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OZET

Amag: Bu galismanin amaci adenomyozis ve endometrio-
sis ektopik endometriumu ile normal endometriumda ER ve PR,
Ki-67 antijen ile HSP ekspresyonlann saptamaktir.

Yantem: Argivdeki dokulardan segilen 40 adet adenomy-
ozis ve endometrisis olgulan ile adenomyozis olgulanmin
endometriumlan kontrol grubu olarak kullanildi. Immunhis-
tokimyasal boyama HSP, Ki-67(MIB1), ER ve PR monoklonal
antikorlar kullanilarak yapildi. (Kullanilan antikorlar ve dilisyon-
lan sirasiyla : HSP: 1/250, Ki-67: 1/50, ER: 1/50, PR: 1/50)
HSP icin immiinreaktivite; glandiler hiicrelerin sitoplazmalann-
daki boyanma yogunluguna gore, boyanma yok ise (-), zayif
boyanma (+) ve kuvvetli boyanma (++) olarak derece-
lendirildi. Proliferatif aktivite; 500-1000 hiicre sayilarak bo-
yanan hicrelerin boyanmayan hiicrelere oram hesaplandi. ER
ve PR ; nikleer boyanmanin yogunluguna ve pozitif hicrelerin
yiizde kombine edilerek g gruba aynid. istatistiksel analiz
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) programi ile
yapild.

Sonuglar: Ki-67 skoru, normal endometrium glandiler
hicrelerinde endometriosis glandiiler hiicrelerine gire daha
yiiksektir (p=0.037). HSP, ER ve PR ekspresyonunda, normal
endometrium ile adenomyosis ve endometriozis ekiopik
endometriumunda farkhhik yoktur.

Yorum: Bu sonuglar, endometriotik dokulann biylk bir
kisminin - normal endometriumun  siklk ER  ekspresyonunu
taklit etmesi sonucu olabilir ve endometriotik lezyonlannin,
postmenopozal dénemdeki kadinlarda Gstrojen dizeylen digik
olsa da hormonal olarak duyarh kalp, proliferatif aktivite
gosterebilen lezyonlar oldugunun gostergesidir.

Anahtar Kelimeler: Adenomyozis, Endometriozis,
dstrojen reseptori, progesteron reseptérd, Ki-67, Heat shock
proteinleri

GIRIS

Heat shock proteinleri (HSP) hemen tiim canlilarda bulunan
ve hiicrelerde dedisik uyanlar sonucu sentezlenen bir pro-
teindir. Adenomyozis ve endometriozisdeki T hiicreleri ya da
makrofajlar ile iliskili immiin yanitta, intraselliler HSP'deki
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SUMMARY

Estrogen and progesterone receplor,
Ki-67 antigen and HSP expressions in
adenomyozis and endometriosis.

Purpose: This study aimed to assess the expression of
heat shock proteins, ER, PR, Ki- 67 antigen in eutopic and
ectopic endometrium of endometriosis and adenomyozis.

Methods: Forty cases of adenomyosis and endometrio-
sis were selected from archival tissue and the endometrial
tissue of the adenomyosis cases were used as the control
group. Immunohistochemical staining was performed by
HSP, Ki-67 (MIB1), ER and PR monoclonal antibodies
(product and the dilutions: HSP: 1/250, Ki-67: 1/50, ER:
1/50, PR: 1/50). Immunoreactivity for HSP was observed |
in the cytoplasm of the glandular cells and the staining
intensity was graded as (-) for no immunostaining, (+) for
weak staining, and (+ +) for strong staining. Proliferative
activity was quantified by counting 500-1000 cells and cal-
culating the ratio of the stained to unstained cells. The ER
and PR content was divided into three groups by combin-
ing the percentage of positive cells and the intensity of the
nuclear stain. Statistical analysis was performed using the
Statistical Package for Social Sciences.

Results: Ki-67 score antigen was higher in the eutopic |
endometrial glandular component than in the |
glandular/epithelial component of the endometriosis
{(p=0.037). HSP, ER and PR expression was not different
in eutopic and ectopic endometrium in both adenomyosis
and endometriosis.

Conclusions: These may be the result of the majority of
the endometriotic tissues mimicked the cyclic ER expres-
sion of the eutopic endometrium. Endometriotic lesions
appear to remain biologically active with proliferative activ-
ity as well as retained hormonal responsiveness, even in
the low-estrogen milieu of the postmenopausal age.

