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Abstract

Purpose: Many drugs, started to be used in targeted anti-
cancer treatment as a result of advances in molecular
oncology, stop proliferation of tumor cells via interacting
with cell receptors and intracellular signaling molecules.
Because of physiological functions of these targets,
adverse effects develop during therapy. Lapatinib is one of
the drugs used in targeted therapies, enters into the cell and
inhibits the activity of epidermal growth factor and
receptor-linked tyrosine kinase. Our study aimed to
investigate changes in uterine and ovarian tissues of rats
caused by Lapatinib at biochemical, light and electron
microscopic levels.

Materials and Methods: 24 female Wistar rats were
divided into 3 groups, 30 mg/kg and 75 mg/kg Lapatinib
to experimental groups, and same amount of distilled
water to the control group were applied twice a day by
gavage during 14 days. Blood samples were collected for
estradiol, progesterone, FSH and LH serum levels. Uterine
and ovarian tissue samples were prepared for light and
electron microscopic examinations and evaluated by Jeol
JEM 1400 TEM and Olympus BX 50 light microscope.
Results: Besides the reduction of estradiol and
progesterone levels in experimental groups, structural
changes in stromal cells and glands of endometrium,
oocyte, granulose cells and interstitial cells of ovaries were
observed, and it was observed that these changes were
more prominent in high dose group.

Conclusion: Drugs that are used in targeted therapies,
such as Lapatinib, can cause structural and functional
changes in tissues and organs depending on blockage of
receptors and targeted signal molecules.
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Oz

Amag: Molekiller onkolojideki gelismeler sonucunda
hedeflenmis anti-kanser tedavisinde kullanilmaya baglanan
bircok ilag, hiicte reseptotleri ve hiicre ici sinyal molekiilleri
ile  etkileserek  timér  hicrelerinin - gogalmasini
durdurmaktadir. Bu  hedeflerin  fizyolojik ~ gbrevleri
nedeniyle tedavi sirasinda yan etkiler gelismektedir. Hedefe
yonelik tedavide kullanilan ilaglardan biri olan Lapatinib
hiicre igine girerek epidermal biyime faktori ve
reseptoriine  bagh tirozin kinaz aktivitesini inhibe
etmektedir. Calismamizda Lapatinib’in sican uterus ve over
dokularinda yol agabilecegi degisikliklerin biyokimyasal,
stk ve elektron mikroskobik diizeyde
amaclandt.

Gereg ve Yontem: 24 adet Wistar cinsi disi sican 3 gruba
ayrilarak, deney gruplatina sirasiyla 30 mg/kg ve 75 mg/kg
Lapatinib, kontrol grubuna ise ayni miktarda distile su
gavaj yoluyla, glinde 2 kez 14 giin boyunca uygulandu.
Deney sonunda hayvanlardan kan 6rnekleri alinarak serum
Ostradiol, progesteron, FSH ve LH seviyeleri 6letildi.
Uterus ve over doku 6rnekleri 151k ve elektron mikroskobik
doku hazirlama yontemlerine uygun olarak hazirland.
Dokulardan elde edilen kesitler, Jeol JEM 1400 TEM ve
Olympus BX 50 151tk mikroskoplarinda degerlendirildi.
Bulgular: Deney gruplarina ait siganlarda Sstradiol ve
progesteron seviyelerinde azalma yaninda 151k ve elektron
mikroskobik kesitlerde, endometriyumda stromal hiicreler
ve bezlerde, overlerde ise oosit, graniiloza hiicreleri ile
interstisyel htcrelerde yapisal degisikliklerin gelistigi ve bu
degisikliklerin yiiksek doz grubunda daha belirgin oldugu
go6zlendi.

Sonug: Lapatinib gibi hedefe yonelik tedavilerde kullanilan
ilaglarin hedefledigi reseptdrler ve sinyal molekiillerinin
blokajina bagl olarak bunlarn  kullanildigi  doku ve
organlarin  yapt  ve  fonksiyonlarinda  degisiklikler
gelisebilecegi kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler: Over, uterus, Lapatinib, ince yapt.
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Son yirmi yil icinde molekiler onkolojideki 6nemli
gelismeler sonucunda karsinogenez, timor biiyiimesi
ve invazyonu ile metastaz biyolojisinde Onemli
gelismeler olmus ve giinimiizde yeni gelistirilen anti-
kanser ilaglar ile hedeflenmis anti-kanser tedavisi
gindeme gelmistir!. Konvansiyonel kemoterapiler
“selektif” olmadiklart icin prolifere olan timor
htcrelerini yok ederken normal hiicreleri de ortadan
kaldirmaktadirlar.  Hedeflenmis — terapotikler — ise
“selektif hedefleri” nedeniyle “6zgiil molekiler
defekti” olan timdér hiicrelerine yonelerek kanser
htcresini hedef hiicre araciligs ile 6ldarirken normal
hiicrelerin  saglikli bir ortamda devam etmesine
olanak tanimaktadirlar!-2.

