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ONSOZ
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Giirbiiz Erdogan’a, tiim tez preparatlarimin histolojik degerlendirmesini biiytlik
ozveri ile yapan Uzm. Dr. Sinan Ozkavukeu’ya, ihtisas egitimim boyunca bilgilerini
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Son olarak, bugiine kadar araliksiz devam eden 6zveri ve destekleri nedeniyle basta

esim, olmak iizere tiim aileme de ayrica tesekkiir ederim.

G. C. Seval
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1. GIRiS

Kronik miyeloid 16semi (KML), myeloid seri hiicrelerinin asir1 ve kontrolsiiz
cogalmasina yol acan bir hematopoetik pluripotent kok hiicre hastaligidir. 9.
kromozomdaki Abelson (ABL) protoonkogeni ile 22. kromozomdaki breakpoint
cluster region (BCR) geninin 22. kromozom iizerinde fiizyonuna yol agan resiprokal
bir translokasyon [t(9;22)q34;q11] sonucu ortaya ¢ikmis anormal 22. Kromozom
olan Philadelphia (Ph) kromozomu KML olgularinin yaklasik %95’inde
bulunmaktadir (1, 2).

KML hastalarinin %50’sinden fazlasi erkektir. KML her yasta goriilmekle birlikte,
hastalarin %46’s1 20-64 yaslar1 arasinda tan1 almaktadir (3). Etyolojisi bilinmemekle

birlikte iyonize radyasyona maruz kalmanin KML riskini arttirdig1 bilinmektedir (4).

KML nin giiniimiizdeki tedavisi kronik tirozin kinaz inhibisyonudur. Bcl-Abl tirozin
kinaz inhibitorii (TKI) olan imatinib mesilat 2001 yilinda klinik uygulamaya girmis
ve KML tedavisinde ¢1gir agmustir. 2006 yilinda ise ikinci nesil TKI’leri (nilotinib,

dasatinib) klinik kullanima girmistir.

TKI’leri sadece Ber-Abl’yi degil c-kit, PDGFR A/B, Arg ve c-fims gibi diger tirozin
kinazlar1 da inhibe etmektedir. Bu bir dizi proteinin, gonadal gelisim, implantasyon

ve fetal gelisimde anahtar rolleri oldugu bilinmektedir (9).

Primordiyal folikiiller, folikiillerin en erken evredeki formlarmi temsil ederler ve
dormant fazda olduklar1 diistiniiliir. Ovaryan rezerv primordiyal folikiillerin sayis1
tarafindan belirlenir. Ozellikle primordiyal folikiilleri hedefleyen herhangi bir toksik
etki reprodiiktif yasam araligimi kisaltabilir. Bunun yani sira prematiir over
yetmezligi olusumunu indiikleme riski de daha yiiksektir. Prematiir ovaryan
yetmezligin altindaki mekanizma ise germ hiicrelerinin prematiir, kitlesel ve hizli
olumiidiir (apoptozis). Oosite direkt veya indirekt toksik etki tiim bunlara neden
olabilir. Oositi ¢evreleyen steroid iireten somatik hiicre katmanlarina (graniiloza ve

teka hiicreleri) toksik etkide bunlara neden olabilir (5).



Seminifer tiibiiller erkek tireme hiicreleri olan spermatozoonlart tiretirken, interstisyel
hiicreler de testikiiler androjenleri salgilar (6). Testosteronun testislerde yaptig1 lokal
etki seminifer tiibiililerin sperm liretmesini aktive etmektir ve testosteron yoklugunda
spermatogenez goriilmez. Seminifer tiibiil duvarinda bulunan spermatogenik seri
hiicreleri, bazal lamina ve tiibiil liimeni arasin1 dolduracak dort-sekiz tabaka halinde
diizenlenmiglerdir. Bu  hiicreler birka¢  bolinmeden sonra  farklanarak

spermatozoonlari olustururlar (6, 7, 8).

SCF/c-kit, folikiiler gelisim sirasinda insan yumurtaliklarinda eksprese edilir ve c-kit
reseptorlerinin anti-c-kit antikorlar1 ile inhibisyonu atretik folikiillerin sayisini
arttirmaktadir. Buna ek olarak; SCF/c-kit primordiyal germ hiicre olusmasi,
primordiyal folikiil aktivasyonu, graniiloza hiicre proliferasyonu, teka hiicre
toplanmas1 ve mayotik olgunlagmadaki rolleri nedeniyle, disi dogurganliZinda
onemli rol oynamaktadir (13). PDGF proteini de primordiyal ve gelisen folikiillerin
oositlerinde bulunur ve PDGF’nin bloke edilmesi primordiyal folikiillerin oraninda
artisa neden olmaktadir. Bu da PDGF’nin primordiyal folikiilden primer folikiile

gecis asamasinda rol oynadigini diistindiirmektedir (14).

Kemirgenlerde yapilan calismalarda; c-kit ve onun ligand1 olan stem cell faktor’iin
(SCF) testikiiler gelisim, germ hiicrelerin migrasyonu, proliferasyonu ve
sagkaliminda etkin rolii oldugu gosterilmistir (10). Buna ek olarak, PDGF de
Leyding hiicrelerinin olgunlasmasinda onemli bir aracidir (11). Bu nedenle bu
gelisimsel sinyal yolaklarmin inhibisyonunun normal sperm ve testesteron iiretimi

iizerine olumsuz etkileri olabilecegi diisliniilmektedir (12).

2012 yilinda Schultheis ve ark. tarafindan ilk kez, 5 haftalik 16semik fare modelinde
150 mg/kg/giin imatinib ile 2 aylik tedavinin spermatogenez ve folikiilogenez
iizerine olumsuz etkisi olmadig1 gosterilmistir. Ancak literatiirde ikinci kusak tirozin

kinaz inhibitorlerinin bu yondeki etkisini arastiran bir ¢aligma bulunmamaktadir (56).

flag gelistirme asamasinda 180 mg/kg/giin nilotinib verilen erkek eriskin farelerin
total epididimal agirliginda belirgin bir azalma gozlenmesine karsin sperm sayisi ve
sperm hareketliligi de dahil olmak iizere erkek iireme parametrelerinin tedaviden

etkilenmedigi goézlenmistir. Bu veri nedeniyle nilotinibin erkek dogurganlig: lizerine



olumsuz etkilerinin olmayacag1 disliniilmiistiir. Eriskin disi farelere de >60
mg/kg/glin nilotinib verilmesi ile estrous siklusu, gebelik ve ¢iftlesme verileri lizerine
etki gozlenmemistir. Bu verilere dayanarak iiretici firma nilotinib’in disi

infertilitesine yol agmadigini agiklamistir (15).

Kemirgenler de dahil olmak iizere yapilan hayvan ¢alismalar1 bize gonadotoksisite
hakkinda énemli bilgiler saglamaktadir. insan ve hayvan overleri arasinda farklar
olmasina ragmen bu hayvan modelleri siklosfosfamid ve doxorubisin gibi ¢esitli

kanser tedavilerinin gonadotoksisitesini gostermekte basarili olmustur (16, 66).

Uzun siireli tedavi dozunda nilotinib kullanilmasinin  spermatogenez  ve
folikiilogenez lizerine etkilerini histopatolojik inceleme ile elde edilen sayisal veriler
ile degerlendiren bir calisma bulunmamaktadir. Diger yandan literatiirdeki ¢aligmalar
KML modeli olusturulmus fareler iizerinde yapilmis, saglikli fare modeli {izerine
calisilmamistir. Mevcut hematolojik malignitenin spermatogenez ve folikiilogenez
tizerindeki olasi etkilerini diglamak gereklidir. Bu nedenle biz ¢alismamizi saglikli

fareler ile yaptik.