Key Words : Adenomyosis, endometriosis, estrogen | "

receptor, prngesterun receptor, Ki-67, Heat- shock pmtems |

artigin yeri olabilir. Diger bir olasilik ise HSP'lerinin hormanal
etkisi olabilecedi yoniindedir. Ostrojen yoklujunda, ostrojen
reseptoril sitoplazmada inaktif bigimde bulunmaktadir. Ostrojen
ilk 6nce hiicre igine girip reseptoriine baglanir, dstrojen- resep-
tor kompleksi HSP'ni dissosiye edip aktif duruma gegerek nik-
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leusta yeniden dagiim gésterir. Uretilen insan meme kanseri
hiicrelerinde dstrojen tedavisi ile HSP'lerinin arti@ini gosteren
raporlar vardir. HSP ekspresyonunun, danasol tedavisi ile azal-
masi, bu proteinin Gstrojen aktivasyonunda rol alabilecegini
olasi kimaktadir ( 1).

Son cahgmalar, HSP'nin normal kosullar altinda eksprese
edildigini ve hiicrenin spesifik islevlerinde dnemli rol oynadigini
gostermektedir. Onceki galigmalarda HSP'lerinin, menstrilel
siklusun sekretuar fazindaki endometriumun normal glanduler
hicrelerindeki ekspresyonu, seks steroid reseptér down-
regilasyonunu ya da hiicre proliferasyonunun hormonal
regulasyonuyla iligkili olabilecegini gostermektedir (2).
HSP'lerinin bdylesi olgulardaki ekspresyonlan merak konusu
olmustur.

Bir hiicre proliferasyon belirfleyicisi olan Ki-67 antijeni,
endometrial stromal hiicrelerde reaktif, proliferatif fazda zayif,
sekresyon fazinda kuvvetli pozitiflik gostermektedir. Ki-67 anti-
jen ekspresyonu adenomyozis ve endometriozisde, normal
endometriuma gore daha yilksek pozitifliklerde saptanmstir (3-
5).

Bu gahgmanmin amaci, ER-PR'U, HSPleri ve Ki-67 anti-
jeninin normal endometrium, adenomyozis ve endometriozis-
de ekspresyonlarimi belirleyip, bunlann birbirleriyle olan iligk-
ilerini gostermek ve adenomyozis ile endometriozisin pato-
genezi konusunda rolleri olup olmadidini aragtirmaktir.

GEREG VE YONTEM

Materyal olarak, 1997-1998 yillan arasinda herhangi bir
nedenle opere edilen ve patolojik inceleme sonucu adeno-
myozis ve endometriozis tanmisi konmus 40 hastanin doku
ornekleri kullamdmistir. Kullarmlan antikorlar ve diliisyonlan
sirayla sdyledir; Ki-67, DAKO MO0722, dilisyon 1:50; ER,
DAKO M7047, dilisyon 1:50; PR, DAKO M3529, dilisyon
1:50; HSP, DAKO AD500, dilisyon 1:250. Tim immunohis-
tokimyasal uygulamalar sirasinda aragtinlan primer antikor igin
onceden kuvvetli pozitifiikleri denenerek bulunmus dokulara ait
kesitler, pozitif kontrol géstergesi (Ki-67 igin tonsil dokusu, ER
ve PR igin meme dokusu, HSP icin cevre endometrium
dokusu) olarak kullanilmistir. immun boyama, peroksidaz ile
igaretienmis streptavidin-biotin yéntemi kullamlarak yapiimigti
(DAKO KDB75).

ER ve PR ekspresyonunun degerlendirmesi; Kahverengi
nikleer boyanma olumlu olarak degerlendirilmistir. ER-PR
ekspresyonlar, nikleer boyanmalarinin yogunluguna ve bo-
yanan hilcrelerin yiizdesine gore su sekilde yapiimistr; nikleer
boyanma yiizdesi; 0- %25 ise 1, %26-75 ise 2, %76 ve Uzeri 3
olarak de@erlendiriimigtic. Boyanma yogunlugu ise; olumiu
boyanma yok ya da zayf ise 1, kuvvetli boyanma 2, gok
kuvvetli boyanma 3 olarak degerlendirilmis (Resim-1 ) ve bo-
yanma derecesi, toplam IHK sal skor 3 gruba aynlarak he-
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Tablo 1 : Ki-67 skoru, ostrojen, progesteron reseptord ve HSP ekspres-
yonu sonuglan (ortalama +standart sapma (minimumu-maksimum)

* Endometriozis olgulannda simch sayidaki bez epitel hilcrelerinde PR saglikh olarak
dederlendirilememigtir.

Resim 1: Endometriozisde estrojen reseptir pozitifligi (orijinal buyut-
mex200).

