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OZET

Endometriyozis, infertilite ve dismenore gibi 6énemli Klinik sonuclar veren bir hastaliktir. Serbest
radikallerin olusumuyla déllenmis ovumun implantasyon ve gelisiminin engellendigi bilinmektedir. Bu
nedenle endometriyozisli olgularda antioksidan savunma enzimlerini ve endometriyal dokunun
oksidatif durumunu inceleyen calismalar yapilmistir. Calismamizda 22 hastada endometriyomadan
alinan doku ile ayni hastalarin normal endometriyum dokusunda (n=17) oksidatif hasar gostergeleri
olan malondialdehid (MDA) ve total —SH gruplan ile Cu, Zn superoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) aktiviteleri biyokimyasal yontemlerle tayin edilmis, sonuclar doku proteini basina
hesaplanarak istatistik anlamlilik Wilcoxon signed ranks testi ile degerlendirilmistir. Hastalardan siklusun
3. gunui alinan kanda FSH, LH, E 2 6lctilerek hormonal bir bozuklugun bulunmadidi belirlenmistir. Doku
homojenatlarinda yapilan Ol¢gumlerde MDA ve -SH dtizeyleriyle, GPx aktivitesinde normal ve Kistik
endometrium arasinda belirgin bir farklilik bulunmamistir. Kist dokusunda Cu,Zn-SOD aktivitesi, norma
endometriuma godére anlamli olarak yiiksek bulunmustur (35121502 vs 1893+780 U/g protein;
p<0.002). Cu, Zn-SOD aktivitesi olgularin fertilligi agisindan degerlendirildiginde 14 infertil olguya ait
ortalama deger (31861696 U/g protein) ile daha 6nceki ddnemde dogum yapmis olan 8 sekonder
infertil olgunun ortalama degerleri (3413+1608 U/g protein) arasinda bir fark géorilmemistir.

Sonug olarak hem 6topik hem de ektopik endometriyumda antioksidan savunma enzim aktivitesinin
bulundugu, endometriyoma dokusunda SOD aktivitesinin 6topik endometriyumdan daha ytiksek oldugu
ve gene bu dokuda MDA dizeylerinin 6strojenik aktiviteden etkilendidi, bu nedenlerle serbest radikal
metabolizmasinin 6topik endometriyumdan daha farkli oldugu goriisiine varilmistir.
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ABSTRACT

Endometriosis is frequently associated with infertility and spontaneous abortus. Studies which had
been carried on the subjects with endometriosis revealed the abnormal expression of the antioxidant
defense enzymes, and suggested an inbalance in free radical metabolism. This study was designed tc
determine the activities of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) and some of
the lipid peroxidation indices (malondialdehid and total sulfhydryl groups) in the eutopic (n=17) and
ectopic (n=22) endometrium of the patients (n=22) with endometriosis. Statistical analyses were made
using Wilcoxon signed ranks test. Malondialdehyde, total sulfhydryl levels and glutathione peroxidase
activity did not differ significantly whereas SOD activity was elevated in the ectopic endometrium
(3512+1502 vs 1893+780 U/g protein; p=0.002). Malondialdehyde levels of the ectopic endometriun
were significantly and positively correlated with plasma 17 estradiol concentrations (r=0.683;
p=0.001). Neither SOD, nor GPx activities were correlated with plasma estradiol. Since the increment in
SOD activity appeared to be independent of the MDA levels, it was suggested that some other factors,
such as cytokines and other agents released by activated macrophages, may have an influence on the

altered oxidant status of the ectopic endometrial tissue.
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GiRiS

Endometriyozis, uterus disinda endometrial

gland ve stromanin ektopik olarak bulunma-
sindan kaynaklanan ve infertilite, dismenore
disparoni gibi 6énemli Klinik sonucglar veren
bir hastaliktir. Reprodiiktif ddnemdeki kadin
larin %3-10 unda ve infertil kadinlarin %?25-

35'inde endometriyozis bulundugu bildiril-
mistir (1). Endometriyozisli dokunun fizyo-
patolojisine ve infertiliteye yol acan meka-
nizmalarin aydinlatilmasina yonelik ¢calisma-
lardan henuiz kesin sonuclar elde edilmemis
tir. Ancak, immin sistemin aktive oldugu
ve bazi immiun parametrelerin normal fertil
kadinlarin endometriyumuna Kiyasla farklihk
gosterdigi bilinmektedir (2,3).

