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ARASTIRMA

Sican Endometriozisinde Metformin, Letrozol ve
Atorvastatinin Karaciger ve Bobrekler Uzerindeki Etkileri”

Amag: Endometriozis, uterusun endometrium tabakasinin viicudun bagka bir bdlgesinde biyimesi
sonucu gelisen bir hastaliktir. Ayrica endometriozis sonucu olusan inflamasyon, karaciger ve
bdbrek gibi dokularda uzak organ hasarina neden olur. Yapilan bu ¢alismada siganlarda deneysel
olarak olusturulan ovaryan ve peritoneal endometrioziste metformin, letrozol ve atorvastatinin
karaciger ve bobrek dokusuna etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir.

Gere¢ ve Yontem: 35 sigan rastgele 5 gruba ayrildi. 1. Grup kontrol grubu olarak belirlendi,
endometriozis olusturulmadi. Grup 2, 3, 4 ve 5 ratlarda endometriozis olusturuldu. Tedavi gruplar
olan Grup 3'e 100 mg/kg/giin/oral metformin, Grup 4'e 0.1 mg/kg/giin/oral letrozol, Grup 5'e 2.5
mg/kg/gun/oral atorvastatin verildi. 28 glinin sonunda karaciger ve bdbrek dokulari ¢ikarildi ve
histopatolojik olarak incelendi.

Bulgular: Endometriozis modeli olusturulan sicanlarin karaciger dokularinda hafif 6dematéz ve
hemorajik alanlarin olustugu belirlendi. Tedavi gruplari endometriozis modeli olusturulan siganlarla
karsilastinldiginda bu alanlarin varligi belirgin sekilde azaldi ve klasik karaciger lobll yapisi
butlnligini korumaktaydi. Endometriozis modeli olusturulan siganlarin bébrek doku érneklerinde
tubdl epitelinde vakuolizasyon, tubul epitelinde dokulme ve kapiller konjesyon dikkati ¢ekti. Tedavi
gruplara ait bébrek doku érneklerinde ise bu bulgularin azaldigi gérildu.

Sonug: Bu calismada; metformin, letrozol ve atorvastatinin, deneysel olarak olusturulan peritoneal
ve ovaryan endometrioziste karaciger ve bébrek dokulari Uzerinde anti inflamatuar etkiler gésterdigi
bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Metformin, letrozol, atorvastatin, endometriozis, karaciger, bébrek

The Effects of Metformin, Letrozole, and Atorvastatin on the Liver and Kidneys in
Rat Endometriosis

Objective Endometriosis is a disease that develops as a result of the growth of the endometrial
layer of the uterus in another part of the body. In addition, inflammation resulting from
endometriosis causes distant organ damage in tissues such as the liver and kidneys. In this study;
we aimed to investigate the effects of metformin, letrozole, and atorvastatin on the liver and
kidneys in experimentally induced ovarian and peritoneal endometriosis in rats.

Materials and Methods: 35 rats were randomly divided into 5 groups. Group 1 was determined as
the control group. Endometriosis was formed in Group 2, 3, 4, and 5 rats. Group 3 received 100
mg/kg/day/oral metformin, Group 4 received 0.1 mg/kg/day/oral letrozole, Group 5 received 2.5
mg/kg/day/oral atorvastatin. At the end of 28 days, the liver and kidneys were removed and
examined histopathologically.

Results: It was determined that mild edematous and hemorrhagic areas were formed in the liver
tissues of rats for which the endometriosis model was created. The presence of these areas was
significantly reduced, and the classical liver lobule structure preserved its integrity when the
treatment groups were compared with endometriosis modeled rats. Tubular epithelial vacuolization,
tubular epithelial detachment, and capillary congestion were noted in renal tissue samples of rats
with an endometriosis model. A decrease in these pathological damages was observed in renal
tissue samples of the treatment groups.

