
2007; Cilt: 4  Sayı: 2  Sayfa:108-113

Yazı�ma Adresi: Teksin Çırpan, Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Kadın Hastalıkları Ve Do�um Anabilim Dalı, 35100 �zmir
Tel: (0232) 388 19 63 / Cep Tel: 05323279933

Faks: (0232) 343 07 11
e-mail:cirpanteksin@yahoo.com

Alındı�ı tarih:18.02.2007, Revizyon Sonrası Alınma:08. 04. 2007, Kabul Edildi: 17. 04. 2007

108
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ÖZET

Bu çalı�mada ovaryan endometriomalar ve endometriozisle ili�kili oldukları bilinen overin endometrioid ve berrak hücreli

karsinomlarının Fas protein ekspresyonu yönünden immünohistokimyasal yöntemle kar�ıla�tırılmasını amaçladık. Çalı�maya

ovaryan endometriyozis (n = 22), overin endometrioid adenokarsinomu (n = 12) ve overin berrak hücreli karsinomu (n = 8) tanısı

alan toplam 42 olgu dahil edilmi�tir. Her üç grubu epitelyal Fas ekspresyonu açısından kıyasladı�ımızda endometriyomalı olguların

her iki tipteki over karsinomlu olgulara göre istatistiksel olarak daha fazla Fas proteini eksprese ettiklerini gösterdik (P < 0.001).

Sonuç olarak endometriomalara kıyasla endometriozisle ili�kili over tümörlerinde apoptozis mekanizmalarının daha da bozulmu�

olabilece�i ve endometriozisin malign transformasyonuna azalmı� Fas proteininin de katkıda bulunabilece�i ileri sürülebilir.

Anahtar sözcükler: apoptozis, endometriozis, endometrioma, fas,overin endometrioid ve berrak hücreli tümörleri, immünohistokimya.

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.

Key words: apoptozis, endometriosis, endometrioma, ovarian endometrioid and clear cell carsinomas, fas, immunohistochemistry.
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G�R��

Endometriozis patogenezi ile ilgili olarak Sampson'un

retrograd menstrüasyon teorisi öne sürülen teoriler

arasında halen geçerlili�ini korumakla beraber retrograd

menstrüasyonun reprodüktif dönemdeki kadınların

yakla�ık %90'ında iz lenmesi, buna kar�ın

endometriyozis insidansının ancak %10-%20 arasında

olması nedeniyle bunun tek ba�ına endometriyozis

geli�imi için yeterli bir etken olmadı�ı bilinmektedir
(1,2). Son yıllarda geli�en moleküler teknikler sayesinde

tubalar aracılı�ı ile periton bo�lu�una geçen

endometriyal hücrelerin hastalı�ı meydana getirmesinde

immün, hormonal, genetik ve çevresel bir takım

faktörlerin rolü oldu�u gösterilmi�tir(3-6).

�mmün sistem de�i�ikliklerinin endometriyozis

patofizyolojisinde önemli rolleri oldu�u bilinmekte ve

günümüzde endometriozisin inflamatuar bir hastalık

oldu�u kabul edilmektedir(7-9). Normalde sa�lıklı

kadınlarda retrograd menstrüasyon ile periton bo�lu�una

gelen endometriyal hücrelerin iyi çalı�an bir immün sistem

sayesinde ortadan kaldırıldı�ı buna kar�ın genetik olarak

hastalı�a meyilli oldu�u dü�ünülen bireylerde hücresel

ve humoral immünitedeki de�i�iklikler nedeniyle bu

i�lemin gerçekle�tirilemedi�i ve endometriyal hücrelerin

periton ortamından temizlenemedi�i öne sürülmektedir.

Ayrıca periton sıvısında sayıca artmı� olan immün

hücrelerin endometriyal hücrelerde proliferasyon, invazyon

ve anjiogenezis gibi bir takım olayları uyardıkları da

gösterilmi�tir(7-9).

Hücresel proliferasyon, doku invazyonu, yeni damar

olu�umu gibi özelliklerinden ötürü endometriyozis ve

kanserler arasında belirgin ortak özellikler vardır.

Bununla beraber ovarian endometriotik lezyonlarda

malign transformasyon yakla�ık %0.6 ila %1 arasında

rapor edilmektedir(10). Overin berrak hücreli ve

endometrioid karsinomları ovaryan endometriozis ile

ili�kili olan tümörlerdir(11).