Bizim c¢aligmamizin amaci; nilotinib tedavisinin fertilite tizerine etkilerini hayvan
modeli iizerinde gdostermek olup saglikli farelerde folikiilogenez ve spermatogenezin

kantitatif 6l¢iimleri yapilarak sonuca varmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kronik Miyeloid Losemi

2.1.1. Tamim

Kronik miyeloid losemi (KML) myeloid seri hiicrelerinin asir1 ve kontrolsiiz
cogalmasina yol agan bir hematopoetik pluripotent kok hiicre hastaligidir. Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan yapilan smiflamarda miyeloproliferatif bir neoplazi
olarak tanimlanir (17). Dokuzuncu kromozomdaki ‘Abelson’ (ABL) protoonkogeni
ile 22. kromozomdaki ‘breakpoint cluster region’ (BCR) geninin 22. kromozom
iizerinde fiizyonuna yol acan resiprokal bir translokasyon [t(9;22)q34;q11)] sonucu
ortaya ¢ikmis anormal 22. kromozom olan ‘Philadelphia (Ph) kromozomu’ KML
olgularinin yaklasik %95’inde tesbit edilmektedir (1, 2).

2.1.2. Epidemiyoloji

KML ilk olarak John Hughes Bennett tarafindan, 1845 yilinda; l6kositoz, masif
splenomegali ve splenomegalinin nedenini agiklayacak bagka bir etyolojinin
saptanmadig iki hastada tarif edilmis (2). KML’nin yillik insidans1 1-2/100000 olup
erigkin 16semilerinin %15-20’sini olusturmaktadir. Erkeklerde kadinlardan daha fazla
goriilir (E/K= 3/2) ve her yasta goriilmekle birlikte, siklikla hastalara 50-60’I
yaslarda tani konulmaktadir (18). Ancak KML; reprodiiktif ¢cagdaki kisilerde de
azimsanmayacak oranda goriilmektedir, 20-64 yaslar1 arasinda %45,8 oraninda

goriildiigii bildirilmistir (3).

KML’de olusan kromozomal translokasyonun nedeni bilinmemektedir. Ancak
Nagazaki ve Hirosima’ya atilan atom bombalar1 sonrasinda sag kalanlar arasinda
KML insidansinin yiikselmis olmasi, radyasyona bagli DNA hasar1 sonucu

t(9;22) nin olusabilecegini gostermistir (19).



2.1.3. Klinik Bulgular

Hastaligin klinik seyrinde 3 evre bulunmaktadir. Bu {i¢ evre, hastalarin tan1 aninda
bliylik ¢ogunlugunu olusturan kronik evre, hastalik tedavi edilmeyip dogal seyrine
birakildiginda veya tedaviye yanmit alinamadiginda gozlemlenebilen ve hastalik

progresyonunu gosteren akselere evre veya blastik evre’lerdir.

Kronik evre KML lokosit sayisinda artig ile birlikte kemik iliginde miyeloid
proliferasyonu ve maturasyonu ile ortaya ¢ikan ancak genellikle komplikasyonlarin
gorlilmedigi donemdir. Tedavi edilmeyen kronik evre KML olgularinda hastalik,
ortalama 3-5 yil sonra akselere evreye ilerler. Akselere ve blastik evrelere gidis riski,

hastaligin ilk 2 yilinda %10, sonraki yillarda ise her y1l i¢in %15-20 civarindadir.

Hastalarin biiyiik cogunlugunda hastalik sinsi bir baslangi¢c gosterir. Hastalarin %20-
50’si asemptomatiktir ve bu hastalara genellikle rutin tetkikler sirasinda saptanan
16kositoz ile tan1 konulmaktadir. Semptomatik olan hastalarda da; halsizlik (%34),
yorgunluk (%3), kilo kayb1 (%20), asir1 terleme (%15), abdominal dolgunluk hissi
(%15) ve trombosit disfonksiyonuna bagli kanama olaylar1 (%21) gibi sistemik
semptomlar siklikla goriilebilmektedir (20). Hastalarda hiperviskozite ve
hiperlokositoza bagli kulak c¢imlamasi, gérme bozuklugu, dispne, priapizm,
konfiizyon ve koordinasyon bozuklugu gibi semptom ve bulgular akselere ve blastik

evrelerde sik goriilebilmektedir (21).

2.1.4. Tam

Ph kromozomu 9. Kromozomdaki ABL protoonkogeni ile 22. Kromozomdaki BCR
geninin 22. Kromozom iizerindeki fiizyonuna yol agan bir translokayon sonucu
ortaya ¢ikmig anormal 22. Kromozdur. KML tanili hastalarin %90-95’inde saptanir
Ph translokasyonu kromozom 9q34 iizerindeki 3°’ABL gen segmentini, kromozom
22ql1°deki 5’ BCR gen segmentine ekler ve sonucta hibrit BCR-ABL geni olusur.
Kirilmanin ABL’de sabit BCR’de ise degisken olmasi, ABL geninin saglikli

hiicreleri transformasyona ugratarak kanser hiicresine doniismesine neden oldugunu,



BCR geninin ise hastaligin fenotipini belirledigini ortaya koymustur. (22). Tipik bir

konvansiyonel sitogenetik inceleme sirasinda 20 metafaz incelenmelidir.

Bu translokasyon sonucu olusan BCR-ABL kinaz, RAS, JAK-STAT ve PI-3
kinaz/AKT yolaklarin1 (normal Onciil hiicrelerde hematopoetik biiylime faktorleri
tarafindan uyarilan yolaklar) aktiflestirir. Bunun sonucunda, kemik iliginde
graniilositik ve megakaryositik Onciiller asir1 ¢ogalir. Eritroid unsurlar bilinmeyen
nedenlerle BCR-ABL kinazin etkilerine bu kadar duyarli degildir ve o yiizden kemik
iliginde graniilositik onciillerin eritroid onciillerine olan orani belirgin bicimde artar.
Neoplastik hematopoetik kok hiicrelerin ve kemik iligi Onciillerinin dalak ve
karacigere yerlesmesi ekstramediiller hematopoezle sonuglanir ve bu durumda

siklikla organomegaliye yol agar.

2.1.5. Tedavi

Ph (+) KML tedavisi, kisa sayilabilecek bir siirede Allojeneik Hematopoetik Kok
Hiicre Nakli (AHKHN) ve rekombinant [FNa ile baslayip son zamanlarda en etkili
tedavi secenegi tirozin kinaz inhibitorleri ile sonlanan ¢ok etkili bir gelisim

gostermistir. Bu tarihsel gelisim Sekil 2.1.’de gosterilmistir (23).

arsenik
l dalak ismlamas ]
busullan I
Palyatif | hidroksiiire ]
Tedavi l OKIT
Potansiyel [ Allo-KIT |
Tola interferon — a
HH——t—t—t—t——t————
1850 1900 1950 2000

Sekil 2.1: KML tedavisinin tarihsel gelisimi (23).