Conclusion: In this study; metformin, letrozole, and atorvastatin were found to have anti-
inflammatory effects on liver and kidneys in experimentally induced peritoneal and ovarian
endometriosis.

Key Words: Metformin, letrozole, atorvastatin, endometriosis, liver, kidney

Giris

Endometriozis, uterus disinda endometriyal bezler ve stroma varlidi ile karakterize,
Ostrojene bagdimli kronik inflamatuar bir hastaliktir. Bu lezyonlar peritonda veya over
dokuda yerlesebilir veya bagirsak ve idrar kesesine derinlemesine infiltre olabilir.
Karmasik bir klinik sendrom olarak endometriozis, treme ¢agindaki kadinlarda siddetli
menstriel agri, pelvik agri, tubal tikanikhida bagli infertilite, over kistleri, subklinik pelvik
inflamatuar hastalik, kétu oosit kalitesi, endometriyal reseptivitede bozulma ve kansere
neden olabilir (1-4). Farkli hasta kosullari ve farkli tani kriterleri nedeniyle endometriozis

" Bu proje, Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Birimi (SBU-BAP) tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2017/050).
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prevalansini belilemek zor olsa da genel olarak infertil
kadinlarin yaklasik %25-50'sinde endometriozis oldugu
bilinmektedir. Endometriozisli kadinlarin %30 ila
%50'sinin kisir oldugu bildiriimektedir (5).

Endometriozisin patolojik kdkeni hakkinda bir fikir
birligi yoktur. Bununla birlikte, endometriozisin en ¢ok
kabul edilen nedeni, endometriyal dokunun fallop tupleri
yoluyla periton bosluguna retrograd menstriel akisidir
(6, 7). Alternatif etiyolojik faktorlerin, fetal gelisim,
s6lomik metaplazi ve venler ile lenfatik damarlar yoluyla
menstriel hiicre gégu sirasinda farklilasmayan veya go¢
etmeyen Muillerian kalintilari oldugu distinilmektedir (8).
Bu olaylar genetik, cevresel ve immunolojik faktorler
tarafindan kontrol edilir (6-8).

Endometriozis, Uriner sistemde de gorulmektedir.
Mesanede goérilen endometriozis durumunda sessiz
bobrek  kaybi  géruldigi  bildiriimektedir  (9-11).
Endometriozis nedeniyle bobrek fonksiyon kaybi riski de
olugsmaktadir (12). Uriner sistem disinda, pelvik bélgede
gorilen endometriozis sonucu ise endometriozis
kaynakli  hucrelerin  uzak organlara gé¢ ettigi
kaydedilmistir (13). Ancak ovaryan ve peritoneal
endometriozis durumunda uzak organ hasari olarak
karaciger ve bobrek dokularina dair bir galisma heniiz
yapiimamistir.

Endometriozisi tedavi etmek igin birgok farkli tibbi,
cerrahi ve alternatif tedavi uygulanmaktadir. Ancak
androjen ve gonadotropin salgilatici hormon kullanilarak
yapilan hormonal tedavi bir¢cok ciddi yan etkiye neden
olabileceginden, potansiyel terapétik ajanlar olarak non-
steroid anti-inflamatuar ilaglar ve aromataz inhibitorleri
tercih edilmektedir. Bu ajanlardan biri olan metforminin,
insulin duyarliigini gelistirmek igin bir anti-diyabetik ajan
olarak kullanildidi, inflamatuar yaniti baskiladigi,
aromatazi aktive ettigi ve endometriotik stromal hicre
proliferasyonunu inhibe ettigi bildiriimektedir (14, 15).
Endometriozisi azalttigi bilinen baska bir tibbi tedavi
ajani, toplam vicut Ostrojenini etkili bir sekilde azaltan,
steroid olmayan bir aromataz inhibitérii olan letrozoldir
(15-17). Genellikle kardiyovaskiler hastaliklari dnlemek
icin kullanilan atorvastatin, endometriotik implantlar
Uzerinde de anti-anjiyojenik ve gerileyici etkilere sahiptir
(18).