Bu kapsamda son yillarda epidermal bilytime faktéri
reseptorine (EGFR) 6zgll monoklonal ve tirozin
kinaz inhibitotleri klinikte erken faz c¢alismalarinda
yer almaya baslamistir. EGFR’ye baglanan ligandin
bloke edilmesi, reseptoriin monoklonal antikorlar ile
bloke edilmesi veya tirozin kinaz aktivasyonu ile
inhibe edilmesi 6nemli bir tedavi yaklagimi
olusturmaktadir. Insan epidermal biyiime faktor
reseptori 2 (HER2) pozitif meme kanserinde
kemoterapiye ek olarak hedefe yonelik tedaviler
gelistirilmistir ve Trastuzumab ilk hedefe y6nelik ilag
olmustur. Lapatinib ise bunlardan sonra gelistirilen,
kanserli hiicrede sinyal yollarini etkin bir sekilde
inhibe eden EGFR ve HER2 tirozin kinaz
inhibit6éradir! 4,

Epidermal  buyime faktéri  (EGF), hicre
membranlarindaki 6zglin  reseptorlere baglanarak
intraselliler olaylar serisini baslatirlat>. EGFR
aktivasyonu timér biiyiimesini ve ilerlemesini stimiile
eder, proliferasyonu arttir ve anjiyogenesis, invazyon,
metastaz ve apoptozis inhibisyonunu saglar®’. EGFR
ailesinin dort tiyesinden biri olan HER2, tirozin kinaz
aktivitesine sahip transmembran reseptoridir ve
normal durumda hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasinda rol
alir?8. EGFRleri, tip 1 reseptor kinaz olarak da bilinir.
EGFR’nin fizyolojik olmayan aktivasyonu, kontrol
edilemeyen hiicre bolinmesi ile sonuglanir. Bir¢ok
insan  timoérinde EGFR’nin  asirt miktarda
ekspresyonu kétii prognozla ilgilidit?. HER2 artist ve
astr1 ekspresyonu meme kansetlerinin  %30’unda,
ovaryan kanserlerde ve mide kanserinde gérilmustir.
EGFR’nin meme, endometriyum ve over kanserli
dokularda fazla miktarda bulundugu gosterilmistir!.
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Insan timérlerinde EGFR asirt miktarda eksprese
edildiginden kanser tedavisinde bu reseptorin
inhibisyonu rasyoneldir. Ginimuzde inhibisyonu
saglamak icin 2 yaklasim wvardir: Monoklonal
antikotlar ve EGFR tirozin kinaz inhibitotleridir.
Lapatinib oral alinan, kiciitk molekdl yapisinda olan
bir reversible EGFR ve HER2 tirozin kinaz
inhibitéradir!!-1*. Lapatinib kiictik molekil yapisinda
oldugundan hicre i¢ine girerek hem EGFR hem de
HER2 reseptoriine baglt tirozin kinaz aktivitesini
inhibe eder?.

Lapatinib’in faz 1 ve 2 denemelerinde birka¢ timor
tipine karst aktivitesine bakilmis ve &zellikle meme
kanserinde etkisi denenmistit. Faz 3 calismasinda ise
Lapatinib HER2-pozitif ve HER2-negatif metastatik
hastalarda denenmistir ve sonug olarak HER2-pozitif
meme kanseri hastalarin  kullanimi  igin  onay
almistir!>19. Diger tirozin kinazlara benzer sekilde,
Lapatinib iyi tolere edilebilir. Baslica toksisitesi
kizariklik  (%31), ishal (%065), el ayak sendromu
(%053), yorgunluk (%10) ve mide bulantisidir (%013) -
22, Lapatinib’in Purkinje liflerinde kardiyak aksiyon
potansiyel siiresini uzattigt belirtilmis ayrica HER2
yolunun inhibe olmasinin kardiyak disfonksiyona
neden oldugu rapor edilmistir'>?>. EGFR, overlerde
folikul igerisinde graniiloza ve teka hiicrelerinin yan
sira korpus luteumda bulunmaktadir?®. Insanin
menstrual siklusunda EGFR ve HER2nin uterusta
yuzey ve bez epitel hiicrelerinde eksprese edildigi ayni
zamanda HER2nin (c-ertbB2 veya neu) overde
primordiyal ~ germ  hicrelerinde,  graniiloza
htcrelerinde, luteal hiicrelerde ve oositte ekprese
oldugu ve primordiyal folikiil biyimesi, graniiloza
hiicre fonksiyonu regiilasyonu, oosit olgunlagmasinda
rol oynadigt 6ne strilmuistir?>20,

EGFR ve HER2yi inhibe eden Lapatinib’in over ve
uterus dokularinda yapisal bir degisiklige yol acip
acmadigini gosteren bir calisma henitiz literatiirde
bulunmamaktadir. Bu calismada Lapatinib verilen
sicanlarin uterus ve over dokularinda meydana gelen
degisikliklerin 151k ve elektron mikroskobi diizeyinde
incelenmesi amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM

Deney sirasinda  yapilan  tim  islemler 1986
Uluslararast  Strasbourg Hayvan Haklart Evrensel
Beyannemesine uygun olarak, etik kurul onay1

(toplantt sayist 12, toplanti tarihi 29 Eylil 2010) ile
veteriner hekim kontroliinde Cukurova Universitesi
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Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama
Merkezinde (TIBDAM) gergeklestirilmistir.