Apoptozis enflamatuar bir yanıt olu�turmaksızın

karakteristik morfolojik ve biyokimyasal birtakım

olaylarla dokulardan hücrelerin eliminasyonunu

sa�layan programlı bir hücre ölüm �eklidir. Hücre

proliferasyonu, invazyon ve anjiogenezise ek olarak

defektif apoptozis de hem endometriozis hem de kanser

patogenezinde izlenen ortak bir özelliktir(12,13). Kanser

hücrelerinin immün sistem yanıtından kaçmak ve

apoptozisi azaltmak amacıyla hücre yüzey

moleküllerinde de�i�iklikler yaptıkları yada çözünür

bir takım inhibitör maddeler salgıladıkları gösterilmi�tir
(14). Benzer �ekilde ektopik endometriyal hücrelerin

periton ortamında kalıcı olmalarında önemli bir etken

de bu hücrelerin apoptozise dirençli olmaları ile birlikte

bu hücreleri ortadan kaldırması beklenen makrofaj ve

T lenfositlerinde apoptozisin artmı� olmasıdır(15).

Fas CD45/APO-1 48 dalton a�ırlı�ında tümör nekroz

faktörü ailesine ait tip 1 transmembran hücre yüzey

proteinidir. Fas ve ligandı (FasL) apoptozda tetikleyici

moleküller olarak tarif edilmi�tir. Fas karaci�er, timus,

kalp ve overlerde exprese edilmektedir. FasL ba�lıca

T hücreler, B hücreler ve NK hücrelerde eksprese

olmaktadır. FasL ile Fas proteinin birle�mesi sonucu

trimerizasyon olu�ur ve caspase-8 adlı proteaz aktive

olur. Caspase-8 insan proteaz süperailesinin bir üyesidir.

Caspase-8 proteazının aktive olması �elale sistemi ile

bir dizi proteazın aktive olmasına ve kromozomal

DNA'nın yıkılmasına yol açar(16). BCL-2 familyası ve

Fas/FasL sisteminin tümörlerde oldu�u gibi

endometriozisi olan kadınlarda da de�i�ikli�e u�radı�ı

gösterilmi�tir(13). Bu çalı�mada overyan endometrioma-

lar ve endometriozisle ili�kili oldukları bilinen overin

endometrioid ve berrak hücreli karsinomlarının Fas

protein ekspresyonu yönünden immünohistokimyasal

yöntemle kar�ıla�tırılması amaçlanmı�tır.

MATERYAL VE METOD

Dokuların toplanması

Çalı�maya Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Kadın

Hastalıkları ve Do�um Klini�inde adneksiyal kitle

nedeniyle opere edilen ve histopatolojik inceleme

sonucunda ovaryan endometriyozis (n = 22), overin

endometrioid adenokarsinomu (n = 12) ve overin berrak

hücreli karsinomu (n = 8) tanısı alan toplam 42 olgu dahil

edilmi�tir. �mmünhistokimyasal boyama için tüm olguların

parafin blokları Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Patoloji

Anabilim Dalı ar�ivinden elde edilmi�tir.

�mmünohistokimya

Çalı�maya alınan toplam 42 olguya ait lezyonları en

iyi örnekleyen parafin bloklar immünhistokimyasal

boyama için seçildi. �mmünhistokimyasal boyama için

öncelikle kesitler 20 dakika ksilolde bekletilerek

deparafinize edildi ve inen alkol serilerinden (%96,

%90, %80, %70) geçirilerek rehidrate edildi. Daha

sonra %3'lük H2O2 10 dakika uygulanarak endojen

Endometriomalar ile overin endometrioid ve berrak hücreli karsinomlarında Fas ekspresyonu
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peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Kesitler pH'ı 8.0 olan

1 mM.lık ETDA tampon solusyonu içerisinde özel

kaplara yerle�tirilerek, mikrodalga fırında 3 kez 5'er

dakika süreyle kaynatıldı. Böylece epitopun açı�a çıkması

sa�landı. Kesitler 15-20 dakika süreyle oda ısısında

so�umaya bırakıldı ve Tris tamponunda (pH:7.2) 5

dakika yıkandı. Kesitler üzerine monoklonal Fas primer

antikoru (1:100 dilüsyonda, Novocastra, United

Kingdom) damlatılarak 60 dakika bekletildi. Daha sonra

kesitler Tris solusyonunda 3 kez 5'er dakika yıkandı.

Kesitlere biyotinize antikor damlatılıp, 10 dakika

bekletildikten sonra tekrar 5 dakika Tris solusyonda

yıkandı ve streptavidin-peroksidaz solusyonu

damlatılarak 10 dakika bekletildi. Tekrar Tris solusyonu

ile 5 dakika yıkandıktan sonra kromojen olarak 3,3'-

diaminobenzidinetetraklorür (DAKO, Denmark)

damlatıldı. Kahverengi renklenme olu�ana kadar

beklendi. Daha sonra kesitler, çe�me suyu ile yıkandı.

