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OZET

Lapatinib’in Sican Over ve Uterus Dokulari Uzerine Olan Etkilerinin Isik ve
Elektron Mikroskobik Dizeyde Arastiriimasi

Molekuler onkolojideki 6nemli geligsmeler sonucunda gundeme
gelen hedeflenmis anti-kanser tedavisinde kullanilmaya basglanan birgok
ilag, huicre reseptdrleri ve hticre igi sinyal molekulleri ile etkilegerek timor
hucrelerinin ¢ogalmasini durdurmaktadir. Bu tir tedavilerin yoneldigi
hedeflerin fizyolojik gorevleri de bulunmakta olup bazi hedefe ydnelik
ilaglarin kullanimi sirasinda cesitli yan etkilerin gelistigi rapor edilmistir.
Hedefe yonelik tedavide kullanilan ilaglardan biri olan Lapatinib hicre
icine girerek epidermal biayume faktori ve reseptorine bagh tirozin kinaz
aktivitesini inhibe etmektedir. EGFR ve HER2 bircok memeli uterusunda
ve overlerde bulunmakta, uterus aktivitesi, oosit matirasyonu ve folliktler
gelisim Gzerinde etkili olmaktadir. Caligmamizda Lapatinibin sigan uterus
ve over dokularinda yol acabilecegi degisikliklerin biyokimyasal, 1g1k ve
elektron mikroskobik diizeyde incelenmesi amaglandi.

24 adet Wistar cinsi disi sigan 3 gruba ayrilarak, deney gruplarina
sirastyla 30mg/kg ve 75mg/kg Lapatinib, kontrol grubuna ise ayni miktarda
distile su oral gavaj yoluyla, sabah ve aksam ginde 2 kez olmak tzere 14
gin uygulandli. Deney sonunda anestezi altindaki hayvanlardan
biyokimyasal analizler ic¢in intrakardiak kan oOrnekleri, 1g1k ve elektron
mikroskobik inceleme icin uterus ve over doku ornekleri alindi. E 170
immunoassey yontemi ile kan serum diizeyinde 6strojen, progesteron,
FSH ve LH seviyeleri olcilirken 1gik ve elektron mikroskobik doku
hazirlama yontemlerine uygun olarak hazirlanan dokulardan elde edilen
kesitler, Jeol 1400 TEM ve Olimpus BX 50 1gik mikroskoplarinda
degerlendirildi.

Deney gruplarina ait siganlarda 0Ostrojen ve progesteron
seviyelerinde azalma yaninda 1sik ve elektron mikroskobik kesitlerde,
endometriyumda stromal hicreler ve bezlerde, overlerde ise oosit,
grantloza hucreleri ile interstisyel hicrelerde yapisal degisikliklerin
gelistigi ve bu degisikliklerin yiksek doz grubunda daha belirgin oldugu
gozlendi.

Sonug olarak Lapatinib gibi hedefe yonelik tedavilerde kullanilan
ilaclarin hedefledigi reseptorler ve sinyal molekillerinin blokajina bagh
olarak bunlarin kullanildigi doku ve organlarin yapi ve fonksiyonlarinda
degisiklikler geligebilecegi kanaatine varildi.

Anahtar sdzciikler: Over, Uterus, Lapatinib, ince yapi



ABSTRACT

The Electron and Light Microscopic Evaluation of Effects of the Lapatinib
on Rat Ovary and Uterus

As a result of the important developments in molecular oncology,
many drugs on the agenda started to be use in targeted anti-cancer
treatment interrupt proliferation of tumor cells via interacting with cell
receptors and intracellular signaling molecules. The objectives of this
kind of treatments have physiological functions however it has been
reported that a variety of adverse effects can be develop during the use of
some targeted drugs. Lapatinib is one of the drugs which is used in
targeted therapies, enters into the cell and inhibits the activity of
epidermal growth factor and receptor-linked tyrosine kinase. Many
mammalian uterine and ovarian tissues have EGFR and HER2 which
influence uterine activity, oocyte maturation and follicular development.
Our study aimed to investigate changes on uterine and ovarian tissues of
rats may cause by Lapatinib on biochemical, light and electron
microscopic levels.

24 female Wistar rats were divided into 3 groups, respectively we
applied 30 mg/kg and 75 mg/kg Lapatinib to the experimental groups and
the same amount of distilled water was given to the control group twice a
day dose by gavage during the 14 days. Intracardiac blood samples were
taken from the rats under anesthesia for biochemical analysis, uterine and
ovarian tissue samples were taken for light and electron microscopic
examination at the end of the experiment. FSH, LH, estrogen and
progesterone levels in blood serum were measured via E170
Immunoassay method as well as sections from the tissues which were
prepared accordance to the methods of light and electron microscopy
were examined by Jeol 1400 TEM and Olimpus BX50 light microscope.

Beside the reduction of estradiol and progesterone levels in the rats
of experimental groups, it was observed that there were structural
changes in stromal cells and glands of endometrium, oocyte, granulose
cells and interstitial cells of ovaries and it was pointed out that these
changes were more prominent in the high dose group.

In conclusion, depending on blockage of receptors and signal
molecules are targeted by drugs which are used to targeted therapies
such as Lapatinib which can cause structural and functional changes of
tissues and organs.

Key Words: Ovary, Uterus, Lapatinib, Ultrastructure.



1. GIRIS

Son yirmi yil igcinde molekuiler onkolojideki 6nemli gelismeler sonucunda
karsinogenez, tiumoér bldylumesi ve invazyonu ile metastaz biyolojisinde énemli
gelismeler olmus ve gunuimizde yeni gelistirilen anti-kanser ilaglar ile
hedeflenmis anti-kanser tedavisi gindeme gelmistir *. Konvansiyonel
kemoterapiler “selektif” olmadiklari igin prolifere olan timér hicrelerini yok
ederken normal hiicreleri de ortadan kaldirmaktadirlar. Hedeflenmis terapdtikler
ise “selektif hedefleri” nedeniyle “6zgiul molekiiler defekti” olan timér hiicrelerine
yonelerek kanser hucresini hedef hicre aracihgr ile &ldurirken normal
hiicrelerin yasamasina olanak tanimaktadirlar 2.

Bu kapsamda son yillarda EGFR’ye 6zgil monoklonal ve TK inhibitorleri
klinikte erken faz calismalarinda yer almaya bagslamistir. EGFR’ye baglanan
ligandin bloke edilmesi, reseptériin monoklonal antikorlar ile bloke edilmesi
veya tirozin kinaz aktivasyonu ile inhibe edilmesi dnemli bir tedavi yaklasimi
olusturmaktadir. HER2 pozitif meme kanserinde kemoterapiye ek olarak hedefe
yonelik tedaviler gelistirilmistir ve Trastuzumab ilk hedefe yonelik ila¢c olmustur.
Lapatinib ise bunlardan sonra gelistirilen, kanserli hiicrede sinyal yollarini etkin
bir sekilde inhibe eden EGFR ve HER2 tirozin kinaz inhibitoradur 2 34,

EGF, hicre membranlarindaki 6zgin reseptorlere (EGF reseptori)
baglanarak intraselliler olaylar serisini baslatirlar °>. EGFR aktivasyonu timor
blyumesini ve ilerlemesini stimile eder, proliferasyonu arttir ve anjiyogenesis,
invazyon, metastaz ve apoptozis inhibisyonunu saglar ® ’. Epidermal biyiime
faktori reseptdr ailesinin doért dyesinden biri olan HERZ2, tirozin kinaz
aktivitesine sahip transmembran reseptoridir ve normal durumda hicre
biyiimesi ve cogalmasinda rol alir %2,

EGF reseptorleri, tip 1 reseptor kinaz olarak da bilinir. EGF reseptorinin
fizyolojik olmayan aktivasyonu, kontrol edilemeyen hiicre bdlinmesi ile
sonuclanir. Bircok insan tumorinde EGF reseptorinin asirt miktarda

ekspresyonu kétii prognozla ilgilidir °. HER2 artisi ve asiri ekspresyonu meme



kanserlerinin %30’ unda, ovaryan kanserlerde ve mide kanserinde goralmustdr.
EGFR’nin meme, endometriyum ve over kanserli dokularda fazla miktarda
bulundugu gésterilmistir °.

insan tiimorlerinde EGF reseptorii asirn miktarda eksprese edildiginden
kanser tedavisinde bu reseptérin inhibisyonu rasyoneldir. Gunimizde
inhibisyonu saglamak icin 2 yaklasim vardir: Monoklonal antikorlar ve EGFR
tirozin kinaz inhibitorleridir. Lapatinib oral alinan, kiiciik molekil yapisinda olan
bir reversible EGFR ve HER2 tirozin kinaz inhibitoridir ' *# ** 14 apatinib
kiguk molekll yapisinda oldugundan hucre igine girerek hem EGFR hem de
HER2 reseptoriine bagli tirozin kinaz aktivitesini inhibe eder 2.

Lapatinib’in faz 1 ve 2. denemelerinde birkag timor tipine karsi
aktivitesine bakilmis ve 6zellikle meme kanserinde etkisi denenmistir. Faz 3
calismasinda ise Lapatinib HER2-pozitif ve HER2-negatif metastatik hastalarda
denenmigtir ve sonug¢ olarak HER2-pozitif meme kanseri hastalarin kullanimi
icin onay almistir *> . Diger tirozin kinazlara benzer sekilde, Lapatinib iyi tolere
edilebilir. Baslica toksisitesi kizariklik (%31), ishal (%65), hand-and-foot
sendromu (%53), yorgunluk (%10) ve mide bulantisidir (%13) 1% 6 17. 1819, 20. 21,
22 | apatinib’in purkinje liflerinde kardiyak APD'yi (aksiyon potansiyel siiresini)
uzattidi belirtilmis ayrica HER2 yolunun inhibe olmasinin kardiyak disfonksiyona
neden oldugu rapor edilmistir 1* 2,

EGFR, overlerde follikil igeriside graniloza ve teka hticrelerinin yani sira

%5 insanin menstrual siklusunda EGFR ve

korpus luteumda bulunmaktadir
HER2'nin uterusta yilizey ve bez epitel hicrelerinde eksprese edildigi ayni
zamanda HER2'nin (c-erbB2 veya neu) overde primordiyal germ hicrelerinde,
granutloza hucrelerinde, luteal hicrelerde ve oositte ekprese oldugu ve
primordiyal follikil buytumesi, graniloza hiicre fonksiyonu regulasyonu, oosit
olgunlasmasinda rol oynadi§i 6ne strtlmiistir 2* 2°.

EGFR ve HERZ2'yi inhibe eden Lapatinib’in over ve uterus dokularinda
yapisal bir degisiklige yol acip acmadigini gosteren bir calisma heniz
literatiirde bulunmamaktadir. Bu calismada Lapatinib verilen sicanlarin uterus
ve over dokularinda meydana gelen degisikliklerin 1s1k ve elektron mikroskobi

duzeyinde incelenmesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sigan Over Histolojisi
Yetigkin si¢canlarda ovaryum, folliktllerle dolu bir yapidadir ve bobreklerin
kaudalinde, uterusun her iki yaninda yer alir. Helezonik yapidaki ovidukt,

ovaryumu bikornual yapidaki uterusa baglar (sekil 1.) *" %5,

i Adrenal bez

— Bobrek
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‘3 idrar kesesi

Ve
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Sekil 1. Sicanlarda trogenital sistemin anatomisi gosterilmistir %’.

Over yuzeyi germinal epitel olarak adlandirlan tek katli kibik epitel ile
cevrili olup mezovaryumu cevreleyen mezotelyum ile devam eder. Siki bag
dokusu tabakasi olan tunika albuginea germinal epitelin hemen altinda uzanir.

Kesitlerde over korteks ve medulladan meydana gelir. Overin medullayi
saran periferal kisminda yer alan korteks zengin hicresel bag dokusuna
yerlesik ovaryan follikiller igerir. Stroma, retikuler liflerden olugsan bir ag ile
fibroblast ve diz kas hiicre 6zelligi gosteren ig sekilli hiicrelerden olugsmustur.
Burada elastik doku ¢ok az olup yanlizca kan damarlari duvarinda ve germinal
epitelin altinda bulunur. Stromal hiicreler teka folliktllerinin blyumesine katkida

bulunur. Folliktlleri gelisiminin farkli evrelerinde gorebiliriz. Puberteden once



yanlizca primordiyal folliktller goérulir. Seksiel olgunluk, gelisen follikiller ve
onlarin son urunlerinin (korpora lutea, atretik follikil) varhgi ile karakterizedir.
Menapozdan sonra folliktller kaybolur ve sonunda senil korteks ince bir fibr6z
bag dokusu tabakasi haline gelir. Medulla korteks arasi sinir belirgin degildir %
30, 31, 32.

Medulla, ovaryumun en i¢ kisminda yer alip, hilumda mesovaryumun
vaskuler bag dokusu ile birlesen gevsek fibroelastik bag dokusu yapisindadir.

Cok sayida genis kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinirler icermektedir 3 3

32

2.1.1. Ovaryan Follikuller
Folliktllerin gelisme déneminde, primordiyal follikiller, gelisen follikuller
(primer follikdl, sekonder follikul, tersiyer follikil) ve olgun folliktller (Graaf

follikill) olmak tizere 3 tip ovaryan follikil tanimlanabilir.

