Kocaeli Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi
Eylul 2015, Cilt 1, Sayi 1, s. 26-29

Journal of Health Sciences of Kocaeli University
September 2015, Vol.1, No.1, pp. 26-29

ORIJINAL ARASTIRMA RESEARCH ARTICLE

ETANERCEPT TEDAVISININ DENEYSEL ENDOMETRIOZISLi SICAN MODELINDE

SERUM MALONALDIALDEHID DUZEYLERINE ETKISi

THE EFFECT OF ETANERCEPT TREATMENT ON SERUM MALONALDIALDEHYDE LEVELS

IN EXPERIMENTAL ENDOMETRIOSIS RATS MODEL

Fatma Ceyla ERALDEMIR"", Cihan Deniz KELES?, Tugba KUM', Birol VURAL?,
Canan BAYDEMIR®

* Sorumlu Yazar
! Kocaeli Universitesi Ti 1ip Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Umuttepe, 41380, Kocaeli, T URKIYE
E-posta: ceyeraldemir@yahoo.com.tr
2 Kocaeli Universitesi T ip Fakiiltesi, Obstetrik ve Jinekoloji Ana Bilim Dali, Umuttepe, 41380, Kocaeli, T URKIYE
} Kocaeli Universitesi T ip Fakiiltesi, Biyoistatistik Ana Bilim Dali, Umuttepe, 41380, Kocaeli, T URKIYE

Anahtar Kelimeler:

Endometriozis,
etanercept,
malondialdehid,
lipit
peroksidasyonu,
Oksidatif stres

Keywords:

Endometriosis,
etanercept,
malondialdehyde,
lipid
peroxidation,
oxidative stress

OZET

Amag: Amacimiz olusturulan deneysel endometriozisli sigan modelinde etanerceptin endometriozisi tedavi edebilme
yetenegini serum lipid peroksidasyonuna olan etkisi iizerinden degerlendirmekti.

Yontem: Bu deneysel ¢alismada 30 adet Wistar albino cinsi disi sican kullanildi. Siganlardan 20 ’sinde endometriozis
modeli cerrahi olarak olusturulurken, 10’unda ise anestezi ve cerrahinin etkisini dislamak amaciyla yalanci
operasyon uygulandi. Ilk operasyondan 4 hafia sonra sicanlarin ektopik endometrial doku voliimleri ikinci bir
operasyonla degerlendirildi ve kan almdi. Daha sonra sicanlar 3 gruba ayrildi: Grup I (herhangi bir tedavi almamus,
yvalanci operasyon, n=10), grup Il (2 ml/giin subkutan serum fizyolojik, endometriozis modeli, n=10), grup Il (2
mg/kg/haftada 3 kez, subkutan etanercept, endometriozis modeli, n=10). Iki haftalik tedavi sonrasi sicanlarmn 3.
operasyonla ektopik endometrial doku voliimleri degerlendirildi ve 2. kanlari alindi. Serum malondialdehid (MDA)
diizeyleri spektrofotometrik olarak analiz edild.

Bulgular: Tedavi sonrasi donemde ektopik endometrial doku voliimleri karsilagtirildiginda grup 111 te grup 11 ye gore
anlamh diigiik sonuglar elde edildi (p=0.000). Aynt zamanda grup 11l tedavi sonrasi dénemde, tedavi dncesi déneme
gore anlaml diisiik doku voliim degerleri gésterdi (p=0.005). Tedavi sonrast donemde ise MDA diizeylerinde gruplar
arast anlaml farklilik mevcuttu (p=0.001). Tedavi sonrasi dénemde MDA diizeyleri Grup Il te grup Il ye gére
anlamh diisiiktii (p=0.001). Ek olarak, grup Il te MDA diizeyleri tedavi sonrasi dénemde oncesine gére anlaml
diistiktii (p=0.028).

Sonu¢: Calismamizin sonuglart bize etanerceptin serum lipid peroksidasyonu diigiiriicii etkisini ve endometriozis
tedavisinde etkili bir sekilde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

ABSTRACT

Objectives: The purpose of this study was to evaluate the serum lipid peroxidation in rats with experimental
endometriosis who received etanercept (anti-tumor necrosis _factor alpha) treatment.

Methods: In this experimental study, 30 Wistar albino female rats were used. The surgical endometriosis model
operation applied to 20 rats from those, in the 10's sham operation was performed in order to exclude the effects of
anesthesia and surgery. Ectopic endometrial implants volumes of rats 4 weeks after the first operation were
evaluated and blood samples were taken with a second operation. Then the rats were divided into 3 groups: Group 1
(did not receive any treatment, false operation, n = 10), group II (2 ml / day subcutaneous saline, endometriosis
model, n = 10), group IlI (2 mg / kg / week etanercept subcutaneously 3 times, endometriosis model, n = 10). 3. After
two weeks of treatment, ectopic endometrial implants volumes were evaluated with and second blood samples were
taken from rats. Serum malondialdehyde (MDA) levels were analyzed by spectrophotometry.