2.1.5.1. Interferon-Alfa

Tirozin kinaz inhibitdrlerinden 6nce uzun siireli ilk tedavi segcenegi olmustur. [FN-a
ile ilgili ilk calisma 1986 yilinda yaymlanmis olup 27 KML hastasinin %88,9’unda
hematolojik yanit ve kemik iligindeki Ph (+) hiicre miktarinda median %70 azalma
gozlenmistir (24). Bu calismay1 izleyen daha fazla hasta igeren, ¢cok merkezli,
karsilastirmali ¢aligmalarda da hematolojik ve sitogenetik yanit iizerine etkinligi
kanitlanmistir. Ancak biitlin bu calismalarda sag kalimda onemli uzama sadece
sitogenetik yanit alinan hastalarda goriilmiistiir. Bir ¢aligmada tam sitogenetik yanit

alinan hastalarda 10 yillik sag kalim yaklasik %80 bulunmustur (25)

2.1.5.2. Allojeneik Hematopoetik Kok Hiicre Nakli (AHKHN)

KML tedavisinde AHKHN nin etkinligi ilk kez 1988 yilinda 66 hastalik bir seri ile
gosterilmistir (26). Boylece AHKH %50’ye varan remisyon oranlari ile imatinib
oncesi donemde KML tedavisinde onemli bir tedavi segenegi olarak yer almistir
(23). AHKHN’nin en 6nemli kisitlayicilari; alicinin yast ve hastaligin evresidir.
Ayrica nakil sonrasi erken mortalite olasiligi ve graft-versus-host hastaligi basta
olmak iizere ¢esitli komplikasyon olasiliklar1 da vardir. Tirozin kinaz inhibitorlerinin
kullanima girmesi ile birlikte KML tanist1 nedeniyle yapilan transplantasyon
sayilarinda hizli bir diisiis olmustur ve AHKHN, KML i¢in ilk tedavi segenegi

olmaktan ¢ikmustir.

2.1.5.3. Tirozin Kinaz inhibitorleri

Tirozin kinaz protein fosforilasyonunu saglayan protein kinaz ailesine mensup
bir enzimdir. Fosforilasyona ugrayan aminoasit tiirii tirozin oldugundan bu enzime
tirozin kinaz adi verilmistir. Tirozin kinaz, proteinlerdeki tirozin rezidiilerine
ATP'den fosfat grubu transfer edebilir. Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda

protein fosforilasyonunu/aktivasyonunu saglarlar. Sinyal iletimi,



hiicrelerin ¢ogalmasi ve apoptozisi gibi islevleri kontrol ederek burada meydana

gelen degisimler kanser gelisiminde ve metastazlarda dnemli rol oynar.

Anormal BCR-ABL gen iirlinii normale gore daha fazla tirozin kinaz aktivitesine
sahiptir. ABL spesifik tirozin kinaz inhibitdrlerinin (TKI) selektif olarak 16semik
hiicre kolonilerinin proliferasyonunu engelledigi, normal hiicreleri ise daha az

etkiledigi saptanmustir.

BCR-ABL tirozin kinaz inhibitorii olan imatinib mesilat (STI571) 1998’de klinik
uygulamaya girmis ve KML tedavisinde 6nemli bir dénem baslamistir (27). imatinib
Ph (+) KML ve Akut lenfoblastik 16semi tedavisinde tirozin kinaza yonelik
hedeflenmis selektif bir molekiildiir. BCR-ABL otofosforilasyonunun ve substrat
fosforilasyonunun inhibisyonunu saglayarak etkilenen hiicrelerin proliferasyonu ve
BCR-ABL onkoproteininin etkilerini bloke ederek etki gosterir (28). Imatinib ABL
kinaz bolgesindeki aminoasitlere baglanir ve adenozin trifosfatin baglanmasini bloke
ederek BCR-ABL proteininin inaktif formda kalmasini saglar. Boylece adenozin
trifosfattan fosfat transferini engeller ve sinyal ileti yolaklarini bloke ederek hiicre
biiylimesinin duraklamasma ve hiicre 6liimiine neden olur. Imatinib kinaz cebini
kapladig1 zaman BCR-ABL’nin etkisi inhibe olur, substrat1 fosforile edilemez (Sekil
2.2) (29).

Sekil 2.2: imatinib etki mekanizmas1 (29)



Randomize bir faz III calisma olan IRIS calismasinda yeni tam1 alan KML
hastalarinda  imatinib ~ mesilat ile  interferon-alfa/Ara-C ~ kombinasyonu
karsilastirilmistir (30). Major sitogenetik yanit oran1 (MSY) ilk y1l sonunda imatinib
alan kolda %83, interferon/Ara-C alan grupta ise % 20 saptanmis, bu da imatinib
mesilatin ilk basamak KML tedavisinde standart segenek olmasina sebep olmustur.
IRIS c¢alismasinda 60 aylik izlemde imatinib alan hastalarda major sitogenetik yanit
%92, tam sitogenetik yanit ise %87 saptanmis ve elde edilen sitogenetik yanitin

stirekli oldugu gortilmiistiir (31).

Imatinib ile tedaviye baslanan hastalarin %20-25’inde, ilag direnci nedeniyle
alternatif tedaviye gerek duyulmaktadirlar (32) Birkag¢ yildir dasatinib ve nilotinib,
tam sitogenetik yanit oranlarinin %40-60 olarak bildirilmesine dayanilarak; imatinib
intolerant ve ya direngli KML hastalarmin  ikinci kusak tedavisinde

kullanilmaktadirlar (33).

Nilotinib (AMN107) molekiilii ilk kez 2005 yilinda Weisberg ve ark. tarafindan
tammlanmistir (Sekil 2.3) (35). imatinib bazli yeni bir aminoprimidin olan nilotinib,
imatinib ile ayn1 yolu kullanarak BCR-ABL sinyalizasyonunu inhibe eder (Sekil 2.4)
(36). Ancak imatinibe gore BCR-ABL affinitesi 50 kat daha fazladir ve hiicre
kiiltiirlerinde yapilan ¢aligmalarda hiicre i¢i konsantrasyonu imatinibden 7-10 kat
daha yiiksektir (34). Imatinib direncine neden olan bazi BCR-ABL mutasyonlaria

da etkili oldugu hayvan c¢alismalarinda gosterilmistir.
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Sekil 2.3: Imatinib ve Nilotinib’in kimyasal yapis1 (35)



Aktif BCR-ABL sinyalizasyonu Inaktive edilmis BCR-ABL sinyalizasyonu

BCR-ABL BCR-ABL

Sekil 2.4: Nilotinib etki mekanizmasi (36)

Kronik evredeki KML hastalarinda nilotinib ile 6. ayda tam sitogenetik yanit orani
imatinibe direcli olgularda % 30, imatinibi tolere edemeyen olgularda ise % 35
bulunmustur (67). Dasatinib ile yapilan bir ¢calismada yine kronik evredeki imatinibe
diregli olgularda 6. aydaki tam sitogenetik yanit %22, imatinibi tolere
edemeyenlerde ise %56 bulunmustur (68). ilk basamak tedavide kullanildiklar1 faz II
caligmalarda tam sitogenetik yanit oran1 12. ayda nilotinib (2x400 mg/glin) ile
%96-97, dasatinib ile %92 olarak bildirilmis ve bunu imatinib ile yeni nesil
TKI’lerin karsilastirildig1 calismalar izlemistir (69,70). Bu calismalarda da hem
dasatinib hem de nilotinib ile 12. aydaki tam sitogenetik yanit oranlar1 imatinib
koluna gore daha yiiksek bulunmustur (dasatinib 100 mg/gilin vs imatinib sirastyla
%77 vs %66, p<0,0001) (nilotinib 2x300 mg/giin vs imatinib sirasiyla %80 vs
%65, p<0,0001) (34,35). Bu veriler anilan yeni nesil TKI’lerin ilk basamak tedaviler
icin bazi iilkelerde ruhsatlandirilmalarina yol agmistir. Dasatinib ve nilotinib, her

ikisi de BCR-ABL geninde gelisen T3151 mutasyonuna etkisizdirler.
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2.2. Gonadogenez

