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OZET

Bu caligmada ovaryan endometriomalar ve endometriozisle iligkili olduklar: bilinen overin endometrioid ve berrak hiicreli
karsinomlarinin Fas protein ekspresyonu yoniinden immiinohistokimyasal yontemle karsilagtirilmasim amagladik. Calismaya
ovaryan endometriyozis (n = 22), overin endometrioid adenokarsinomu (n = 12) ve overin berrak hiicreli karsinomu (n = 8) tanist
alan toplam 42 olgu dahil edilmistir. Her ii¢ grubu epitelyal Fas ekspresyonu acisindan kiyasladigumzda endometriyomali olgularin
her iki tipteki over karsinomlu olgulara gore istatistiksel olarak daha fazla Fas proteini eksprese ettiklerini gosterdik (P < 0.001).
Sonug olarak endometriomalara kiyasla endometriozisle iligkili over tiimorlerinde apoptozis mekanizmalarinin daha da bozulmug

olabilecegdi ve endometriozisin malign transformasyonuna azalmis Fas proteininin de katkida bulunabilecegi ileri siiriilebilir.

Anahtar sozciikler: apoptozis, endometriozis, endometrioma, fas,overin endometrioid ve berrak hiicreli tiimorleri, immiinohistokimya.

SUMMARY
Fas Expression in Endometriomas, Endometrioid Carcinomas and Clear Cell Carcinomas of Ovaries

In this study we aimed to investigate the expression of Fas protein by immunohistochemistry between ovarian endometriomas and
endometriosis related ovarian tumors, endometrioid and clear cell carsinomas. Ovarian endometriosis (n = 22), ovarian endometrioid
adenocarsinomas (n = 12) and ovarian clear cell carsinomas (n =8) histopathologic samples were included in this study. When
we compared the epithelial Fas expression among three groups, we observed that endometriomas express significantly higher
epithelial Fas than both ovarian tumors (P< 0.001). In conclusion, we suggest that in endometriosis related ovarian tumors
apoptotic mechanisms might be more impaired than endometriomas and also decreased expression of Fas might be involved in

the malign transformation of endometriosis.
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Endometriomalar ile overin endometrioid ve berrak hiicreli karsinomlarinda Fas ekspresyonu

GIRIS

Endometriozis patogenezi ile ilgili olarak Sampson'un
retrograd menstriiasyon teorisi one siiriilen teoriler
arasinda halen gecerliligini korumakla beraber retrograd
menstriiasyonun reprodiiktif donemdeki kadinlarin
yaklasik %90'inda izlenmesi, buna kargin
endometriyozis insidansinin ancak %10-%20 arasmnda
olmast nedeniyle bunun tek bagina endometriyozis
gelisimi i¢in yeterli bir etken olmadig: bilinmektedir
(1.2), Son yillarda geligen molekiiler teknikler sayesinde
tubalar aracilif1 ile periton bosluguna gecen
endometriyal hiicrelerin hastalig1 meydana getirmesinde
immiin, hormonal, genetik ve ¢evresel bir takim
faktorlerin rolii oldugu gosterilmigtir(3-0),

Immiin sistem degisikliklerinin endometriyozis
patofizyolojisinde dnemli rolleri oldugu bilinmekte ve
giiniimiizde endometriozisin inflamatuar bir hastalik
oldugu kabul edilmektedir(’-9). Normalde sagliklh
kadinlarda retrograd menstriiasyon ile periton bogluguna
gelen endometriyal hiicrelerin iyi ¢aligan bir immiin sistem
sayesinde ortadan kaldirildig1 buna karsin genetik olarak
hastaliga meyilli oldugu diisiiniilen bireylerde hiicresel
ve humoral immiinitedeki degisiklikler nedeniyle bu
islemin gerceklestirilemedigi ve endometriyal hiicrelerin
periton ortamindan temizlenemedigi 6ne siiriilmektedir.
Ayrica periton sivisinda sayica artmig olan immiin
hiicrelerin endometriyal hiicrelerde proliferasyon, invazyon
ve anjiogenezis gibi bir takim olaylar1 uyardiklar1 da
gosterilmigtir(7-9).

Hiicresel proliferasyon, doku invazyonu, yeni damar
olugsumu gibi 6zelliklerinden 6tiirii endometriyozis ve
kanserler arasinda belirgin ortak 6zellikler vardir.
Bununla beraber ovarian endometriotik lezyonlarda
malign transformasyon yaklasik %0.6 ila %1 arasinda
rapor edilmektedir(!9), Overin berrak hiicreli ve
endometrioid karsinomlar1 ovaryan endometriozis ile
iligkili olan tiimorlerdir(D.