Resim 2 : Adenomyozisde HSP pozitiflii (orjinal blyutme x200)
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Resim 3 : Adenomyozisde Ki-67 antijeni pozitifligi (orijinal biyltme
x200)

saplanmigtir. 1. Grup=toplam skor 2, 2. Grup= toplam skor 3-
4, 3.grup=toplam skor 5-6 olmak dzere yapilmistir. 2. ve 3.
gruplar reseptor pozitif olarak degerlendirilirken, 1. Grup,
reseptor negatif olarak kabul edilmistir (6, 7).

HSP'lerinin degerlendirmesi: Bu calismada 10 farkh alanda
400x'lik biyitmede yalmzca glandiler hiicrelerdeki olumlu
boyanma degerlendirmeye alinmig olup  stromal hiicreler,
yiizey epiteli, lenfositler ve waskuler endotelial hiicreler
deferlendirme  dig1 birakimistr. Pozitif boyanan glandiler
hicreler boyanma sikhdina gore 1 ile 3 arasinda derece-
lendirilmigtir. Pozitif boyanan glandiler hiicreler < %10 ise
1+, %10-50 ise 24+, =%50 ise 3+ olarak degerlendirilmistir
{Resim-2) (1).

Ki-67 indeksinin (proliferatif aktivitenin) degerlendirmesi:
Kahverengi niikleer boyanma olumlu olarak degerlendirilmig ve
boyanmanin yodun oldufu alanlarda 400xik biyitmede 10
farkl alanda ortalama 500-1000 hicre sayidmigtir (Resim-3).
Ki-67 indeksini beliremede, pozitif boyanan hiicrelerin boyan-
mayan hiicrelere orani,yiizde olarak belirtilmistir (8).

istatistiksel iglemler, SPSS (Scientific Package for Social
Sciences) for Windows programi ile IBM uyumlu bilgisayarla
yapiimistir. Adenomyozis, endometriozis ve kontrol grubu
olarak secilen olgular, diger dediskenlerle ( Ki-67, ER, PR ve
HSP) tek degiskenli analizde Mann-Whitney ve Chi-Square testi
ile kargilagtinimig ve 0.05% esit ve kiigiik olasiik katsayilan
istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir (p>0.05).

BULGULAR

Otopik endometriumda glandiiler hiicreler ile stromal
hicrelerdeki Ki-67 indeksi ile adenomyoziste ve endometri-
ozisdeki indeksler arasinda biri diginda farkhilik gézlenmemistir
(p>0.05). Otopik endometriumda glandiiler hiicrelerdeki Ki-67
indeksi, endometriozisdeki glandiiler hiicrelere gore anlamh
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derecede yiksek bulunmustur (p=0.037).

Hem ostrojen, hem progesteron reseptoril hem de heat
shock proteini ekspresyonu otopik endometrium ile adenom-
yozis ve/veya endometriozis arasinda farkliik gdstermedigi
izlenmistir (p>0.05) (Tablo- 1).