Ayrica endometriozis sonucu olusan inflamasyon
sadece bulundugu dokuyu etkilemekle kalmaz, kan
yoluyla tim vicuda dagilir. Bu inflamasyon durumu,
Ozellikle kan akisinin diger organlara nazaran daha gok
oldugu organlarda, uzak organ hasarina neden olur (11,
13).

Bu calismada, deneysel olarak olusturulan over ve
peritoneal endometrioziste metformin, letrozol ve
atorvastatinin karaciger ve bdbrek dokulari Uzerine
etkilerinin  histopatolojik ~ yontemlerle  arastiriimasi
amaglanmigtir.

Gerecg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Sicanlar sicaklik
kontrolli  bir ortamda (21-23 °C) ve 12 saatlik
aydinlik/karanhk doéngulerinde celik kafeslerde gruplar
halinde barindirilmistir. Deneysel prosedirler, Saglik
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Cerrahi islem: Sicanlar intraperitoneal olarak 75
mg/kg ketamin (Eczacibasi, Istanbul) ve 10 mg/kg
ksilazin (Bayer, istanbul) ile ameliyat masasina alindi.
Penset ile ayaklari kistirilarak anestezik maddenin
etkisinden emin olundu ve siganlar ameliyat masasina
supin pozisyonda sabitlendi. Endometriozis, Vernon ve
Wilson tarafindan agiklanan yéntem kullanilarak cerrahi
olarak baslatildi (19). Calismada, her biri 250-300 gram
agirhginda, 12 haftalik 35 olgun disi Wistar albino sigan
kullanildi. Vajinal sitoloji yoluyla, sigan 6strus (kizginlik)
fazinda olup olmadiklar tespit edildi. Ostrus siklusunun
degerlendiriimesinde kullanilan bir yéntem olan direkt
mikroskobik inceleme ile siganlarin 6strus fazinda olup
olmadiklari degerlendirildi. Bu yoéntem, vajinal yikama
soliisyonunu yayma haline getirilerek 1sik
mikroskobunda direkt gézlemle degerlendirme seklinde
yapilmistir (19). Ostrus fazinda olduklari tespit edilen
siganlara anestezi uygulandi. Kontrol grubu siganlarin
(n=7) batinlari agihp goézlenip kapatildi, herhangi bir
cerrahi islem uygulanmadi. Geriye kalan 28 siganin
yaklasik 1 cm sag uterin boynuzu, supra-umblikal
medyan laparotomi yoluyla eksize edildi. Daha sonra, bu
endometriotik  fragmanlarin 0.5 cm'si  peritoneal
endometriozisi induklemek igin pelvik peritonun sol
tarafinin  en  vaskilarize bdlgelerine  nakledildi.
Endometriotik fragmanin diger 0.5 cm'si, 6/0 Vicryl sttir
kullanilarak ovaryan endometriozisi indiklemek i¢in sol
over yiizeyine sabitlendi. ilk ameliyattan sonra tiim
siganlar 28 gin boyunca kafeslerinde herhangi bir
uygulama yapilmadan gézlendi, ardindan bu 28 sigan
rastgele gruplara ayrildi. Tim gruplarin detaylan
asagidaki sekildedir:

1. Kontrol (n=7): Batin acihp kapatilan, ilag
verilmeyen grup.

2. Endometriozis (n=7): Tedavi edilmemis,
endometriozis modeli olugturulan grup.

3. E+M (n=7): Metformin (Sandoz, Turkiye) ile
tedavi edilen endometriozis grubu (100
mg/kg/gun).

4. E+L (n=7): Letrozol (Novartis, Turkiye) ile tedavi
edilen endometriozis grubu (0.1 mg/kg/giin).

5. E+A (n=7): Atorvastatin (Sanovel, Turkiye) ile
tedavi edilen endometriozis grubu (2.5
mg/kg/gun).

Daha sonra siganlara ilaglar 28 gin sureyle 1 ml icme
suyunda eritilerek oral gavajla (po) uygulandi. 28 gunlik
tedavi sireci sonunda, deneyin 59. giind, tim siganlara
ketamin-ksilazin anestezisi ile Otenazi ve laparotomi
yapildi. Karaciger ve bdbrek dokulari gikarildi. Karaciger
ve bébrek dokulari histopatolojik olarak incelemek igin
%10’luk formalin igine alindi ve fikse edildi.

Histopatolojik inceleme: 24 saat %10’luk formalin
icinde fiksasyonlari tamamlanan karaciger ve bobrek
dokulari dereceli alkollerle dehidrasyona ugratildi ve
parafine  gobmdildi. Parafine gdmilen  dokular,
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hematoksilen ve eozin ile 11k mikroskobik yontemle
incelenmek Uzere mikrotom (Shandon Finesse 325,
Thermo Scientific) ile 5 um'lik kesitler halinde kesildi ve
lam Uzerine alindi. Once etliivde fiziksel
deparafinizasyon daha sonra ksilen icinde kimyasal
deparafinizasyonu tamamlanan &rnekler azalan alkol
serilerinden gecirilerek suya ulastirildi ve hematoksilen
ve eosin boyalar ile boyandi. Daha sonra artan alkol
serilerinden gegcirildi ve ksilen ile berraklastirilarak
entellan ile kapatildi. Boyali bélimlerin goruntileri 1s1k
mikroskobu (Olympus BX53, Tokyo, Japonya) ile analiz
edildi ve fotograflandi.

Bulgular

Histopatolojik bulgular (Endometriozis): Ovarian
ve peritoneal endometriozis olusturulan deneklerde hem
overde hem de peritonda endometrial bezler ile
endometrial stromaya benzer yapilar izlenmistir (Sekil 1).

Histopatolojik Bulgular (Karaciger): Kontrol
grubuna ait karaciger doku érneklerinin 151k mikroskobik
diizeyde incelemeleri sonucu merkezi ven, portal triad ve
hepatosit kordonlarindan olusan klasik karaciger lobuli

OVARIAN ENDOMETRIOZIS
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yapisinin - normal gorinimde oldugu belirlendi.
Endometriozis modeli olusturulan deneklerin karaciger
doku orneklerinde ise bazi hapatosit g¢ekirdeklerinin
piknotik hale geldigi, hicre sutunlari arasinda sinusoidal
konjesyona bagli hemorajik alanlarin olustugu dikkati
cekti. Tim tedavi uygulanan gruplar arasinda bir farklihk
olmamakla birlikte, endometriozis modeli olusturulan
deneklerle karsilastirildiginda piknotik ¢cekirdek sayisi ile
hemorajik alanlarin varligi belirgin sekilde azalmigti.
Klasik karaciger lobul yapisi buttnliginid korumaktaydi
(Sekil 2).

Histopatolojik  Bulgular  (Bdbrek):  Kontrol
grubuna ait bébrek doku o6rneklerinin 1s1k mikroskobik
incelemelerinde; Bowman kapsuli ve glomerular kapiller
agdan olusan renal cisimcikler ile tlbul sisteminin normal
yapida oldugu goruldu. Endometriozis modeli olusturulan
deneklerin bobrek doku 6rneklerinde ise kapiller
konjesyon ile birlikte bazi tubillerin epitelinde
vakuolizasyon ve dokilme ile karakterize hafif
dejeneratif degisiklikler dikkati ¢ekti. Tim tedavi
uygulanan denekler ile endometriozis modeli olusturulan
denekler karsilastirildiginda kapiller konjesyonda azalma
disinda bir farklilik bulunamadi (Sekil 2).