Apoptozis enflamatuar bir yanit olusturmaksizin
karakteristik morfolojik ve biyokimyasal birtakim
olaylarla dokulardan hiicrelerin eliminasyonunu
saglayan programli bir hiicre 6liim seklidir. Hiicre
proliferasyonu, invazyon ve anjiogenezise ek olarak
defektif apoptozis de hem endometriozis hem de kanser
patogenezinde izlenen ortak bir 6zelliktir(12:13), Kanser
hiicrelerinin immiin sistem yanitindan ka¢mak ve
apoptozisi azaltmak amaciyla hiicre yiizey

molekiillerinde degisiklikler yaptiklar: yada ¢oziiniir

bir takim inhibitér maddeler salgiladiklart gosterilmistir
(14), Benzer sekilde ektopik endometriyal hiicrelerin
periton ortaminda kalict olmalarinda 6nemli bir etken
de bu hiicrelerin apoptozise direngli olmalarr ile birlikte
bu hiicreleri ortadan kaldirmasi beklenen makrofaj ve
T lenfositlerinde apoptozisin artmis olmasidir(15),
Fas CD45/APO-1 48 dalton agirlifinda tiimor nekroz
faktorii ailesine ait tip 1 transmembran hiicre yiizey
proteinidir. Fas ve ligand1 (FasL) apoptozda tetikleyici
molekiiller olarak tarif edilmistir. Fas karaciger, timus,
kalp ve overlerde exprese edilmektedir. FasL baglica
T hiicreler, B hiicreler ve NK hiicrelerde eksprese
olmaktadir. FasL ile Fas proteinin birlesmesi sonucu
trimerizasyon olugur ve caspase-8 adl1 proteaz aktive
olur. Caspase-8 insan proteaz siiperailesinin bir iiyesidir.
Caspase-8 proteazinin aktive olmasi selale sistemi ile
bir dizi proteazin aktive olmasina ve kromozomal
DNA'nin yikilmasina yol agar{19), BCL-2 familyas1 ve
Fas/FasL sisteminin tiimorlerde oldugu gibi
endometriozisi olan kadinlarda da degisiklige ugradig:
gosterilmistir(!3). Bu ¢alismada overyan endometrioma-
lar ve endometriozisle iligkili olduklar bilinen overin
endometrioid ve berrak hiicreli karsinomlarinin Fas
protein ekspresyonu yoniinden immiinohistokimyasal

yontemle karsilagtirtlmasi amaclanmustir.

MATERYAL VE METOD

Dokularin toplanmasi

Caligmaya Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Kliniginde adneksiyal kitle
nedeniyle opere edilen ve histopatolojik inceleme
sonucunda ovaryan endometriyozis (n = 22), overin
endometrioid adenokarsinomu (n = 12) ve overin berrak
hiicreli karsinomu (n = 8) tarus1 alan toplam 42 olgu dahil
edilmistir. Immiinhistokimyasal boyama igin tiim olgularm
parafin bloklar1 Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dal1 arsivinden elde edilmistir.

