriozis ve endometrioma

olusumunda yapilan ¢alismalari destekler niteliktedir.

Anjiogenez, endometriotik dokularin olusumu ve gelisiminde merkezi rol
oynamaktadir ve yeni damarlarin olusumu endometriozis ve endometrioma
patogenezinde kilit noktalardan biridir (130). Anjiyogenez, vaskiler endotelyal
hicre proliferasyonu, migrasyonu ve hucre digi matris yikimi gibi birgok adimi
iceren karmasgik bir surectir ve anjiyogenezin duzenlenmesinde cesitli sitokinler,
bdyime faktorleri ve cinsiyet hormonlari yer almaktadir ayni zamanda
PISBK/PTEN/AKT sinyal yolagi da etkinlestiriimektedir. Kim ve dig. AKT

aktivitesinin artmasinin ektopik endometriyal doku olusumu Uzerinde etkisi
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oldugunu bulmuslardir. Calismada, AKT inhibitord (MK-2206) AKT aktivitesini
azaltarak insan endometriotik hiicre proliferasyonunun, hastaliksiz endometrial
hlcrelere kiyasla azaldigi ve AKT inhibitotu ile ektopik lezyonlarin sayisinin da
azaldigi gosterilmistir. Ayrica allelerden birinde silinme olan PTEN gen
heterozigositesi olan farelerin, uterus dokularinin otolog implantasyonundan
sonra PTEN intakt farelere kiyasla daha fazla ektopik lezyon olusturdugu
saptanmigtir (131).

Vaskuler endotelyal buyime faktort (VEGF) yaygin olarak en énemli pro-
anjiyojenik faktor olarak kabul edilmektedir. VEGF-VEGFR ile birlikte PI3K
etkinlestirir ve PIP2'yi fosforilasyon yoluyla PIP3 Uretmek icin aktive eder. PIP3,
VEGF sentezini arttirmak icin PISBK/PTEN/AKT sinyal yoluyla alt hedef proteinlere
etki eder, boylece kan damarlarinin olusumunu arttirihr (132). Juan LV ve Ark.
yapmis oldugu calismada PTEN ekspresyonundaki azalmanin anjiyogenezi
onemli Olgude artirdigini, asiri ekspresyonunun anjiyogenezi inhibe ettigi
gosterilmektedir. Morfolojik olarak bakildiginda PTEN'in anjiogenez
uzerindeki inhibitor etkisini dogrudan gostermektedir (53). Bu bulgular da
PTEN'in sadece ektopik endometriyal hiicrelerin apoptozunu arttirarak degil, ayni
zamanda VEGF Uzerinde etkili olarak endometriotik lezyonlarin olusumunu da
engelleyebilecedi yorumunu ortaya c¢ikarmaktadir. S. Govatati ve Ark. PTEN
ekspresyon kaybi olan oOtopik endometrial dokularda AKT fosforilasyonunun
arttigini gostermistir (49). AKT aktivasyonu genel olarak, PTEN inhibisyonu
sonrasi gerceklesen PI3K'nin induklenmesinin sonucudur. PDK1 ve PDK2 gibi
kinazlarin fosforilasyonu ile aktive olan AKT daha sonra kinaz aktivitesi ile
fonksiyonlarini yerine getirmektedir. PI3K-bagimli Akt aktivasyonu, PIP3'U
PIP2'ye geri fosforillemek igin bir fosfataz gérevi géren ve bdylece PI3K/AKT
sinyal yolaginda membran lokalizasyon faktorini kaldiran PTEN tarafindan
dizenlenir (45). Azalan PTEN ekspresyonu ve bunu sonucunda AKT
aktivitesinin induklenmesi, ektopik bdlgelerdeki endometriotik hucrelerin

adezyonu, artmis anjiogenez ve artan hicre proliferasyonuna baglanabilir.