Calismamizda 8-12 haftalik, 200-220 gr agithginda 24
adet Wistar albino tirt disi sican kullanildi. Deney
sirasinda gebe olma olasiliklarini ortadan kaldirmak
amactyla 3 hafta stre ile erkeklerden izole edilerek 12
saat karanlk, 12 saat aydinlik siklusunda birakian
sicanlar, ortam 1sts1 22+2°C* derece sabit tutularak
paslanmaz tel kapakli plastik kafesler igerisinde
tutuldu. Siganlara ad libitum olarak hazir palet yem ve
cesme suyu verildi. 3 hafta sonunda 16 adet sican
deney grubu olarak 2 kafese (her kafeste 8 adet), 8
adedi ise kontrol grubu olarak ayr1 kafeslere konuldu.
Tablet halinde bulunan Lapatinib havanda ezilerek
toz haline getirildi. Cézuntrlik 10 mg/ml distile su
olarak belitlendi?”. 1. Gruba 30 mg/kg Lapatinib, 2.
Gruba 75 mg/kg Lapatinib, kontrol grubuna ise
distile su gavaj yoluyla sabah ve aksam ginde 2 kez
olmak Uzere 14 giin boyunca verildi?®. Deneyin
sonunda anestezi altndaki tim hayvanlardan
biyokimyasal analizler i¢in intrakardiak kan 6rnekleri,
151k mikroskobik ve elektron mikroskobik incelemeler
icin over ve uterus dokulart alindr.

Biyokimyasal analizler

Ostradiol, progesteron, FSH ve L.H serum seviyeleri
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi
Merkez Iaboratuvarinda, E 170 Immunoassay
(Roche, Almanya) yontemi ile 6lctldi.

Isik mikroskobik doku hazirlama y6ntemi

Bouin solisyonu icerisine alinan over ve uterus
dokulart 4 saat siireyle tespit edildi. Leica TP 1020
ototeknikon cihazt ile rutin doku takipleri yapildi.
Bloklama isleminin ardindan mikrotom ile 5 pm
kalinliginda alinan parafin kesitler, Hematoksilen-
Eozin boyast ile boyandi ve Olympus BX50 (Tokyo,
Japonya) 151tk mikroskobunda incelenerek resimleri
cekildi.

Elektron mikroskobik doku hazirlama
yontemi

Elektron mikroskobik degerlendirme i¢in alinan over
ve uterus doku 6rnekleri Millonig fosfat tamponu ile
hazirlanmis, %5’lik glutaraldehit soliisyonu igerisinde
4 saat stre ile tespit edildi. Elde edilen doku
bloklardan Reichert Ultracut S ultramikrotomu ile
yart ince kesitler alinarak Toluidin mavisi ile boyand:
ve 1stk mikroskobunda degetlendirildi. Belitrlenen
alanlardan 50 nanometre kalnligindaki alinan ince
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kesitler Jeol JEM 1400 Transmisyon Elektron
Mikroskobu ile incelendi ve mikrograflari elde edildi.

Istatistiksel analiz

Calismamizda 3 gruba ait
biyokimyasal analizler icin alinan intrakardiak kan
orneklerinde FSH, LH, 6stradiol, progesteron
degerleri ol¢uldu. Biyokimyasal verilerin istatistiksel
analizinde SPSS 11.0 paket program: kullaniarak
degerler Kruskal Wallis testi ile karsilastirildi.
Farkliligin bulundugu gruplar Mann-Whitney U testi
ile arastirilip, tim testlerde istatistiksel 6nem duzeyi

0,05 olarak kabul edildi.

tim hayvanlardan

BULGULAR

Biyokimyasal analizler

Deney sonunda anestezi altindaki siganlardan alinan
kan 6rneklerinde 6stradiol, progesteron, FSH ve LH
serum degerleri incelendi. FSH ve LH degetlerinde,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlt bir fark
olmadig1 goriildii. Ostradiol degerleri incelendiginde,
kontrol grubuna gére Grup 1 ve Grup 2’de degetlerin
azaldigi, bu azalmanin 2. Grupta istatistiksel olarak
anlamli ve daha belirgin oldugu izlendi. Progesteron
degerleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda Grup 1 ve
Grup 2’de azaldigy, ancak bu azalmanin istatistiksel
olarak anlaml olmadig1 gérilda (Tablo 1).

Isik mikroskobik bulgular

Kontrol grubuna ait over kesitlerinin icerisinde
normal yapida primordiyal folikiller, gelisimin farkls
evrelerindeki folikiller, atretik folikiiller ve korpus
luteum bulunmaktaydi (Sekil 1A). 1. Gruba ait over
kesitlerinin icerisinde normal morfolojik 6zellik
gosteren folikillerin yaninda yapt olarak histolojik
Ozelliklerini kaybetmis folikiller de bulunmaktaydi.
Bu folikillerde graniiloza hiicrelerinin birbitleri ile
olan iliskilerini kaybettikleri ve grantiloza hiicrelerinin
antral bosluga dokildigi izlendi. Bununla birlikte
gelisimin  ileri  evresindeki antral folikullerde
grantloza hiicrelerinin antral kavitede serbest olarak
bulundugu gézlendi. Bazi folikiillerde genis antrumu
gevreleyen graniiloza hucrelerinin yassilastigr dikkati
cekti (Sekil 1B). 2. Gruba ait over kesitlerinde atretik
foliktllerin  varligt gézlendi. Atretik folikullerde,
grantloza hicrelerinin  birbitlerinden ayrildigt ve
oldukc¢a koyu bir cekirdege sahip oldugu gorildi
(Sekil 1C).
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Tablo 1. Deney sonunda siganlarin intrakardiak kan orneklerindeki serum FSH, LH, 6stradiol ve progesteron

degerleri
Ort£SS FSH (mlU/mL) | LH (mlU/mL) | Ostradiol (pg/mL) | Progesteron (ng/mL)
Medyan(min-max)
Kontrol 0,0770,031 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 mg/kg) 0,06+ 0,04 0,100+ 0,000 0,270 0,427 0,239 £ 0,130