2.1.1.1. Primordiyal Follikdl

Olgun overde korteksin stromasi icerisinde, hemen tunika albuginea’nin
altinda kortikal boélgenin en Ust katmaninda yer alir. Primordiyal follikuller,
folliktller icerisinde en kigcuk ve en fazla olanidir. Primordiyal folliktller 17-20
mikron kadar ¢apa sahip olup merkezi yerlesimli primer oosit tek tabakali yassi
follikil hicreler ile gevrilidir. Oosit, genig vezikuler bir ¢cekirdek ve belirgin bir
cekirdekgik ile sitoplazmasinda annulate lamella, belirgin bir Golgi kompleksi,
¢cok sayida mitokondriyonlar ve kicguk vesikiller icerir. Follikil hicrelerinin
altinda bir bazal lamina bulunur ve follikulleri, onlari ¢evreleyen stromadan

ayiran siniri olugturur 2% 30313233

2.1.1.2. Geligen Folliktller (Buyuyen Folliktller)

Folliktllerin buytumesi, hipofizden salgilanan FSH (follikil uyarici hormon)
tarafindan uyarilir. Puberteden sonra asamali bir sekilde ovumun biyime ve
diferansiyasyonu, follikiler hucrelerin proliferasyonu ve gevre stromadan bag

dokusu kapsulinin gelismesi ile karakterize follikll gelisimi gerceklesir.



Primer folliktl buydyen folliktl gelisiminin ilk fazidir. Oosit buyimesinin
en hizli oldugu doénem follikiler biydmenin birinci evresidir. Nukleus buyur,
mitokondriyonlarin sayisi artar, endoplazmik retikilimi genigleme gosterir.
Oosit blyudikece zona pellusidayi olusturan spesifik proteinleri salgilar. Zona
pellusida glikoprotein yapisinda olup oosit ve komsu follikuler hiicreler arasinda
yer almaktadir. Follikil htcreleri mitoz bélinmeyle c¢ogalirlar ve yassi sekilli
follikil hucreleri 6nce kubik sonra prizmatik hale gecerler. Aktif sekilde
bolinerek ovumun etrafinda ¢ok katli bir tabaka olustururlar. Bu tabaka stratum
granulozum olarak bilinir ve grantloza hicrelerinden olugmustur. Bu hicreler
‘gap junctionlar’ aracihgiyla iletisim kurar. Bu durumdaki folliktl primer follikdl
olarak adlandirilir.

Primer follikilin hacmi arttiginda, komgu ovaryan stroma teka follikuli
olarak adlandirlan bir kapsiul seklinde dizenlenir. Teka follikili stratum
granulozadan bir bazal membran ile ayrilmis olup 2 tabakaya farklanir.

Teka interna i¢ tabakayi olusturur. Oldukga vaskularize olan bu tabaka
salgilayici stromal hticreler igerir. Salgilayici hiicreler LH stimilasyonuna cevap
olarak ©Ostrojen prekursorleri olan androjenleri sentez ederler. Bu salgilayici
hicrelerin yani sira teka interna fibroblast, kollajen demetleri, zengin bir ag
olusturan kiucuk damarlari da icermektedir. Teka internayl cevreleyen teka
eksterna, baglica, ig sekilli hiicreler ve sikica paketlenmis kollajen lif demetleri
icermektedir. Teka tabakalari arasinda ve teka eksterna ile cevre stroma
arasindaki sinir belirgin degildir. Bununla birlikte graniloza htcreleri ve teka
interna arasindaki bazal lamina kesin bir sinir gdstermektedir 2% 303132,

Sekonder follikul sivi dolu antrum ile karakterizedir:

Follikuller esas olarak grantloza hucrelerinin boyut ve sayica artmasiyla
blytduikce kortikal bdlgenin daha alt bolgelerine dogru goc ederler. Follikiler
hiicreler proliferasyona devam eder ve proliferasyon ovumun bir tarafinda daha
hizli meydana gelmektedir, boylece follikil ovoid sekil alir ve ovum eksantrik
pozisyona sahip olur. FSH, buyuime faktorleri (EGF, insulin benzeri biylume
faktori 1 IGF-1), kalsiyum iyonlar oosit ve follikiler biayime igin gereklidir.
Stratum granidlozum tabakasi 6-12 hicre tabakasi kalinligina ulastiginda

granuloza hicreleri arasinda sivi dolu kavite gozlenir. Bu hyaluronik asitten



zengin sivi likor folliktlt adini alir ve granilloza hticreleri arasinda birikir. Siviyi
iceren kaviteler birlesir ve daha biyuk bir kavite olan antrumu olusturur. Follikil
bununla birlikte sekonder ya da antral follikul olarak adlandirilir.

Granuloza hicre grubu ile ¢evrilmis olan ovum bir tarafindan baskiya
ugrar ve bunun sonucunda antrum kavitesinin igerisine dogru belirgin bir uzant
meydana gelir. Bu sekildeki eksantrik kiime kumulis ooforus olarak bilinir.
Ovum ile direkt iligkili olan kiimults ooforusun grantloza hicreleri radyal sekilde
dizenlenerek korona radiatayr olusturur ve ovumdan zona pellusida ile
ayrilmistir.  Elektron mikroskobik calismalar korona radiata hicrelerinin
sitoplazmik uzantilarinin zona pellusida boyunca uzanarak ovumun hicre
membrani ile iligki kurdugunu go6stermistir. Ayrica ovumun mikrovill6z
olugsumlari da zona pellusida icerisine ge¢cmektedir. Grantloza hicreleri, antrum
kavitesi etrafinda ¢ok katli epitel yapisindaki membrana grantlozayi olusturur

ve diizenli olarak devam eder 3% 3% 32,

2.1.1.3. Olgun Follikdl (Graaf follikulu)
Olgun follikil ya da graaf follikulti olarak adlandirilan bu ovulasyon dncesi
follikil son derece buyuktir ve ¢api 10mm veya daha fazla olabilir. Graaf

2 Graaf follikulli korteksin

follikili LH dalgalanmasindan sonra gozlenir
derinligini kaplar ve ovaryum yuzeyinden disari dogru sigkinlik yapar. Bu bolge
stigma olarak adlandirilir. Burada tunika albuginea ve teka follikdli incelmigtir.
Sivinin varhgi ile gerilmis olan genis antrum membrana grantloza ile sarilmistir.
Ovum en biuyuk hacmine sahip olup zona pellusida ve korona radiata ile
cevrilmistir. Follikil maksimum buyuklugune ulastiginda grantiloza hicrelerinin
mitotik aktivitesi azalmaktadir. Antrum genigligi arttikca grantlozum tabakasi
incelmeye baglar. Graniloza hucreleri arasi bosluk arttikca oosit ve kimulis
hiicreleri ovulasyon igin giderek geriye kalan graniloza hicrelerinden ayrilmaya
bagslar. Kimulus hicreleri oositi ¢cevreler korona radiatanin tek tabakali hicre
formunu olusturur. Ovulasyonda bu hicreler ve gevsek baglanmis kimulus
hicreleri oosit ile birlikte kalir. Follikil olgunlasmasinin bu periyodu boyunca
teka follikali en ileri gelisimindedir. Yag damlaciklar teka interna hicrelerinin
sitoplazmasinda g0zlenir ve hicreler steroid salgilayan endokrin hicre



Ozelligindedir. Teka eksterna kollajen lifler ve i§ sekilli hiicrelerden olusmustur

ve salgilama fonksiyonu gostermez %% 3% %2,

2.1.1.4. Ovulasyon

Ovulasyon, olgun follikil duvarinin yirtilmasi ve oositin  serbest
kalmasidir; serbest kalan oosit tuba uterinanin infundibulum kismindan igeri
girer. Folliktl olgunluga eristiginde likdr sivisi sekresyonunda artma gorulir ve
follikl capi genigler. Follikil duvarinin kic¢uk bir kismi, tunika albugineadaki
kolajen yikimi, iskemi ve bazi hiicrelerin 6lmesi nedeniyle zayiflar. Folliktler sivi
basincindaki artig ve buyuk olasilikla diz kas hicrelerinin kasiimasiyla birlikte
bu zayiflama, follikil dig duvarinin yirtilmasina ve ovulasyona yol acar. Follikdl,
stigma bdlgesinden yirtilir ve follikil sivisi peritoneal kaviteye sizar. Korona
radiata hucreleri ve zona pellusida ile gevrili olan ovum folliktl sivisi ile birlikte

peritoneal kaviteye atilir. Ovumun fertilize olma kapasitesi 24 saattir 3 3% 32 34

35

2.1.1.5. Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra, follikilin grantloza ve teka interna hicreleri,
luteinizasyon gecirerek korpus luteum veya luteal bez olarak adlandirilan gecici
bir icsalgl bezi olusturmak tzere yeniden dizenlenir. Korpus luteum ovaryumun
korteks bolgesinde yerlesir. Follikil sivisinin bosalmasi ile follikil duvari kivrimli
bir hal alir. Folliktl bogluguna bir miktar kanama olur; bu kan pihtilagir ve daha
sonra yerini bag dokusu alir. Bu bag dokusu ile birlikte giderek ortadan
kaldinlan kan pihtisi artiklari korpus luteumun en i¢ kismini olusturur. Follikilin
granuloza hucreleri blyuk, soluk boyanan, genig vesikiler cekirdege sahip
hiicrelere degisir. Sitoplazmada lipid damlaciklari, lipofuksin pigment grandlleri,
daginik sekilde tubdtler tip kristalara sahip mitokondriyonlar ve fazla sayida
agranuler endoplazmik retiklim ile grantler endoplazmik retikiliim sisternalari
bulunur. Sekil degistirmis graniloza hiicreleri ise graniloza lutein hiicreleri adini
alir ve follikiler kavitenin etrafinda katlantili bir tabaka olusturur. Bu hucreler

steroid salgilayan hiicrelerin 6zelliklerine sahiptir.



Teka internanin hucreleri de teka lutein hicrelerini olusturarak korpus
luteumun olusumuna katkida bulunurlar. Bu hicreler graniloza lutein
hicrelerine benzer yapida fakat daha kuguktirler ve daha koyu boyanirlar.

Follikilin graniloza htcrelerini teka interna tabakasindan ayiran bazal
lamina depolarizasyona ugrar ve ¢ok sayida kapillerler ve tekadan gelisen bag
dokusu lutein yiginini istila eder. Fibroblastlar bitin korpus luteum boyunca
ince bir retikilim olustururlar ve luteal hiicrelerin i¢ yizeyinde daralmis folliktler
kavite ile iligkili devamlilik gosteren bir 6rtii meydana getirirler.

Ovumu atan follikilin hdcrelerinin yeniden duzenlenmesi ve korpus
luteum olusumu, ovulasyon o©ncesinde salgilanan LHIn uyarisi sonucu
gerceklesir. Yine, LH uyarimiyla korpus Iluteum hicrelerinin enzimlerinde
degisiklik olur ve korpus luteum progesteron ve Ostrojenleri salgilamaya baglar
29, 30, 31, 32, 35.

Atilan ovum fertilize olmazsa korpus luteum maksimum gelismesine
ugrar ve sonradan dejenere olmaya baslar. Bu yapilya menstruasyon korpus
luteumu denir. Zengin vaskilarizasyon azalir ve hicrelerin hacmi kigtlerek yag
dejenerasyonuna ugrar. Lutein hicreleri arasindaki bag dokusu miktari artar ve
hyalinizasyona ugrar; korpus luteum asamali olarak beyaz bir nedbe dokusu
olan korpus albikans’a dontsur. Sicanda bu yapi tam regresyon gosterir ve over
icerisinde hic fibréz doku kalintisi birakmaz **.

Ovum fertilize olursa, korpus luteum buyilr ve gebelik korpus luteumu
adini alir. Hucreler gebeligin orta aylarina kadar buyimeye devam eder ve
ardindan gerileme baglar. Olusan korpus albikans menstruasyon korpus

albikansindan daha biiyuktir 3% 3% 3235,

2.1.1.6. Follikul Atrezisi

Cok sayida primer folliktil olgunlagsma slrecine baglar; ancak, yalnizca bir
folliktl gelisimini tamamlar, digerleri atrezi denilen bir olayla dejenere olur.
Follikiiller, gelisimlerinin herhangi bir evresinde atreziye ugrayabilir *°3" 38,

Atretik folliktller; glassy membran denilen kalin, kivrilmis membranéz
materyal, ¢ok degisiklige ugramamis zona pellusida, dejenere olmus oosit,

follikiil hiicrelerinin kalintilari ve istila eden makrofajlar ile ayirt edilir *°.