2.2.1.Folikiilogenez

Folikiilogenez, biiyiiyen folikiillerin havuzundan primordiyal folikiiliin gelismesi ile
baslar ve ovulasyon veya atrezi ile sonuclanir. Kadinlarda folikiilogenez uzun bir
siregtir, bir primordiyal folikiiliin ovulasyon evresine bilylylip gelismesi igin
yaklagik olarak bir yillik bir gelisimi gerektiren primordiyal folikiillerden
secilmektedir (71). Preantral fazi {i¢ biiyiik grupta incelenmektedir: Primordiyal,
primer ve sekonder folikiil evresi. Primordiyal folikiilden tamamiyla gelismis bir
sekonder folikiil olusumu icin yaklasik olarak 290 giin veya 10 diizenli menstruel
siklus kadar siire gerekmektedir. Antral faz ise dort biiylik gruba ayrilmaktadir:
kiigtik (klas 2,3,4,5), orta (klas 6 ), biiyiik (klas 7 ) ve preovulatuar graafian folikiil
evresi (klas 8) . Klas 3 evresinde goriilen antrum formasyonu sonrasinda (0,4 mm
cap), folikiiliin biiyiimesi hizlanmaktadir. Antrum formasyonu ile 20 mm’lik
preovulatuar folikiil arasinda yaklasik olarak 60 giin veya iki diizenli menstruel

siklus bulunmaktadir (37) (Sekil 2.5).

Folikiilogenez over korteksinde meydana gelmektedir. Dort major gelisim evresi
bulunmaktadir;

1-Primordiyal folikiil se¢imi

2-Preantral folikiil gelisimi

3-Antral (graafian ) folikiil gelisimi

4-Folikil atrezisi.
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Sekil 2.5: Folikiil gelisim ve atrezisi (38)

2.2.1.1. Primordiyal folikiil secimi

Primordiyal folikiiller overin temel reprodiiktif birimleri olarak goriilmektedir.
Ciinkii tim dominant folikiillerin dolayisiyla da menstruel siklusun kaynagini
olusturmaktadirlar. Arrest olmus primordiyal folikiilden biiyiiyen folikiiller havuza
girilmesi, recruitment veya primordiyalden primer folikiile ge¢is olarak

adlandirilmaktadir.

Histolojik olarak primordiyal folikiil, mayozun profaz evresinde arrest olmus kiigiik
bir primer oosit (~25um c¢apl), tek katli yass1 veya kollumnar dizilim gosteren
graniiloza hiicresi ve bazal lamina igermektedir. Bazal lamina sayesinde graniiloza
hiicresi ve oosit mikrogevrede bulunan diger hiicrelerle direkt temasta olmazlar.
Primordiyal folikiiller bagimsiz bir kanlanmaya sahip degildirler, dolayisiyla
endokrin sistemden daha sinirl olarak etkilenmektedirler. Tiim primordiyal folikiiller
(oositler), insan fetusunda gebeligin 6. ve 9. aylari arasinda gelismektedir.
Dolayisiyla, kadin yasamini reprodiiktif siirecinde yeralan tiim oositler dogumdan

itibaren vardirlar. Bir kadinin overlerindeki yumurta veya folikiil sayis1 o kadinin
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over rezervi olarak degerlendirilmektedir (39). Primordiyal follikiillerin bir kismi1
bliyliylip gelisirken bazilar1 da dejenere olur, oliirler. Boylece sayilari dogumda 2

milyon, ergenlikte ise 400 bin seviyesine iner.

Graniiloza hiicrelerinin mitotik potansiyel kazanmasi ve sekillerinde yassidan
kiiboidal epitele dontisiim folikiil se¢iminin histolojik gostergeleri olarak
degerlendirilmektedir. Bunu gen aktivasyonu ve oosit gelisimi takip eder. Klinik
onemine ragmen kadinda folikiil se¢iminin nasil kontrol edildigi hakkinda heniiz

bilgi yoktur.

2.2.1.2. Preantral folikiil gelisimi

Primer folikiil, oosit etrafinda tek kat olarak dizilen bir veya daha fazla kuboidal
graniiloza hiicresi goriilmesi ile tanimlanir. Primer folikiilde izlenen major gelismeler
FSH reseptorii ekspresyonu, oosit biiylimesi ve farklilagmasidir. Primer folikiil
gelisimi siiresince graniiloza hiicreleri FSH reseptorii eksprese ederler (40).
Hayvanlarda yiiksek FSH diizeyleri primer folikiil gelisimini uyarmaktadir (41).
Primer folikiil gelisimi oositte meydana gelen dikkat ¢ekici degisikliklere eslik
etmektedir. Preantral period boyunca oosit ~25 pm’den ~120 um’ ye biiyiimektedir.
Bu devasa biiyiime oosit genomunun reaktivasyonu sonucu olugmaktadir. Bazi oosit
mRNA’larinin genetik okunmasi sonucunda olugan proteinler oositin biiylime ve
farlilagsmasina katkida bulunmaktadirlar. Oosit tarafindan {iretilen bazi yeni biiylime
faktorlerinin de preantral folikiilogenezin regiilasyonunda 6nemli rol alabilecegi

distiniilmektedir (42).

Preantral folikiilogenezin devam etmesinden dolay1 folikiiliin yapisi degismeye
baslar. Sekonder folikiil gelisimi sirasinda goriilen major degisiklikler graniiloza
hiicre sayisindaki artig ve teka hiicrelerinin ortaya ¢ikisidir. Primer folikiilden tam
gelismis bir sekonder folikiil olusumunda oosit tarafindan iiretilen, otokrin ve
parakrin etki gosteren biiyiime faktorleri rol oynar. Sekonder folikiil gelisimi
graniiloza hiicresinin ikinci tabakasimin ortaya ¢ikisi ile baglamaktadir. Bu basamak
primerden sekondere gegis olarak bilinmektedir. Graniiloza hiicreleri kiiboid

epitelden stratifiye veya psodostratifiye epitele degisim gosterir (43).
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Sekonder folikiil gelisimi aym1 zamanda teka gelisimi ile karakterizedir.
Primer/sekonder doniisiimii sirasinda bazal lamina etrafinda stroma hiicresi benzeri
bazi hiicreler ortaya ¢ikmaktadir. Sekonder folikiil gelisiminin devamu ile birlikte iki
primer teka tabakasi olusmaktadir; interstisyal hiicrelere degisen igteki internal teka
tabakasi ve diiz kas hiicrelerine degisen distaki eksternal teka tabakasi, teka gelismesi
ayrica anjiogenez yoluyla ¢ok sayida kiiciik damar yapilarinin gelismesi ile birlikte
olmaktadir. Sonugta, gonadotropinlerin ve besinlerin buraya ulagsmasina ve artiklarla,
sekrete edilen maddelerin buradan uzaklatirilmasina olanak saglamak {izere, folikiil

¢evresinde kan dolasimi baslar.

Preantral fazin sonucunda tam gelismis bir sekonder folikiilde su temel yapilar
secilebilmektedir: Zona pelusida ile ¢evrelenmis tamamiyla gelismis bir oosit,
yaklasik 9 katl1 bir graniiloza hiicre tabakasi, bazal lamina, teka interna, teka eksterna

ve teka dokusu iginde kapiller ag (43).