0,1(0,01- 0,10)

0,1(0,10 0,10)

0,270(0,19-0,34)

0,185(0,118-0,40)

Grup 2 (75 mg/kg) 0,100 0,000 0,100 £0,000 0,212 +0,894 0,224 0,121
0,100(0,10-0,10) | 0,100(0,10-0,10) 0,250(0,60-0,32) 0,209(0,52-0,40)

Pt 0,141 1,000 0,047 0,246

pr 0,585 1,000 0,092 0,201

prr 0,063 1,000 0,035 0,110

PRk 0,064 1,000 0,153 0,832

tU¢ grup karsilastirmast; *Kontrol ve grup 1 karsilastirmast; *¥Kontrol ve grup 2 karstlagtirmast; ***Grup 1 ve grup 2 karstlagtirmast

Sekil 1. Isik mikroskobik fotograflar (H&E).

A) Kontrol grubu, over. Primer folikil (PF), atretik folikil (Atf), gelisen foliktl (GF), sekonder folikiil (SF) izlenmekte.
Bar=100 pm. B) 1. Grup. Antral folikiillerde bazi graniiloza hiicrelerinin antral kavitede serbest olarak bulundugu (ok
bast) gozlenmekte. Bazi folikiillerde genis antrumu (A) gevreleyen graniiloza hiicrelerinin (GH) yassilastigi (siyah ok)
izlenmekte. Korteks (K), yiizey epiteli (beyaz ok), primer folikil (PF). Bar=100 um. C) 2. Grup. Atretik folikiillerde
(AtF), grantiloza hiicrelerinin (siyah ok) birbirlerinden ayrildigi gézlenmekte. Sekonder folikil (SF), primer folikial (PF).
Bar=200 um. D) Kontrol grubu, uterus. Prizmatik sekilli epitel hiicreleri (siyah ok), endomettiyal stroma (Str) ierisinde
endometriyal bezler (EB) gérilmekte. Bar=100 um. E) 1. Grup. Prizmatik epitel (siyah ok), endometriyal stroma (Str),
endometriyal bezler (EB), bezlerin arasinda stromal hticreler (SH) normal yapida izlenmekte. Bar=100 um. F) 2. Grup.
Uterus limeninin prizmatik epitel (siyah ok) ile déseli oldugu, endometriyal bezlerin (EB) sayica azaldigt ve bazi alanlarda
limenlerinin (L) genislemis oldugu, bez epiteli hticrelerinin (beyaz ok) yassilagtigi izlenmekte. Endometriyal stromanin
(Str) diger gruplara gore daha fibr6z bir gériinim kazandigi izlenmekte. Bar=100 um.
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Sekil 2. Kontrol grubu over.

A) Yuzey epiteli. Cekirdekler (C), mikrovilluslar (Mv), tunika albuginea (T'A) ve fibroblast (Fb) gériilmekte. Bar=100
nm. B) Primordiyal folikal. Oositi (O), folikiiler hiicrelerin ¢ekirdekleri (C) ve mitokondriyonlart (M), bazal lamina (beyaz
ok), ovaryan stroma (OS) goriilmekte. Bar=1 pm. C) Antral folikillde oosit, graniiloza hiicreleri (GH), zona pellusida
(ZP), oositin yluzeyinden ¢tkan mikrovilluslar (siyah ok) ve folikiiler hiicrelerden uzanan sitoplazmik uzantilar (beyaz ok)
gorilmekte. Ooplazma (Op) periferinde kortikal grantller (ok bast) izlenmekte. Bar=2 pum. D) Grantloza hiicrelerinin
cekirdekleri (C), cekirdekgikleri (Ckg), sitoplazmasinda mitokondriyonlar (M) gézlenmekte. Teka interna (TT). Bar=2
um. E) Korpus luteum. Graniiloza lutein hiicrelerinin (GL) ¢ekirdegi (C), cekirdekeigi (Ckg), sitoplazmasinda lipid
damlaciklart (L), tiibiler tarzda kristalara sahip mitokondriyonlar (M), agraniler endoplazmik retikulum sisternalari
(beyaz ok) izlenmekte. Bar=1 pum. F) Interstisyel hiicrelerin gekirdekleri (C), sitoplazmalarinda lipid damlaciklart (L),
agraniiler endoplazmik retikulum sisternalari (SER), tibiiler kristalara sahip mitokondriyonlar (M) gorilmekte. Bar=100
nm.
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Sekil 3. 1. Grup, over.