Primordiyal folliktllerde atrezi baglangi¢ olarak ovum iginde goralir. Bunu
follikiler hucrelerin dejenerasyonu takip eder. Primordiyal follikil atrezisinde
olusan bosluk stromal doku ile doludur. Primordiyal, kiguk ve gelisen
folliktllerin atrezisinde immatur oosit kiicilmeye baglar ve dejenere olur. Benzer
degisiklikler grantloza hucrelerinde de gorulir. Atretik folliktller tekrarlayan
apoptozisin sonucu olarak kuculir ve dejenere olur. Dejenere olan hucreler
reabsorbe olup goérinmez hale gelince etrafindaki stromal hiicreler daha 6nce
follikiil bulunan bosluga gog ederler ve atretik follikiil varhigi yok olur 3 3132 3%

Geligen follikilun atrezisi biraz daha karmagiktir. Primordiyal follikiildeki
gibi dejeneratif belirti ovum icerisinde ve folliktiler hiicrelerde goralir. Gelisen
follikllerde atrezi ilk olarak graniloza hucrelerinde gordlir. Graniloza
hicrelerinde apoptozis baslar, mitoz durur. Grantloza hucreleri icinde
endonikleaz ve diger hidrolitk enzimlerin ekspresyonu meydana gelir.
Granulloza tabakasinda ¢ok miktarda noétrofil ve makrofaj izlenir. Graniloza
hicreleri antrum igerisine dokulur. Teka interna hucreleri hipertrofiye ugrar.
Glassy membranin kalinhgi artar. Folliktl yikimi ve dejenerasyonu devam eder.
Bag doku follikil antrumuna dogru ilerler. Sonugta olusan bag dokusu yigini
gorunus olarak korpus albikansa benzer, fakat daha kiguktir buna korpora
atretika denir 33132 3

Kemirgenlerde tersiyer follikillerin dejenerasyonu ovaryan stroma
icerisinde interstisyel hicrelerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Bu hiicreler teka
interna hucrelerinden olusur ve genellikle dejenere zona pellusida kalintilari
cevresinde diizenlenmektedir. Sonunda interstisyel hicreler kiguk kumeler
halinde ayrilmakta ve medullaya yayilmaktadir %,

Ovaryan atrezinin asil mekanizmasinin apoptozis oldugu kabul
edilmektedir. Genis antral follikilin atrezisinde, apoptotik graniloza
hiicrelerinde c¢ekirdekte kromatin marjinasyonu, sitoplazmik vakuolizasyon,
sitoplazmik c¢ikintilar, sitoplazmik ve nuklear kondensasyon ve fragmentasyon
gOzlenmektedir. Yapilan bir calismada oositlerin ultrastruktirel 6zellikleri,
organellerin gorinim ve dagihminda degigiklik, mikrovillus kaybi, oositin
segmentasyonu olarak degerlendirilmistir *. Hipertrofiye ugrayan teka interna

hiicreleri ise interstisyel hiicreleri olusturmaktadir 8.



2.1.1.7. interstisyel Hiicreler

Follikiler atrezi esnasinda graniloza hicreleri ile oositler ¢dzullp
bozulmasina ragmen, teka interna hicreleri kortikal stromada ¢ogu kez tek tek
ya da gruplar halinde kalir. Bu hiicreler interstisyel hiicreler olarak adlandirilir.
Bu hucreler kuguk lipid damlaciklari igeren, buylk sferoidal hicrelerdir.
interstisyel hiicreler steroid sentezine katkida bulunurlar. insanda, interstisyel

hicrelerin dstrojenleri salgiladigi gorulirken diger turlerde progesteron Uretirler
31, 32

2.2. Sigan Uterus Histolojisi

Sican uterusu bikorn vyapida olup i¢ mukoza tabakasi olan
endometriyum, bir ylzey epiteli ile endometriyal stroma olarak adlandirilan kalin
bir lamina propriyadan olusur. Ylzey epiteli lamina propriya icerisine dogru
invajine olarak, ¢cok sayida tibuler tipte uterin bezleri olusturur. Yiizey epiteli
daginik vaziyette silyali hiicre gruplarini iceren basit prizmatik tiptedir. Uterin
bezler yizey epitelinden baglayarak, stromanin butin kalinhdr boyunca
uzanirlar. Bezler basit tubdler olup miyometriyuma yakin alt boélimlerde
dallanma gosterebilirler. Bezler birbirinden stromanin bag dokusu ile
ayrilmiglardir. Stromal hucreler ise duzensiz, yildiz sekilli olup blyik ovoid bir
cekirdege sahiplerdir. Stroma icerisinde makrofajlara, graniler I6kositlere ve
lenfositlere rastlanir. Stromal hiicreler retikiler ag gercevesi icerisinde uzanirlar.
Bu retikiler lifler epitel altinda bazal laminayi olustururlar. Endometriyumun
miyometriyuma yakin 1/3’luk bazal bolumin yapisi farklidir. Bu kisimda lamina
propriya fibr6z bag dokusundan yapilmigtir. Bezlerin son bélimunu iceren bazal
endometriyum bolimine endometriyum bazalis denir ve periyodik degisikliklere
katilmaz. Endometriyumun 2/3'luk yizeyel kismi ise endometriyum
fonksiyonalis denir ve periyodik degisiklikler gosterir.

Orta tabakada yer alan miyometriyum icte sirkiler orta tabakada sirkuler
ve oblik seyreden kas lifleri, dista ise longitudinal diiz kas tabakasi icermektedir.
Miyometriyum ise perimetriyum ile devam eder. Perimetriyum tipik seroza olup,

gevsek bag dokusundan olusur ve tek tabakali mezotelyal hiicreler ile gevrilidir
28, 30, 32,39
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2.3. Sigan Ostrus Siklusu

Bircok calismada sicanlar deney hayvani olarak kullaniimaktadir.
Bunlarin tercih edilmesinin nedeni ¢abuk treyebilmesi, deney uygulamalarinda
kullaniminin ve bakiminin kolay olmasi ve kisa surede genetik acidan benzer
nitelikte gruplar olusturabilmesidir “.

Sicanlar mevsime bagli olmayan, spontan ovulasyon yapan, polidstrus
memelilerdir yani direme donemi boyunca birden fazla kizginhk evresi gorulen
hayvanlardir 27344041,

Postpartum dénem de dahil olmak lGizere yaslanana kadar yil boyu ¢strus
gosterirler. Siganlarin menstruel dongisu 14 gunde bir meydana gelir ve
sekstiel siklus 4-5 giin siirer. Gebelik siireleri ise 20-22 giindiir 3 442,

Ostrus kelimesi yunanca kokenli olup, Latin adaptasyonu cilginlik,
coskunluktur. Bu terim ilk defa Heape tarafindan kullaniimig olup ‘disilerin
sekstiel isteklerinin oldugu 6zel periyod’ olarak tanimlanmistir. Heape dreme
sezonu boyunca memelide siklusun belirli evrelerini tanimlamistir. Andstrus
periyodunu dremenin olmadigi zaman olarak tanimlamistir ve bu donemde disi
memeli dinlenme halinde olup over ve yardimci Ureme organlar sessiz
durumdadir. Heape ayrica Ostrus periyodlar arasindaki siklus evrelerini
tanimlamak icin dstrus kelimesinin bagina pro-, di-, met- eklerini ilave etmigtir.
Proostrus’u hayvanin kizginlik dénemine girisi, 6strusu disinin erkegi kabul ettigi
dénem, metdstrus’u gebelik yoklugunda gecen kisa bir periyod ve didstrus’'u da
proostrustan sonraki farkli tirlerde farkli sirelerde olan periyod olarak
tanimlamigtir. Bu sire boyunca ovaryan sekresyonlar treme yollarini ovumu
kabul etmesi icin hazirlar. Fertilizasyon gerceklesmezse memeli yeniden
prodstrusa doner ve yeni siklus baglar 3* 3,

Siklus boyunca gorilen bu evrelerden: Proostrus 12-14 saat, Ostrus 25-
27 saat, metdstrus 6-8 saat ve didstrus ise 55-57 saat siirmektedir 2 3% 42 43. 44

Hormonal salinimlar 6n hipofizden gergeklesir, ovaryum ve folliktler
degisimlere neden olan gonadotropinler tarafindan dizenlenir. LH atimli
(pulsatile) olarak salinir ve en ytiksek frekansa proostruste, en disik frekansa

Ostrusta ulagir. LH atimi GnRH saliniminin yuksekligine baghdir. Proostrus
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sirasinda salinan LH dalgalari preovulatuvar follikillerde ovulasyonun meydana
gelmesine ve korpus luteum'un sekillenmesine neden olur. ki adet
preovulatuvar FSH dalgasi kiicuk follikiillerin gelisimini stimule eder. ilk dalga
LH dalgasi ile alakali ve ikinci dalga ovulasyon sonrasi inhibindeki azalma ile
iligkilidir. Sican follikillerinde yapilan calismalar 17-a-Hidroksilaz ve aromataz
MRNA dizeyinin preovulatér LH dalgasindan ©6nce artis gosterdigini ortaya
koymustur. Metdstrus boyunca, korpus luteum'dan progesteron salinir.
Progesteron seviyesi didstrusta azalir ve artan dstradiol-17@’ya bagli olarak
follikler gelisim tekrar baglar. Siklus prodstrusta meydana gelen @strojen
piklerinin ovulasyona neden olan gonadotropin salinimini indiuklemesi ile
tamamlanir.  Prolaktinde luteotropik mekanizmaya katilmaktadir, fakat

progesteron salinimini dogrudan desteklememektedir 2 1 4°,

2.4. Lapatinib

Lapatinib son yillarda gelistirilen, oral olarak alinan, kanserli hiicrede
sinyal yollarini etkin sekilde inhibe eden, kugtk molekil yapisinda EGFR ve
HER?2 tirozin kinaz inhibitoriidir © % 4647 48:49.30 | apatinib’in faz denemelerinde
birkag timor tipine kargi aktivitesine bakilmig ve 0Ozellikle meme kanserinde

16, 18

etkisi denenmistir Sonug¢ olarak Lapatinib US Food and Drug

Administration ve European Medicines Evaluation Agency tarafindan yalnizca
HER2 pozitif meme kanseri hastalarin kullanimi icin onay almistir * .

Meme kanseri hastalarinin %20’sinde insan Epidermal Biiyiime Faktor
Reseptért 2 (HER2; ErbB2) ylksek derecede eksprese edilir. HER2
amlifikasyonu agresif fenotip olarak degerlendirilir > *3. Lapatinib yeni bir ilac

olup degisik mekanizmasi ile HER2 sinyalini inhibe etmektedir *’

. Lapatinib
kucik molekil yapisinda oldugundan hiicre icine girerek hem EGFR hem de
HER2 reseptoriine bagh tirozin kinaz aktivitesini inhibe eder. Bu ilacin
kullaniimaya baslamasi ile HER2 pozitif meme kanserinde metastazlarin
tedavisinde ve adjuvan tedavide sagkalimi uzatmak mimkiin olmustur 2. Bu ilag
Trastuzumab’a diren¢ gostermis timore sahip hastalarda hafiflemeye neden
olmus belki de beraber verildiginde cok daha etkili olabilecegi sdylenmigtir.

Lapatinib’in metastatik hastalarda kemoterapi ilaglariyla kombine tedavide,
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yalniz kullaniimayla karsilastirildiginda daha etkili oldugu séylenmektedir *.

Bazi denemelerde ileri HER2 pozitif meme kanserinde Lapatinib’in tek
uygulanmasi veya Capecitabine, Paclitaxel veya endokrin tedavi ile kombine
tedavisi etkili ve giivenli bulunmustur *2.

Lapatinib intraselliler calisir, direk olarak tirozin kinaz alanini hedefler **
%9, Bu kiiciik molekill tirozin kinazin sitoplazmik ATP baglayici kismina reversibl
baglanir, reseptér fosforilasyonunu ve aktivasyonunu bloke eder * © % Bu
etkilesim proliferasyonu ve sonraki sinyal aktarimini Ras/Raf, mitojen-aktive
protein kinaz (MAPKs) ve PI3K (fosfotidilinositol-3-kinaz)/Akt asagr akim

yollarini énler. Apoptozis artisina yol acar ve selliiler proliferasyon azalir ****

16, 17,18, 119, 46,52 Timgr tipine bagh olarak, Lapatinib uygulanmis hiicreler
apoptosise gider veya biiytimesi durdurulur **. EGFR ve HER2'den gelen asagi
akim Erk ve Art yolaklari sirasiyla hiicre proliferasyonu ve canlhlikta rol alir >,

Lapatinib kan-beyin bariyerini gegcer ve merkezi sinir sisteminde meme
kanseri metastazinda ilimli etki gostermektedir ** *’. Ayrica bas ve boyun
karsinomuna karsi da etkilidir *'.

Diger tirozin kinazlara benzer gekilde, Lapatinib iyi tolere edilebilir.
Baglica toksisitesi kizariklik (%31), ishal (%65), hand-and-foot sendromu (%53),

yorgunluk (%10) ve mide bulantisidir (%13) 1% 16:17.18.19.20.21,22

2.5. Epidermal Buyime Faktora Ailesi

Hicre bolinmesi ve biyumesinde gorevli olan bu makromolekdller,
hiicre membranlarindaki 6zgiin reseptorlere baglanarak intraselluler olaylar
serisini baglatirlar. Bu etkileri otokrin, endokrin veya parakrin yollarla yaparlar
®3 EGF birgok mezodermal ve ektodermal koékenli hiicre icin mitojenik
Ozelliktedir. Etkili oldugu htcrelerde iyon alimini, glikolizisi, DNA ve RNA ile
protein yapimini arttirici ézellik gosterir °* **. Epidermal biiytime faktorii olarak
adlandirilan EGF ve reseptdrlerinin bircok memeli uterusunda var oldugu
bildirilmistir. Bircok calismada da EGF'nin uterus aktivitesi Uzerine olan
etkileriyle embriyo gelisimi ve implantasyondaki 6nemli rolleri bildirilmigtir.
Gardner ve arkadaglari EGF uyariminin invitro sartlarda sican uterusunda

54

kontraksiyona yol actigini bildirmislerdir >*. EGF, Ostradiolin uterus tzerine
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etkisinin mediyatorii olan bir polipeptid'dir °. Epidermal bilyiime faktor ailesi bir
yandan steroidin endometriyal buyime ve endometriyal diferansiyasyonu
Uzerindeki etkisine sebep olup diger yandan erken implantasyonun kaniti olan
endometriyumu atake eden blastosisti saran luminal epitelin olusumunu indukler
>. Ayrica EGF tirozin kinaz aktivasyonu ile oosit matiirasyonunu kontrol etmede
fizyolojik bir 6neme sahiptir. EGF oositte follikiiler gelisimi saglarken, embriyoda
da blastosist basina dusen hicre sayisini arttirarak mitojenik etki ve
farklilagtirma etkisi de gdsterebilmektedir *°.