TARTISMA

Endometrial gland ve stromasinin ektopik lokalizasyonda
olmasi endometriozis, myometrium iginde bulunmasi adeno-
myozis olarak tanimlanmakiadir. Adenomyozis perime-
napozal kadinlann % 15-20'sinde gdzlenen bir bulgudur.
Adenomyozisteki glandiiler yapilar ve stromanin dzellikleri pro-
liferatif endometriuma benzerlik gostermektedir. Gebelik, prog-
estagen kullammi ve danasol tedavisi gibi durumlarda ise
sekretuar ozelliktedir (9). Endometrioziste ise glandlar genellik-
le atrofik gorinimde olup, stroma fibrotik karakterdedir (10).
insan endometriumu steroid sensitif bir dokudur. HSP'lerinin
steroid fonksiyonlannin diizenlenmesinde rol oynadidin
destekleyen bulgular vardir. Western blot analizlerle, HSP
ekspresyonlannin menstriiel siklis boyunca minimal degigik-
likler gosterdigi saptanrmigtir. HSP'lerinin geg proliferatif erken
sekresyon doneminde progressif olarak arttd, orta- geg
sekresyon doneminde ise azalmig ekspresyonlan gdste-
rilmigtir. Bu proteinin selliler ve subselliler lokalizasyonlan
iHK'sal boyamalarla incelenmis ve bazilanmin (HSP 70
haricinde) ozellikle epitelyal hiicrelerde, bazilanmn ise hem
stroma hem de epitelde imminreaktif oldugu bulunmustur.
HSP'lerinin menstriiel siklusa bagh gosterdikleri degigiklik-
ler, steroid hormonlarla regile oldugunu gostermektedir (11).
HSP'lerinin - menstriiel  siklusun farkh  danemlerindeki
endometriumun basalis ve fonksiyonalis tabakasindaki iHK'sal
lokalizasyonu ile ER, PR ve Ki-67 antijen lokalizasyonlannin
korelasyonu aragtinlmig, proliferatif ddonemde basalis
tabakasinin glandiiler hiicrelerinde eksprese edilirken fonksi-
yonel tabaka hiicrelerinde eksprese edilmedidi gozlenmistir.
Sekretuar donemde ise hem basalis hem de fonksiyonel taba-
ka glandiiler hiicrelerinde belirgin olarak yilksek ekspresyonlan
saptanmigtir.  Basal tabakamin stromal hiicreleri  reaktif,
fonksiyonel tabakamin non-reaktif oldugu gozlenmigtir.
HSP'lerinin biyolojik ekspresyonlan basal tabakamin glandler
ve stromal hiicrelerinde Ki-67 lokalizasyonu ile ters iligkil
olarak bulunmustur. Sekretuar glandlarda HSP overekspres-
yonu ER-PR'niin down regilasyonu ile iligkilidir. Bu bulgular,
HSP ekspresyonunun, seks steroid reseptdr down-regilas-
yonu ve/veya hiicre proliferasyonunun hormonal regllasyonu
ile iliskili oldugunu desteklemektedir (12). HSP'lerinin adeno-
myozis ve endometriozis ile 6topik endometriumdaki dagiimini
giisteren galigmalarda, kontrol grubunda HSP'leri, sekretuar
donemde, proliferatif déneme gdre belirgin yiiksek ekspres-
yonlar gostermistir. Bu skorlar adenomyozis ve endometriozis-
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de, kontrol grubuna gére yiiksek olarak saptanmistir. Ayni has-
tada ektopik-Gtopik endometrium igin kargilastrma yapildigin-
da, endometriozisin ektopik endometriumunda, Gtopik
endometriuma gore daha digik oldugu gbzlenmistir.
Adenomyozisde ise HSP skorlan benzerlik gostermistir (1). Bu
calismada HSP ekspresyonu, normal endometrium ile adeno-
myozis ve endometriozis arasinda istatistiksel olarak anlamli
iliski saptanamamigtir. Bu nedeni, HSP ekspresyonlannin
menstriiel siklisiin sekretuar doneminde daha yiksek eks-
prese ediliyor olmasi , kontrol grubu olgulanmizin ise genelde
proliferatif dénemde olugu.ile ya da ER ekspresyonlannda da
anlamh iliski bulunamamasi, bu olgularn siklik ER eksprese
ediyor olmasi nedeniyle, hiicre igi HSP ekspresyonlannda her-
hangi bir artisa neden olamayacag gorigini gindeme getire-
bilir. Yine diger galismalarda gdsterilmis olan, endometriozis-
deki ektopik endometriumun, otopik endometriuma gére daha
diisiik diizeylerde HSP eksprese etmesi ve endometriozisdeki
ektopik endometrium odaklann da genelde proliferatif olusu,
sadece gebelik, ilag kullamimi gibi durumlarda sekretuar dizellik-
ler géstermesi (9, 10) bu durumu agiklamada yardime olabilir.

Bir hilcre belirleyicisi olan Ki-67 antijeni, endometrial stro-
mal hiicrelerde reaktif, proliferatif donemde zayf, sekresyon
doneminde ise kuvvetli pozitiflikler gostermektedir. Ki- 67 anti-
jeni, stromal hiicrelerde sekresyon doneminde ve Gzellikle
desidualize hicrelerde gucli pozitifiiklerde saptanmistir (3).
Endometrial dokunun ektopik biyiumesiyle karakterize olan
adenomyozis ve endometriozis arasinda histolojik olarak gok
az fark vardir. Bunlar arasinda, ektopik endometriumun seyrek
olarak siklik histolojik degisikliklerini kaybettigi ve aberan estro-
jen reseptori ve apoptos iligkili gen proteini eksprese ettigi
gdzlenmistir. Ektopik endometriumdaki  hicreler  dtopik
endometriumdaki kadar aktif olamayip, 6topik endometriu-
ma komsu immiin hiicrelere hedef hiicre olarak yol gdsterici
olmaktadirlar (1). Bugiine kadar yapilan galismalarda adenom-
yozis ve endometriozis olgulannda Ki-67 antijen pozitifliginin,
normal endometriuma gdre daha yiksek bulundugu saptan-
mistir (4).  Bu calismada yapilan analizler sonucunda sadece,
kontrol grubundaki glandiler hiicreler ile endometriozisdeki
glandiiler hiicreler arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki
saptanmigtir (p=0.037). Bu durum, endometriotik lezyonlarin,
postmenapozal donemde, disik ostrojen diizeylerinde bile
hormonal olarak duyarl kalan, proliferatif aktivite gosteren ve
biyolojik olarak aktif lezyonlar oldugunu desteklemektedir (4).
Aynca Ki-67 antijeninin genelde, proliferatif donemde zayif,
sekretuar donemde  kuvvetli pozitiflikler gosterdigi
disiintldigiinde, adenomyozis olgulanmizin  genelde proli-
feratif ddnemde bulunuyor olmasi nedeniyle, istatistiksel
olarak neden anlamli bulunmadigini agiklayabilir ya da ektopik
endometriumdaki hicrelerin Gtopik endometriumdaki kadar
aktif olamayip 6topik endometriuma komsu immiin hiicrelere
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hedef hiicre olarak yol gOsterdigi seklinde de disginiilebilir.