2.2.1.3. Antral folikiil gelisimi

Graaf folikiili, icerisinde folikiil sivis1 olarak adlandirilan bir sivi olan bir kavite
veya antrum ile karakterizedir. Bu nedenle antral folikiil teriminin graaf folikiiliiniin
esanlamlis1 olarak kullanimi1 dogru olmaktadir. Folikiiler siv1 plasma karakterlidir ve
oosit ve graniiloza hiicresinin sekresyonlar1 ile olusmaktadir. Graafian folikiil
gelisiminin baslamasi, oositin bir kutbunda sivi dolu bir kavitenin belirmesi ile
karakterizedir. Bu olay kavitasyon veya antrum olusumunun baslamasi olarak

tanimlanir (44).

Graaf folikiilii, gelisimi biiylimesi ve anlasilmasini kolaylastirabilmek amaciyla
boyuta gore dort evreye ayrilmaktadir. Her dominant folikiiliin sirastyla kiigiik (1-
6mm), orta (7-11lmm), biylk (12-17mm) ve preovulatuar (18-23) evreleri
tamamlamak ic¢in bir sanst vardir (44). Folikiil atrezisi genellikle kiiclik veya orta
evresinde goriilmektedir. Graaf folikiillerinin miktar1 ve boyutu, yasa ve menstruel
siklusa gore degisiklik gosterebilmektedir. Artan folikiiler sivi birikimi ve hiicre

proliferasyonu siklusun folikiiler fazi boyunca dominant folikiiliin asir1 derecede
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biliylimesinden sorumludur. Atretik folikiil boyutunu simirlandiran folikiiller sivi

formasyonunun ve mitozun durmasidir (45).

Teka eksterna otonomik sinirler ile inerve olan diiz kas hiicrelerinden olumaktadir
(44). Teka eksternanin fizyolojik 6nemi heniiz bilinmemektedir. Teka interna, teka
interstisyel hiicreleri olarak tanimlanan yeni epiteloid hiicre populasyonundan
olusmaktadir. Ultrastiiktiirel 6zellikleri, aktif olarak steroid sentezleyen hiicrelerdeki
gibidir; 0rnegin sitoplazmalari lipid damlalar1 ile doludur, tiibiiler kristalari olan
mitokondrileri ve diiz endoplasmik retikulumlari bulunmaktadir. Teka interstisyel
hiicreler LH ve insulin reseptorleri bulundurmaktadirlar. LH ve insiilin uyarisi ile
yliksek diizeylerde androjen sentezi, Ozellikle de androstenedion sentezi

gergekletirilmektedirler (46).

Graaf folikiiliinde graniiloza hiicrelerinin ve oositin dagilimi tam olarak sekillenmis
ve yerlesmistir. Bu {i¢ boyutlu organizasyon dort farkli graniiloza subiinitinin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir: Membran, perantral alan, kumulus ooforius ve korona
radiata. Tiim graniiloza hiicreleri Graaf folikiilii gelisimi siirecinde FSH reseptorii
eksprese etmesine ragmen, her graniiloza hiicre grubu kendi i¢inde FSH diizeyine

kendi bulundugu konuma gore farkli yanit verebilmektedir (43).

2.2.1.4. Folikiil atrezisi

Memelilerdeki ~ folikiillerin ~ (oositlerin)  %99’u  atreziyle = yasamlarim
kaybetmektedirler. Atrezideki temel nokta oosit ve graniiloza hiicrelerinde
apoptozisin aktivasyonudur. FSH’un apoptozisi Onlemedeki 6nemi FSH’nin

folikiiliin yasamasini saglayici faktor oldugu diisiincesini dogurmustur (44).
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2.2.2. Spermatogenez

Testisin glandiiler dokusu, seminifer tiibiillerdir. Her lobiilde 1-4 kadar sayida tiibiili
seminiferi kontorti denilen asir1 kivrimli, 30-70 cm uzunlugunda, 150 ile 250 pm
capinda tiibiiller ile bunlarin arasin1 dolduran gevsek bag dokusu ve bezin stromasi
olan interstisyum bulunur. Tek bir insan testisinde seminifer tiibiillerin toplam
uzunlugu 250 metreyi bulur (47). Tiibiili seminiferi kontortiler testisin ekzokrin
kismin1 meydana getirirler. Salgilama bigimi aktif holokrin olup, salgilama materyali
canli hiicre spermium’dur. Seminifer tiibiiller lobiiliin tepesine dogru kivrimlarini
kaybederek, tiibiili rektilerle devam eder. Bunlar da mediastinumda birbirleriyle
anastomozlasarak rete testis denilen bir sisteme doniisiirler. Seminifer tiibiillerin
icerigi rete testis kanallarina bosaltilir. Rete testiste meydana gelen bozukluklar

infertiliteye neden olabilmektedir (48).

Her bir seminifer tiibiil bir fibroz bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmasik bir seminifer epitel’den (germinal epitel) olusur. Seminifer tiibiilii saran
tunika propria birka¢ fibroblast katmanindan olusmustur. Bazal laminaya yapisik
olarak bulunan en igteki katman diiz kas oOzellikleri gosteren yassilagsmis myoid
hiicrelerden olusur. Seminifer tiibiil epiteli iki tip hiicreden meydana gelir. Bunlar

destek hiicreleri (Sertoli hiicreleri) ile spermatogenik seri hiicreleridir (Sekil 2.6) (6).
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Sekil 2.6: Seminifer tiibiil yapis1 (6)
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Seminifer tiibiiller erkek iireme hiicreleri olan spermatozoonlari iiretirken, interstisyel
hiicreler de testikiiler androjenleri salgilar (6). Testosteronun testislerde yaptig1 lokal
etki seminifer tiibiililerin sperm tiretmesini aktive etmektir ve testosteron yoklugunda
spermatogenez goriilmez. Seminifer tiibiil duvarinda bulunan spermatogenik seri
hiicreleri, bazal lamina ve tiibil limeni arasini dolduracak dort-sekiz tabaka halinde
diizenlenmislerdir. Bu  hiicreler birka¢  bolinmeden sonra farklanarak

spermatozoonlari olustururlar (6,7,8).

Baslangictan bitise kadar spermatogenez olarak adlandirilan bu olay li¢ faza ayrilir:
* Spermatositogenez
* Mayoz

* Spermiyogenez

2.2.2.1 Spermatositogenez evresi

Bu evre spermatogonyumlarin boliinmeleri sonucunda olusan hiicrelerden primer
spermatositlerin olusma stirecidir (72). Bazal laminanin hemen {istiine yerlesmis
germ hiicreleri olan, spermatogonyumlar ile baglar. Seksiiel olgunlagsmada bu

hiicreler bir seri mitoz gegirirler.