A) Yizey epiteli normal yapida goriilmekte. Cekirdek (C), mikrovilluslar (Mv), lipid damlaciklari (). Bar=1 pm. B)
Primordiyal foliktlde oosit (O), mitokondriyonlar (M), lizozomlar (Lz), genislemis Golgi kompleksi (GK), folikiiler
hticreler (FH) goriilmekte. Bar=0,5 pm. C) Antral folikiilde oosit (O), kortikal graniiller (siyah ok), membranéz yapilar
(My), zona pellusida (ZP) igerisinde oositten uzanan mikrovilluslar (beyaz ok) ve graniloza hiicrelerine (GH) ait
sitoplazmik uzantlarin (ok bagi) varligi, grantloza hiicrelerinin sitoplazmalarinda yer alan mitokondriyonlarda (M)
dejenerasyon izlenmekte. Bar=1 pm. D) Graniiloza hiicrelerinin (GH) ¢ekirdeklerinin (C) indentasyonlar gosterdigi,
perintklear sisternalarin yer yer genislemis oldugu (beyaz ok), mitokondriyonlarda (M) dejenerasyon, endoplazmik
retikulum sisternalarinda (ok basi) genisleme oldugu ve graniiloza hiicreleri arasinda apopitotik cisimciklerin (AC)
bulundugu gérilmekte. Bar=100 nm. E) Korpus luteum. Graniiloza lutein hiicrelerinin (GL) ¢ekirdegi (C), cekirdekeigi
(Ckg), sitoplazmasinda lipid damlaciklari (L), tibiiler tarzda kristalara sahip mitokondriyonlar (M), agraniiler endoplazmik
retikulum sisternalari (beyaz ok) ve ¢ok sayida lizozomun (Lz) varligt izlenmekte. Bar=1 pm. F) Ovaryan stromada
interstisyel hiicrelerin (IH) heterokromatinden zengin cekirdekleri (C), sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlaciklart
(L), mitokondtriyonlar (M) ve agraniiler endoplazmik retikulum sisternalart bulunmakta (beyaz ok). Bar=1 pm.
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Sekil 4. 2. Grup, over.

A) Yizey epitel hiicreleri. Derin indentasyon igeren ¢ekirdekler (C), lipid damlaciklart (L), mikrovilluslar (Mv) izlenmekte.
Bar=0,5 pm. B) Primordiyal folikiilde oosit (O), ¢ekirdek (C), ooplazma boyunca degisik hacim ve sekillerde vezikil ve
vakuoller (beyaz ok), genislemis mitokondriyonlar (M) ile genislemis Golgi kompleksi (GK) icermekte. Folikiiler hiicreler
(FH). Bar=1 pm. C) Primer folikiilde oosit (O) igerisinde lizozomal yapilar (siyah ok), membranéz yapilar (My),
mitokondriyonlar (M) ve kortikal graniiller (beyaz ok) gézlenmekte. Zona pellusida (ZP) icerisinde oosit ve graniiloza
hiicrelerinden (GH) uzanan mikrovilluslar ve sitoplazmik uzantilar (ok bast) izlenmekte. Bar=100 nm. D) Primer
folikiilde oosit (O) ve cevresinde yer alan graniloza hiicrelerinin (GH) sitoplazmasinda lipid damlaciklart (L) ve
perintklear sisternalarda genislemeler (siyah ok), mitokondriyal dejenerasyon (M) ve vakuolizasyon (V) oldugu dikkati
¢ekmekte. Bar=100 nm. E) Antral folikiilde graniiloza hiicrelerinin (GH) sitoplazmalarinda lipid damlaciklart (L), yaygin
vakuolizasyon (siyah ok), apoptotik cisimcikler (AC), lizozomlar (Lz) gériilmekte. Antruma (A) dékilmis olan grantiloza
hiicresi izlenmekte. Bazal lamina (beyaz ok bagi). Bar=0,2 um. F) Interstisyel hiicrelerin (IH) heterokromatinden zengin,
indentasyon iceren cekirdekleri (C), perintiklear sisternalarinda genisleme (beyaz ok), sitoplazmalarinda yaygin olarak
lipid damlaciklart (L), mitokondriyonlar (M), SER sisternalart (siyah ok) gériilmekte. Bar=1 pm.
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Sekil 5. Uterus mikrograflari.

A) Kontrol grubu. Prizmatik sekilli epitel hiicrelerinde gekirdekler (C), mitokondriyonlar (M), lipid damlaciklart (L),
hticrelerin apikal ytzeylerinde mikrovilluslar (Mv), lateral yiizeylerin apikal kisimlarinda baglanti kompleksleri (beyaz ok)
gorilmekte. Bar=1 pm. B) Kontrol grubu. Endometriyal stromada, stromal hucrelerin (SH) ¢ekirdekleri (Ck) ve
sitoplazmik uzantilari (beyaz ok), kollajen lifler (Kol) izlenmekte. Endomettiyal bezlerin limenini déseyen hicrelerin
cekirdekleri (C), mitokondriyonlar (M), hiicreler arasi baglantt kompleksleri (ok bast) izlenmekte. Bar=2 ym. C) 1. Grupta
uterus yiizey epitel hiicrelerinin gekirdekleri (C), sitoplazmalarinda hafif genislemis mitokondriyonlar (M), lipid
damlaciklart (L), endoplazmik retikulum sisternalart (siyah ok), apikal sitoplazmalarinda mikropinositotik vezikiiller (ok
basi), lizozomal yapilar (Ly) izlenmekte. Mikrovilluslar (Mv), baglantt kompleksleri (beyaz ok) gérilmekte. Bar=1 pum.
D) 1. Grupta bez epiteli hticrelerinin ¢ekirdekleri (C), lipid damlaciklart (L), lizozomal yapilar (Ly), dejenerasyon gosteren
mitokondriyonlar (M) izlenmekte. Bar=0,5 pum. E) 2. Grupta prizmatik epitel hiicrelerinde ¢ekirdekler (C),
sitoplazmalarinda sayica artis gosteren lipid damlaciklart (L), lipofuksin granilleri (Lf) ve mitokondriyonlar (M)
izlenmekte. Bar=1 um. F) 2. Grupta bezlerin liimeni d6seyen hiicrelerin ¢ekirdekleri (C), sitoplazmalarinda dejenerasyon
gosteren mitokondriyonlar (M), sayica artmis lizozomal yapilar (Ly) ve lipid damlaciklar (L) izlenmekte. Stromal hiicreler
(SH), kollajen (Kol). Bar=1 pm.
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Kontrol grubuna ait uterus kesitlerinde yiizey epiteli,
endometriyal bezler ve stroma normal yapidayd:
(Sekil 1D). 1. Grubun uterus kesitleri kontrol grubu
ile benzer oOzelliklerde izlenmekle bitlikte stroma
icerisindeki yaygin kollajen liflerin varligi dikkati ¢ekti
(Sekil 1E). 2. Grubun uterus kesitlerinde ise
endometriyal bezlerin limenlerinin genislemis oldugu
ve bez epiteli hiicrelerinin yassilastigt gorilda.
Bezlerin arasii dolduran endometriyal stromanin
diger gruplara gore daha fibréz bir gbrinim
kazandig izlendi (Sekil 1F).

