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Ozet

Amac¢: Endometriozisin gelisiminde rol aldigi kesin
olarak gosterilmis tek faktor Ostrojendir. Bu ¢alismanin
amaci; ratlarda deneysel olarak olusturulan endometriozis
modelinde, {iglincli jenerasyon selektif Ostrojen reseptor
modiilatorii olan bazedoksifenin endometriotik odaklar
iizerindeki etkisini histopatolojik ve immiinohistokimyasal
yontemler kullanarak arastirmaktir.

Gerecler ve Yontem: Bu randomize, plasebo kontrolli,
deneysel arastirma Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
Deney Hayvanlart Laboratuvar’mda yiiriitilmistir.
Arastirma i¢in 20 adet Wistar Albino tiiri disi rat
kullanilmistir. Otolog endometrial dokunun sag pelvik
yan duvara implante edilmesiyle ratlarda deneysel
endometriozis modeli olusturulmustur. Otuz giinlik
iyilesme periodundan sonra endometriozis odaklar1 ikinci
laparatomiyle degerlendirilmis ve ratlar randomize olarak
iki gruba ayrilmstir. Tedavi grubu olan Grup ' e (n =10)
3 mg/kg Bazedoksifen oral olarak giinde bir kez otuz
giin boyunca verilmistir. Kontrol grubu olan Grup II ' ye
(n =10) ise herhangi bir medikal tedavi verilmemistir.
Otuz giin sonra iglincii laparatomi gerceklestirilerek
tedavi ve kontrol gruplarindaki endometriotik odaklar
cevre dokuyla birlikte histolojik ve immiinohistokimyasal
inceleme icin ¢ikarilip patolojik incelemeye gonderilmistir.
Histopatolojik skor epitelyal tabakanin korunmasi esasina
gore degerlendirilmistir. Ilaveten endometrial implantlarin,
VEGF, MMP-2 ve MMP-9 i¢in immiinohistokimyasal
incelemeleri de yapilmustir.

Bulgular: Tedavi alan grup ile kontrol grubunun
endometriotik lezyon hacimleri karsilastirildiginda tedavi
alan grupta kontrol grubuna goére lezyon hacimlerinin
anlamli olarak diisiik oldugu saptanmistir. (p<0.05)
Histolojik skorlamada kontrol grubuna gore tedavi alan
grupta skorlar belirgin olarak diisiik saptanmustir (p<0.05).
Immiinohistokimyasal skorlarda ise kontrol ve tedavi
grubu arasinda anlamli fark saptanmamustir (p> 0.05).).
Sonug¢: Bazedoksifenin endometriotik odaklarm hacmi ve
histopatolojik yapilar1 iizerinde geriletici bir etkisi oldugu
goriilmustiir. Bazedoksifen, endometriozis tedavisinde
yeni bir alternatif olabilir.

Anahtar Kelimeler: Endometriozis, bazedoksifen, rat
model, selektif dstrojen reseptor modiilatdrleri

Abstract

Aim: The only factor that is proved on the pathogenesis
of endometriosis is estrogen. The aim of this study
is to investigate the effect of bazedoxifene, a third
generation selective estrogen receptor modulator, on
the endometriotic implants in the rat endometriosis
model by using histopathological examination and
immunohistochemical assays.

Materials and Method: This randomized, placebo-
controlled, experimental study was conducted in the
Animal Research Laboratory at Ankara Education and
Research Hospital. The study was performed on 20
Wistar female albino rats. Experimental endometriosis
model was constituted with implantation of autologous
endometrial tissue on the right side of the pelvic wall.
The endometriotic implants were examined by second
laparatomy after 30 days, and the rats were divided
randomly into two groups. Group 1 received 3 mg/
kg Bazedoxifene (n =10) per oral, once a day, for 30
more days. Group 2 (n =10) was the control group and
did not receive any medical treatment. After 30 days of
treatment period, the third laparatomy was performed,
endometriotic lesions volumes were measured, and
endometriotic foci were extracted for histopatological
and immunohistochemical evaluation. Histopathological
scoring was evaluated according to preservation of
epithelial layer. In addition, endometrial implants were
evaluated immunohistochemically for VEGF, MMP-2
and MMP-9.