Immiinohistokimya

Calismaya alinan toplam 42 olguya ait lezyonlar1 en
iyi 6rnekleyen parafin bloklar immiinhistokimyasal
boyama igin secildi. Immiinhistokimyasal boyama icin
oncelikle kesitler 20 dakika ksilolde bekletilerek
deparafinize edildi ve inen alkol serilerinden (%96,
%90, %80, %70) gecirilerek rehidrate edildi. Daha
sonra %3'lik H202 10 dakika uygulanarak endojen
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peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Kesitler pH'1 8.0 olan
1 mM.Iik ETDA tampon solusyonu icerisinde 6zel
kaplara yerlestirilerek, mikrodalga firinda 3 kez S'er
dakika siireyle kaynatildi. Boylece epitopun agiZa ¢ikmast
saglandi. Kesitler 15-20 dakika stireyle oda 1sisinda
sogumaya birakildi ve Tris tamponunda (pH:7.2) 5
dakika yikandi. Kesitler iizerine monoklonal Fas primer
antikoru (1:100 diliisyonda, Novocastra, United
Kingdom) damlatilarak 60 dakika bekletildi. Daha sonra
kesitler Tris solusyonunda 3 kez S'er dakika yikandi.
Kesitlere biyotinize antikor damlatilip, 10 dakika
bekletildikten sonra tekrar 5 dakika Tris solusyonda
yikand1 ve streptavidin-peroksidaz solusyonu
damlatilarak 10 dakika bekletildi. Tekrar Tris solusyonu
ile 5 dakika yikandiktan sonra kromojen olarak 3,3'-
diaminobenzidinetetrakloriir (DAKO, Denmark)
damlatildi. Kahverengi renklenme olusana kadar
beklendi. Daha sonra kesitler, cesme suyu ile yikandi.
Tim kesitler zit boyama saglamak icin Mayer
hematoksilende 2 dakika bekletildi. Tekrar ¢esme
suyunda yikandiktan sonra yiikselen alkol seviyelerinden
(%70, %80, %90, %96, izopropil alkol, izopropil alkol
+ ksilol) gecirilerek ksilolde 20 dakika bekletildi. Daha
sonra kesitler entellan (Merck) damlatilarak kapatildi.
Fas'in immiinhistokimyasal boyanmasi semikantitatif
(0 (boyanma yok, 3 (kuvvetli boyanma)( yontem ile
degerlendirildi. Her ii¢ gruptaki olgularin
degerlendirilmesinde epitelyal hiicreler géz oniine
alind1. Ayrica her bir olgu i¢in her yogunlukta boyanmig
olan hiicrelerin yiizdeleri toplanarak elde edilen
HSCORE degeri hesaplandi (HSCORE = (Pi (i + 1)(.
Bu formiildeki i; yogunluk skorunu, Pi ise hiicrelerin
tahmini yiizdesini ifade etmektedir. Her slayt icin 50
biiytitmede 5 farkli alan degerlendirilerek bu alanlar
icerisindeki her yogunluktan hiicrelerin ytizdesi
hesaplanmigtir. Bu 5 alanin ortalama degeri o olgu i¢in
ortalama HSCORE degeri olarak kullanilmistir.

Istatistiksel analiz

Epitelyal Fas degerleri Kolmogorov-Smirnoff testi ile
normal dagilim gostermigtir. Endometriyozis, overin
endometrioid ve berrak hiicreli karsinomlar1 arasindaki
epitelyal ekspresyon farkliligr One-way ANOVA testi
kullanilarak analiz edilmistir.

Tiim istatistiksel analizler Sigmastat for Windows version
3.0 programi (Jandel Scientific Corporation, San Rafael,
CA) kullanilarak yapilmigtir. Datalar standart ortalama
hatasi (SEM) olarak belirtilmigtir. P < 0.05 degerinde

farklilik istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Ovaryan endometriomasi olan olgularmn yag ortalamasi
35.8 (23-83); endometrioid over karsinomu grubunda
48.7 (35-68) ve berrak hiicreli karsinom grubunda ise
59.7 (37-78) olarak bulunmustur. Endometriozisli
olgularin tiimii Amerikan Fertilite Cemiyeti'nin (AFS)
yeniden diizenlenmis siniflamasma(l7) gére evre 4 idi.
Diger taraftan endometrioid tipte over karsinomu olan
olgularin 8 tanesi evre 1, 4 tanesi evre3; berrak hiicreli
karsinomu olan olgularin ise 4 tanesi evre 1, 2 tanesi
evre 3 ve 2 tanesi de evre 4 idi.

Her ii¢ gruba ait dokularin tiimiinde epitelyal ve stromal
Fas immiinreaktivitesi izlenmistir. Epitelyal ve stromal
boyanmann tiim endometriyoma ve kanser kesitlerinde
sitoplazmik 6zellikte oldugu izlenmisgtir (Sekil 1,2,3).
Endometriomali olgularin kesitlerindeki epitelyal Fas
immiinreaktivitesinin overin endometrioid ve berrak hiicreli

karsinomlarina gore daha yogun oldugu goériilmiistiir.

Resim 1: Ovaryan endometrioziste yogun epitelyal ve stromal Fas

immiinoreaktivitesi izlenmektedir. (X40)

Resim 2: Overin endometrioid adenokarsinomunda endometriomaya

gore daha az epitelyal Fas immiinoreaktivitesi izlenmektedir. (X40)



Endometriomalar ile overin endometrioid ve berrak hiicreli karsinomlarinda Fas ekspresyonu

Resim 3: Overin berrak hiicreli adenokarsinomunda endometriomaya

gore daha az epitelyal Fas immiinoreaktivitesi izlenmektedir. (X40)

Ayrica her ti¢ grup epitelyal Fas ekspresyonu agisindan
kiyaslandiginda endometriyomali olgularn her iki tipteki
over karsinomlu olgulara gore istatistiksel olarak daha
fazla Fas proteini eksprese ettikleri gosterilmistir (P<
0.001) (Tablo I, Grafik 1). Stromal Fas ekspresyonu da
epitelyal ekspresyona benzer sekilde endometriyozisi
olan olgularn kesitlerinde daha yogun olarak izlenmistir.
Ancak endometrioid ve berrak hiicreli karsinomlar yiizey
epitelyal karsinomlar1 oldugu i¢in stromal boyanma
acisindan gruplar arasi kiyaslama yapilmamaistir.