2.5.1. Epidermal Buyume Faktori Reseptdri ve HER2

Tip 1 tirozin kinaz reseptor ailesi 4 homolog Uye icerir: EGFR/ErbB1,
ErbB2/HER2, ErbB3, ErbB4'tir & 9 11 1314, 26,46, 52,56, 57 By, reseptorler
ekstraseliler ligand-baglayici alan, tek transmembran alan ve intraseliler tirozin
kinaz alanina sahiptir >3 14 %,

Memeli tarlerinde, bu reseptor ailesinin dyeleri bazi organlarda
yerlesmigtir ve aktivasyonlari hicrenin blyumesi, gogu, proliferasyonu,
degisimini icerir & 8 18 26.46.52

Reseptorler tek Unit olarak inaktiflerdir fakat ligand baglaninca (EGF ve
diger ligandlar tarafindan aktive edildiginde) reseptdrler aktif dimer olustururlar
Dimer olusumu internal tirozin kinazin aktivasyonunu saglar ve protein
fosforilasyonu katalizlenir *°. Daha sonra hiicre sitoplazmasinda Ras proteini
aktivasyonu ve sonucunda MAPK (mitojen-aktive protein kinaz) fosforilasyonu
ve aktivasyonu gerceklesir (Ras, raf, MAPK, PI3K, ERK1 ve ERK2 yolaklari
aktive olmaktadir) *® °* °’. Bu sinyal dizisi ¢ekirdege uzanir ve siklin bagimii
kinazlar araciligi ile hicre boluinmesi, c¢ogalmasi, motilitesi, sagkalimi
artirilmaktadir & % %68,

EGF reseptorinin fizyolojik olmayan aktivasyonu, kontrol edilemeyen
hicre bdlinmesi ile sonuglanir. Bir ¢ok insan tumoérinde EGF reseptérinin
asin miktarda ekspresyonu kotii prognozla ilgilidir ° °°. EGFR’nin asir
ekspresyonu cesitli insan kanser tiplerinde 6rnegin gastrointestinal sistem
kanserlerinde, kolorektal kanseri, gogus kanseri, akciger kanseri, prostat

20, 22, 46

kanseri ve mesane kanserinde tanimlanmistir . EGFR’nin meme,
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endometriyum ve over kanserli dokularda fazla miktarda bulundugu
gosterilmistir ®. Meme timér biyopsilerinde EGF reseptorlerinin fazla miktarda
bulunmasi, hormon reseptorlerinin aksine kétii prognozu gésterir *°. EGFR
ayrica overlerde follikdl icerisinde graniloza ve teka hucrelerinde bunun yani
sira korpus luteumda bulundugu séylenmistir %°.

Epidermal buyume faktori reseptor ailesinin dort Gyesinden biri olan
HER2 185 kD agirhginda olup, tirozin kinaz aktivitesine sahip transmembran
reseptoridir # ® *% 8 Normal durumda hiicre biiyiimesi ve cogalmasinda rol
alir ® Bunlarin ekstraselliler alanina ligand baglaninca, HER2 proteinleri
dimerizasyona gider ve bunlarin intraselliler alanini transfosforile eder.
HER2'nin gucgli katalitik kinaz aktivitesi vardir ve bu reseptdri iceren

heterodimerler giiclii sinyal aktivitesine sahiptir % *'.

HER2/neu geninin
amplifikasyonu kanser hiicre yluzeyindeki HER2 reseptorlerinin sayisinda
normal meme epitel hicresine oranla 50-100 kat artisa yol acar. Transgenik
farede HER2/neu onkogeninin aktiflenmis olmasi, meme kanseri gelisimiyle
sonuclanmistir. Cogu meme kanserinde (%85) dominant olarak rol almaktadir
ve olgularin %20'sinde artisi gériiliir + *® © HER2 artisi ve asiri ekspresyonu
meme kanserlerinin %30’ unda, ovaryan kanserlerde ve mide kanserinde

gorilmektedir  “°.

HER2 (c-erbB2 veya neu) overde primordiyal germ
hiicrelerinde, graniloza hicrelerinde, luteal hicrelerde ve oositte ekprese
olmaktadir. Yapilan bir calismada HERZ2'nin graniloza hicre fonksiyonu
regulasyonunda ve oosit olgunlasmasinda rol aldigi 6ne sdrilmastir. HER2
ayrica primordiyal follikil buyimesinin baglamasi ve EGF rolini dizenleyen
anahtar sinyal molekiilii olarak aracilik etmektedir *.

insan menstrual siklusunda ErbB/HER ailesinin biitiin {iyelerinin uterusta
ylzey ve bez epitel hiicrelerinde eksprese edildigi rapor edilmistir. ErbB1/HER1
sican ve fare uterusunda da gosterilmistir. Bazi arastirmacilar ErbB2/HER2'nin
fare uterusunda EGF iligkili bliyume faktérinin stimilasyonunda potansiyel
mediator olarak rol oynadigini 6ne surmuglerdir. Ayrica bazi tirlerde bu
reseptorin uterin epitelyal hicrelerde eksprese edildigi, implantasyon igin
uygun sartlarin olusmasi ve hamileligin erken safhasinda embriyonun

beslenmesinde rol alabilecegi kaydedilmistir %.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda deney sirasinda yapilan tim iglemler 1986 Uluslararasi
Strasbourg Hayvan Haklari Evrensel Beyannemesine uygun olarak, Etik kurul
onay! ile Veteriner hekim kontroliinde Cukurova Universitesi Tibbi Bilimler
Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezinde (TIBDAM) gerceklestirilimistir.

3.1. Kullanilan Deney Hayvanlari ve Hayvan Bakimi

Calismamizda 8-12 haftalik, 200-220 gr agirliginda 24 adet Wistar albino
turd disi sican kullanildi. Deney sirasinda gebe olma olasiliklarini ortadan
kaldirmak amaciyla 3 hafta sire ile erkeklerden izole edilerek 12 saat karanlik,
12 saat aydinlik siklusunda birakilan sicanlar, ortam isisi 22°C’ de sabit
tutularak paslanmaz tel kapakli plastik kafesler igerisinde tutuldu. Kafeslere
althk olarak yerlestirlen talaslar 4 gutine bir degistirildi. Sicanlara adlibidum
olarak hazir palet yem ve ¢esme suyu verildi. 3 hafta sonunda 16 adet sican
deney grurubu olarak 2 kafese (her kafeste 8 adet), 8 adedi ise kontrol grubu
olarak ayri kafeslere konuldu. Sadece deney grubunu olusturan sicanlara farkl
dozlarda Lapatinib uygulandi, kontrol grubuna ise ayni doz ve sirede distile su
verildi. Lapatinib’in digi Greme sistemine olan etkilerini incelemek icin kontrol ve
deney gruplarina ait hormon dizeyleri, over ve uterus morfolojik verileri

karsilastirildi.

3.2. Deneyin Yapihigl

Deneye baglanilan giin deney ve kontrol grubuna ait siganlarin agirliklari
Olculdi. Tablet halinde bulunan Lapatinib havanda ezilerek toz haline getirildi.
Deney grubu dozlari 1.grup: 30mg/kg Lapatinib, 2.gruba: 75mg/kg Lapatinib,
kontrol grubu: distile su olarak uygulandi ®’. Cézuinurliik ise 10mg/1ml distile su
olarak belirlendi ®®. Distile suda hesaplanarak ¢ozdiriilen Lapatinib sicanlara
oral gavaj yoluyla sabah ve aksam giinde 2 kez olmak tzere 14 gin boyunca
verildi ®’. Deneyin sonunda anestezi altindaki tiim hayvanlardan biyokimyasal
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analizler (FSH, LH, Ostrojen, Progesteron) icin intrakardiak kan érnekleri, 1s1k
mikroskobik ve elektron mikroskobik inceleme icin over ve uterus dokulari

alindi.

3.3. Kan drneklerinin, over ve uterus dokularinin alinmasi

Genel anestezi icin 10 mg/kg Rompun (%2’lik, Bayer) ve 80 mg/kg
Ketamin (Ketalar, Parke-Davis) insulin enjektortine ¢ekilerek intraperitonel (i.p.)
olarak uygulandi. Uyutulan sicanlardan hormonal tetkik icin 3 cc intrakardiak
kan alinmasinin ardindan abdominal bolgesi silinerek bistiri ile deri insizyonu
yapilip overleri ve uterusu aciga cikarildi. Kalpten alinan kanlar 3600 devirde 3
dakika santrifuj edilerek serum ve plazma kismi ayrildi. Serum kismi bagka bir
epandorf tipe konuldu ve -20 °C'de bekletildi. Serum 6rnekleri daha sonra
Cukurova Universitesi Tip Fakiitesi Balcali Hastanesi Merkez Labaratuvarina
verilerek E 170 immnuoassey (Roche, Almanya) yontemi ile kan serum
duzeyinde 0Ostrojen, progesteron, FSH ve LH seviyeleri 6l¢culdu.

Over ve uterus doku drnekleri, 151k mikroskobik inceleme icin 1 adet over
ve uterusun yarisi Bouin soliisyonu ve elektron mikroskobik inceleme i¢in ladet
over ve geri kalan uterus %5’lik glutaraldehit solusyonlari igerisine alinarak doku
takibi yapildi.

3.4. Isik Mikroskobi Yéntemleri ®

Bouin solliisyonu igerisine alinan dokular 4 saat sureyle tespit edildi.
Daha sonra %50’lik alkolde 4 saat bekletilerek pikrik asitin uzaklagmasi
saglandi. 2 saat %70’lik alkolde bekletilen dokular, takibe kadar %70’lik alkole
alindi ve 1 gece bekletilerek Leica TP 1020 ototeknikon cihazi ile rutin doku
takipleri yapildi. Bloklama igleminin ardindan mikrotom ile 5 ym kalinliginda
alinan parafin kesitler, Hematoksilen-Eozin boyasi ile boyandi ve Olympus
BX50 (Tokyo, Japonya) 1sik mikroskobunda incelenerek resimleri ¢ekildi.

3.5. Elektron Mikroskobi Yontemleri

Elektron mikroskobik degerlendirme igin alinan over ve uterus doku
ornekleri Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmig, %5’lik glutaraldehit solusyonu
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icerisine konuldu. +4 C’'de 1 saat kadar bekletilen doku parcalari icerisinde bir
miktar %5’lik glutaraldehit bulunan dibi dig¢gi mumu ile kaplanmig, petri
kutularina alinarak jilet yardimiyla yaklasik 1 mm?® biiyiikliikte parcalara ayrildi.
Doku parcalari daha sonra tekrar 3 saat sureyle %5’lik glutaraldehit
solusyonunda tespit edildi. Tespit isleminden sonra, dokular Millonig fosfat
tamponu ile calkalandi ve bir gece boyunca bu solusyonda yikandi. Ertesi gin
dokular Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis %21'lik osmium tetraoksit
solusyonu ile ikinci kez tespit edildi. ikinci tespitten sonra dokular tekrar Millonig
fosfat tamponu ile iki defa 10'ar dakika sireyle yikandi ve derecesi giderek

artan alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi (Tablo 1).

Tablo 1. Elektron mikroskobik doku takip yontemleri

SOLUSYON SURE (DAKIKA) | SICAKLIK (°C)
%50 Etil alkol 15 +4
%70 Etil alkol 15 +4
%86 Etil alkol 15 +4
%96 Etil alkol 15 +4
%100 Etil alkol 10 +4
%100 Etil alkol 10 +4
%2100 Etil alkol 10 Oda i1sisinda
Propilen oksit 15 Oda i1sisinda
Propilen oksit 15 Oda i1sisinda

Son %100’luk etil alkol safhasina kadar olan islemler +4 °C’de buz
dolabinda sonraki iglemler ise oda isisinda yapildi. Dehidratasyondan sonra
doku parcalari:

1 hacim propilen oksit + 1 hacim gémme materyali ile 30 dakika
1 hacim propilen oksit + 1 hacim gdbmme materyali ile 30 dakika

immerse edildi.
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Bu igslemlerden sonra doku pargalari, igerisinde yeni hazirlanmis gémme
materyali (rezin) bulunan tiplere alindi ve bir gece sireyle rotatorda

(dondurtct) kangstinidi.