Results: The volumes of the lesions were smaller in the
group which was treated with bazedoxifene than the ones
in the control group which was statistically significant
(p<0.05). The histopatological scores decreased after
the treatment which was also statistically significant
(p<0.05). There were no significiant differences among
the groups with respect to immunohistochemical
parameters (p> 0.05).

Conclusion: Bazedoxifene treatment was seen to have
a regressive effect on the volumes and histopathological
structure of endometriotic implants. Bazedoxifene could
be regarded as a new alternative in the treatment of
endometriosis.

Keywords: Endometriosis, bazedoxifene, rat model,
selective estrogen receptor modulators.
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Giris

Endometriozis gelisim ve bilylimesi Ostrojen
bagimlidir ve bugiin i¢in hem 0strojen tiretiminin hem de
metabolizmasinin, endometrioziste hastaligi ilerletecek
sekilde degisiklige ugradigina dair giiclii kanitlar vardir
(1). Son yillarda endometriozisin patogenezinin 6zellikle
molekiiler diizeyde daha iyi anlagilmasi ile yeni ilag
tedavileri tizerine yogunlagilmistir. Bazedoksifen tiglincii
jenerasyon bir selektif Ostrojen reseptér modiilatoriidiir,
uterus ve meme lizerinde stimiile edici etkisi olmayan bir
ajandir.

Bu calismanin amaci; ratlarda deneysel olarak
endometriozis olusturmak ve bir selektif estrojen reseptor
modiilatérii (SERM) olan Bazedoksifen’in endometriotik
odaklarin  tedavisindeki etkisini  histopatolojik  ve
immiinohistokimyasal olarak aragtirmaktir. Doku selektif
etkisi sebebiyle, endometriuma spesifik antagonist etkisi

sayesinde endometriozis tedavisi igin iyi bir alternatif
olabilir (2,3).

Geregler ve Yontem

Arastirma i¢in deney hayvanlari, Ankara Egitim
ve Aragtirma Hastanesi’ne bagli Deney Hayvanlari
Unitesi’nden saglandi ve arastirma aymi {initede
yuritildi. Agirhiklar: 201-267 gram arasinda degisen 20
adet disi Wistar Albino sicani kullanildi. Tim islemler
icin Dr. Zekai Tahir Burak Kadin Saglhigi Egitim ve
Arastirma Hastanesi Egitim Planlama ve Koordinasyon
Kurulundan ve Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan onay alindi.
Caligsma i¢in secilen ratlar, bireysel olarak kafeslenerek
operasyon oncesi 1 hafta ortama uyum saglamalari
beklendi. Kafeslerde altlik materyali olarak ince sar1
saman kullanildi ve bakim odasinda 1s1 24 = 1 C 0, nem
orant % 55 £5 ve 1s1k/zaman ayar1 12/12 saat olarak
belirlendi.

Resim 1. Sag pelvik yan duvara yerlestirilen implantin
goriinimii.

Homojenizasyon saglamak amaciyla, fare resimleri
smear degerlendirmesi ile estrus fazinda oldugu saptanan
ratlara ketamin hidrokloride (i.m 40 mg/kg % 10 alfamin)
ve xylazine hidroklorid (i.m 2 mg/kg % 2 alfazin)
anestezisi altinda operasyon yapilarak, endometriozis
modeli olusturmak amaciyla, otolog endometrial

doku batin sag yan duvarina implante edildi (Figiirl).
Postoperatif 30. giinden sonra ratlara ikinci laparotomi
yapilarak endometriozis olusup olusmadigi belirlendi,
endometriotik odaklarin makroskopik o6zellikleri kayit
edildi ve endometriotik odaklarin hacim oOlglimleri
yapildi. Bir haftalik iyilesme periodunun ardindan ratlar
randomize olarak 2 gruba ayrildi; Grup I ' e (n =10)
(tedavi grubu) 3 mg/kg Bazedoksifen (Conbriza® 20
mg tablet, Pfizer, Collegeville, PA) gavaj yoluyla giinde
bir kez otuz giin boyunca verildi. Grup II ' ye (n =10)
ise (kontrol grubu) 30 giin boyunca yine gavaj yolu
ile ayn1 miktarda serum fizyolojik uygulandi. Ilacin
uygulama siklig1 ve siiresi onceki ¢alismalar goz ontinde
bulundurularak belirlenmistir (4,5,6).