Genel olarak serbest radikallerin ¢ok bulun-
dugu bir ortam doéllenmis yumurtaya zarar
vererek embriyo gelisimini durdurur ve boy-
lelikle gebeligi sonlandinr. Serbest radikal
diizeylerinde bir dengesizligin gebelik olusu
munu engelledigi hayvan deneyleriyle gdste-
rilmistir (4,5). Oksidatif hasara kars1 dokular
antioksidan savunma sistemlerinde yer alan
ve sliperoksit radikaliyle H, O»'yi metabolize
eden enzimlerin ekspresyonlarini arttirarak
yanit verir. Daha 6nceki ¢alismalarda, endo-
metriyozisli olgularla, saghkl Kontrollerin
endometriyum dokularinda antioksidan savun-
ma enzimlerinin ekspresyonu incelenmis ve
endomeriyozisli Kigilerde stiperoksit dismutaz
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(SOD) ekspresynunun arttidi, glutatyon perok
sidaz (GPx) ekspresyonunda bozukluk oldugu
ve dgenelde azalma goruldugu bildirilmistit
(6,7). SOD aktivitesinin ksantin oksidaz ile
birlikte endometriyumda menstruel fazlara
bagli olarak degistidi, hatta gebelik ve fekon
dasyon sonrasinda da ekspresyonunun devam
ettidi gosterilmistir (8). Bu enzimlerin sentez
lerinde gorulen artig, superoksit anyonunun
infertilitedeki 6nemine ve genel olarak ser-
best radikal metabolizmasinin endometriyo-
ziste bozulduguna isaret etmektedir (8).

Serbest silfidril gruplarn endojen ya da ekso
jen oksidanlara karsi hiicre savunma sistem
lerinde 6nemli rol oynar. Oksidatif hasara
yol acan bazi maddeler reaktif oksijen meta-
bolitlerini uyarmakta, baz1i maddeler de hiic-
renin total sulfidril fonksiyonunu baskilamak-
tadir (9). Oksidatif hasara ugrayan proteinin
hiicrede birikmesi proteolitik enzimlerin aktif-
lenmesine yol acabildigi i¢cin oksidatif hasar-
Ii proteinin konsantrasyonunda her zaman
artis saptanamaz. Bununla birlikte, protein ve
protein disi siilfidril gruplarinin tayini doku
nun oksidatif durumunu belirlemek acisindar
yararl olabilir.

Bu calismada, ayni olgunun 6topik ve ektopik
endometrium dokularinda in vivo oksidan
hasar ve total sulfidril; antioksidan savunna
sistemi enzimlerin den Cu, Zn-SOD ve GPx
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aktiviteleri olc¢iilerek, endometriyozis pato-
dgenezinde serbest radikallerin Sneminin ince-
lenmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM

Olgular

Istanbul Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklan ve
Dogum Anabilim Dal infertilite Poliklinigi'ne
basvuran ve endometriyozis oldugu saptanan
22 hasta calismaya alindi. Tim olgular repro-
duiktif dbnemdeki (yaslar 25 ile 39 arasinda
dedisen) cinsel aktif olgulardi. Bu olgularden
menstruel siklusun 3. giinti alinan kanda LH
FSH ve 17-b6stradiol (E2) duzeyleri olculdi

Hastalardan periovulatuar dénemde laparos
kopik cerrahi ile ektopik endometriyal doku
(endometriyoma; n=22) ve Kkollum dilatas-
yonu sonrasinda keskin Kkiiret ile endomet-
riyum (n=17) 6rnegdi alindi. Endometriyozisli
olgular American Fertility Society’nin sinifla-
masina gore evre IlI-IV’e uyuyordu. Olgularn
8’i sekonder, 14l ise primer infertil tanisi
konmus hastalardi. Dokular buz icerisinde
laboratuvara getirilerek fizyolojik salin ¢6zel
tisi ile ti¢ kez yikandiktan sonra -80°C’de
saklandi.