Elektron mikroskobik bulgular

Kontrol grubuna ait over dokular1 normal
ultrastriiktiirel yapida izlendi (Sekil 2). 1. Gruba ait
over Kkesitlerinde primordiyal folikillerde oosit
sitoplazmasi igerisinde lizozomlarin ve genislemis
Golgi kompleksine ait sisternalarin  bulundugu,

gelisme  stirecine girmis folikilllerde grantloza
htcrelerinin ~ ¢ekirdeklerinin  heterokromatinden
zengin oldugu ve indentasyonlar gosterdigi,

periniiklear sisternalarinda genisleme, mitokondriyal
dejenerasyon, endoplazmik retikulum sisternalarinda
genisleme ve c¢ok sayida apoptotik cisimciklerin
bulundugu gorildi (Sekil 3). 2. Gruba ait overlerde
primordiyal folikillerde ooplazma icerisinde Golgi
kompleksine ait sisternalarin  genisledigi, degisik
hacim ve sekillerde vezikil ve vakuollerin varligt
dikkati cekti. 75 mg/kg Lapatinib verilen grubun over
dokularindaki folikillerde apoptotik degisiklikler
yaninda bazt folikiillerdeki graniloza hiicrelerinde
periniklear sisterna ve endoplazmik retikulum
sisternalarinda  genislemeler, vakuolizasyon ile

karakterize degisiklikler de gbzlendi (Sekil 4).

Kontrol grubu uterusunda normal yiizey epiteli ve
bez epiteli izlendi (Sekil 5A ve 5B). 1. Gruba ait uterus
dokularinda yiizey epitel hiicrelerde ¢ekirdeklerin
indentasyon gosterdigi, heterokromatinden zengin
oldugu, endoplazmik retikulum sisternalarinda
genisleme,  mitokondriyonlarda  hacim  artigy,
lizozomal yapilarda ve lipid damlaciklarinda arti
bulundugu izlenirken bez epiteli hiicrelerinin
sitoplazmalarinda  yaygin lipid damlaciklart  ve
lizozomal yapilar gézlendi (Sekil 5C ve 5D). 2. Gruba
ait uterus dokularinda ise incelenen yiizey epitel
hiicrelerinin sitoplazmasinda lipid damlaciklarinin ve
mitokondriyonlarin  artts  gOsterdigi,  stromal
htcrelerin =~ sitoplazmalarinda  mitokondriyonlarin
genisleyip dejenere oldugu dikkati ¢ekti. Bez epiteli
hiicrelerinin ~ sitoplazmalarinda  da  yaygin  lipid
damlaciklart ve lizozomlar, mitokondriyonlarinda
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hacim artis1 ve dejenerasyon gorildi (Sekil 5E ve 5F).
TARTISMA

Son yillarda molekiler biyolojideki kaydedilen
ilerlemeler sayesinde biyolojik temelli, hedefe yonelik
tedaviler klinik kullanima girerek yayginlasmaya
baslamistir. Kanserin klasik tedavisinde amagsiz ve
kontrolsiiz cogalan hiicrelerin sitotoksik tedavi ile yok
edilmesi hedeflenir. Kemoterapotik —ilaglar  ve
radyoterapi mitozu durdurarak ya da DNA sentezini
bozarak bunu gerceklestirir. Fizyolojik olarak ¢ogalan
normal hicreler de bu tedaviden etkilenir ve cesitli
yan etkiler ortaya ctkar. Hedefe yonelik tedavilerde ise
kanseri baslatan, gelismesine izin veren molekiiler
bozukluga dogrudan saldir1 séz konusudur. Kanser
molekiler biyolojisi ve hiicre biliminin iletlemesi ile
kanserin nasil basladigi, buyudugy, ilerledigi ve
yayildig1 daha iyi anlasilmis ve her kademede bloklar
ve inhibitorler gelistirilerek yeni ilaclar tedavide
kullanilmaya baslanmistir-3%.