Otuzgiinsonundaratlaraii¢iinciilaparotomiuygulandi.
Endometriotik  odaklarin  makroskopik  &zellikleri
kayit edildi ve hacim olglimleri yapildi. Endometriotik
odaklar  histopatolojik ve  immunohistokimyasal
inceleme amacrtyla ¢ikartildi. Ratlar yiiksek doz anestezi
ile sakrifiye edildi. Gruplar; endometrial odaklarin
makroskopik o6zellikleri, hacimleri, histopatolojik ve
immunohistokimyasal sonuclar acisindan karsilastirildi.

Ornekler Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
Patoloji laboratuarinda degerlendirildi. Dehidrate edilip
parafin bloklara gomiildiikten sonra 4-6 mikronluk
kesitler hazirlanip hematoksilen-eozin boyasi uygulandi.
Preparatlar 151k mikroskopisi altinda incelendi.

Endometriozisin  histolojik  tanis1  endometrial
glandiiler doku ve stromanin morfolojik olarak
identifikasyonu esasina dayanir. Bu c¢alismada onceki
calismalardaki  gelistirilmis metot esas alinarak
endometriozis odaklarindaki epitelyal hiicre persistansi
semikantitatif olarak degerlendirildi (5,6). Endometriotik
odaklarin  histolojik ~ ve  immiinohistokimyasal
degerlendirmeleri gruplardan habersiz ayni patolog
(M.CQ) tarafindan yapildi. Histolojik skorlama 0-3 olarak
yapildi. Tedavi ve kontrol gruplarinin skorlart istatistiksel
olarak karsilastirildi.

Endometriotik implantlarin immiinohistokimyasal
incelemesi

Parafin bloklara gomiilen dokulardan 5 mikronluk
kesitler alinarak bir gece boyunca 37°C ve 1 saat 60°C
de inkiibe edildi. Her olgu i¢in negatif kontrol kullanild1.
Pozitif kontrol igin primer antikor (1/300 diliie edilmis
sekilde) preimmiinsera ile birlikte kullanildi. Matrix
Metalloproteinaz 2 ( MMP-2) ( MMP2-507 Lyophilised
Concentrated Monoclonal Antibody, Leica Biosystems,
Wetzlar, Germany ) , Matrix Metalloproteinaz 9 (MMP-
9) (MMP9-439 Lyophilised Concentrated Monoclonal
Antibody, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany ) ve
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Cat # RB-
222-P /Labvision/NeoMarkers Corporation, Fremont CA,
USA) antikorlar1 kullanim klavuzuna gore streptavidine —
biotine peroxydase complex metodu kullanilarak uygulandi.
Tiim olgular Leica DMI 4000 B 151k mikroskobu (Leica,
Wetzlar, Germany) ile degerlendirildi. Her spesimen 40X
biiytitmede bakildi.
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VEGF anjiojenezin giiclii ve spesifik bir uyaricisidir,
endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu stimiile eder ve
ayni zamanda monositler icin kemoreaktandir. Pozitif
VEGF boyanan epitel hiicrelerini VEGF boyama
yogunluguyla yilizdelerinin carpimiin toplamindan
VEGF boyama i¢in H SCORE (histolojik skor) elde
edilmistir. H SCORE=}Pi(I+1). Burada, I boyama
yogunlugunu gostermektedir (0= ekspresyon yok,
I=hafif, 2=orta, and 3=yogun) ve Pi her yogunluk i¢in
boyanan hiicre ytlizdesidir (5).