Tablo I: Her ii¢ gruptaki olgularin ortalama HSCORE ve SEM

degerleri

No HSCORE SEM P

Endometrioma 22 3163 +12.3  <0.001
Endometrioid adenoca 12 205.8 +21.2
Berrak hiicreli adenoca 8 159.7 +18.5
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Grafik 1: Ovaryan endometriozis, overin endometrioid ve berrak
hiicreli karsinomlarindaki epitelyal Fas immiinoreaktivitesi (H-
Score). Endometrioziste tiimorlere kiyasla daha yiiksek epitelyal

Fas ekspresyonu izlenmigtir (P < 0.001)

TARTISMA

Endometriozis premalign bir durum olmasa da
neoplastik potansiyeli olabilen bir patolojidir!D), Yapilan
caligmalarda overin endometriotik lezyonlarinda malign
transformasyon riskinin yaklagik %0.6 ila %1 arasinda
oldugu rapor edilmektedir(10:1D), Erken menars, kisa
stireli sikluslar ve diisiik parite endometriozisli ve over
kanserli hastalarda ortak olarak bulunan klinik
ozelliklerdir. Isvec'te yapilan ve 20.000 den fazla kadim
kapsayan bir ¢caligmada uzun siireli endometriozisi olan
kadinlardaki relatif over kanseri riskinin 4 kat arttig1
bildirilmistir(18), Overin berrak hiicreli ve endometrioid
karsinomlar1 ovaryan endometriozis ile iligkili oldugu
bilinen timérlerdir(!). Bu tiimérlere déniisen
endometriotik lezyonlarda hem atipi siklig1 hem de bir
tiimor siipresor gen olan PTEN de benzer mutasyonlar
gosterilmigtir(19-20),

Endometriyozis ve kanserler arasinda hiicre
proliferasyonu, doku invazyonu, neoanjiogenezis gibi
ortak histopatolojik 6zellikler mevcuttur. Programli
hiicre 6liimii olarak tamimlanan ve fizyolojik bir proses
olan apoptozis, hiicre ¢cogalmasi ve oliimii arasinda
dengeyi saglayarak hiicresel homeostazisde 6nemli bir
gorev almaktadir(1®, Immiin sistemde hiicre
turnoverinin regiilatorii olan apoptozisin de
endometriozis ve kanserlerde benzer olarak bozulmusg
oldugu gosterilmistir(12:13),

Defektif apoptozis endometriozis patogenezine dair
son yillarda oldukea ilgi ¢ekici bir mekanizmadir.
Apoptozis baglica bax/bcl-2 kompleksi gibi hiicre dis1
yasamsal sinyallerle veya p53 diizeyini arttiran hiicre
i¢i oliim sinyalleriyle yada Fas/FasL sistemi gibi
membran reseptorlerini iceren hiicre disi 6liim
sinyalleriyle baslatilabilmektedir(!2), Yapilan ¢aligmalar
saglikli kadinlarda bax/bcl-2 ve Fas/FasL proteinlerinin
menstriiel siklus siiresince endometriyumda eksprese
edildigini gostermistir(21-23). Apoptotik protein
ekspresyonlarmin steroid hormonlarla iligkili olacak
sekilde proliferatif faz siiresince diisiik, gec sekretuar
ve menstriiel fazda ise yliksek oldugu; buna karsin
antiapoptotik protein ekspresyonlarinin proliferatif
fazda yiiksek, menstriiasyon sirasinda ise diigiik oldugu
gosterilmigtir(21-23),

Endometriozisli hastalarda yapilan ¢aligmalarda ise bu
hastalarin 6topik endometriyumlarinda antiapoptotik
bir protein olan BCL-2'nin ekspresyonunun artti1g1