PERITONEAL ENDOMETRIOZIiS

A . 7

Sekil 1. Ovarian ve peritoneal endometriozis modelinde endometrial bezler (ok) ve endometrial stroma (yildiz) gosterilmektedir. (Boya:

Hematoksilen & Eozin)
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KARACIGER

Sekil 2. Tim gruplarin bébrek ve karaciger dokularinin histopatolojik olarak karsilastiriimasi. Bébrek doku kesitlerinde renal cisimcikler
(RC), normal yapida tubdiller (T), tibdl epitelinde vakuolizasyon (mavi ok), tiibll epitelinde dokiilme (yildiz) ve kapiller konjesyon (siyah
ok) gosterilmektedir. Karaciger doku kesitlerinde normal yapida hepatositler (H) ile piknotik ¢ekirdege sahip hepatositler (ok) ve
hemorajik alanlar (daire) gosterilmektedir. (Boya: Hematoksilen & Eozin)

Tartisma

Bu calisma, sican modelinde deneysel olarak
olugturulan ovaryan ve peritoneal endometriozisin
karaciger ve bobrek Uzerine etkilerini kargilastirmak icin
yapilmistir. Son zamanlarda, endometriozis igin tedavi
modaliteleri olarak yeni bilesikler arastirimaya
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baslanmistir. Ornegin, aromataz inhibitorleri
endometriozisi tedavi etmek i¢in basariyla kullaniimigtir
(20). Endometriotik lezyonlardaki yuksek aromataz
aktivitesi, endometriozis patogenezinde rol oynar.
inflamatuar sitokinler endometrioziste cAMP'ye bagl bir
yol araciligiyla aromataz sentezini de tesvik eder ve bu
da endometriotik lezyonlarda 6strojen Uretimine neden
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olur. Bu nedenle, sentetik aromataz inhibitorleri
genellikle endometriotik lezyonlari doza bagh bir sekilde
azaltmak i¢in kullanilir (21). Metformin, letrozol ve
atorvastatin gibi aromataz inhibitdrlerinin apoptoz
Uzerinde 6nemli olumlu etkileri oldugu gdsterilmistir (22-
24). Bir in vitro galisma, metforminin inflamasyon,
aromataz enzim aktivitesi ve endometriotik proliferasyon
Uzerinde baskilayici etkileri oldugunu bildirmigtir (14).
Metformin ve letrozol, baska bir in vivo calismada,
endometriotik implantlarda istatistiksel olarak anlamli
gerilemeye neden olmustur (15). Yiksek dozda
atorvastatinin  endometriotik  implantlarin  boyutunu
6nemli dlcide azalttigi bildirilmigtir (21). Bu calismalar
Isiginda, bu U¢ etken maddenin endometriozisin
olumsuz etkilerini azalttigini belirledik. Biz de bu
calismamizda, peritoneal ve ovaryan endometriozisin
metformin, letrozol ve atorvastatinle tedavisi ile
endometriozisin sebep oldugu uzak organ hasarinin
karaciger ve bobrek dokularinda azaltildigini histolojik
olarak gosterdik.