Gomme materyali:

Araldit CY 212 20 ml
Sertlestirici HY 964 20 ml
Hizlandirici DY 064 0,6 ml

Plastiklestirici-dibatil fitalat 1 ml

Ertesi giin doku parcalar taze hazirlanmis gémme materyali kullanilarak
Beem kapsillere gémuldi ve 60 °C etliivde 48 saat sireyle polimerize edildi.
Daha sonra bloklar etiivden ¢ikarilarak sogumaya birakildi. Bloklardan Reichert
Ultracut S ultramikrotomuyla alinan yari ince kesitlerin degerlendirilmesini
takiben 500 A° kalinhginda ince kesitler alindi. Kesitler 200-300 g6zenekli bakir
gridlere toplandi. %70’lik etil alkolde doymus uranil asetat ve Reynolds’un
kursun sitrat soliisyonlar ile boyanan kesitler JEOL-JEM, 1400 Transmisyon

Elektron Mikroskobu ile incelendi.

3.6. istatistiksel Analizler

Calismamizda 3 gruba ait tim hayvanlardan biyokimyasal analizler igin
alinan intrakardiak kan orneklerinde FSH, LH, Ostrojen, Progesteron degerleri
Olculdi. Biyokimyasal verilerin istatistiksel analizinde SPSS 11.0 paket programi
kullanilarak degerler Kruskal Wallis testi ile kargilastirildi. Farkhligin bulundugu
gruplar Mann-Whitney U testi ile arastirilip, tim testlerde istatistiksel dnem
duzeyi 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Analizler

Deney sonunda anestezi altindaki siganlardan alinan kan 6rneklerinde

Ostrojen, progesteron, FSH ve LH degerleri incelendi. FSH ve LH degerlerinde,

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark olmadigi gorildii. Ostrojen

ve progesteron dedgerleri incelendiginde, kontrol grubuna goére grup 1 ve grup

2'de degerlerin azaldidi izlendi. 2. grupta azalma daha belirgindi (Tablo 2,

Grafik 1-2).

Tablo 2. Deney sonunda si¢canlardan intrakardiyak alinan kan 6rneklerindeki serum FSH,
LH, 6strodiol ve progesteron ortalama degerleri ve standart sapmalari. (p<0,05)

FSH LH Ostrojen Progesteron
Ort+£SS Ort+£SS Ort+£SS Ort£SS

Medyan(min-max) | Medyan(min-max) | Medyan(min-max) Medyan(min-max)
Kontrol 0,077+0,031 0,100+0,000 0, 318+ 0,677 0, 294 £0, 956

0,100(0,04-0,10) 0,100(0,10-0,10) 0,32( 0,21- 0,40) 0,26 (0,14-0,40)
Grup 1 (30 0,06+ 0,04 0,100+ 0,000 0,270+ 0,427 0,239 £ 0,130
mg/kg) 0,1(0,01- 0,10) 0,1( 0,10 0,10) 0,270(0,19-0,34) 0,185(0,118-0,40)
Grup2 (75 0,100+ 0,000 0,100 £0,000 0,212 0,894 0,224 £0,121
mg/kg) 0,100(0,10-0,10) 0,100(0,10-0,10) 0,250(0,60-0,32) 0,209(0,52-0,40)
p! 0,141 1,000 0,047 0,246
p* 0,585 1,000 0,092 0,201
prx 0,063 1,000 0,035 0,110
prxx 0,064 1,000 0,153 0,832

'O¢ grup karsilagtirmasi

*grup 1 ve grup 2 karsilastirmasi
**grup 1 ve grup 3 kargilagtirmasi
**grup 2 ve grup 3 karsilastirmasi
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Grafik 1: Kontrol ve deney gruplarina ait dstrojen seviyeleri
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Grafik 2: Kontrol ve deney gruplarina ait progesteron seviyeleri
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4.2. 1sik Mikroskobik Bulgular

4.2.1. Over Bulgulari

Kontrol Grubu: Kontrol grubuna ait over kesitlerinin 1sik mikroskobik
incelemelerinde over yizeyinin tek katlh kibik epitel tabakasi ile ortuli oldugu
izlendi. Ylzey epitelinin altinda, siki bag dokusu yapisinda tunika albuginea
bulunmaktaydi. Korteks boyunca yerlesen folliktllerin arasinda i§ sekilli stromal
hacreler, lifler ve kan damarlari yer almaktaydi.

Tunika albugineanin hemen altinda, primordiyal folliktller ile gelisimin
farkli evrelerindeki folliktller bulunmaktaydi (Sekil 2). Primordiyal follikullerin,
sferikal sekle sahip merkezi yerlesimli oosit ve oositi ¢evreleyen yassi sekilli
follikiiler hicrelerden meydana geldigi gorulmekteydi. Gelisme surecine girmis
primer folliktllerin merkezinde, vezikiler bir gekirdek ve belirgin bir ¢ekirdekgik
iceren genis sitoplazmali primer oosit yerlesim gostermekteydi. Oosit ile
granuloza hicreleri arasinda zona pellusida bulunmaktaydi.

Sekonder follikillerde, graniloza hicreleri arasinda sivi dolu bosluklar
gorulmekteydi. Bu bosluklarin birlesmesiyle olusan antruma sahip gelisen
folliktllerin etrafinda dizenli bir teka tabakasi bulunmaktaydi. Bazi follikillerde
ise atretik dedisikliklerin oldugu gorulmekteydi. Atreziye giden follikillerin
granuloza hucrelerinde c¢ekirdek densitesinin arttigi ve bazi graniloza
hicrelerinin birbirleri ile olan iligkilerinin bozuldugu izlenmekteydi (Sekil 3).

Korpus luteumlar, buylk, soluk boyanan vesikiler ¢ekirdege ve genis bir
sitoplazmaya sahip luteinize hicreler tarafindan olusturulmustu.

Medullanin ise c¢ok sayida genis kan damarlari iceren gevsek,
fibroelastik bag dokusundan meydana geldigi gorulmekteydi.

Grup | Bulgulart (30 mg/kg): Bu grupta yer alan overlerin isik
mikroskobik incelemesinde, kibik sekilli over ylzey epitelinin ve altinda uzanan
siki bag dokusu yapisindaki tunika albugineanin normal histolojik yapida oldugu
izlendi.

Tunika albugineanin altinda yerlesen korteks tabakasinda bulunan
folliktllerin farkh gelisim asamalarinda oldugu gozlendi. Normal morfolojik
Ozellik gosteren folliktllerin yaninda yapi olarak histolojik 6zelliklerini kaybetmis
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follikiller de bulunmaktaydi (Sekil 4). Bu follikillerde graniloza htcrelerinin
birbirleri ile olan iligkilerini kaybettikleri ve graniloza hicrelerinin antral bosluga
dokaldugu izlenmekteydi. Bununla birlikte gelisimin ileri evresindeki antral
folliklllerde granuloza hucrelerinin antral kavitede serbest olarak bulundugu
gOzlenmekteydi. Bazi follikillerde genis antrumu c¢evreleyen graniloza
hiicrelerinin yassilastigi dikkati cekmekteydi (Sekil 5).

Cok sayida kan damari iceren fibroelastik bag dokusu yapisindaki
medulla normal olarak izlenmekteydi.

Grup 1l Bulgular (75 mg/kg): Bu grupta yer alan over kesitlerinin isik
mikroskobik incelemesinde, over yluzey epiteli ve siki bag dokusundan olusan
tunika albuginea tabakasi normal yapidaydi.

Tunika albuginea altinda, over korteksi boyunca primordiyal follikuller,
primer ve gelisen folliktllerin varhgi izlendi. Az sayida primordial follikilin
yanisira atretik follikiillerin diger gruplara oranla daha fazla oldugu goézlendi.
Atretik folliktllerde, grantiloza htcrelerinin birbirlerinden ayrildigi ve oldukca
koyu bir ¢cekirdege sahip oldugu gorildu (Sekil 6). Kortekste, normal morfolojiye
sahip korpus luteumlar izlendi (Sekil 7).

Merkezi yerlesimli, gevsek, fibroelastik bag dokusu yapisindaki medulla
normal histolojik gériinimde olup ¢ok sayida kan damari icermekteydi.

4.2.2. Uterus Bulgulartr:

Kontrol grubu: Kontrol grubuna ait uterus kesitleri incelendiginde yizey
epiteli, endometriyal bezler ve stromadan olusan endometriyumda; limeni
cevreleyen epitel hucrelerinin  prizmatik sekilli olduklari, altinda yer alan
endometriyal stroma icerisinde tubuler tipte endometriyal bezlerin bulundugu
gorulmekteydi. Bezlerin diizgin bir sinir gosterdigi ve algak prizmatik epitel ile
doseli oldugu izlendi (Sekil 8). Endometriyal stroma igerisinde ¢ok sayida
stromal hicreler, kollajen lifler ve kan damarlari yer almaktaydi.

Grup | Bulgulann (30 mg/kg): Bu grupta yer alan uteruslarin
endometriyum tabakasinda yuzeyde normal vyapida prizmatik epitel
bulunmaktaydi. Epitel hiicreleri uzun, oval, diizenli sinirli bazale yakin yerlesimli
cekirdeklere sahipti. Epitel altindaki endometriyal stromada yer alan algak
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prizmatik hticrelerle doseli bezler, bezlerin arasinda yerlesim gosteren stromal
hiicreler normal olarak izlenirken, Kkollajen liflerin hafifce arttigi dikkati
cekmekteydi (Sekil 9).

Grup Il Bulgularnn (75 mg/kg): Bu gruba ait uterus kesitlerinde
endometriyum ylzeyinin basit prizmatik epitel ile déseli oldugu ve epitel altinda
yerlesim gosteren endometriyal bezlerin sayica azaldigi, bazi alanlarda bezlerin
[imenlerinin geniglemis oldugu ve bez epiteli hicrelerinin yassilastigi dikkati
cekmekteydi. Bezlerin arasini dolduran endometriyal stromanin diger gruplara
gore daha fibroz bir gérinim kazandigdi izlenmekteydi (Sekil 10).
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Sekil 2: Kontrol grubuna ait overlerde tek katli kiibik ylizey epitel hicreleri (siyah ok),

overin dis kismini olusturan korteks (K) ile i¢c kisimda yerlesen medulla (M)

normal yapida olup over korteksinde bulunan gelisen follikiiller (GF), atretik
folliktiller (AtF) ve korpus luteumlar (KL) izlenmekte.
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Sekil 3: Kontrol grubuna ait over korteksinde primer follikil (PF), atretik follikiil (Atf),
gelisen follikil (GF), sekonder follikiil (SF) izlenmekte.
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Sekil 4: 1.gruba ait over korteksinde (K) atretik follikiller (AtF), primer folliktl (PF),
sekonder folliktl (SF), korpus luteum (KL) ve i¢ kisimda medulla (M)
izlenmekte.
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Sekil 5: 1.grup. Gelisimin ileri evresindeki antral follikillerde bazi graniloza
hlcrelerinin antral kavitede serbest olarak bulundugu (ok basi) gézlenmekte.
Bazi follikillerde genis antrumu (A) cevreleyen graniiloza hicrelerinin (GH)
yassilastigi (siyah ok) izlenmekte. Korteks (K), ylzey epiteli (beyaz ok),
primer follikal (PF).
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Sekil 6: 2.grup. Atretik follikillerde (AtF), graniloza hucrelerinin (siyah ok)
birbirlerinden ayrildigi ve oldukca koyu bir cekirdege sahip oldugu
gozlenmekte. Sekonder follikil (SF), primer follikil (PF).
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Sekil 7: 2.grup. Over korteksinde (K) fazla sayida atretik follikiller (AtF), primer
folliktller (PF), normal morfolojiye sahip korpus luteumlar (KL) izlenmekte.
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Sekil 8: Kontrol grubuna ait uterus kesitinde limeni ¢cevreleyen prizmatik sekilli epitel
hicreleri (siyah ok), altinda yer alan endometriyal stroma (Str) icerisinde
tubuler tipte endometriyal bezlerin (EB) alcak prizmatik epitel ile doseli oldugu
gorilmekte.
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Sekil 9: 1.grup. Uterus kesitinin endometriyum tabakasinda ylizeyde normal yapida

endometriyal stromada (Str) yer alan alcak

(siyah ok)

prizmatik epitel

bezlerin arasinda

yerlesim gdsteren stromal hicreler (SH) normal yapida izlenmekte.

prizmatik hicrelerle doseli endometriyal bezler (EB),
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Sekil 10: 2.gruba ait uteruslarin limeninin prizmatik epitel (siyah ok) ile déseli oldugu
ve endometriyal bezlerin (EB) sayica azaldigi, bazi alanlarda bezlerin
[imenlerinin (L) genislemis oldugu ve bez epiteli hiicrelerinin (beyaz ok)
yassilastigi izlenmekte. Endometriyal stromanin (Str) diger gruplara gére
daha fibr6z bir gérinim kazandigi izlenmekte.
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4.3 Elektron Mikroskobik Bulgular

4.3.1. Over Bulgulari

Kontrol Grubu: Kontrol grubuna ait siganlarin over kesitlerinin elektron
mikroskobik diizeyde incelemesinde; over yuzey epiteli tek katli kubik sekilli
olup, apikal yizeylerinde kisa mikrovilluslara sahipti. Lateral yilzeylerinden
birbirlerine baglanti kompleksleri ile baglanmis olan epitel hiicreleri bazal lamina
aracihigi ile tunika albuginea’dan ayriimisti. Siki bag dokusu yapisindaki tunika
albuginea igerisinde kollajen lifler ve ig sekilli cekirdege sahip olan fibroblastlar
bulunmaktaydi (Sekil 11).