Tüm kesitler zıt boyama sa�lamak için Mayer

hematoksilende 2 dakika bekletildi. Tekrar çe�me

suyunda yıkandıktan sonra yükselen alkol seviyelerinden

(%70, %80, %90, %96, izopropil alkol, izopropil alkol

+ ksilol) geçirilerek ksilolde 20 dakika bekletildi. Daha

sonra kesitler entellan (Merck) damlatılarak kapatıldı.

Fas'ın immünhistokimyasal boyanması semikantitatif

(0 (boyanma yok, 3 (kuvvetli boyanma)( yöntem ile

de�erlendir ildi. Her üç gruptaki olguların

de�erlendirilmesinde epitelyal hücreler göz önüne

alındı. Ayrıca her bir olgu için her yo�unlukta boyanmı�

olan hücrelerin yüzdeleri toplanarak elde edilen

HSCORE de�eri hesaplandı ((HSCORE = ( Pi (i + 1)(.

Bu formüldeki i; yo�unluk skorunu, Pi ise hücrelerin

tahmini yüzdesini ifade etmektedir. Her slayt için 50

büyütmede 5 farklı alan de�erlendirilerek bu alanlar

içerisindeki her yo�unluktan hücrelerin yüzdesi

hesaplanmı�tır. Bu 5 alanın ortalama de�eri o olgu için

ortalama HSCORE de�eri olarak kullanılmı�tır.

�statistiksel analiz

Epitelyal Fas de�erleri Kolmogorov-Smirnoff testi ile

normal da�ılım göstermi�tir. Endometriyozis, overin

endometrioid ve berrak hücreli karsinomları arasındaki

epitelyal ekspresyon farklılı�ı One-way ANOVA testi

kullanılarak analiz edilmi�tir.

Tüm istatistiksel analizler Sigmastat for Windows version

3.0 programı (Jandel Scientific Corporation, San Rafael,

CA) kullanılarak yapılmı�tır. Datalar standart ortalama

hatası (SEM) olarak belirtilmi�tir. P < 0.05 de�erinde

farklılık istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmi�tir.

BULGULAR

Ovaryan endometrioması olan olguların ya� ortalaması

35.8 (23-83); endometrioid over karsinomu grubunda

48.7 (35-68) ve berrak hücreli karsinom grubunda ise

59.7 (37-78) olarak bulunmu�tur. Endometriozisli

olguların tümü Amerikan Fertilite Cemiyeti'nin (AFS)

yeniden düzenlenmi� sınıflamasına(17) göre evre 4 idi.

Di�er taraftan endometrioid tipte over karsinomu olan

olguların 8 tanesi evre 1, 4 tanesi evre3; berrak hücreli

karsinomu olan olguların ise 4 tanesi evre 1, 2 tanesi

evre 3 ve 2 tanesi de evre 4 idi.

Her üç gruba ait dokuların tümünde epitelyal ve stromal

Fas immünreaktivitesi izlenmi�tir. Epitelyal ve stromal

boyanmanın tüm endometriyoma ve kanser kesitlerinde

sitoplazmik özellikte oldu�u izlenmi�tir (�ekil 1,2,3).

Endometriomalı olguların kesitlerindeki epitelyal Fas

immünreaktivitesinin overin endometrioid ve berrak hücreli

karsinomlarına göre daha yo�un oldu�u görülmü�tür.

Resim 1: Ovaryan endometrioziste yo�un epitelyal ve stromal Fas

immünoreaktivitesi izlenmektedir. (X40)

Resim 2: Overin endometrioid adenokarsinomunda endometriomaya

göre daha az epitelyal Fas immünoreaktivitesi izlenmektedir. (X40)

Teksin Çırpan ve ark
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Resim 3: Overin berrak hücreli adenokarsinomunda endometriomaya

göre daha az epitelyal Fas immünoreaktivitesi izlenmektedir. (X40)

Ayrıca her üç grup epitelyal Fas ekspresyonu açısından

kıyaslandı�ında endometriyomalı olguların her iki tipteki

over karsinomlu olgulara göre istatistiksel olarak daha

fazla Fas proteini eksprese ettikleri gösterilmi�tir (P<

0.001) (Tablo I, Grafik 1). Stromal Fas ekspresyonu da

epitelyal ekspresyona benzer �ekilde endometriyozisi

olan olguların kesitlerinde daha yo�un olarak izlenmi�tir.