Endometriotik glandlarda, endometriumda gdriilen hiper-
plastik ve atipik hiperplastik degisikliklere benzer degisiklikler
gbzlenmektedir. Bunlar bazen endojen ya da eksojen Gstrojen
uyansina bagh olabilecegi gibi tamoksifen tedavisine sekonder
de olabilmektedir (13-19). Endometriotk doku, ozellikle
gebelik ile progesteron ve danasol tedavisi sirasinda pro-
gestasyonel dedisiklikler de gdsterebilmektedir (9, 10).
Postmenapozal hastalarda goriilen endometriotik odaklarda
inaktif ya da atrofik dedisiklikler, oral kontraseptif kullanan pre-
menapozal kadinlarda da bulunabilir (20). Ginimize dedin
yapilan iHK sal calismalarda adenomyozis ve endometriozisde
ER, PR dizeylerinde farkli sonuglar bulunmustur. Bunlann
bazlannda ER, endometriozisin gland ve stromasinda, PR ise
stromal hiicrelerde reaktif olarak saptanmigtir. Otopik
endometrium stromasinda PR negatif veya zayif pozitif
bulunurken, alandiiler epitel hiicrelerinde pozitif bulunmusgtur
(4). Yine bir baska galismada normal uterusla kargilagtinidigin-
da adenomyozis hastalan daha disik ER, daha yiksek PR
dizeyleri gdstermigtir  (21). Diger galigmalarda ise
endometriotik dokulann gogunun Gtopik endometriumun sik-
lik ER ekspresyonlanna benzerlik gdsterdigi ve endometriotik
glandlarin morfolojik gorinimlerine uygun oldudu dikkati gek-
mistir. Monoklonal ostrofilin ile iHK'sal boyanma endometri-
ozisin histopatolojik tanisini desteklemede yardimei olabilmek-
tedir (5). Bu galigmada yapilan istatistikler sonucunda ise, ER-
PR'niin adenomyozis ve endometriozisdeki ekspresyonlan ista-
tistiksel olarak anlamh bulunmamigtir (p>0.05). Bu yénde
yapilan bir gok galismada degisik sonuglar elde edilmistir. ista-
tistiksel olarak sonuclanmizin anlamsiz olugunu, endometriotik
dokulann ¢ogunun otopik endometriumun siklik ER ekspres-
yonlanna benzerlik gésterdidini ve endometriotik glandlanin
morfolojik gorinimde oldugunu gosteren galismalarla agik-
layabiliriz. Bizim olgulanmizda da adenomyozis ve endometri-
ozisdeki ektopik endometrial dokulanmizin hemen hepsi Gtopik
endometriumlanmin siklik degisikliklerini gosteriyor olabilir.

Sonug olarak adenomyozis ve endometriozis olgulannda
Ki-67, ER-PR ve HSP ekspresyonlan arastinidiinda, ER-PR
ekspresyonlannin istatistiksel olarak anlamli olmayisi, bu tir
lezyonlann bazen endometriumun siklik ER ekspresyonu gds-
teriyor olmasi ile aciklanabilir. Bizim olgulanmizda ektopik
endometrial dokular, Otopik endometriumlanimin siklik degisik-
liklerini gdsteriyor olabilir. Aym sekilde HSP ekspresyonlaninda-
ki anlamsizlik da, siklik ER ekspresyonu gdsteren ektopik
endometrial dokularda HSP lerinin  artmis ekspresyonlar
gostermeyecegini agiklayabilir. Fakat burada @nemli olan
endometriotik lezyonlann postmenapozal donemdeki kadinlar-
da ostrojen dizeyleri diisik oldugunda bile hormonal olarak
duyarh kalip, proliferatif aktivite gosterebilen lezyonlar oldugu-
nun bir kez daha gosteriimesidir,
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