Over korteksindeki primordiyal follikillerde, yuvarlak sekilli, merkezi
yerlesimli oositlerin sitoplazmasinda, lamellar tarzda diizenlenmis kristalara
sahip mitokondriyonlar, lizozomlar, granuler endoplazmik retikilim sisternalari,
Golgi kompleksi ve serbest ribozomlarin varlidi izlenmekteydi. Oositi gevreleyen
yassi sekilli follikiler hicrelerin ince ve uzun cekirdeklere sahip oldugu
gorulmekteydi. ince bir bazal lamina ile ovaryan stromadan ayrilan follikiiler
hiicrelerin  sitoplazmasi icerisinde mitokondriyonlar, granuler endoplazmik
retikilum sisternalari, serbest ribozomlar, az miktarda lizozomal yapilar
bulunmaktaydi (Sekil 12).

Geligimin ileri evresindeki follikillerde, oosit ile graniloza hucreleri
arasinda duzenli, kesintisiz zona pellusidanin yer aldigl ve oositin ylizeyinden
¢tkan mikrovilluslarin ve folliktler hicrelerden uzanan sitoplazmik uzantilarin
zona pellusida icerisine girdigi gérulmekteydi. Oositlerin ¢ekirdedi sferikal sekilli
ve Okromatik gorinumli olup ooplazma igerisinde birbirine paralel tarzda
dizenlenmis membrandz yapilar ve ooplazma periferinde ise membranla geuvrili
kortikal granillerin  varh@ izlendi (Sekil 13). indentasyonlar gosteren
heterokromatik  bir c¢ekirdek icerdigi gorilen graniloza hucrelerinin
sitoplazmalarinda grantler endoplazmik retikilim sisternalari, Golgi kompleksi,
serbest ribozomlar ve mitokondriyonlar gozlenmekteydi (Sekil 14).

Follikiler hucreleri cevreleyen teka interna tabakasindaki ig sekilli
hiicrelerin sitoplazmalarinda lipid damlaciklari, mitokondriyonlar ve agrantler

endoplazmik retiktlim sisternalari (SER) gorilmekteydi.
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Korpus luteum, graniloza lutein hicreleri, teka lutein hcreleri ve
kapillerler icermekte olup genis, vesikiler, yuvarlak sekilli ve merkezi yerlesimli
cekirdekleri olan graniloza lutein hicrelerinin  sitoplazmalarinda lipid
damlaciklar, tubuler kristalara sahip mitokondriyonlar ve endoplazmik retiktliim
sisternalari bulunmaktayd: (Sekil 15). Teka lutein hicrelerinin ise graniloza
lutein hicrelerinden daha kicik ve sitoplazmalarinin daha koyu oldugu
gozlenmekteydi.

Ovariyan stroma icerisinde, stromal hicreler, interstisyel hucreler,
kollajen lifler ve kan damarlarn izlenmekteydi. Interstisyel hiicrelerin
sitoplazmalarinda c¢ok sayida lipid damlaciklari, agranidler endoplazmik
retikilum sisternalari (SER), tibdler kristalara sahip mitokondriyonlar ve Golgi
kompleksi bulunmaktaydi (Sekil 16).

Grup | bulgular: 30 mg/kg Lapatinib verilen deney grubundaki
sicanlardan alinan overler elektron mikroskobik diizeyde incelendiginde, ylizey
epiteli hicre c¢ekirdeklerinin indentasyonlara sahip oldugu ve apikal
yuzeylerinde yer alan mikrovilluslarin ve hiicre organellerinin normal yapilarini
koruduklari gorulmekteydi (Sekil 17).

Primordiyal follikiillerde, oosit sitoplazmasi igerisinde lamellar tarzda
dizenlenmig kristalara sahip mitokondriyonlarin, lizozomlarin ve genislemis
Golgi kompleksine ait sisternalarin varligi izlenirken, oositi ¢evreleyen yassi
sekilli follikiler hicrelerin sitoplazmasinda lizozomlar ve mitokondriyonlarin
varlhigi gozlenmekteydi (Sekil 18).

Gelisme sirecine girmig folliktllerin oositlerinde periferal kisimlarda
yerlesen membranla cevrili kortikal granulleri, birbirine paralel tarzda
duzenlenmis membrandz yapilari, gelismis endoplazmik retikilim sisternalari,
serbest ribozomlar ve Golgi kompleksleri bulunmaktaydi. Oositleri dizenli
sekilde saran zona pellusida icerisinde oositten uzanan mikrovilluslar ve
granuloza hiicrelerinden uzanan sitoplazmik uzantilar yer almaktaydi (Sekil 19).
Granlloza hucrelerinin  gekirdeklerinin  heterokromatinden zengin olup
indentasyonlar gosterdigi, sitoplazmalarinda mitokondriyonlarda dejenerasyon,
endoplazmik retikilim sisternalarinda genisleme oldugu ve c¢ok sayida
apopitotik cisimciklerin bulundugu gorulmekteydi (Sekil 20).
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Korpus luteum, genis, vesikuler ¢ekirdege, belirgin ¢ekirdekgiklere sahip
olan graniloza lutein hicreleri ile periferal yerlesimli teka lutein hicreleri ve
bunlarin arasinda yer alan kapillerlerden olusmaktaydi. Graniloza lutein
hiicrelerinin sitoplazmasinda tubuler kristaya sahip olan mitokondriyonlar,
agranuler endoplazmik retikilim sisternalari, kugik lizozomal yapilar ve lipid
damlaciklar gorulmekteydi (Sekil 21).

Ovarian stromada ise interstisyel hicrelerin cekirdekleri
heterokromatinden zengin olup sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlaciklari
bulunmaktaydi (Sekil 22).

Grup 1l Bulgulari: 75 mg/kg Lapatinib verilen deney grubundaki
sicanlardan alinan overler elektron mikroskobik diizeyde incelendiginde over
yuzeyini doseyen kubik epitel hicrelerinin derin indentasyon igeren gekirdege
sahip oldugu ve sitoplazmalarinda lipid damlaciklarinin  bulundugu
gorulmekteydi. Epitel hicrelerinin apikal kisimlarindaki mikrovilluslar normal
yapilarini korumaktaydi (Sekil 23).

Primordiyal follikullerde oosit sitoplazmasi igerisinde lamellar tarzda
dizenlenmig kristalara sahip mitokondriyonlarin ve Golgi kompleksine ait
sisternalarin genislemis oldugu dikkati cekmekteydi. Ayrica ooplazma boyunca
degdisik hacim ve sekillerde vesikul ve vakuollerin varligi da saptandi. Oositi
cevreleyen yassi sekilli folliktler hicreler ise normal ultrastriktirel 6zelliklerini
korumaktaydilar (Sekil 24).

Primer follikiillerde ise oosit sitoplazmasi icerisinde lizozomal yapilar,
birbirine paralel tarzda dizenlenmis membrandz yapilar, mitokondriyonlar ve
oositin periferal kisimlarinda kortikal grandller go6zlenmekteydi. Oosit ve
granuloza hucreleri arasinda yer alan zona pellusidada, oosit ve graniloza
hiicrelerinden kaynaklanan hiicresel uzantilarin varligini izlemekteydi (Sekil 25).
Oosit cevresinde yer alan grantiloza hucrelerinin ¢ekirdeklerinde periniklear
sisternalarda  genislemeler, sitoplazmasinda lipid damlaciklarn  ve
mitokondriyonlarda dejenerasyon oldugu gorulmekteydi (Sekil 26).

Bu gruptaki antral follikiillerde granuloza hicrelerinin sitoplazmalarinda
lipid damlaciklarinin bulundugu, antruma yakin olan graniloza hucrelerinin

cekirdeklerinin yassi bir hal aldigi ve hucrelerin sitoplazmalarinda yaygin
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vakuolizasyon oldugu goérulmekteydi. Antruma dokdlmis olan graniloza
hiicresinde lipid damlaciklari ve sitoplazmik vakuolizasyon izlenmekteydi (Sekil
27).

Ovarian stromada fibroblastlar ile interstisyel hicreler goérilmekteydi.
interstisyel hiicrelerin cekirdeklerinde artmis heterokromatin grandillerinin ve
genislemis perintklear sisternalar varligi, sitoplazmalarinda yaygin olarak lipid
damlaciklari, genislemis tubuler kristalara sahip mitokondriyonlar, SER
sisternalari izlenmekteydi (Sekil 28). Korpus luteum kapsamindaki hicrelerin
sitoplazmalarinda yaygin lipid damlaciklari, mitokondriyonlarda dejenerasyon,

lizozomal yapilar ve sitoplazmik vakuoller bulunmaktaydi (Sekil 29).

4.3.2. Uterus Bulgulari

Kontrol Grubu: Kontrol grubuna ait siganlarin uterus kesitlerinin elektron
mikroskobik diizeyde incelemesinde; prizmatik sekle sahip ylzey epitel
hiicrelerinin indentasyonlar iceren cekirdege sahip oldugu go6zlenmekteydi.
Hucrelerin apikal yizeyinde kisa mikrovilluslar, lateral yizeylerinin apikalinde
baglanti kompleksleri bulunmaktaydi. Hicrelerin apikal sitoplazmalarinda oval
sekilli mitokondriyonlarin varligi gozlenmekteydi. Hucrelerin sitoplazmasi
icerisinde GER sisternalari, lizozomal yapilar, lipid damlacigi ve Golgi
kompleksi yer almaktaydi. Hiicreler endometriyal stromadan belirgin bir bazal
lamina ile ayrilmaktaydi (Sekil 30).

Endometriyal stromada, stromal hiicreler yassi bir ¢cekirdege sahip olup,
sitoplazmalarinda GER sisternalari, mitokondriyonlar ve serbest ribozomlar
icermekteydiler. Ayrica stromal hicrelerin ince, uzun sitoplazmik uzantilara
sahip oldugu ve kollajen lif demetleri ile yakin yerlesimli oldugu gozlenmekteydi.

Stromada yer alan bez epitel hiicreleri kuibik-algak prizmatik epitel tipinde
olup, cekirdeklerinde az miktarda heterokromatin granulleri icermekteydiler. Bez
epitel hucrelerinin sitoplazmalari igerisinde, cekirdege yakin olarak yerlesen
Golgi kompleksi, mitokondriyonlar, ER sisternalari, serbest ribozomlar yer
almaktaydi. Belirgin bir bazal lamina Uzerine yerlesen bu hicrelerin arasinda

baglanti kompleksleri bulunmaktaydi (Sekil 31).
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Grup | Bulgulari (30 mg/kg): Endometriyumu ddgseyen prizmatik epitel
hiicrelerinin hafif indentasyon iceren ¢ekirdekleri heterokromatin granillerinden
zengin bir yapi ve belirgin bir ¢cekirdekgik icermekteydi. Hiicrelerin ylzeylerinde
mikrovilluslar, apikal sitoplazmalarinda mikropinositotik vezikullerin varligi
izlenmekteydi. Hucrelerin sitoplazmalarinda endoplazmik retikilim sisternalari,
hafifce geniglemis mitokondriyonlar, yaygin lipid damlaciklari ve lizozomal
yapilarin varligi goézlenmekteydi. Uterus Iimenini doseyen epitel hicreleri bir
bazal lamina ile endometriyal stromadan ayrilmisti (Sekil 32).

Endometriyal stromada yer alan stromal hiicrelerin indentasyonlar igeren
cekirdekleri  belirgin  bir ¢ekirdekgik icermekteydi. Stromal hicrelerin
sitoplazmalarinda yaygin mitokondriyonlar, GER sisternalari, serbest ribozomlar
bulunmaktaydi (Sekil 33).

Stromada, endometriyal bezlerin kibik-algak prizmatik sekilli epitel
hicrelerinin cekirdeklerinde belirgin cekirdekgikleri bulunmaktaydi.
Sitoplazmalarinda mitokondriyonlarin hacminde ve sayilarinda artis oldugu,
yaygin lipid damlaciklarinin ve lizozomal yapilarin bulundugu gdzlenmekteydi
(Sekil 34).

Grup Il Bulgulari (75 mg/kg): Endometriyumu déseyen prizmatik epitel
hiicrelerin cekirdeklerinin indentasyonlar gosterdigi, belirgin bir ¢ekirdekgik
icerdikleri gozlenmekteydi. Hucrelerin lateral yuzeylerinin, apikalinde baglanti
komleksleri bulunmaktaydi. Hucrelerin sitoplazmalarinda genislemis GER
sisternalarinin  ve vezikillerin  varligi ile  mitokondriyonlarin  ve lipid
damlaciklarinin sayilarinin artis gosterdigi izlenmekteydi (Sekil 35).

Endometriyal stromada yer alan stromal hticrelerin yassi ¢ekirdeklerinin
heterokromatin grandllerinden zengin oldugu gozlenmekteydi. Stromal hticreler
sitoplazmalarindaki yaygin serbest ribozomlar, mitokondriyonlar ve iyi gelismis
GER sisternalari ile aktif bir hiicrenin ince yapi 6zelligine sahiplerdi (Sekil 36).