Results: The ectopic endometrial implant volumes of group Il showed significantly lower results than group I in the
post-treatment period (p =0.000). According to the same time group Il implants showed significantly lower volume
in the post-treatment period before the treatment (p = 0.005). In the post-treatment period, there was a significant
difference between the groups in the MDA levels (p = 0.001), and group 11l was showed significantly lower levels of
MDA compared to group Il (p = 0.001). In addition, pre-treatment levels of MDA were also significantly lower
compared to post-treatment period in group III (p = 0.028).

Conclusion: In summary, these results suggest that etanercept has protective effects against endometriosis in rats,
which may be attributed to attenuating oxidative stress.
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GIRiS
Endometriozis, endometrial dokunun uterin kavite disinda (ektopik endometrial doku) bulunup, fonksiyon
gostermesi ile karakterize bir hastaliktir. Asemptomatik hastalarin varligi ve kesin taninin konulabilmesi i¢in
cerrahiye ihtiyag oldugundan endometriozisin prevalansi kesin olarak bilinememektedir'. Ancak dogurganlik
cagindaki kadinlarda prevalansinin %2-10 civarlarinda oldugu, infertil kadinlarda ise bu oranin %50’lere
yiikseldigi gézlemlenmektedir®. Endometriozisin artnus sistemik oksidatif stresle iliskisi gosterilmis olmakla
birlikte **, endometrioziste gelisen infertilitenin oksidatif denge bozukluklari nedeniyle olabilecegi
diisiiniilmektedir™®’.
Hastaligin tedavisinde uygulanan alternatif yontemler arasinda cerrahi ve medikal tedaviler yer almaktadir™®.
Cerrahi yaklasim; endometriozis tedavisinde yaygin olarak kullanilmakla birlikte, hastaligin tekrarlama riski
vardir'. Medikal tedavilerde ise uygulanabilen farkli secenekler mevcuttur. Timor nekroz faktor-alfa
inhibitorleri de bu segeneklerden birisi olarak goze ¢arpmaktadir’. Etanercept endometriozisin'®'' yam sira
romatoid artrit'?, psoriasis'’, kron hastahig'* gibi birgok farkli kronik inflamatuar hastalikta da kullamlmas
Onerilen tiimor nekrozis alfa antagonisti bir ajandir.

Bu caligmada amacimiz, etanerceptin endometriozis medikal tedavisinde tercih edildiginde endometrial odak
boyutlarina ve lipid peroksidasyon belirteci olan serum malondialdehid (MDA) diizeyleri {izerine olan etkilerinin
durumunu degerlendirmektir.

YONTEM

Bu calisma Kocaeli Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulunun onay1 alinarak Kocaeli Universitesi
Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Biriminde (DETAB) yiiritildi. Calismada 30 adet 200-280 gr
agirliklarinda 2-4 ay yas aralifinda olan Wistar albino tipi disi sican kullanildi. Sicanlardan 20’sine cerrahi
olarak endometriozis modeli olusturma operasyonu Vernon ve Wilson tarafindan tarif edildigi sekilde yapildi'.
Endometriozis olugturma operasyonu sirasinda 2 boynuzu olan sigcan uterusunun bir boynuzu kesilerek
endometrial doku alt batin i¢i peritonuna dikildi. Kontrol grubu haricinde tiim gruplara endometrial doku dikme
islemi yapildi ve batin igine dikilen endometrial doku boyutlari esit tutulmaya galisildi. Siganlardan 10 tanesinde
ise endometrial dokuya dokunulmadan cerrahi olarak periton agilip, tekrar kapatilarak yalnizca cerrahi girisimin
ve anestezinin olusturacagi etki altinda kalan grup olusturuldu (yalanci operasyon) (Grup I). Operasyonlar
sirasinda tiim sicanlara intraperitoneal 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar; Eczacibast Warner-Lambert Ilag
Sanayi, Levent, Istanbul, Tiirkiye) ve 10 mg/kg ksilazin hidroklorid (Alfazyne; Alfasan International BV,
Woerden, Netherlands) olacak sekilde anestezi dozu uygulamasi yapildi. Tiim siganlara ilk operasyondan sonraki
postoperatif ilk 5 giin sefazolin 50 mg/kg/giin IM uygulamasi yapildi. Ilk operasyondan 4 hafta sonra ikinci
operasyonla laparotomi yapilarak endometriozis odaklariin biiylikliigii milimetrik cerrahi cetvel ile 6l¢iim
yapilarak degerlendirildi (uzunluk, genislik, yiikseklik, mm olarak). Her bir grup i¢in tedavi Oncesi ve sonrast
ektopik endometrial doku voliimleri, bu 6l¢iim sonuglarina gore hesaplandi. Voliim hesaplamalarinda elipsoid
hacim formiiliinden (0.52xuzunlukxgenislikxyiikseklik) yararlanildi.