Gentillini D. ve Ark.’lari yaptiklari bir ¢alismada, buyume faktorlerinin
endometriyal stromal hucrelerin dinamik davranisinin ¢ok gugllu destekleyicileri

oldugunu ve hem PI3K/AKT hem de ERK1/2 sinyal yolaklarini aktive ederek
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hicre migrasyonunu indiklediklerini gdstermislerdir. PI3K/AKT ve ERK1/2 sinyal
yolaklarinin spesifik inhibitorlerini kullanarak yaptiklari arastirmalar ile buylime
faktorunin neden oldugu hucre motilitesi yanitlar igin  her iki yolun
aktivasyonunun gerekli oldugunu saptamiglardir (133). Endometrioziste hucre
sagkalimi, proliferasyonu, goégu ve istilasinin dizenlenmesi ile iligkili olarak, Rai
ve Shivaji 2011 yilinda yayinladiklari gaismada, DJ-1 proteininin etkili oldugunu
gostermiglerdir (134). Oksidatif stres aracili hucre o6lumune kargi koruma
saglayan DJ-1 proteini, PTEN’in iglevini negatif etkileyerek PI3K/PTEN/AKT
sinyal yolagini dizenler. DJ-1'in asiri ekspresyonunun fosforile AKT seviyelerini
arttirdigr ve PTEN seviyelerini azalttigini boylece bu hucresel suregleri

duzenledigi sonucuna varmiglardir.

Calismamiz, endometrioma grubunda, kontrol gruba gore diustik PTEN ve
yuksek AKT gen ekspresyon seviyeleri EM patogenezinde PISK/PTEN/AKT
sinyal yolaginin anjiogenez, hicre proliferasyonu ve apopitozis Gzerindeki etkisini
arastiran yayinlari desteklemektedir. Bu nedenle, 6zellikle PTEN ekspresyon
durumundaki degisikliklerin ve sonrasinda meydana gelen diger faktorlerle olan

baglantilari ile endometriozis olusumunu ve geligimini etkiledigi dusunulebilir.

Endometriozis tanisi koymada yardimci olabilecek énemli bir labaratuvar
parametresi olan serum CA125 dizeyi degerlendirildiginde Endo-Grubunda,
Non-Endo Gruba kiyasla anlamli yiksek serum CA125 degerleri saptadik
(ort:139,8 — 33,0 U/ml, p=0,0001). Bu bulgular EM’'de artan serum CA125
seviyesini gosteren calismalar ile uyumludur (58, 59). Benzer sekilde Koninckx
ve ark., pelvik agri veya infertilite icin laparoskopi uygulanan 384 hastadan olusan
bir kohortta endometrioma ve derin infiltratif endometriozis vakalarinda CA-125'in

plazma konsantrasyonlarini yuksek bulmuslardir (135).

Over rezervi, folikil aktivasyonunun strekli baskilanmasiyla surdurtlen
uykuda primordial foliktllerden olusur. Primordial folikllerin asiri aktivasyonu,
primer folikll sayilarinin erken tikenmesine neden olur, bu da over rezervinin
azalmasina neden olur. Endometrioziste daha dénce primordial folikll oraninin
disuk oldugu, endometriomali kadinlarda buylyen folikillerin yiksek oldugunu

ve endometriomali kadinlarda POF gelisen hastalara benzer bir mekanizmanin
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olasi over rezerv dususunden sorumlu oldugu ileri surtlse de tam olarak netlik

kazanmamigtir.

Daha 6nce yapilan calismalarda endometriozis ve PI3K/PTEN/AKT
kaskadi arasindaki iliski arastirlmis olup, normal, eutopik ve ektopik
endometriyumdaki AKT fosforilasyon seviyelerini karsilagtiriimistir. Ancak bu
sinyal yolaginin over rezervi ve AMH degerleri ile olan korelasyonu belirsizligini
korumaktadir. Over rezervindeki azalmanin inflamatuar reaksiyonlara ek olarak

PISK/PTEN/AKT yolagi Gzerinden de etkili oldugunu distiinmekteyiz.

Endometrioma varliginin, over rezervinde azalma ile iligkili oldugu
desteklenmektedir (69). Ayrica endometriomalarin serum AMH duzeylerinde
saglikli kontrollere kiyasla daha hizli bir dugusle iligkili oldugu gosterilmistir (7).
Endometriomalarin over rezervini, gevre yumurtalik korteksinin kist tarafindan
sikigtirimasi dolasimi engelleyerek folikil kaybina neden olmasi ile ve
endometriotik odaklardaki inflamatuar reaksiyonun ve gelisen fibrozisin foliktler
hasarlanmaya yol agmasiyla etkileyebilecegi dusunulmektedir (136). Bizim
calismamiz da endometrioma grubunda, kontrol grubuna kiyasla daha dusuk
serum AMH seviyesi ve daha dusuk AFC ile iligkiliydi. Ayrica hastalar over
rezervine gore gruplandiriidiinda, DOR grubunun PTEN ve FOXO3 gen
ekspresyonlari seviyeleri NOR grubuna gore sirasiyla 4,92 — 1,06 kat daha
dusuk, AKT gen ekspresyonu ise 1,73 kat daha yuksekti. Over rezervinin en
onemli belirteclerinden olan serum AMH ile PTEN ekspresyonu arasinda anlaml
korelasyon saptadik. PTEN ekspresyon seviyesinde azalma ve PTEN
ekspresyonunun AMH ile korelasyonu primordiyal folikil havuzununun

aktivasyonu ile over rezervini etkileyebilecegdi sonucunu ortaya gikarabilmektedir.