Insanda morfolojik olarak ayrilabilen 3 tip spermatogonyum vardir: koyu tip A
spermatogonyum, soluk renkli boyanan agik tip A spermatogonyum ve tip B
spermatogonyum. Koyu tip A spermatogonyum spermatogenik serinin kok hiicre
rezervi olarak gorev yapar. Zaman zaman tip B spermatogonyuma farklanan agik tip
A spermatogonyuma boliiniir. Tip B spermatogonyum ise primer spermatositlere
farklanan onciil hiicrelerdir. Spermatogonyumlarin boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan
hiicreler tamamen ayrilmaz ve sitoplazmik kopriilerle birbirlerine bagl kalirlar.
Hiicreler arasindaki kopriiler, tek bir spermatogonyumdan olusan her primer ve
sekonder spermatositle spermatid arasindaki iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi
aktarimina izin vermesi sebebiyle bu kopriiler spermatogenezdeki olaylar zincirinin

koordinasyonunda 6nemli bir rol oynarlar (Sekil 2.7) (8).
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Sekil 2.7: Germ hiicrelerinin gecirdigi evreler (6)

2.2.2.2. Mayoz evresi
Primer spermatositlerin ardisik iki mayoz boliinme gegirerek kromozom sayilarinin

ve DNA miktariin esit olarak her hiicrede yariya diistiriilmesi sonucu spermatidlerin

olustugu evredir (8).
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2.2.2.3. Spermiyogenez

Spermatidlerin farklanma siireci gegirerek spermatozoonlari olusturdugu evredir (8).

Spermatogenez siireci tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik kopriilerin artik
cisimcikler olarak ortamdan uzaklasmasi ile spermatidler arasinda birbirinden ayrilir.
Insanda spermatogonyum safhasi ile spermatozoon olusumu arasindaki siireg
yaklasik 64 giindiir (6,8). Bu siire¢ dalgalanmalar seklinde olusur, her seminifer
tiibiilde ayn1 anda gerceklesmez. Bu durum her bolgesinde spermatogenezin farkli bir
safhasinin izlendigi seminifer tiibiillerin diizensiz goriiniimiinii agiklar. Ayni
zamanda neden seminifer tiibiillerin baz1 bdlgelerinde spermatozoonlarin bulundugu
halde diger bolgelerde sadece spermatidlerin bulundugunu da acgiklamaktadir.
Seminifer epitel siklusu; germinal epitelde belli bir hiicre evresinin ardisik iki
goriiniimii arasinda olusan matiirasyon degisiklikleri dizisini ifade eder. insanda her

siklus yaklasik 16+1 giin siirer ve spermatogenez dort siklustan sonra biter (7, 49).

2.3. Tirozin kinaz inhibisyonu ve gonadogenez

TKI’leri sadece Ber-Abl’yi degil c-kit, Platelet kaynakli biiyiime faktorii reseptdrii
alfa ve beta (PDGFR A/B), Arg ve c-fms gibi diger tirozin kinazlar1 da inhibe
etmektedirler. Bu bir dizi proteinin, gonadal gelisim, implantasyon ve fetal gelisimde

anahtar rolii oldugu bilinmektedir (9).

Kemirgenlerde yapilan ¢aligmalarda; c-kit ve onun ligandi olan stem cell faktor’iin
(SCF) testikiiler gelisim, germ hiicrelerin migrasyonu, proliferasyonu ve
sagkaliminda etkin rolii oldugu gosterilmistir (12). Buna ek olarak, PDGF de
Leyding hiicrelerinin olgunlasmasinda énemli bir aracidir. Bu nedenle bu gelisimsel
sinyal yolaklarinin inhibisyonunun normal sperm ve testesteron iiretimi iizerine

olumsuz etkileri olabilir (11).

Nurmio ve ark. (12) yapmis oldugu calismada; immatiir erkek siganlara 3 giin
stireyle, 150 mg/kg imatinib mesilat’in igme suyunda ¢oziilerek verilmesi ile germ-

line kok hiicre havuzu olugsmasinda gecikme, tip A spermatogonyum
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proliferasyonunda azalma ve germ hiicre apopitozunda uyarilma gozlenmistir. Ayrica
PDGFR-aracili mezenkimal myoid onciillerin proliferasyonunda ve seminifer tiibiil

uzunlugunda azalma izlenmistir.

Biitiin bu olumsuz sonuclara ragmen literatiirde imatinib kullanirken saglikli cocuk
sahibi olan erkek hastalar bulunmaktadir. Ramasamy ve arkadaslar1 (50) 2007 yilinda
4 erkek KML hastasinda imatinib altinda 5 saglikli gebelik olusturdugunu
bildirmislerdir. 2008 yilinda Italya’dan Breccia ve ark. (51) 5 imatinib kullanan
erkek KML hastasmin saglikli ¢cocuk sahibi olabildigini aciklamislardir. En biiytik
seri 2014 yilinda Pakistan’dan Igbal ve ark. yaptigi prospektif bir ¢alismadan
gelmistir (52). Konsepsiyon sirasinda imatinib kullanan 40 erkek KML tanili hastada
62 gebelik bildirilmis olup bu gebeliklerin 57’si  (%95) sorunsuz olarak

sonuglanmistir.

Genel olarak biitiin bu kanitlar gz Oniine alindiginda; hayvan c¢aligmalarinda
androjen iretimi azalip oligospermi ve jinekomasti gelistigi gosterilmis de olsa
imatinib kullanan KML erkek hastalarinda konsepsiyon normal gebelik ile

sonuglanabilir (53, 54).

Ikinci kusak tirozin kinazlarin spermatogenez iizerine etkisi ile ilgili hi¢ hayvan
calismast bulunmamakta sadece ilag gelistirme asamasinda 180 mg/kg/gilin nilotinib
verilen erkek erigkin farelerde total epididimal agirliginda belirgin bir azalma
gozlendigi sperm sayisi ve sperm hareketliligi de dahil olmak iizere erkek iireme
parametrelerinin tedaviden etkilenmedigi bildirilmistir. Bunun iizerine iiretici firma
nilotinibin erkek dogurganlig: iizerine olumsuz etkilerinin olabilecegini bildirmistir
(15). Nilotinib altinda esinde gebelik bildirilen erkek KML vakas1 heniiz literatiirde

bulunmamaktadir.

SCF/c-kit, folikiiler gelisim sirasinda insan yumurtaliklarinda sentezlenir ve c-kit
reseptorlerinin anti-c-kit antikorlar1 ile inhibisyonu atretik folikiillerin sayisini
arttirmaktadir (13). Buna ek olarak; SCF/c-kit primordiyal germ hiicre olugmasi,
primordiyal folikiil aktivasyonu, graniiloza hiicre proliferasyonu, teka hiicre
toplanmas1 ve mayotik olgunlasmadaki rolleri nedeniyle, disi dogurganliginda

onemli etkileri bulunmaktadir (55).
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PDGF proteini de primordiyal ve gelisen folikiillerin oositlerinde bulunur ve
PDGF’nin bloke edilmesi primordiyal folikiillerin oraninda artisa neden olmaktadir.
Bu da PDGF’nin primordiyal folikiilden primer folikiile gegisi sagladigim
diisiindtirmektedir (14).

2012 yilinda Schultheis ve ark. tarafindan ilk kez, 5 haftalik 16semik fare modelinde
150 mg/kg/giin imatinib ile 2 aylik tedavinin spermatogenez ve folikiilogenez

tizerine olumsuz etkisi olmadig1 gosterilmistir (56).

Literatiirde imatinib altinda saglikli dogum yapan vaka serileri bulunmaktadir. 2006
yilinda Ault ve ark. 10 kadin KML hastasinin gebelik sonuglarimi bildirmislerdir
(57). Bu gebeliklerden 2 tanesi spontan diisiik ile sonuglanirken diger gebeliklerin
sorunsuz gectigi ve saglikli bebek dogdugu belirtilmistir. 2014 yilinda en genis seriyi
yayinlayan Igbal ve ark., 21 kadin KML hastasinda 28 gebelik goriildiiglinii ve
bunlarin 19’unun (%67,9) sorunsuz olarak doguma ulastigin1 bildirilmislerdir. Dogan

bebeklerde konjenital anomali izlenmedigi belirtilmistir (52).