Hedefe yonelik tedaviler kanser hticresinin ylizeyinde
bulunan ve kanserin gelismesinden sorumlu spesifik
bir reseptori ya da onlarin hiicre icindeki baglant:
yollarini bloke ederek c¢ekirdege giden bolinme
sinyalini durdurur. Bu sekilde tim6r hiicre cogalmast
durdurulur. Standart sitotoksik kanser kemoterapisi
ile fizyolojik olarak cogalmast gereken hiicreler zarar
goriir ve buna ait yan etkiler ortaya ¢ikarken hedefe
yonelik tedavilerde boyle bir yan etki beklenmez3%-31.

Hedefe yonelik tedavilerde 6ncii ilac Imatinib
olmustur. Imatinib, kronik myelositer lésemide
anormal tirozin kinaz aktivitesini durdurmus
gastrointestinal timorlerdeki  c-kit
reseptorini de inaktive ederek hastaligt hicbir tedavi
ile kiyaslanmayacak 6lctide kontrol altina almustir2,
Bunu Hodgkin dist lenfomalardaki CD-20 hiicre
membran reseptérine yonelik Rituximab ve meme
kanserindeki HER2 reseptoriine yonelik
Trastuzumab, kolon kanseri, kii¢tk hiicreli akciger ve
bas-boyun kansetlerinde kullanilan EGFR inhibit6ri
monoklonal antikorlar Cetuximab ve Panitumumab
izlemistit’-632,  Monoklonal  antikotlarin  hiicre
membrani icinden ge¢me yetenegi yoktur sadece
hiicre ylzeyinde eksprese veya sckrete edilen
molekdller Gzerinden etki gosterebilir. Lapatinib gibi
tirozin kinaz inhibitérleri ise hiicre reseptdrlerinin
sitoplazmik pargalar ve hiicre ici sinyal molekilleri ile
etkilesitler. Sinyal iletimini htcre icinde bloke eden
kiicik molekullt tirozin kinaz inhibitorleri Erlotinib,
Gefitinib akciger ve pankreas kanserlerinde, ¢ogul

stromal
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hedefe  yonelik  kigik — molekilld  tirozin
kinaz inhibit6rleri metastatik bébrek kansetlerinde ve
hepatoselliller karaciger kanserlerinde sag kalimi
uzatmistir 693032,

Hedefe yonelik tedavilerin  yoneldigi hedeflerin
fizyolojik gorevleri de vardir. EGFR (ErbB1), HER2
(EtbB2), HER3 (ErbB3) ve HER4 (ErbB4)’den
olusan ERB ailesi, hem EGFR hem de HER2,
mitojenler ile aktive olan protein kinazlar (MAPK) ve
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt yolagint aktive
ederek normal hiicreler ve kanser hiicrelerinde, hiicre
buytumesi farklilasmasi ve motilitesinde kritik 6neme
sahiptir. Ornegin; EGFR’leri deri ve mukozanin
yenilenmesi, onarimi ve bitinliginden sorumludur.
Bu nedenle EGFR blokajinda dermatolojik toksisite
ve gastrointestinal toksisite gelisir. Etlotinib ve
Gefitinib gibi EGFR inhibitétleri, deri ve
gastrointestinal toksisite disinda interstisyel akciger
hastaligina %2-5 oraninda neden olabilirler®.

Aynt sekilde HER2 reseptorleri yogun bicimde
miyokardda  bulunur  ve  miyokardiyositlerin
buylimesi, yasamasi, onarimi ve kontraktilitesinden
sorumludur. HER2 bloke edilmis kalpte dilate
kardiyomiyopati gelismekte, sol ventrikiiler ejeksiyon
fraksiyonu dugmektedir. Cunkii miyokard onarim
prosesi HER2 aracihigy ile gelismektedir. Yeni grup
ilaclar her ne kadar iyi tolere edilseler de, bazt hedefe
yonelik ilaglarin kullanimi sirasinda aralarinda kalp
yetersizligi, sol ventrikil sistolik fonksiyonlarinda
bozulma, hipertansiyon, tromboembolik olaylar ve
nadir olarak miyokard infarktiisinin de bulundugu
kardiyak yan etkiler bilditilmistir?3-33,

Hiicre bolinmesi ve buyimesinde gorevli olan
epidermal biyime faktorii ve reseptorleri birgok
memeli uterusunda var olup bircok calismada da
EGFnin uterus aktivitesi ve embriyo gelisimi tizerine
6nemli  rolleri  bildirilmistir. Insan  menstrual
siklusunda ErbB/HER ailesinin butin uyeleti
uterusta yiizey ve bez epitel hicrelerinde eksprese
edilir. ErbB2/HER2’nin fare uterusunda EGF iliskili
biytime faktorinin stimiilasyonunda potansiyel
mediatr olarak rol oynadigi 6ne strilmis, ayrica
bazi tirlerde bu resept6rin uterin epitelyal hiicrelerde
eksprese edildigi bildirilmigtir?®.

Oral olarak alinan, EGFR ve HER2 reversibl
inhibitéri olan Lapatinib hem EGFR hem de HER2
reseptérune baglt tirozin kinaz aktivitesini inhibe
eder. Lapatinibin uterus ve over dokularinda yol
acabilecegi  degisikliklerin  aragtirilmasi  amaciyla
yapilan bu ¢alismada uterus kesitlerinin elektron
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mikroskobik degerlendirilmesi sonucunda, deney
gruplarindan elde edilen 6rneklerde endometriyum
dokusu kontrol grubuna gére belirgin ultrastritktiirel
degisiklikler gostermekteydi. Uterus mukozasinda
meydana gelen yapisal degisikliklerin  EGFR
blokajtyla iliskili oldugu distnilda.