gosterilmis ve bunun da bu hiicrelerin apoptozisinin
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azalmasina neden olarak ektopik ortamda yasamlarini
siirdiirmelerinde etkin bir faktor oldugu gosterilmistir
(24), Literatiirde endometriotik dokularda Fas
ekspresyonunu arastiran az sayida calisma olmakla
beraber, endometriozisi olan ve olmayan bireylerin
endometriyumlarindaki Fas ekspresyonunun menstriiel
siklus siiresince benzer oldugu gosterilmistir(25), Diger
taraftan literatiirde endometriotik dokulardaki FasL
ekspresyonunun arttigini1 gosteren bircok calisma
mevcuttur(26-28). Endometriozisli hastalarin periton
swvisinda sayica artmig makrofajlar tarafindan sekrete
edilen PDGF (platelet derived growth factor) ve TGF-
(transforming growth factor) gibi biiyiime faktorlerinin
ektopik endometrial stromal hiicrelerde FasL
ekspresyonunu arttirdigini ve bdylece bu hiicrelerin
ektopik endometrial hiicrelere saldirmasi beklenen ve
Fas eksprese eden T lenfositlerini apoptozise ugrattigi
gosterilmistir(13-29), Dolayisiyla endometrioziste
bozulmus olan Fas/FasL sistemi de ektopik endometrial
hiicrelerin immiin sistemden kurtularak periton
ortaminda kalic1 olmalarma katkida bulunmaktadir.
In-vitro bir ¢alismada da Salem ve arkadaglari,
endometriozis hastalarinin periton sivisinda artmig
miktarda bulunan kemokin ligand 2'nin Fas ligand
ekspresyonunu artirdiklarini, bunun da T lenfosit
apopitozisini indiikliyerek ektopik endometrial
implantlarin gelisimi icin immunotolerans bir ortam
olusturduklarini ileri siirmiiglerdir39),

Yapmuis oldugumuz bu ¢aligmayla apoptozisi baslatict
bir protein olan Fas proteininin ovaryan endometrioma-
larda endometriozisle iligkili oldugu diisiiniilen overin
endometrioid ve berrak hiicreli tiimdorlerine gére daha
fazla eksprese edildigini gostermis bulunmaktayiz. Bu
da bize endometriozise gére endometriozisle iligkili
over tiimorlerinde apoptozis mekanizmalarinin daha
da bozulmusg olabilecegini diisiindiirmektedir. Her iki
patolojinin klinik seyirleri diisiiniildiigiinde malign bir
proses olan over tiimorlerinde endometriozise gore
apoptozisin azalmis olmasi akla yatkin gelmektedir.
Diger taraftan benzer sekilde kontrolsiiz hiicre
proliferasyonunun da malign olaylarda endometriozise
gore daha fazla artmig olmasi beklenen bir bulgudur.
Bununla beraber atipi ve PTEN genindeki mutasyonlara
ek olarak endometriozisle iligkili timorlerde Fas gibi
apoptotik protein ekspresyonlarinin azalmig olmasi da
endometriomalarm malign transformasyonuna katkida
bulunuyor olabilir.

Endometriomalar ve over tiimdrlerini apoptotik

proteinler acisindan kiyaslayan ¢aligmalarda celigkili
sonu¢lar elde edilmigstir. Nezhat ve ark benign
endometriotik Kistlerde endometrioid, berrak hiicreli
ve ser0z papiller karsinomlara gére daha az BCL-2
ekspresyonu rapor etmislerdirGD. Bunun aksine Fauvet
ve ark ise endometriomalar, benign ve malign over
tiimorleri arasinda BCL-2 ekspresyonu acisindan
farklilik olmadigini, buna kargin Fas ekspresyonunun
istatistiksel anlamlilik olmasa da benign over timor-
lerine kiyasla ovaryan endometriomalarda daha yiiksek
oranlarda oldugunu gdstermiglerdir(12),

Apoptozisin potent bir indiikleyicisi olan tiimér siipresor
p53 geninin endometriozisin malign transformas-
yonunda etkili olabilecegi belirtilmistir31). Nezhat ve
ark nin yapmis olduklar1 ¢alismada benign
endometriotik kistlerde pS3 negatif boyanirken, malign
kistlerin %37-55'inde pozitif boyanma izlenmistir(3D.
Yine bunun aksine Fauvet ve ark nin yapmis olduklari
calismada p53 ekspresyonunun benign over tiimorlerine
gore endometriomalarda artti§1 ancak endometrioma-
larla malign over tiimorleri arasinda farklilik olmadig:
belirtilmigtir(12),

Goriildiigii iizere apoptozis endometriozisli hastalardaki
kanser gelisiminde 6nemli roller tistlenmektedir. Ancak
endometriotik lezyonlarin malign transformasyonuna
neden olan faktorleri ortaya koyabilmek i¢in daha fazla
aragtirma yapilmasi gerekliligi aciktir. Gelecekte belki
de apoptotik faktorlere bakilarak tiimor gelisimi
acisindan risk tagiyan endometriozisli kadinlari

belirlemek miimkiin olabilecektir.
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