Pozitif MMP-2 ve MMP-9 boyanan epitel ve stroma
hiicrelerinin MMP-2 ve MMP-9 boyanma yogunluguyla
yiizdelerinin ¢arpiminin toplamindan epitel ve stroma i¢in
ayr1 ayrt H SCORE (histolojik skor) elde edilmistir

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi SPSS for Windows 20.0
paket programinda yapilmistir. Degerlendirmelerde;
gruplararasi karsilagtirmalarda normal dagilan nicel veriler
icin Student’s t testi, dagilmayanlar i¢in Mann-Whitney U
testi, kategorik veriler icin Fisher-Exact testi, her grupta
zamana bagli degisimlerin karsilagtirmasinda normal dagilan
veriler i¢in Paired t testi, dagilmayanlar i¢cin Wilcoxon testi
kullanilmustir. Nicel veriler i¢in tanimlayict deger olarak
ortalama =+ standart sapma ( normal dagilan veriler i¢in ),
Medyan ve Interquartil Range (IQR ), kategorik veriler
icin frekans ve yiizde degerleri kullamlmustir. Istatistiksel
anlamlilik sinir1 0.05 olarak kabul edilmistir.

Bulgular

Tiim ratlar cerrahi islemleri iyi tolere etti, her
laparotomi asamasinda insizyonlar: intaktti ve ratlarmn
higbirinde insizyonel herni gortilmedi. Tedavi grubunda,
tedaviye bagli olarak ratlarin genel durumunda herhangi bir
olumsuz etki gozlenmedi, tedaviden ve operasyonlardan
dolay1 kayip olmadi. Kontrol grubunda da ratlarm
genel durumlarinda herhangi bir olumsuzluk izlenmedi,
operasyonlara bagli bir kayip olmadi.

Nodiill olusumu agisindan tedavi ve kontrol
gruplart  ikinci laparatomi ve iglincli laparotomi
sirasinda  karsilastirldiginda  Fisher-Exact testine gore
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (p>0.05).
Hidrosalpenks olusumu agisindan tedavi ve kontrol
gruplart ikinci laparatomi ve iiciincii laparotomi sirasinda
karsilastirldiginda Fisher-Exact testine gore istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamustir (p>0.05). Endometriotik
odaklarda damarlanma artis1 agisindan tedavi ve kontrol
gruplart ikinci laparatomi sonrast ve iglincii laparotomi
sonrast karsilagtirildiginda  Fisher-Exact testine  gore
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (p>0.05).

Tedavi grubunda ikinci laparotomi sonrasi (tedavi
oncesi) endometriotik odaklarin ortalama hacmi 11,87 mm?
iken, tedavi sonrasi gerileyerek 4,93 mm? olmustur. Kontrol
grubunda ise, ikinci laparatomi sonrast endometriotik
lezyonlarin ortalama hacmi 1,23 mm?® iken, iglincii
laparatomi sonrasi lezyonlarm ortalama hacmi artarak 15,87
mm?® olmustur. Wilcoxon testine gore; tedavi grubundaki
tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi endometriotik odaklarin
ortalama hacmindeki azalma ve kontrol grubundaki ikinci

ve ticiincii laparatomiler arasindaki ortalama hacimde artma
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Tedavi sonrasi ti¢lincii laparotomide biyopsi ile alinan
endometriotik lezyonlarin histopatolojik incelenmesinde
tedavi grubunda ortalama histopatolojik skor 1
olarak hesaplanmistir. Kontrol grubundaki ortalama
histopatolojik skor ise 3 olarak hesaplanmistir. Mann-
Whitney U testine gore tedavinin histopatolojik skora
etkisi anlamli bulunmustur (p<0,05) ( Tablo 1).

VEGF H Skoru ortalama diizeyi hem tedavi hem
de kontrol grubunda ortalama 2 olarak hesaplanmistir
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamistir (>0,05) (Tablo 2) . MMP-2 epitel ve
stromadaki H Skoru ortalama diizeyi hem tedavi hem
de kontrol grubunda ortalama 1 olarak hesaplanmistir.
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamustir (>0,05) (Tablo 2).