Literatiirde ikinci kusak tirozin kinaz inhibitorlerinin folikiilogenez iizerine etkisini
aragtiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ilag gelistirme asamasinda eriskin disi
farelere >60 mg/kg/giin nilotinib verilmesi ile estrous siklusu, gebelik ve ciftlesme
verileri lizerine etkisi gozlenmemistir. Bu verilere dayanarak {iretici firma
nilotinib’in disi infertilitesine yol agmadigimi agiklamistir (15). Ancak bu iddiay1
dogrulayan klinik veri sadece 2 olgudan ibarettir (58, 59). Conchon ve ark. (58)
bildirmis oldugu KML tanili 30 yasinda kadin olgu, nilotinib altinda 2 kez gebe
kalmig ve 2 tane saglikli bebek dogurmustur. Ayrica 2013 yilinda Zhou ve ark.
yaymlamis oldugu TKI kullanan KML hastalarinda gebelik insidansi ile ilgili tek
merkez deneyiminde, bildirilen 25 gebelikten 1 tanesinin nilotinib altinda olustugu

bildirilmistir (59).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismamizda Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuari’nda iretilen, 5 haftalik,
agirliklar1 20-22 g arasinda degisen daha once c¢iftlesmemis 20°ser adet disi ve erkek
olmak iizere toplam 40 adet C57bl6 cinsi fare kullanildi.

Denekler calisma boyunca, tabani1 ve yanlar plastik, tistii demir tel orgii ile kapali
olan, fare veya siganlar ic¢in 6zel iiretilmis standart kafeslerde yasatildi. Her kafese
bir grup yani on fare konuldu. Kafesin tabani daima kuru agag talasi ile kapliydi. Bu
talas iki giinde bir kez degistirildi. Fareler, deney siiresi boyunca optimum
laboratuvar kosullar1 (22+1 °C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda (07.00/19.00))
altinda, kiigiik deney hayvanlar1 i¢in 6zel tiretilmis %21 ham protein igeren pellet

tiirli fabrikasyon yem ve giinliik igme suyu ile beslendiler.

Bu calisma Kobay DHL A.S. Yerel Etik Kurulunun 18 Mart 3013 tarih ve 67 karar
no’lu izniyle (Ek 1) ve “National Instituite Of Health Guide for the care and use of

laboratory animals” kurallarina uygun olarak gerceklestirildi.

3.1. Arastirma Gruplari

Deneysel caligma her biri randomize segilen 10 fareden olusan 4 grup iizerinden

yapildi.

Grup I (n=10): nilotinib verilen disi fareler
Grup II (n=10): nilotinib verilen erkek fareler
Grup III (n=10): kontrol disi fareler

Grup IV (n=10): kontrol erkek fareler

Nilotinib grubundaki; her fareye 0,4 mg nilotinib (Novartis Pharma, Basel, Isvigre)
icme suyuna katilarak 2 ay siireyle verildi. Nilotinib i¢in ticari ismi Tasigna ™

(Novartis), (200 mg kapsiil) olan preparat kullanildi.
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Nilotinib dozu (20 mg/kg, oral), giiniimiizde kullanilan dozun klinik ¢aligmalarda
Olciilen plasma konsantrasyonuna dayali olarak se¢ilmistir. (21). Bu doz i¢in 200 mg
kapsiiliin igindeki etken madde 200 cc igme suyunda ¢oziildii ve karisimin homojen
dagildig1 gozlendikten sonra 0,4 cc cekilerek nilotinib gruplarindaki farelerin
suluklarina ilave edildi. Ayn1 zamanda kontrol grubundaki farelere (n=10 disi ve 10

erkek) de ilag igermeyen igme suyu sulukla verildi.

Nilotinib disi grubundan bir fare, ¢alismanin 15. giliniinde dogal nedenlerle 6ldii.

Calismaya bu grup 9 fare ile devam etti.

3.2. Histolojik Analiz

2 aymn sonunda servikal dislokasyon ile sakrifiye edilen farelerin ovaryumlar1 ve
testisleri laparotomik yontemle cikarildiktan sonra tespit edilmek icin overler %10

nétr-tamponlu formalin ve testisler de Bouin soliisyonuna aktarildi (Sekil 3.1.).
Bouin soliisyonu:

* Suda doyurulmus Pikrik asit: 300 cc

* %40 Formalin: 100 cc

* Glasiyal asetik asit: 20cc igermektedir

Sekil 3.1: Testis diseksiyonu yapilirken
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24 saat tespit isleminden sonra asagida gosterilen takip yontemi uygulandi;
A) Dehidratasyon
* %50 Alkol: 1 saat x 2
* %70 Alkol+3 damla doymus lityum karbonat ¢ozeltisi
* %380 Alkol: 2 saat x 2
* %95 Alkol: 1 gece x 2
* %100 Alkol: 1.5 saat x 2
B) Seffaflandirma
* Amil Asetat: 5.5 saat
C) Infiltrasyon (Emdirme)
*  Yumusak parafin: 1 saat
*  Yumusak+sert parafin: 3 saat
* Sert parafin: 2 saat
D) Gomme

* Sert parafine gomiiliir

Elde edilen parafin bloklardan LEICA RM2I125RT tipi mikrotomla 6 pm
kalinliginda kesitler alimip HE (Hematoksilin Eozin) yontemi ile boyanip Nikon
Eclipse E200 mikroskobuyla incelenmistir.

3.3. Yontem

Overler icin her 10 kesit ve testisler i¢in de her 50 kesit 100x ve 400x biiyiitmede

mikroskopta incelenmistir.

Overlerde; primordiyal, primer ve sekonder evrelerdeki folikiil sayilar
kaydedilmistir. Folikiiler atrezi insidanst evre 1-3 arasinda morfolojik olarak
skorlandirilmistir (Tablo 3.1). Kiigililmiis oosit ve/veya piknotik granuloza hiicreleri
atrezi kriteri olarak sayilmistir. Antral folikiiller ve korpus Iuteum sayilari

kaydedilmemistir.
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Folikiil Evresi Tanim

Primordial Kiiciik, gelismemis oositin etrafinda tek katl skuaméz

epitel hiicreleri

Primer Gelismekte olan oosit ve belirgin niikleolus etrafinda tek

katl kiiboidal granuloza hiicreleri, folikiiler antrum yok

Sekonder (antral) Gelismekte olan oosit ve biiylik niikleolus etrafinda iki ve
ya daha fazla katli granuloza hiicreleri, follikiiler antrum

yok

Tersiyer (Graafian) | Bir antral alan igeren bir folikiiliin i¢inde tiimiiyle gelismis

00sit

Tablo 3.1: Fare overindeki folikiillerin siniflandirilmasi (60)

Testislerde; sirkiiler kesit alinmis 24 seminifer tiibiilii spermatogenik aktivite indeksi
olusturmak icin kullanildi ve fonksiyonlar hakkinda ek bilgi saglamak i¢in tiibiil
caplart okiiller mikrometre ile Olclildi. Tablo 3.2°de spermatojenik aktivite

evrelemesi goriilmektedir.

Tiibiil Ozelligi Evre
Germ hiicre yok 0
Germ hiicre var, fakat mitotik evreler olmadan +
Mitotik evre var, fakat matiir spermatozoa olmadan ++
Spermatidler ve/ve ya spermatozoa var +++

Tablo 3.2: Fare testis seminifer tiibiildeki spermatogenik aktivite evrelemesi (61).