EGFR'nin ovetlerde folikil igerisinde graniiloza ve
teka hicreleri ile korpus luteumda bulundugu,
epidermal biyime faktérinin tirozin kinaz
aktivasyonu ile oosit matlrasyonunu kontrol etmede
fizyolojik bir 6neme sahip oldugu ve foliktler gelisimi
sagladigt bildirilmistir>***. HER2 overde primordiyal
germ hiicrelerinde, grantloza hicrelerinde, luteal
hiicrelerde ve oositte eksprese olmaktadir. HER2,
grantloza  hicre fonksiyonu  regilasyonunda,
primordiyal folikiil biiytimesinin baglamast ve oosit
olgunlasmasinda rol alir. Ayrica EGF
diizenleyen anahtar sinyal molekilii olarak aracilik
eder’. Calismamizda, Lapatinib uygulanan deney
gruplarinda gézlenen ve doza baglt olarak artan
bulgular Lapatinib’in etkisiyle, oosit ve graniiloza
hiicrelerinin yapistnin ve gelisiminin  etkilendigini

rolina

gosteren  ultrastriktirel  degisiklikler  olarak
degerlendirildi.
Tumor hicrelerinin - proliferasyonunda, biiyiime

faktorlerinin tirozin kinaz reseptorlerini aktive etmesi
6nemli bir basamaktir. EGF reseptorunin fizyolojik
olmayan aktivasyonu kontrol edilemeyen hicre
bolinmesi ve sonunda timér buyimesi ile
sonuclanir. EGF reseptoriniin aktivasyonu, sadece
htcre bélinmesine neden olan ras yolunun hicre ici
aktivasyonuna yol a¢makla kalmaz, ayni zamanda
apoptozisin inhibisyonu, anjiyogenez stimulasyonu
ve metastaz/invazyon ile sonuglanan diger hiicre ici
yollarin da aktivasyonuna yol acar. Sunulan ¢alismada
yiksek doz Lapatinib verdigimiz grubun (75 mg/kg)
over dokularindaki folikillerde  tanimladigimiz
apoptotik degisiklikler yaninda bazi folikillerdeki
grantloza hucrelerinde gbzlenen perintklear sisterna
ve endoplazmik retikulum genislemeleri,
vakuolizasyon ile karakterize degisiklikler
apopitozdan farkli bir yolla olusan ve buyime
faktorleriyle baglantili olarak gelisen paraptozis ile
uyumluluk géstermektedir. Sperandio ve arkadaslari
calismalarinda  sitoplazmik  vakuolizasyon — ve
mitokondriyal sisme ile karakterize farkli bir hicre
olumi tipi olan pataptozisi tanimlamigslardi.
Calismamizda yiksek doz Lapatinib alan deney
grubunda overlerde gbzlenen bu  degisikliklerin,
EGFR inhibisyonuyla iliskili olarak, doza bagh olarak
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artan apoptoz ve paraptozis nedeniyle gerceklestigi
disiintilmektedir3s.36,

Calismanin, biyokimyasal verileri degerlendirildiginde
Ostradiol ve progesteron degerlerinde degisiklikler
oldugu goriilmektedir. Deney sonunda kontrol ve
deney gruplarindaki  sicanlardan  alman  kan
orneklerinin - progesteron ve 6stradiol degerleri
kargilasurildiginda, 30 mg/kg ve 75 mg/kg Lapatinib
uygulanan gruplarda, progesteron ve Ostradiol
degerlerinin doza bagh olarak giderek distigt dikkati
¢ekmekte ve bu azalmanin EGFR inhibisyonuyla
iligkili oldugu disinilmektedir. 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 biyimeyi, proliferasyonu ve
diferansiyasyonu stimiile ettigi bildirmislerdir. Aymn
zamanda farenin genital sisteminde EGF ve EGFR
ekspresyonunda  6stradiolun  artis  gOsterdigi
bildirilmistir. Insanlarda ise menstriial siklus boyunca
EGFR ekspresyonundaki artistn serum  Gstradiol
seviyesine bagimlt oldugu bildirilmistir?0.

Sonug olarak, farkli dozlarda uygulanan Lapatinibin
over ve uterus Uzerine etkilerinin kontrol ve deney
gruplarinda  kargilastirmali  olarak  incelendigi
calismamizda 6zellikle yiiksek doz grubunda, over ve
uterus dokularinda yapisal degisiklerin  gelistigi
gbzlenmis ancak bu degisikliklerin geriye dénisumli
oldugu distnilmustir. Gunimizde bircok hedefe
yonelik ilag arastirma agamasindadir. Umit veren bu
ilaglarla yapilan arastirmalar halen devam etmekte ve
her gecen giin bunlara yenileri eklenmektedir. Ancak
hedefe yonelik ajanlar kullanildik¢a bazi beklenmeyen
yan etkiler de ortaya ¢tkmaktadir. Clinkii bu ajanlarin
devre dist birakt@t reseptorler ve sinyal molekilleri
normal  hiicreler  tarafindan  da  gereginde
kullanilmaktadir. Boylece normal hticreler de zaman
zaman hedefin icinde kalabilmektedit.
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