MMP-9 H Skoru tedavi grubunda hem epitelde hem
de stromada ortalama olarak 1 olarak hesaplanmistir.
Kontrol grubunda ise epitelde ortalama 1 iken stromada
ortalama olarak 1,5 bulunmustur. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (>0,05)
(Tablo 2) .

Tablo 1. Tedavi ve kontrol gruplarinin endometriotik

lezyonlardaki  histopatolojik ~ skor  diizeylerinin
karsilastiriimasi
Grupl Grup II P
(Tedavi grubu) | (Kontrol grubu)
(n=10) (n=10)
Endometriotik | 1(1,25) 3(1) <0,001
Odaklardaki
Histopatolojik
Skor
Medyan (IQR)

+ : Mann-Whitney U test

Tablo 2. Tedavi ve kontrol grubunun VEGF, MMP-2 VE
MMP-9 H skoru diizeylerinin karsilastiriimasi

Grup I Grup IT P
(Tedavi grubu) | (Kontrol grubu)
(n=10) (n=10)
VEGF H Skoru
Medyan (IQR) 22) 2@ 22
MMP-2 H Skoru
Medyan (IQR) 10) 1M >0,05+
Epitel 10,25) 1,501,23) >0,05+
Stroma p>0,05¥ p>0,05¥
MMP-9 H Skoru
Medyan (IQR) 1(0,25) 1(1)
Epitel 1(0.25) 1,5(1) ig ’ggi
Stroma p>0,05¥ p>0,05¥ ’

+ : Mann-Whitney U test, ¥ : Wilcoxon testi
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Tartisma

Endometriozis toplumda olduk¢a sik goriilen,
dismenoreden infertiliteye uzanan genis spektrumlu bir
klinige sahip; hem jinekoloji hem de nadir de olsa iiroloji,
g0giis hastaliklari, dermatoloji gibi baska branglari
da ilgilendiren kronik bir rahatsizliktir. Tamamen kiir
saglayacak bir tedavi heniiz gelistirilememistir. Mevcut
tedaviler genellikle agriyr bloke edici ve endojen
steroid {iretimini azaltmaya yonelikti. Hormonal
tedaviler yan etkileri sebebiyle uzun siireli olarak
kullanilamamaktadir. Tedavide giinlimiizde en sik
tercih edilen medikal ajanlar GnRH agonistleri, oral
kontraseptifler, progestinler, danazoldiir. Tiim bu medikal
tedaviler uzun siireli kullanimda yan etkilerinden dolay1
hastalar tarafindan tolere edilememekte, endometriozise
bagli semptomlar tekrarlamakta ve hastaligin ilerlemesi
durdurulamamaktadir. Bu yan etkilerin en az oldugu
ve endometriozisin ilerlemesini durduracak tedavilere
ihiyag vardir. Over ve periferik dokulardan {retilen
Ostrojenin  endometriotik  odaklardaki  faaliyeti
durdurulur ise endometriozis tedavi edilebilir. Yeni
tedavi modalitelerinin test edilmesinde endometriosis
modeli olusturulan deneysel ¢alismalar ¢ok yararlt birer
aractir. Etik nedenlerden dolay1 bu ¢aligmalari insanlarda
yapmak miimkiin olmamaktadir. Bu ¢alismada da
endometriosisi tedavi edebilecegini disiindiiglimiiz
bazedoksifenin etkinligini gostermek igin, ratlarda
endometriozis Vernon MW ve arkadaslarinin &nerdigi
sekilde otolog endometrial dokunun peritoneal kaviteye
stitiire edilmesi yoluyla indiiklenmistir (7).