Metforminin endometriozis uUzerindeki etkisi ile ilgili
ilk ¢alisma 2007 yihnda Takemura ve ark. (14)
tarafindan bildiriimistir. Bu ¢alismaya gore, bir aromataz
inhibitérh  olarak metformin, endometriotik htcreler
tarafindan Uretilen IL-1B'yi baskilayarak, endometriotik
hicre proliferasyonuna neden olmak igin IL-8
sekresyonunu indiklemigtir. IL-8 Uretiminin inhibisyonu,
endometriotik hucrelerin proliferasyonunu durdurabilir.
Metforminin endometriozis Uzerindeki anti-inflamatuar ve
anti-proliferatif etkileri, proinflamatuar sitokin
sekresyonunu azaltarak, bir anti-endometriotik ilac
olarak kabul edilebilecedi anlamina gelir (14, 25). Bir
baska aromataz inhibitéri olarak letrozol, ileri evre
meme kanseri olan post menopozal kadinlarda rutin
klinik uygulamada kullaniimaktadir; serum Gstrojen
konsantrasyonlarini azaltmak icin aromataz enzimini
inhibe ederek etki eder (26). Bu calismada, aromataz
aktivitesini inhibe ederek sitokin salgisini azaltmak igin
letrozol kullaniimistir.  Birkag ¢alisma, peritoneal
endometriozis implantlarinda anjiyogenezin belirgin
sekilde arttigini dogrulamigtir. Bu nedenle, anjiyogenezin
olasi stimulasyonu sitokin diizeylerinin artmasina neden
olabilir. Atorvastatin gibi anjiyogenezi inhibe eden
ajanlar, fare endometriozis modellerinde ektopik lezyon
olusumunu etkili bir sekilde onler ve sitokin seviyelerini
disurdr (21, 27). Tim bu sebepler 1s1ginda, yapilan bu
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calismada endometriozisin etkilerini azaltmak amaciyla
metformin, letrozol ve atorvastatin kullaniimistir.

Endometriozisin  Uriner sistemde  gorilmesi,
endometriozis  hastalarinin ~ %1'inde  bildirilmistir.
Mesanede gorilen endometriozis durumunda pelvik
agridan kronik Ureteral obstrilksiyon durumunda sessiz
bébrek kaybina kadar degisen sonuglar olusur (9-11).
Endometriozis nedeniyle takip edilen hastalarda akut
sindirim tikanikligi veya bébrek fonksiyon kaybi riski de
olusmaktadir (12). Pelvik bdlgede goérilen endometriozis
sonucu endometriozis kaynakli hiicreler uzak organlarda
gorulmustir; ornedin beyin, karaciger, akciger ve dalak
gibi (13). Ancak ovaryan ve peritoneal endometriozis
durumunda uzak organ hasari olarak karaciger ve
bdébrek dokularina dair bir calisma tespit edilememistir.
Bu calisma, ovaryan ve peritoneal endometriozis
durumunda bdébrek dokusunda herhangi bir hasarin
olusup olusmadigini gdsterme amaciyla yapilmistir.
Ayrica endometriozis kaynakl inflamatuar hasarin
karaciger  Uzerindeki  etkileri  histolojik  olarak
gosterilmistir.

Sonug olarak; endometriozis, erigskin ve adolesan
hastalarda yasam kalitesini dustren bir hastaliktir.
Ayrica endometriozis sonucu olusan inflamasyon, birgok
organda uzak organ hasarina neden olur (9, 28).
Endometrioziste inflamatuar sireclerin  metformin,
letrozol ve atorvastatin ile tedavi edilmesi mimkundur
(22-24). Endometriozis modeli olusturulan siganlarin
karaciger dokularinda 6dematdéz ve hemorajik alanlarin
olustugu belirlendi. Tedavi gruplari endometriozis modeli
olusturulan siganlarla kargilastiriidiginda bu alanlarin
varligi belirgin sekilde azaldi. Endometriozis modeli
olusturulan siganlarin bobrek doku orneklerinde ise
vazodilatasyon ve tubuler yapida nekrotik degisiklikler
g6zlendi. Tedavi uygulanan siganlar ile endometriozis
modeli olusturulan siganlar karsilastiriidiginda
vazodilatasyonda azalma gorildi. Bu ¢alisma, deneysel
endometriozis modelinde metformin, letrozol ve
atorvastatinin karaciger ve bobrek dokulari tizerinde anti-
inflamatuvar etkilerini dogrulayan histopatolojik veriler
saglasa da bu mekanizmanin ileri ¢calismalari olarak
immunohistokimyasal ve biyokimyasal verilerle
desteklenmesi gerektigini disinmekteyiz.
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