Ikinci operasyon sonrasinda uygulanan tedaviler: Grup I’e (yalanci operasyonlu) herhangi bir tedavi
uygulanmazken, Kontrol grubuna (Grup II) 2 ml serum fizyolojik/giin subkiitan enjeksiyon, etanercept grubuna
(Grup III) 2 mg/kg subkiitan enjeksiyon haftada 3 kez ve 2 haftalik tedavi olacak sekilde uygulandi.

Siganlardan ilk kan numuneleri model olusturulduktan 4 hafta sonra alindi, ikinci kan ornekleri ise 2 haftalik
tedavi sonunda alindi. Antikoagulansiz diiz tiipe alinan kan numuneleri 3500 rpm de 10 dakika santrifiij edilerek
ayrilan serumlar analiz edilene kadar -40° C’de saklandi. Serum MDA diizeyleri Buege yontemiyle
spektrofotometrik olarak galisildi'®.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programu ile yapildi. Normal
dagilima uygunluk testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile degerlendirildi. Niimerik degiskenler Ortalama + standart
sapma ve medyan (25. persantil - 75. persantil) olarak verildi. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip
olan niimerik degiskenlerde tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi1 degerlerin karsilastirilmasinda Bagimli Orneklerde t
Testi ve normal dagilima sahip olmayan niimerik degiskenler icin tedavi dncesi ve tedavi sonrasi degerlerin
karsilastirilmasinda Wilcoxon t testi, gruplarin karsilastirilmasinda ise Mann Whitney U Testi, Student t testi,
Kruskal Wallis tek yonlii varyans analizi ve Dunn’s Coklu Karsilagtirma Testi kullanildi. p<0.05 istatistiksel
olarak 6nemlilik i¢in yeterli kabul edildi.

BULGULAR

Cizelge 1’de deneysel endometriozis olusturulan gruplara ait (Grup II ve III) tedavi Oncesi ve sonrasi ektopik
endometrial doku voliimleri ortalamalar1 karsilastirildi. Tedavi 6ncesi donemde grup II ve III arasinda voliimler
agisindan anlamli fark bulunamadi (p=0.113). Iki haftalik tedavi sonrasi ektopik endometrial doku voliimleri
karsilagtirildiginda ise grup III’iin grup II’ye goére anlamli olarak diisiik oldugu saptandi. (p=0.000). Aym
zamanda grup III tedavi sonras1 donemde tedavi dncesi doneme gore anlamli olarak diisiik doku voliim degerleri
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gosterdi (p=0.005). Grup II’de ise tedavi oncesi ve sonrast donem arasinda doku voliimleri agisindan farklilik
bulunamadi (p=0.635).

Cizelge 1. Deneysel endometriozis olusturulan rat gruplarinda (Grup II ve III) tedavi 6ncesi ve sonrasi ektopik
endometrial doku voliimleri ortalamalarinin karsilastirilmasi.

Grup II (Salin grubu) (n=10) Grup III (Etanercept grubu) (n=10) | p degerleri
Ikinci operasyonda 18.72 (10.14-81.90) 75.36 (18.69-234.00) 0.113
Tedavi 6ncesi (mm?®)

Ucgiincii operasyonda
Tedavi sonrast (mm’) | 29.12 (10.92-75.88) 4.2 (3.02-6.14) <0.001
p degerleri 0.635 0.005

Not; Veriler medyan (25 - 75 persantil) olarak verilmistir.

Cizelge 2°de tiim gruplara ait (grup I, II, III) tedavi oncesi ve sonrast serum MDA diizeyleri karsilastirilmistir.
Tiim gruplarin tedavi 6ncesi doneme ait MDA diizeyleri degerlendirildiginde anlamli farklilik bulunamadi
(p=0.558). Tedavi sonrast déneme ait MDA diizeylerinde ise gruplar arasinda anlamli farklilik mevcuttu
(p=0.001). Tedavi sonras1 donemde MDA diizeylerinde anlamlilik degerleri; Grup III’te grup II’ye gore anlaml
olarak diisiik iken (p=0.001), grup I ile grup III ( p=0.142) ve grup II arasinda anlaml1 bir farklilik saptanamadi
(p=0.280). Ayrica grup II’de MDA diizeyleri tedavi sonrast donemde, tedavi 6ncesi doneme gore anlamli olarak
distik bulundu (p=0.028).