Endometriyal stromada yer alan endometriyal bez hicrelerinin
sitoplazmasinda yaygin  lipid damlaciklari ve lizozomal yapilar,
mitokondriyonlarda hacim artisi ve dejenerasyon gozlenmekteydi (Sekil 37).
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Sekil 11: Kontrol grubuna ait over yilzey epitel hicrelerinin cekirdekleri (C) derin
indentasyonlar icermekte, apikal sitoplazmik yizeyde mikrovilluslar (Mv)
gorilmekte. Over ylzey epiteli altinda tunika albuginea (TA) tabakasi
bulunmakta. Fibroblast (Fb).
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Sekil 12: Kontrol grubuna ait primordiyal follikilde, yuvarlak sekilli, merkezi yerlesimli
oositi (O) cevreleyen yassi sekilli follikiler hlcrelerin ince ve uzun
cekirdekleri (C) izlenmekte. ince bir bazal lamina (beyaz ok) ile ovaryan
stromadan (OS) ayrilan follikiler hcrelerin sitoplazmasi icerisinde

mitokondriyonlar (M) gorulmekte.
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Sekil 13: Kontrol grubuna ait gelisimin ileri evresindeki follikiillerde, oosit ile graniloza
hicreleri (GH) arasinda dizenli zona pellusidanin (ZP) yer aldigi ve oositin
ylUzeyinden cikan mikrovilluslarin (siyah ok) ve follikiiler hiicrelerden uzanan
sitoplazmik uzantilarin (beyaz ok) zona pellusida icerisine girdigi gorilmekte.
Ooplazma (Op) periferinde ise membranla cevrili kortikal grantillerin (ok basi)
varhgi izlenmekte.
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Sekil 14: Kontrol grubuna ait granidloza huicrelerinin indentasyonlar gdsteren
cekirdekleri  (C), belirgin  cekirdekcikleri  (Ckg),  sitoplazmasinda
mitokondriyonlar (M) gdzlenmekte. Teka interna (Ti).
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Sekil 15:

Kontrol grubuna ait korpus luteum kapsamindaki graniloza lutein hiicrelerinin
(GL) sferikal sekilli cekirdegi (C), belirgin cekirdekgigi (Ckc), sitoplazmasinda
lipid damlaciklari (L), tubuler tarzda kristalara sahip mitokondriyonlar (M),
agraniler endoplazmik retikilim sisternalarinin  (beyaz ok) varligi
izlenmekte.

43



Sekil 16: Kontrol grubuna ait interstisyel hiicrelerin ¢ekirdekleri (C), sitoplazmalarinda
lipid damlaciklari (L), agraniler endoplazmik retikilim sisternalan (SER),
tubdler kristalara sahip mitokondriyonlar (M) gorulmekte.
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Sekil 17: 1.gruba ait over yizey epitel hiicre gekirdeklerinin (C) indentasyonlara sahip
oldugu, apikal vyuzeylerinde yer alan mikrovilluslarin (Mv) ve hicre
organellerinin normal yapilarini koruduklar ve apikal sitoplazmada lipid
damlaciklarinin (L) bulundugu gorulmekte.
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Sekil 18: 1.gruba ait primordiyal follikiillerde oosit (O) sitoplazmasi icerisinde lamellar
tarzda dizenlenmis kristalara sahip mitokondriyonlar (M), lizozomlar (Lz), ve
genislemis Golgi kompleksi (GK) sisternalari ile oositi cevreleyen yassi sekilli
folliktiler hiicreler (FH) gorulmekte.
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Sekil 19: 1.gruba ait antral follikiilde oosit (O) sitoplazmasinda periferal kisimlarda
yerlesen kortikal granuller (siyah ok), serbest ribozomlar, birbirine paralel
tarzda yerlesmis membrandz yapilar (My) gorilmekte. Oaositleri dizenli
sekilde saran zona pellusida (ZP) icerisinde oositten uzanan mikrovilluslar
(beyaz ok) ve granilloza hucrelerine (GH) ait sitoplazmik uzantilarin (ok
basi) varligi ve granliloza hicrelerinin sitoplazmalarinda yer alan
mitokondriyonlarda (M) dejenerasyon izlenmekte.
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Sekil 20: 1.grupta graniloza hucrelerinin (GH) cekirdeklerinin (C) indentasyonlar
gOsterdigi, perintiklear sisternalarin yer yer genislemis oldugu (beyaz ok),
mitokondriyonlarda (M) dejenerasyon, endoplazmik retiklim
sisternalarinda (ok basi) genisleme oldugu ve graniloza hiicreleri arasinda
apopitotik cisimciklerin (AC) bulundugu gorilmekte.
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Sekil 21:

1.gruba ait korpus luteum kapsamindaki grandloza lutein hicrelerinin (GL)
sferikal sekilli cekirdegdi (C), belirgin ¢ekirdekcigi (Ckcg), sitoplazmasinda lipid
damlaciklari (L), tUbdler tarzda kristalara sahip mitokondriyonlar (M),
agraniler endoplazmik retikilim sisternalan (beyaz ok) ve cok sayida
lizozomun (Lz) varligi izlenmekte.
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Sekil 22: 1.gruba ait ovaryan stromada interstisyel hiicrelerin (iH) heterokromatinden
zengin cekirdekleri (C), sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlaciklari (L),
mitokondriyonlar (M) ve agraniler endoplazmik retikilim sisternalari
bulunmakta (beyaz ok).
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Sekil 23: 2.gruba ait over yizeyini doseyen kubik epitel hicrelerinin derin indentasyon
iceren ¢ekirdege (C) sahip oldugu ve sitoplazmalarinda lipid damlaciklarinin

(L) bulundugu ve apikal yizeylerinde yerlesen mikrovilluslarin (Mv) varligi
izlenmekte.
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Sekil 24: 2.grupta primordiyal follikilde oosit (O), vezikuler gérinimli bir cekirdegi (C)
ve ooplazma boyunca degisik hacim ve sekillerde vesikil ve vakuollerin
varhgi (beyaz ok), genislemis lamellar tarzda dizenlenmis kristaya sahip
mitokondriyonlar (M) ve genislemis Golgi kompleksi (GK) icermekte. Oositi
cevreleyen follikiler hicreler (FH).
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Sekil 25: 2.grupta primer follikiilde oosit (O) sitoplazmasi icerisinde lizozomal yapilar
(siyah ok), birbirine paralel tarzda diizenlenmis membrandz yapilar (My),
oositin periferal kisimlarinda kortikal grantller (beyaz ok) gézlenmekte. Oosit
etrafinda zona pellusida (ZP) ve zona pellusida icerisinde oosit ve grantiiloza

hicrelerinden (GH) uzanan mikrovilluslar ve sitoplazmik uzantilar (ok basi)
izlenmekte.
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Sekil 26: 2.grupta primer follikile ait oosit (O) ve cevresinde yer alan graniloza
hicrelerinin  (GH) sitoplazmasinda lipid damlaciklari (L) ve perintklear
sisternalarda genislemeler (siyah ok), mitokondriyal dejenerasyon (M) ve
vakuolizasyon (V) oldugu dikkati cekmekte.
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Sekil 27: 2.gruba ait antral follikilde grantloza hicrelerinin (GH) sitoplazmalarinda
lipid damlaciklar (L) bulunmakta, sitoplazmalarinda yaygin vakuolizasyon
(siyah ok), apoptotik cisimcikler (AC), lizozomlar (Lz) gorilmekte. Antruma
(A) dokilmus olan granlloza hiicresine ait sitoplazmik parcacikta lipid
damlaciklari (L) ve sitoplazmik vakuolizasyon (siyah ok) izlenmekte. Bazal
lamina (beyaz ok basi).
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Sekil 28: 2.gruba ait interstisyel hiicrelerin (iH) heterokromatinden zengin, indentasyon
iceren cekirdekleri (C), perintkleer sisternalarinda genisleme (beyaz ok),
sitoplazmalarinda yaygin olarak lipid damlaciklar (L), mitokondriyonlar (M),
SER sisternalan (siyah ok) gortlmekte.
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Sekil 29: 2.gruba korpus luteum kapsamindaki graniloza lutein huacrelerin (GLH)
cekirdekleri  (C), belirgin cekirdekcigi (Ckg¢) izlenmekte. Hucrelerin
sitoplazmalarinda lipid damlaciklari (L), dejenerasyon gb6steren
mitokondriyonlar (M) ve lizozomal yapilar (beyaz ok) bulunmakta.
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Sekil

30: Kontrol grubuna ait uterusun prizmatik sekilli epitel hicrelerinde
indentasyonlara sahip ¢ekirdekler (C), oval sekilli mitokondriyonlar (M), lipid
damlaciklari (L) izlenmekte. Hucrelerin apikal yuzeylerinde mikrovilluslar
(Mv), lateral ylizeylerin apikal kisimlarinda baglanti kompleksleri (beyaz ok)
gOrilmekte.
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Sekil 31: Kontrol grubuna ait uteruslarin endometriyal stromasinda, stromal hiicrelerin
(SH) cekirdekleri (Ck) ve sitoplazmik uzantilar (beyaz ok) izlenmekte.
Stromal hiicrelerin arasinda bu hcreler ile iligkili kollajen lifler (Kol) yer
almakta. Endometriyal bezlerinin limenini déseyen al¢cak prizmatik hicrelerin
cekirdekleri (C), mitokondriyonlar (M), lateral kisimlarda hicreler arasi

baglanti kompleksleri (ok basi) izlenmekte.
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Sekil

32: 1.grupta bulunan uterus ylzey epitel hicrelerinin cekirdekleri (C),
sitoplazmalarinda hafif genislemis mitokondriyonlar (M), lipid damlaciklari
(L), endoplazmik retikilim sisternalan (siyah ok), apikal sitoplazmalarinda
mikropinositotik vezikiller (ok basi), lizozomal yapilar (Ly) izlenmekte.
Hucrelerin apikal kisimlarinda mikrovilluslar (Mv), lateral kisimlarinda
baglanti kompleksleri (beyaz ok) gorilmekte.
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Sekil 33: 1.grupta yer alan uterus endometriyal stromasinda stromal hiicrelerin (SH)
cekirdekleri (C), sitoplazmik uzantilan (beyaz ok) ve kollajen lifler (Kol)
izlenmekte.
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Sekil 34: 1.grupta endometriyal stromada yer alan bezlerin [imenini déseyen kibik
sekilli epitel hicrelerinin yuvarlak cekirdekleri (C), sitoplazmalarinda lipid

damlaciklari (L), lizozomal vyapilar (Ly), dejenerasyon go6steren
mitokondriyonlar (M) izlenmekte.
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Sekil 35: 2.grupta yer alan uteruslarin ytzeyini déseyen prizmatik epitel hiicrelerinde
uzun cekirdekler (C), sitoplazmalarinda sayica artis gosteren lipid
damlaciklari (L), lipofuksin grandlleri (Lf) ve mitokondriyonlar (M) izlenmekte.
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Sekil 36: 2.grupta endometriyal stromada bulunan stromal hicreler (SH), yassi
cekirdekleri (C) ve kollajen lifler (Kol) izlenmekte.
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Sekil 37: 2.grupta endometriyal stromada bulunan bezlerin limeni déseyen kubik
sekilli hiucrelerin cekirdekleri (C), sitoplazmalarinda dejenerasyon gdsteren
mitokondriyonlar (M), sayica artmig lizozomal yapilar (Ly) ve lipid damlaciklari
(L) izlenmekte. Stromal hiicreler (SH), kollajen (Kol).
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5. TARTISMA

Son yillarda molekiler biyolojideki kaydedilen ilerlemeler sayesinde
biyolojik temelli, hedefe yonelik tedaviler klinik kullanima girerek yayginlagmaya
baslamistir. Kanserin klasik tedavisinde amagsiz ve kontrolsiiz g¢ogalan
hiicrelerin sitotoksik tedavi ile yok edilmesi hedeflenir. Kemoterapdtik ilaglar ve
radyoterapi mitozu durdurarak ya da DNA sentezini bozarak bunu gerceklestirir.
Fizyolojik olarak ¢cogalan normal hiicreler de bu tedaviden etkilenir ve c¢esitli yan
etkiler ortaya c¢ikar. Hedefe yonelik tedavilerde ise kanseri baglatan,
gelismesine izin veren molekiler bozukluga dogrudan saldiri s6z konusudur.
Kanser molekuiler biyolojisi ve hicre biliminin ilerlemesi ile kanserin nasil
basladigi, bayudugu, ilerledigi ve yayildigi daha iyi anlasilmis ve her kademede
bloklar ve inhibitdrler gelistirilerek yeni ilaclar tedavide kullaniimaya baslanmistir
1, 58, 63.