Ancak endometrioid ve berrak hücreli karsinomlar yüzey

epitelyal karsinomları oldu�u için stromal boyanma

açısından gruplar arası kıyaslama yapılmamı�tır.

Tablo I: Her üç gruptaki olguların ortalama HSCORE ve SEM

de�erleri

Grafik 1: Ovaryan endometriozis, overin endometrioid ve berrak

hücreli karsinomlarındaki epitelyal Fas immünoreaktivitesi (H-

Score). Endometrioziste tümörlere kıyasla daha yüksek epitelyal

Fas ekspresyonu izlenmi�tir (P < 0.001)

TARTI�MA

Endometriozis premalign bir durum olmasa da

neoplastik potansiyeli olabilen bir patolojidir(11). Yapılan

çalı�malarda overin endometriotik lezyonlarında malign

transformasyon riskinin yakla�ık %0.6 ila %1 arasında

oldu�u rapor edilmektedir(10,11). Erken menar�, kısa

süreli sikluslar ve dü�ük parite endometriozisli ve over

kanserli hastalarda ortak olarak bulunan klinik

özelliklerdir. �sveç'te yapılan ve 20.000 den fazla kadını

kapsayan bir çalı�mada uzun süreli endometriozisi olan

kadınlardaki relatif over kanseri riskinin 4 kat arttı�ı

bildirilmi�tir(18). Overin berrak hücreli ve endometrioid

karsinomları ovaryan endometriozis ile ili�kili oldu�u

bilinen tümörlerdir(11). Bu tümörlere dönü�en

endometriotik lezyonlarda hem atipi sıklı�ı hem de bir

tümör süpresör gen olan PTEN de benzer mutasyonlar

gösterilmi�tir(19,20).

Endometriyozis ve kanserler arasında hücre

proliferasyonu, doku invazyonu, neoanjiogenezis gibi

ortak histopatolojik özellikler mevcuttur. Programlı

hücre ölümü olarak tanımlanan ve fizyolojik bir proses

olan apoptozis, hücre ço�alması ve ölümü arasında

dengeyi sa�layarak hücresel homeostazisde önemli bir

görev almaktadır(13). �mmün sistemde hücre

turnoverının regülatörü olan apoptozisin de

endometriozis ve kanserlerde benzer olarak bozulmu�

oldu�u gösterilmi�tir(12,13).

Defektif apoptozis endometriozis patogenezine dair

son yıllarda oldukça ilgi çekici bir mekanizmadır.

Apoptozis ba�lıca bax/bcl-2 kompleksi gibi hücre dı�ı

ya�amsal sinyallerle veya p53 düzeyini arttıran hücre

içi ölüm sinyalleriyle yada Fas/FasL sistemi gibi

membran reseptörlerini içeren hücre dı�ı ölüm

sinyalleriyle ba�latılabilmektedir(12). Yapılan çalı�malar

sa�lıklı kadınlarda bax/bcl-2 ve Fas/FasL proteinlerinin

menstrüel siklus süresince endometriyumda eksprese

edildi�ini göstermi�tir(21-23). Apoptotik protein

ekspresyonlarının steroid hormonlarla ili�kili olacak

�ekilde proliferatif faz süresince dü�ük, geç sekretuar

ve menstrüel fazda ise yüksek oldu�u; buna kar�ın

antiapoptotik protein ekspresyonlarının proliferatif

fazda yüksek, menstrüasyon sırasında ise dü�ük oldu�u

gösterilmi�tir(21-23).

Endometriozisli hastalarda yapılan çalı�malarda ise bu

hastaların ötopik endometriyumlarında antiapoptotik

bir protein olan BCL-2'nin ekspresyonunun arttı�ı

gösterilmi� ve bunun da bu hücrelerin apoptozisinin

No HSCORE SEM P

Endometrioma 22 316.3 +12.3 <0.001
Endometrioid adenoca 12 205.8 +21.2
Berrak hücreli adenoca 8 159.7 +18.5