Selektif Ostojen reseptér modiilatorleri arasinda
FDA onayl yalnizca tamoksifen ve raloksifen vardir.
Endometriozis tedavisi igin ¢esitli selektif Ostrojen
reseptdor modiilatdrleri deneysel olarak olusturulan
endometriozis modellerinde kullanilmistir ancak yan
etkilerin en aza indirildigi Gglincli kusak SERM olan
bazedoksifenin endometriotik odaklarin tedavisindeki
etkinligini gosteren yalnizca bir ¢alisma bulunmaktadir.
Yao Z. ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada overektomize
ratlarda olusturulmus bir endometriozis modelinde
bir gruba oral raloksifen, bir gruba &strojen verilmis,
bir gruba da hi¢ bir hormonal veya medikal tedavi
verilmemistir. Calismanin sonucunda, dstrojen alan rat
grubunda endometriotik lezyonlarin ortalama hacimleri
biiyiirken, hi¢ bir hormonal tedavi almayan overektomize
ratlarda endometriotik odaklarin  hacimlerinde en
fazla gerileme saptanmustir, raloksifenle tedavi edilen
ratlarda da endometriotik odak hacimlerinin azaldig1
goriilmiistiir (8). Altintag D. ve arkadaslarinin yaptigi
calismada deneysel olarak olusturulan endometriozis
modelinde oral olarak verilen raloksifen ve anastrazol
kontrol grubuyla karsilastirilmis, endometriotik odaklart
tedavide her ikisinin de etkili oldugu gosterilmistir (9).

Crabtree JS. ve arkadaglarinin  overektomize
farelerde yaptig1 bir ¢alismada; oral olarak uygulanan
bazedoksifen, raloksifen, lasofoksifenin fare uterusu ve
meme dokusundaki etkinlikleri karsilastirilmistir. Fare
uterusunda bazedoksifen'in en fazla antagonist ve en az

agonistik etkide oldugu goriilmiistiir (10). Bryan J. ve
arkadaslarinin yaptig1 benzer bir ¢aligmada overektomize
farelerde  bazedoksifen, raloksifen, lasofoksifenin
fare meme dokusundaki etkileri karsilastirildiginda
bazedoksifenin en az meme stimiilasyonu yaptigi
gosterilmistir (11). Kulak J. ve arkadaslarmin yaptig
calismada; farelerde deneysel olarak indiiklenen
endometrioziste sekiz hafta boyunca haftada bes
kez intraperitoneal olarak bazedoksifen verilmistir.
Makroskopik, histopatolojik ve genetik incelemeler
sonucunda bazedoksifen ile tedavi grubunda higbir aktif
endometriozis odagina rastlanmamis, endometriotik
lezyonlarin yiizey alani 6l¢iimlerinin ortalamasi azalmis;
ayrica bazedoksifenle tedavi edilen grupta over hacminde
degisiklik olmamis, uterus islak agirligt azalmis ve
uterusta gen ekspresyonunun PCR ile azalmis oldugu
saptanmugtir (12). Bu deneysel ¢alismada bazedoksifenin
uygulama siklig1 ve siiresi 6nceki ¢alismalar goz dniinde
bulundurularak belirlenmistir (2,12,13). Otuz giinliik
tedavi sonunda kontrol grubuyla karsilagtirilan tedavi
grubunda makroskopik olarak endometriotik lezyonlarda
nodiil olusumu, damarlanma ve hidrosalpenks
goriiniimiinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
izlenmemistir (p>0,05). Ancak bazedoksifenle tedavi
edilen grupta lezyon hacimleri yaklagik %60' a kadar
azalmis ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05) Tedavi edilen grupta histopatolojik bulgular
yine tedavinin etkinligini gdstermektedir. Tedavi verilen
grupta histopatolojik skor degerleri kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik saptanmistir (p<0,001).

Sonug olarak; bu ¢alismada ratlarda deneysel olarak
olusturulan endometriozis modelinde ii¢iincii jenerasyon
bir SERM olan bazedoksifenin endometriozisteki etkinligi
morfolojik ve histopatolojik olarak gosterilmistir. Bu
konuda yapilan g¢alisma sayist azdir. Bazedoksifenin
ratlarda endometriotik odaklarda kiigiilme sagladigimi
ve histopatolojik olarak endometriotik implantlari
gerilettigini gdsteren bu c¢alisma baska deneysel
calismalarla  desteklendikten sonra, bazedoksifen
insanlarda endometriozis tedavisinde kullanilabilir.
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