Hedefe yonelik tedaviler kanser hicresinin yilizeyinde bulunan ve
kanserin gelismesinden sorumlu spesifik bir reseptdéri ya da onlarin hicre
icindeki baglanti yollarini bloke ederek cekirdege giden bdlinme sinyalini
durdurur. Bu sekilde timor hicre cogalmasi durdurulur. Standart sitotoksik
kanser kemoterapisi ile fizyolojik olarak cogalmasi gereken hticreler zarar gorar
ve buna ait yan etkiler ortaya ¢ikarken hedefe yonelik tedavilerde bdyle bir yan
etki beklenmez * %% %,

Hedefe yonelik tedavilerde oncu ilag imatinib olmustur. imatinib, kronik
myelositer [6semide anormal tirozin kinaz aktivitesini durdurmus gastrointestinal
stromal tumaorlerdeki c-kit reseptorini de inaktive ederek hastaligi hi¢ bir tedavi

1, 57

ile kiyaslanmayacak olgtude kontrol altina almistir . Bunu hodgkin-disi
lenfomalardaki CD-20 hiicre membran reseptoriine yonelik Rituximab ve meme
kanserindeki HER2 resepttriine yonelik Trastuzumab, kolon kanseri, kiguk
hicreli digi akciger ve bas-boyun kanserlerinde kullanilan EGFR inhibitdru
monoklonal antikorlar Cetuximab ve Panitumumab izlemistir ** ® *’. Monoklonal

antikorlarin hiicre membrani icinden gecme yetenedi yoktur sadece hicre
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ylzeyinde eksprese veya sekrete edilen molekuller tGzerinden etki gosterebilir.
Lapatinib gibi tirozin kinaz inhibitorleri ise hicre reseptorlerinin sitoplazmik
parcalari ve hicre ici sinyal molekilleri ile etkilesirler. Sinyal iletimini hicre
icinde bloke eden kuguk molekdllt tirozin kinaz inhibitorleri Erlotinib, Gefitinib
akciger ve pankreas kanserlerinde, cogul hedefe yonelik kiigtik molekulli tirozin
kinaz inhibitorleri metastatik bobrek kanserlerinde ve hepatoselliler karaciger
kanserlerinde sag kalimi uzatmistir ® %373,

Hedefe yonelik tedavilerin yoneldigi hedeflerin fizyolojik gorevleri de
vardir. EGFR (ErbB1), Her2 (ErbB2),Her3 (ErbB3) ve Her4 (ErbB4)'den olugsan
ERB ailesi, hem EGFR hem de Her2, MAPK ve PI3K/Akt yolagini aktive ederek
normal hicreler ve kanser hicrelerinde, hicre buyumesi farklilasmasi ve
motilitesinde kritik ©neme sahiptir. Ornegin; EGFR reseptorleri deri ve
mukozanin yenilenmesi, onarimi ve butinliginden sorumludur. Bu nedenle
EGFR blokajinda dermatolojik toksisite ve gastrointestinal toksisite gelisir.
Erlotinib ve Gefitinib gibi EGFR inhibitorleri, deri ve gastrointestinal toksisite
disinda interstisyel akciger hastaligina %2-5 oraninda neden olabilirler ® 3,

Ayni sekilde HER-2 reseptorleri yogun bigcimde miyokardda bulunur ve
miyokardiyositlerin  blyumesi, yasamasi, onarimi ve kontraktilitesinden
sorumludur. HER2 bloke edilmis kalpte dilate kardiyomiyopati gelismekte, sol
ventrikiler ejeksiyon fraksiyonu dismektedir. Cinki kalp miyokardi onarim
prosesini, HER2 resepttri araci ile gelismektedir. Yeni grup ilaglar her ne kadar
iyi tolere edilseler de, bazi hedefe yonelik ilaglarin kullanimi sirasinda
aralarinda kalp yetersizligi, sol ventrikil sistolik fonksiyonlarinda bozulma,
hipertansiyon, tromboembolik olaylar ve nadir olarak miyokard infarktistiniin de
bulundugu kardiyak yan etkiler bildirilmistir 2% %% ©°,

Hucre bolinmesi ve blyimesinde gorevli olan epidermal biyiume faktori
ve reseptorleri birgok memeli uterusunda var olup bircok ¢calismada da EGF’nin
uterus aktivitesi ve embriyo gelisimi tizerine 6énemli rolleri bildirilmistir. insan
menstrual siklusunda ErbB/HER ailesinin butiin Gyeleri uterusta ylzey ve bez
epitel hicrelerinde eksprese edilir. ErbB2/HER2'nin fare uterusunda EGF iligkili

blyime faktoriinin stimilasyonunda potansiyel mediatér olarak rol oynadigi
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One surulmus, ayrica bazi turlerde bu reseptorin uterin epitelyal hicrelerde
eksprese edildigi bildirilmistir %°.

Oral olarak alinan, EGFR ve HER2 reversibl inhibitori olan Lapatinib
hem EGFR hem de HER2 reseptorine bagh tirozin kinaz aktivitesini inhibe
eder. Lapatinibin uterus ve over dokularinda yol acabilecedi degisikliklerin
arastirilmasi amaciyla yapilan bu calismada uterus Kkesitlerinin elektron
mikroskobik dedgerlendiriimesi sonucunda, deney gruplarindan elde edilen
orneklerde endometriyum dokusu kontrol grubuna gore belirgin ultrastriktirel
degisiklikler gostermekteydi. 1. gruba ait uterus dokularinda ylzey epitel
hiicrelerde cekirdeklerin indentasyon gdosterdidi, heterokromatinden zengin
oldugu, endoplazmik retikulum sisternalarinda genisleme, mitokondriyonlarda
hacim artisl, lizozomal yapilarda ve lipid damlaciklarinda artis bulundugu,
izlenirken bez epiteli hiicrelerinin sitoplazmalarinda yaygin lipid damlaciklari ve
lizozomal yapilar gozlendi. Il. gruba ait uterus dokularinda ise incelenen ylzey
epitel hicrelerinin sitoplazmasinda lipid damlaciklarinin ve mitokondriyonlarin
sayica artis gosterdigi, stromal hicrelerin sitoplazmalarinda mitokondriyonlarin
genigleyip dejenere oldugu dikkati cekmekteydi. Bez epiteli hicrelerinin
sitoplazmalarinda lipid damlaciklari, lizozomal yapilar diger gruba gére daha
fazla olup mitokondriyonlarinda hacim artigi ve dejenerasyon géruldi. Uterus
mukozasinda meydana gelen yapisal dedisikliklerin EGFR blokajiyla ilskili
oldugu dusunalda.

EGFR'nin overlerde follikil igerisinde granuloza ve teka hucreleri ile
korpus luteumda bulundugu, epidermal biyume faktorinin tirozin kinaz
aktivasyonu ile oosit matirasyonunu kontrol etmede fizyolojik bir 6neme sahip
oldugu ve follikiiler gelisimi sagladigr bildirilmistir  *°. HER2 overde primordiyal
germ hicrelerinde, grantloza hicrelerinde, luteal hiicrelerde ve oositte ekprese
olmaktadir. HER2, graniloza hiicre fonksiyonu regilasyonunda, primordiyal
follikil blyumesinin baglamasi ve oosit olgunlagmasinda rol alir. Ayrica EGF
roliinii diizenleyen anahtar sinyal molekiilii olarak aracilik eder .

30 mg/kg Lapatinib uygulanan deney grubuna ait over kesitlerinde
primordiyal follikillerde oosit sitoplazmasi icerisinde lizozomlarin ve genislemis
Golgi kompleksine ait sisternalarin bulundugu, gelisme sirecine girmis
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folliklillerde grantlloza hicrelerinin c¢ekirdeklerinin heterokromatinden zengin
oldugu ve indentasyonlar gosterdigi, periniklear sisternalarinda genisleme,
mitokondrial dejenerasyon, endoplazmik retikilim sisternalarinda genisleme ve
¢cok sayida apoptotik cisimciklerin bulundugu gorildid. 75 mg/kg Lapatinib
uygulanan deney grubuna ait overlerde primordiyal follikillerde ooplazma
icerisinde Golgi kompleksine ait sisternalarin genislemis oldugu, degisik hacim
ve sekillerde vesikul ve vakuollerin varligi dikkati ¢ekiciydi. Deney gruplarinda
gOzlenen ve doza bagl olarak artan bu bulgular Lapatinib’in etkisiyle, oosit ve
granuloza hucrelerinin  yapisinin  ve gelisiminin  etkilendigini g0Osteren
ultrastriktirel degisiklikler olarak degerlendirildi.

Tamor hicrelerinin proliferasyonunda, buyume faktorlerinin tirozin kinaz
reseptorlerini aktive etmesi 6nemli bir basamaktir. EGF reseptorinin fizyolojik
olmayan aktivasyonu kontrol edilemeyen hiicre bélinmesi ve sonunda timor
blyimesi ile sonuclanir. EGF reseptorinin aktivasyonu, sadece hicre
bélinmesine neden olan ras yolunun hicre ici aktivasyonuna yol agmakla
kalmaz, ayni zamanda apoptozisin inhibisyonu, anjiyogenez stimulasyonu ve
metastaz/invazyon ile sonuclanan diger hiicre i¢i yollarin da aktivasyonuna yol
acar. Sunulan calismada yuksek doz Lapatinib verdigimiz grubun (75mg/kg)
over dokularindaki folliktllerde tanimladigimiz apoptotik degisiklikler yaninda
bazi follikullerdeki grantloza htcrelerinde godzlenen perintklear sisterna ve
endoplazmik retikulum genislemeleri, vakuolizasyon ile karakterize degisiklikler
apopitozdan farkh bir yolla olusan ve buyime faktdrleriyle baglantili olarak
gelisen paraptoz ile uyumluluk goéstermektedir. Sperandio ve arkadaslari
calismalarinda sitoplazmik vakuolizasyon ve mitokondrial sisme ile karakterize
farkll bir hiicre 8lumii tipi olan paraptosisi tanimlamiglardir ®°. Calismamizda
yiksek doz Lapatinib alan deney grubunda overlerde gb6zlenen bu
degisikliklerin, EGFR inhibisyonuyla iligkili olarak, doza bagli olarak artan
apoptoz ve paraptoz nedeniyle gerceklestigi dustintlmektedir 3 °°,

Caligmanin, biyokimyasal verileri degerlendirildiginde 0Ostrojen ve
progesteron degerlerinde dedisiklikler oldugu gorilmektedir. Deney sonunda
kontrol ve deney gruplarindaki sigcanlardan alinan kan orneklerinin progesteron
ve Ostrojen degerleri karsilastinldiginda, 30mg/kg ve 75mg/kg Lapatinib
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uygulanan gruplarda, progesteron ve o6strojen degerlerinin doza bagl olarak
giderek dustugu dikkati cekmekte ve bu azalmanin EGFR inhibisyonuyla iligkili
oldugu dasunulmektedir. Nitekim Kennedy, Steward ve Cullinan, Wollenhoupt
gibi arastirmacilar Ostradiol ve progesteronun, hicrelerdeki EGF ve EGFR
ekspresyonunu, EGF ve EGFR’nin ise steroid hormon bagimli uterin blyumeyi,
proliferasyonu ve diferansiyasyonu stimiile ettigi bildirmislerdir ?°. Ayni zamanda
farenin genital sisteminde EGF ve EGFR ekspresyonunda ostrojenin artis

26

gosterdigi bildiriimistir *°. insanlarda ise menstriiel siklus boyunca EGFR

ekspresyonundaki artisin serum 6stradiol seviyesine bagiml oldugu bildirilmistir
26

Sonug olarak, farkli dozlarda uygulanan Lapatinibin over ve uterus
Uzerine etkilerinin kontrol ve deney gruplarinda karsilagtirmali olarak incelendigi
calismamizda oOzellikle yuksek doz grubunda, over ve uterus dokularinda
yapisal degisiklerin gelistigi go6zlenmis ancak bu degisikliklerin geriye
donusimliu oldugu dasuntlmustir. Gunumuzde birgcok hedefe yonelik ilag
arastirma asamasindadir. Umit veren bu ilaglarla yapilan arastirmalar halen
devam etmekte ve her gecen gin bunlara yenileri eklenmektedir. Ancak hedefe
yonelik ajanlar kullanildikgca bazi beklenmeyen yan etkiler de ortaya
¢ctkmaktadir. Cunkid bu ajanlarin devre digi biraktigr reseptorler ve sinyal
molekdlleri normal hicreler tarafindan da gereginde kullanilmaktadir. Béylece

normal hiicreler de zaman zaman hedefin iginde kalabilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

8-12 Haftalik sicanlara oral yoldan verilen Lapatinib’in etkilerinin

incelendigi calismamizda; ostrojen ve progesteron degerleri istatistiksel olarak

irdelenirken, over ve uterus dokularinin morfolojik 6zellikleri 151k ve elektron

mikroskobik dizeyde degerlendirilmistir. Elde edilen deney grubu bulgulari,

kontrol

grubunun bulgulaniyla karsilastirildiginda, asagidaki sonuglara

ulasiimistir.

1-

2-

Lapatinib’e maruz kalan deney gruplarinda dstrojen ve progesteron
degerleri azalmaktadir.

Lapatinib’e maruz kalan siganlarda primordiyal follikiillerde, gelisen
folliktllerin grandloza hucrelerinde belirgin olmak Uzere overde
dejeneratif degisiklikler gelismekte ve apoptozis artmaktadir.
Lapatinib’e maruz kalan sicanlarda uterusta, endometriyal stromada
yapisal degisiklikler gelismektedir.

Over ve uterusta gozlenen degisiklikler doza bagl olarak artmaktadir.
EGFR ve HER2 tirozin kinaz inhibitorti olan Lapatinib uygulamasiyla
over ve uterusta gozlenen yapisal degisikliklerin, hedefe yonelik
tedavilerin devre disi biraktigi reseptor ve sinyal molekullerin
kullanildig1 fizyolojik proseslerin de etkilenmesi sonucu gelismis

olabilecegi disunulmustar.
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