400

300

200

100

0
ENZ: Endometriyozis

EAC: Endometrioid

CCA: Berrak hücreli ca

ca EAC  CCA
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azalmasına neden olarak ektopik ortamda ya�amlarını

sürdürmelerinde etkin bir faktör oldu�u gösterilmi�tir
(24). Literatürde endometriotik dokularda Fas

ekspresyonunu ara�tıran az sayıda çalı�ma olmakla

beraber, endometriozisi olan ve olmayan bireylerin

endometriyumlarındaki Fas ekspresyonunun menstrüel

siklus süresince benzer oldu�u gösterilmi�tir(25). Di�er

taraftan literatürde endometriotik dokulardaki FasL

ekspresyonunun arttı�ını gösteren birçok çalı�ma

mevcuttur(26-28). Endometriozisli hastaların periton

sıvısında sayıca artmı� makrofajlar tarafından sekrete

edilen PDGF (platelet derived growth factor) ve TGF-

( transforming growth factor) gibi büyüme faktörlerinin

ektopik endometrial stromal hücrelerde FasL

ekspresyonunu arttırdı�ını ve böylece bu hücrelerin

ektopik endometrial hücrelere saldırması beklenen ve

Fas eksprese eden T lenfositlerini apoptozise u�rattı�ı

gösterilmi�tir(15,29). Dolayısıyla endometrioziste

bozulmu� olan Fas/FasL sistemi de ektopik endometrial

hücrelerin immün sistemden kurtularak periton

ortamında kalıcı olmalarına katkıda bulunmaktadır.

In-vitro bir çalı�mada da Salem ve arkada�ları,

endometriozis hastalarının periton sıvısında artmı�

miktarda bulunan kemokin ligand 2'nin Fas ligand

ekspresyonunu artırdıklarını, bunun da T lenfosit

apopitozisini indükliyerek ektopik endometrial

implantların geli�imi için immunotolerans bir ortam

olu�turduklarını ileri sürmü�lerdir(30).

Yapmı� oldu�umuz bu çalı�mayla apoptozisi ba�latıcı

bir protein olan Fas proteininin ovaryan endometrioma-

larda endometriozisle ili�kili oldu�u dü�ünülen overin

endometrioid ve berrak hücreli tümörlerine göre daha

fazla eksprese edildi�ini göstermi� bulunmaktayız. Bu

da bize endometriozise göre endometriozisle ili�kili

over tümörlerinde apoptozis mekanizmalarının daha

da bozulmu� olabilece�ini dü�ündürmektedir. Her iki

patolojinin klinik seyirleri dü�ünüldü�ünde malign bir

proses olan over tümörlerinde endometriozise göre

apoptozisin azalmı� olması akla yatkın gelmektedir.

Di�er taraftan benzer �ekilde kontrolsüz hücre

proliferasyonunun da malign olaylarda endometriozise

göre daha fazla artmı� olması beklenen bir bulgudur.

Bununla beraber atipi ve PTEN genindeki mutasyonlara

ek olarak endometriozisle ili�kili tümörlerde Fas gibi

apoptotik protein ekspresyonlarının azalmı� olması da

endometriomaların malign transformasyonuna katkıda

bulunuyor olabilir.

Endometriomalar ve over tümörlerini apoptotik

proteinler açısından kıyaslayan çalı�malarda çeli�kili

sonuçlar elde edilmi�tir. Nezhat ve ark benign

endometriotik kistlerde endometrioid, berrak hücreli

ve seröz papiller karsinomlara göre daha az BCL-2

ekspresyonu rapor etmi�lerdir(31). Bunun aksine Fauvet

ve ark ise endometriomalar, benign ve malign over

tümörleri arasında BCL-2 ekspresyonu açısından

farklılık olmadı�ını, buna kar�ın Fas ekspresyonunun

istatistiksel anlamlılık olmasa da benign over tümör-

lerine kıyasla ovaryan endometriomalarda daha yüksek

oranlarda oldu�unu göstermi�lerdir(12).

Apoptozisin potent bir indükleyicisi olan tümör süpresör

p53 geninin endometriozisin malign transformas-

yonunda etkili olabilece�i belirtilmi�tir(31). Nezhat ve

ark nın yapmı� oldukları çalı�mada benign

endometriotik kistlerde p53 negatif boyanırken, malign

kistlerin %37-55'inde pozitif boyanma izlenmi�tir(31).

Yine bunun aksine Fauvet ve ark nın yapmı� oldukları

çalı�mada p53 ekspresyonunun benign over tümörlerine

göre endometriomalarda arttı�ı ancak endometrioma-

larla malign over tümörleri arasında farklılık olmadı�ı

belirtilmi�tir(12).

Görüldü�ü üzere apoptozis endometriozisli hastalardaki

kanser geli�iminde önemli roller üstlenmektedir. Ancak

endometriotik lezyonların malign transformasyonuna

neden olan faktörleri ortaya koyabilmek için daha fazla

ara�tırma yapılması gereklili�i açıktır. Gelecekte belki

de apoptotik faktörlere bakılarak tümör geli�imi

açısından risk ta�ıyan endometriozisli kadınları

belirlemek mümkün olabilecektir.
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