Bu calisma isanbul Tip Fakiiltesi Etik Komitesi
tarafindan onaylandi ve hastalarin bilgisi
dahilinde yapildi. Bes hastadan normal endo-
metriyum dokusu alinamadigindan sadece
Kist dokularinda calisildi.

Yontemler

Doku homojenati 0.05 M pH 7°lik fosfat
tamponunda %10’luk (w/v) olacak sekilde
ultra turraks ile buz icinde hazirlanarak 15 sn
siireyle 25 pulsarda sonike edildi (Virsonic
550, The Virtis Co.). Hazirlanan homojenat
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eppendorf tiplerine alinarak +4°C’de 6nce
600 g de ve daha sonra 10.000 g de 10'ar
dak. surelerle santrifiij edildi. Elde edilen
postmitokondriyel fazda Cu, Zn-SOD (10),
total GPx aktiviteleri (11) ile total sulfidril
grubu duizeyi (12) 6lgildii. Lipid peroksidas-
yonu tiobarbitiirik asit reaksiyonuyla tayin
edildi ve gram protein basina nmol malondi-
aldehid (MDA) olarak hesaplandi (13). Home
jenat proteini Olcililerek tim parametreler
dgram protein basina ifade edildi (14).

Plazmada LH, FSH, E 2 hormonlarinin 6él¢ciim
leri E 170 Otoanalizéru (Roche) ile yapildi.

Istatistik: Wilcoxon signed rank ve Students$
t testi Kullanildi. Korelasyon analizi Pearson
yontemi ile yapildi. Hesaplamalarda SPSS
10.00 for Windows programi kullanildi.

BULGULAR

Yirmiiki olgunun menstruel siklusun 3.
guntindeki hormon profilleri incelendiginde
saglikl Kigilerdeki degerlere uygunluk goster
digi goriildiu. Hastalar infertilite tiirtiine goére
iki gruba ayrildiginda plazma hormon diizey-
leri acisindan bir fark g6zlenmedi. Olgularin
yaslar1 ve hormon degerleri Tablo I'de gortil-

mektedir.

Endometriyoma ve normal endometriyum
dokularinda yapilan biyokimyasal ol¢iimlerin
ortalama degerleri Tablo II'de verilmisgtir.
Postmitokondri fraksiyonunda yapilan 6l¢iim-
lerde MDA normal dokuda 160.28+20.74
nmol/mg protein iken endometriyomali doku-
da 206.26+78.70 nmol/mg protein diizeyire
hafif bir yukselme goOsterdi. Total siilfidril
gruplari ise normal dokuda 142.72+108.71

mmol/mg protein, endometriyomali dokuda
134.92+116.21 mmol/mg protein olarak

Tablo I. Endometriyozisli olgularin 6zellikleri ve plazma hormon profilleri (median; minimum-maksimum).

Endometriyozis

Primer infertil Sekonder infertil

n=22 n=14 n=8
Yas 29.5 (25-39) 27.5 (25-36) 33 (25-39)
FSH (mU/mL) 4 (2.1-8.1) 5.15 (2.8-8.1) 3.4 (2.1-5.8)
LH (mU/mL) 5.35 (1.8-10.2) 5.8 (3.5-10.2) 4.6 (1.8-6.6)
E2 (pg/mL) 79.6 (48.5-128.2) 77.65 (48.5-107.3) 88.4 (70.6-116.5)
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Tablo II. Endometriyozisli olgularin dokularinda MDA. total-SH degerleri ve antioksidan enzim aktiviteleri (Ort+SD; n=17).