Cizelge 2. Grup 1, II ve III ratlarda tedavi 6ncesi ve sonrast serum MDA diizeylerinin karsilagtirilmasi.

Grup I Grup II Grup III p degerleri

(Yalanc1 operasyon) (Salin grubu) (Etanercept grubu )

(n=10) (n=10) (n=10)

MDA (pmol/L)

Ikinci operasyonda 22.46 +0.96 23.08 + 3.08 23.20+1.89 0.558
(Tedavi 6ncesi)
Ucgiincii operasyonda | 22.82 + 1.64 23.73£1.10 21.51+£0.87 0.001**
(Tedavi sonrasi)
p degerleri 0.630 0.139 0.028

Notlar; Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

MDA: Malondialdehid ; x: Grup III ile grup II arasinda fark vardir (p=0.001); y: grup I ile grup III arasinda fark
yoktur ( p=0.142); z:grup I ile grup II arasinda farklilik yoktur (p=0.280).

TARTISMA

Endometriozisli kadinlarin hem ektopik endometrial dokularinda hem de periferal kan Grneklerinde oksidatif
stresi yansitan parametrelerde artislar tesbit edilmistir'’. Bilindigi iizere oksijen metabolizmasimn ara iiriinleri
olarak olusan reaktif oksijen iiriinleri (ROU), endojen antioksidan savunma sistemlerinin
etkisizlestirebileceginden fazla miktarlarda iiretildiginde oksidatif hasar olusturur '®. Eritrositler, makrofajlar,
apoptotik endometrial doku ve peritoneal kavite igerisine transplante edilmis hiicre kalintilar1 endometrioziste
olusan oksidatif hasarin potansiyel uyaricilari olarak diisiiniilmektedir".

Diizeyleri yiikselen ROU nin, ektopik endometrial dokuda yiikselerek dollenmis ovumun tutunmasim ve
geligimini engelledigi hayvan deneyleriyle gosterilmistir®’. ROU hiicrede yiiksek diizeylere ulastiginda hiicre
lipit, protein ve niikleik asit yapilarinda hasara neden olabilen Onemli aracilar olarak davranirlar.
Malondialdehyde (MDA) olusumu, lipit peroksidasyonu araciligiyla olusan oksidatif hasarin gostergesidir®. Ek
olarak, endometriozisli kadinlarda lipit peroksidasyon iiriinlerine karst anlamli yiiksek antikor olusumu da tespit
edilmistir®.

Calismamizda tedavi oncesi donemde endometriozis modeli olusturulmus gruplarda, model olusturulmamis
gruba gore yliksek serum MDA degerleri gozlemlenmesine ragmen, tedavi gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik bulunamadi.

Endometriozisli hastalarda oksidatif stresin sistemik artigmin gézlemlenebilmesi®*' hastalara uygulanabilecek
medikal tedavilerin lipit peroksidasyonu {iizerine olan etkisinin nasil olabilecegi sorusunu akla getirmektedir.
Calisma gruplarimizda etanercept tedavisinin ektopik endometrial doku voliimlerini ve serum MDA diizeylerinin
azaltarak etkili oldugunu goézlemlenmistir.

Bizim ¢aligmamizla uyumlu olarak etanerceptin si¢anlarda endometriozis gelisimini etkili sekilde azalttigini
bildiren calismalar meveuttur'®!!. Endometrioziste medikal tedavi seceneklerinden birisi olarak diisiiniilebilecek
TNF-alfa blokerlerinden etanerceptin, myokardial iskemi reperflizyon sican modeli olusturulmus deney
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gruplarinda MDA diizeylerini azaltarak etkili oldugu gozlemlenmis ve etanerceptin oksidatif stresi azaltarak
koruyucu etki gosteriyor olabilecegi kanisina varilmustir’?. Psoriazisli hastalarda etanercept tedavisinin, lipit
peroksidasyonunu disiiriicii ve total antioksidan diizeylerini yiikseltici etkisi ile klinik iyilesme sagladigi
diistiniilmektedir®.

Calismanin sonuglar1 etanerceptin serum lipit peroksidasyonu diigiiriicli etkisini ve endometriozis tedavisinde
etkili bir sekilde kullanilabilecegini, hormonal olmayan tedavi segenegi olarak insanlarda endometriozis
tedavisinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak oksidatif hasarin gostergesi olarak oksidan veya
antioksidan daha farkli parametreler eklenerek de etanerceptin oksidatif denge iizerine olan etkisinin
incelenebilecegi daha ileri insan ve hayvan ¢aligmalarina ihtiyag olabilecegini diisiinmekteyiz.
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