Over rezervini temsil eden primordiyal folikillerin gogunlugu reproduktif
dénem boyunca uyur durumda beklerken, bir grup primordiyal folikiilde ergenlik
evresinden baslayarak, oosit, grantloza hicreleri ve folikuli ¢evreleyen stromal
hicrelerdeki degisimleri kapsayan bir buylime ve aktivasyon surecine girer. Bu
surecte otokrin—parakrin sekilde hareket eden bazi ekstraselller matriks
bilesenleri ve blyume faktorleri rol oynar (137,138). Bu faktoreleri kapsayan

hicre igi sinyal yolaklari henlz net olarak gosterimemis olsa da bazi hayvan
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calismalarinda primordiyal folikil havuzunun bUydmesini, aktivasyonu ve
atrezisini gosteren gesitli mekanizmalar gosterilmistir. Bu mekanizmalardan en
onemli hicre i¢i sinyal yolagi PISBK/PTEN/AKT sinyal yolagidir. Hsueh A.J.W.,
Kawamura 2015 yilinda yayimladiklari c¢alismada primordiyal folikullerin
aktivasyon ve atrezi slrecini tanimlamiglardir (139). Bu sinyal yolaginda
primordiyal folikll havuzunun dinamiklerinin dizenlenmesinde, PTEN, AKT ve

FOXO3 baslica rol oyanayan temel molekullerdendir.

Hucre proliferasyonu, canlihdi ve apoptozu gibi bir¢ok hlicresel stireglerde
kritik rol oynayan ve tumor baskilayici bir gen oldugu bilinen PTEN, PI3K sinyal
yolaginin negatif dizenleyicisidir. Mutant fareler Uzerinde yapilan birgok
calismada, PTEN’in bu sinyal yolaginda bulunan diger molekdller ile
koordinasyonlu ¢alismasi ile primordiyal foliktllerin aktivasyonunu ve biyumesini
baskilayarak folikil havuzunu ve dolayisi ile over rezervini bu sekilde korudugu

gOsterilmisgtir.

PTEN ekspresyonunda meydana gelen artis ile AKT ekspresyonu
baskilanir. AKT hucre siklusu, anjiogenez, buyume, gelisme, farklilasma ve
apoptoz gibi pek ¢ok dnemli noktalarda gorev almaktadir. Ayni zamanda hucre
siklusunun G1 fazinda kalmasindan sorumlu olan ve primordiyal foliktlden primer
folikile gecisteki en 6nemli baskilayicilardan birisi olan p27’yi inhibe eder.
Rajareddy, S. ve Ark.lari, farelerde p27 gen ekspresyonunda meydana gelen
azalma ile primordiyal folikil havuzunun erken aktive oldugunu ve yetigkinlik
déneminde fonksiyonel folikillerin azaldigini tespit etmiglerdir (140). Asiri

aktivasyonun over rezervinde azalmaya neden olabilecegini desteklemektedirler.

AKT, primordiyal folikullerin arrestinden (uyku halinde kalmasi) ve
aktivasyonunun dizenlenmesinde rol oynayan TSC’nin fosforilasyonunu
dizenler. TSC molekuld, S6K1’in fosforilasyonunu mTORC1 yoladi lzerinden
inhibe ederek primordiyal folikullerin aktivasyonunu engeller. PTEN molekilu
TSC’ye benzer sekilde ayni inhibisyonu PDK1 yolagi Uzerinden saglar. PTEN,
PDK1 inhibisyonu ile S6K1’in fosforile olmasini engeller. Daha acik bir ifadeyle,
primordiyal havuzun korunmasi i¢cin PTEN molekulinin PDK1'i baskilamasi

gerekmektedir. PTEN ve TSC1 geni silinmis farelerle yapilan ¢alismalarda, PTEN
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ve TSC1 yoklugunun primordiyal folikillerin asiri aktivasyona neden oldugu ve

buna bagli olarak primordiyal folikul rezervin tukendigi gosterilmistir (141-142).