MDA GPx Cu. Zn-SOD

(nmol/mg prot) (mmol/mg prot) (U/g prot) (U/g prot)
Endometrium 160.28 + 20.74 142.72 + 108.71 17.91 £ 11.37 1893 + 780
Endometrioma 206.26 +78.70 134.92+116.21 12.75+6.04 3512+1502*

* p=0.002

olculdu. Total GPx aktivitesi normal dokuda
17.91£11.37 U/g protein, endometriomal
dokuda 12.75+6.04 U/g protein bulundu. MDA
degerleri endometriyomali dokuda normal
dokuya gore biraz yliksek olmasina ragmen
bu fark anlamlilik diizeyine ulasmadi. Ancak
bu dokudaki MDA degerleri, olgulann plazma
E2 Kkonsantrasyonlariyla pozitif korelasyon
gosterdi (r=0.683; p=0.001; Sekil 1).
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Sekil 1. Endometriozisli olgularn kist dokusundaki MDA
diizeyi ile plazma Ostradiol konsantrasyonu
arasindaki badinti (r=0.683; p=0.001; n=19).

Total siilfidril dlizeyi ve GPx aktivitesi endo-

metriyomali dokuda normal dokuya gore
daha dusuk olmakla beraber aradaki fark
istatistiksel olarak anlamsiz bulundu. Cu, Zn-
SOD aktivitesi ise endometriyomada normal
dokuya gore anlamli derecede ytiksek bulun-
du. Cu, Zn-SOD aktivitesi olgularin fertilligi
acisindan degerlendirildiginde, 14 primer
infertil olguya ait ortalama deger (3186+1696
U/g prot) ile daha 6nceki ddbnemde dogum
yapmis olan 8 sekonder infertil olgunun orta
lama degerleri (3413+1608 U/g prot) arasir+
da fark goriilmedi.

TARTISMA

Endometriyozisli olgularda goriilen infertilite
nin hangi biyokimyasal mekanizmalarla iligkili
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oldug@u henuz bilinmemektedir. Periton sivisi
nin bilesiminde saptanmis olan bazi degisik-
liklerin embriyo icin toksik olabilecegdi goste:
rilmistir (15). Endometriyozisli olgularin peri
ton sivisinin aktif makrofajlardan ve T hiicre
lerinden zengin oldugu saptandigindan bu
hiicrelerden kaynaklanan sitokinlerin, biiyu-
me faktorlerinin ve sitotoksik ajanlarin ende
metriyozisin dgerek gelisiminden,
komplikasyonlarindan sorumlu olabilecegi
ileri surtalmustur (16,17). Periton sivisindaki
makrofajlarin ¢opcli reseptodrleri bulundur-
dugu ve bunlarn endometriyozisli olgularda
arttiq gosterilmistir (18). Bu nedenle lipid
peroksidasyon tirtinlerinin ve oksidatif modifi-
kasyona ugramis lipid-protein kompleksleri-
nin de katkisinin bulunabilecegdi dusiinilmus
tar. Dusuk oksijen ortaminin déllenmis ovu-
mun implantasyonu i¢in ideal oldugu bilin-
mektedir. Serbest radikal olusumu, implan-
tasyon ve gelisimi engelleyebilmektedir. in
vitro fertilizasyon (IVF) sirasinda oosit ve
embriyo Kkalitesinin endometriyozisli olgu-
larda daha diisiik oldugu goézlenmistir (19).
Yiiksek stiperoksit konsantrasyonunun fertil
yumurtayr Kkultir ortaminda inhibe ettigi,
ortama SOD ilavesiyle bu inhibisyonun orta-
dan Kalktigi bildirilmistir (20).

gerekse

Daha oOnceki calismalarda endometriyozisli
olgularla normal olgularin endometriyal doku-
lan elde edilerek serbest radikal metaboliz-
masina ait enzimler ve diger parametrelel
Olculmustiir. Normal endometriyumda anti-
oksidan enzimlerin ekspresyonunda menst
ruel siklusun fazlarina baglh bir dedisim oldu
du saptanmis, endometriyozislilerin 6topik
endometriyumunda ise antioksidan enzim
ekspresyonlarinin daha farklh oldugu gézlen-
mistir (6,7,21).
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Serbest radikal metabolizmasi hem cevre-
sel, hem de genetik faktorlerden etkilendi-
dinden bireyden bireye farkliik gostermek-
tedir. Ayrica oksidan madde olusumunun
ve zehirsizlendirilmesinin dokuya goére de
farklilk gosterdidi ve antioksidan savunma
enzimlerinin ekspresyonlarinin degistigi bilin-
mektedir. Bu nedenle farkl kisilerden alinan
dokularin kiyaslamasinda bireysel degisim-
lerin sonucu etkileyecegdi dusuntilerek bu
calismada kontrol olarak endometriyozisli
hastanin kendi 6topik endometriyum dokusu
Kullanilmistir. Endometriyozis dokusunda
SOD aktivitesi normal endometriyuma Kiyas-
la yliksek, GPx aktivitesi ise dustiik bulun-
mustur. Ancak GPX icin iki doku arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu
enzimlerin aktiviteleri ya da ekspresyonlari,

radikal olusumunun artmasiyla direkt olarak
bagintili oldugu gibi, indirekt faktorlerin de
rolii olabilmektedir. Calismamizda radikal
olusumunun gdstergesi olarak ol¢cilmus ola
malondialdehidin kist dokusunda ve normal
endometriyumdaki diizeyleri arasinda belir-

gin bir farklilik yoktur. Bu nedenle SOD akti-
vitesinin endometriyoma dokusunda anlami
olarak yukselmesi, SOD sentezini indukle-
yen sitokinlerin varh@ini distiindiurmektedir.

Ancak, 6nceki calismalarda induiklenebilir
ozellikteki enzimin Mn-SOD oldugu belirtildi
dinden Cu, Zn-SOD igin farkl bir uyarici etken
olmasi gerekmektedir (22).

Kist dokusundaki MDA duizeylerinin plazma
ostradiol konsantrasyonu ile ileri derecede
anlamh pozitif korelasyon gostermis olmasi

ilginctir. Ostrojenlerin ve 6zellikle metabolit-
lerinin prooksidan olarak davrandiklarina ait
bircok yaymn bulunmaktadir (23,24). Daha
onceki calismalarimizda sigcanlara &stradiol
injeksiyonunun karacigerde MDA diizeylerini
arttirmis olmasi (25) ve son yillarda yapilan
bir calismada si¢anlarin plazma E2 ve uterws
MDA duizeyleri arasinda pozitif korelasyonun
saptanmasi prooksidan aktivitenin baskin
olduguna dair bulgulan desteklemektedir (26).
Plazma E2 diizeylerinin baslhica kaynaginin
over dokusunda sentezlenen 6stradiol olmasi,
bu hormonunfenolik hidroksilinin lokalprook
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sidan olarak davranabilecegini akla getirmekte-
dir.

Sonug olarak bu ¢alisma, hem 6topik hem de
ektopik endometriumda antioksidan savunma
enzim aktivitesinin bulunduguna iliskin yayin-
lan dogrulamaktadir. Endometriyoma dokusun-
da SOD aktivitesinin 6topik endometriyum-
dan daha ytiksek olmasi ve gene bu dokuda
MDA duzeylerinin 6strojenik aktivite ile bagin-
til bulunmasi 6topik endometriyumdan dala
farkl etkenlerin rol oynadigini distiindiirmek
tedir.
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