FOXO3 primordial folikillerde oosit c¢ekirdeginde vyuksek dizeyde
eksprese edilen ve over rezervinin korunmasinda rol oynayan bir transkripsiyon
faktoradar. Akt memelilerde, FOXO3'Uu fosforile ederek bu faktorin apoptotik
transkripsiyonel  aktivitesini  etkileyebilir.  Farelerde FOXO3’in azalan
eksresyonunun, primordiyal foliklllerde apoptozu indikledigi ve bdylece over
rezervini azalttigi bilinmektedir (143). Kemirgenler Uzerinde yapilan benzer bir
calismada, PTEN, TSC1 ve FOXO3 genlerin oosit-spesifik delesyonunun
dormant primordiyal folikullerin toplu aktivasyonuna sebep oldugu gdsterilmigtir
(144).

Castrillon ve Ark. FOXO3 kaybi olan disi farelerin fonksiyonel yumurtalik
folikullerinin erken tukenmesinin yani sira sekonder infertilite sergiledigini
goOstermiglerdir (100). FOXO3 folikller blyimenin en erken asamalarinda
folikler aktivasyonun baskilayicisi olarak islev gortr. Ancak matir oositlerde
folikler atrezi Uzerindeki kesin etkisi belilenmemigstir. FOXO3 ayrica domuz over
folikullerinde eksprese edildigini ve granulosa hucrelerinde apoptozu
indUkledigini, boylece folikller atrezi baslaticisi igin bir aday oldugunu goésteren
calismalar da mevcuttur (145). Belirtilen raporlar, memelilerde yumurtalik folikul
rezervinin bakicisi olarak FOXO3'Un rolund vurgulamaktadir. Bir baska
¢alismada daha dusuk bir FOXO3 mRNA ekspresyonunun daha az sayida geri
kazanilmig olgun oosite neden oldugunu gostererek bu bulgulari daha da
desteklemeye yardimci olur (146). Calismamizda da ortaya koydugumuz veriler
Isiginda FOXO3 ekspresyonundaki azalma dusuk over rezervi ve disuk serum
AMH degerleri ile iligkilendirilebilir. Tum bu veriler FOXO3'Un insan

folikulogenezinde kritik rol Ustlendigini gdostermektedir.

Bizim c¢alismamizin guglu yanlar arasinda, insan over kist duvari
dokularindan kesitler alinarak canl 6rneklerde endometriozis patogenezini
molekuler dizeyde arastiriimis olmasi, prospektif bir galisma olusu ve PTEN,
AKT ve FOXO3 gen ekspresyon seviyeleri ile serum AMH dizeyinin

korelasyonunu deg@erlendiren ilk ¢alisma olmasi sayilabilir. Vaka populasyonu
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agisindan c¢ok genis kapsamli olmamasi da c¢alismamizin zayif o6zellikleri

arasinda gosterilebilir.

Sonug¢ olarak, endometriozis patogenezinde PTEN ve AKT genlerinin
ekspresyonun etkisini gosterdik. DusUk PTEN ve yuksek AKT seviyeleri hucre
blyUmesi, apoptozis ve anjiogenezi etkileyerek endometriotik dokularin
olusumuna ve gelisimine neden oldugunu disunmekteyiz. PTEN duzeylerindeki
degisikliklerin diger mekanizmalar ile birlikte PISK/PTEN/AKT sinyal yolagi
uzerinden AKT aktivasyonu ile birlikte endometriozis arasinda baglant
olabilecegi dusunmekteyiz. Ayni zamanda endometrioma varliginda gelisen
diguk over rezervinin inflamatuar reaksiyon ve fibrozisin yani sira yine
PIBK/PTEN/AKT sinyal yoladi aktivasyonu ile meydana geldigi soylenebilir.
PTEN ve FOXO3 genlerinin ekspresyonunda gerceklesen azalma ve AKT
aktivasyonunun primordiyal foliktllerin erken aktive olmasi ile primordiyal folikul

havuzununun tikenmesi ile iliskilendirmekteyiz.

Calismamiz sonucunda elde edilen veriler ile endometriozis
etyopatogenezinde rol oyanayan pekgok faktor igerisinde hicre igi sinyal
yolaklarininin ve genetik molekullerin etki mekanizmalari aydinlatiimaya
calisilmistir. Bununla birlikte hucre igi sinyal yolaklarinin aktivasyonunun ve
inhibisyonunun endometrioma gelisimi ile beraber over rezervi Uzerinde de olasi

etkisi sz konusudur.
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