3.4. istatistiksel Degerlendirmeler

Verilerin analizi Statistical Package for Social Science (SPSS) 16 paket programinda
yapildi. Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak verildi. Sayisal degiskenler
arasindaki iligskinin degerlendirilmesinde “t-Test” kullanildi. P<0.05 degeri istatiksel

olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Over Fonksiyonlarimin Histolojik Degerlendirmesi

Nilotinib grubundan 1 disi fare ¢alismanin 15. giiniinde dogal nedenlerle 6ldiigii i¢in

nilotinib grubunun istatistigi 9 disi fare ile yapilmistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda nilotinib alan disi farelerin folikiil sayilarinda

istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu gézlenmisitir (268+110 vs. 170+£60; p=

0,03).

Kontrol ve nilotinib gruplarindaki farelerin folikiil dagilimlar1 Sekil 4.1°de

goriilmektedir. Primordiyal, sekonder ve tersiyer folikiil sayilar: nilotinib grubunda

kontrol grubuna gore azalmis olmasina ragmen istatistiksel fark izlenmedi (p>0,05).

Sadece primer folikiil sayisi nilotinib grubunda isttaistiksel olarak anlamli azalma

gozlendi (168+56 vs. 68+25; p=0,02) (Tablo 4.1.).

Primordiyal | Primer | Sekonder | Tersiyer | Toplam
Folikiil Folikiil Folikiil | Folikiil | Folikiil
Kontrol grubu 218+47 168+56 87+29 64124 268+110
Nilotinib grubu 164+29 68+25 60£23 44+12 17060
P degeri 0,17 0,02* 0,32 0,33 0,03*

Tablo 4.1: Nilotinib ve kontrol gruplarinda folikiil sayilar1 (ortalama+SD), (*-

gruplar aras1 degisimlere gore olan istatistiksel fark p<0,05)
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# H Kontrol Disi m Nilotinib Disi
300

250

200

150

100

50

Primordial Folikiil  Primer Folikiil  Sekonder Foliklil Tersiyer Folikil Toplam

Sekil 4.1: Folikiil sayilarinin nilotinib ve kontrol grubunda dagilimi

Morfolojik atrezi isaretleri biitiin folikiil evrelerinde nadir olarak goriildii. Biitiin

evrelerdeki folikiillerin antral evreye ilerlemeleri mevcuttu ve korpus luteum

goriilmedi (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2: Kontrol grubu ovaryumunda HE ile boyama goriintiileri; A. (Biiylitmex10)
Primordiyal folikiil, B. (Biiyiitmex100) Primer Folikiil, C. (Biiyiitmex40) Sekonder
Folikiil, D. (Biiyiitmex100) Tersiyer Folikiil
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Nilotinib grubunda; over yapisi diizensiz izlendi. Korteks ve medulla arasinin,
normalde olmasi gerekenden daha dar oldugu goriildii. Normal hiyerarsik diizenleri
icerisinde gelismislik derecesine gore periferden medullaya dogru organize olmasi

gereken folikiiller, nilotinib grubunda seyrek ve daginik olarak izlendi (Sekil 4.3).

Sekil 4.3: Nilotinib grubundan bir ovaryumun HE ile boyanma goriintiisii (Biiylitme
x10)
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4.2. Testis Fonksiyonlarinin Histolojik Degerlendirmesi

Testislerin morfolojik goriintiileri kontrol ve nilotinib gruplar1 arasinda benzerdi

(Sekil 4.4.). Tiibiilde veya intertisyel alanlarda patolojik bulgu izlenmedi.

el T W A SR SRR S Y
Sekil 4.4: Nilotinib grubundan bir testisin HE ile boyanma goriintiisii, A. (Biiylitme x
40) testis morfolojik goriintiisii, B. (Biiyiitme x 100) bir seminifer tiibiiliin goriintiisii

Kontrol ve nilotinib gruplarindaki farelerden alinan her seminfer tiibiil 6rneginde
spermatid veya spermatozoa olan aktif spermatogenez gozlendi. Spermatojenik

aktivite indeksi her iki grupta da benzerdi (Tablo 4.2; p=0,241).

Kontrol ve nilotinib gruplarinda ortalama seminifer tiibiil ¢ap degerleri arasinda

istatistiksel fark izlenmedi (Tablo 4.2; p=0,475).

N | Seminifer Tiibiil Cap1 (um) | Spermatojenik indeks

Kontrol grubu 10 190,61+8,33 3,1
Nilotinib grubu 10 194,32+7,26 34

Tablo 4.2: Kontrol ve nilotinib gruplarinda spermatogenez karsilagtiriimasi

(ortalama+SD), gruplar aras1 degisimlere gore olan istatistiksel fark p>0,05.
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5. TARTISMA

Bu calismada saglikli fare modelinde nilotinib kullanilmasinin spermatogenez ve
folikiilogenez iizerine etkisini arastirdik. Calismamiz; uzun siireli KML tedavi
dozunda nilotinib kullaniminin gonadogenez {izerine etkisini histopatolojik

parametreler ile gosteren ilk ¢alisma olmasi agisindan 6nemlidir.

Hematolojik malignitesi olan gen¢ hastalar uygulanacak tedavilerde; reprodiiktif
potansiyellerini ve bagarili gebelik sonuglarin1 degistirebilecek riskler konusunda
bilgilendirilmelidirler. Tedavi Oncesinde sperm ve over dokusunun saklatilmasi
ileride cocuk sahibi olmak isteyen hastalar i¢cin 6nemli bir secenektir. Ancak dikkat
edilmesi gereken nokta; kriyopreservazyon igin saklanacak dokuda malign hiicre
varligidir. Losemi tanili 9 (3 KML, 5 AML, 1 MDS) hastanin kriyopreservasyon
islemi Oncesinde yapilan doku degerlendirmesinde 3 KML’li hastanin over
dokusunda Bcer-Abl (+) saptanmistir (62) Nadir de olsa KML’de de doku tutulumu
goriilebilir. Ozellikle blastik evrede testiskiiler veya ovaryan tutulum olabilecegi
bildiren vakalar mevcuttur (73). Biitiin bu olasiliklart géz Oniine alarak biz
calismamizda saglikli fare modelini kullanmay: tercih ettik. Boylece sadece ilacin

gonadlar tizerindeki etkisini inceleyebilmemiz miimkiin oldu.

KML’nin giiniimiizdeki tedavisi kronik tirozin kinaz inhibisyonudur. Bcl-Abl tirozin
kinaz inhibitorii (TKI) olan imatinib mesilat 2001 yilinda klinik uygulamaya girmis
ve KML tedavisinde ¢igir agmustir. 2006 yilinda ise ikinci nesil TKI (nilotinib,
dasatinib) klinik kullanima girmistir. Yakin zamanda yayimlanan STIM ¢alismasinda;
kalict molekiiler yanit saglanan hastalarda imatinib tedavisinin giivenle kesilebilecegi
bildirilmistir (63). Bu olumlu sonuglar; dogurganlik ¢agindaki ¢ocuk sahibi olmak
isteyen bircok hastanin beklentilerini  artttrmistir.  Ancak tirozin kinaz
inhibitorlerinin; potansiyel gonadotoksisite ve dollenme iizerindeki olasi etkileri
hakkinda kesin veriler bulunmamaktadir. TKi’den sadece imatinib ile ilgili hayvan

calismalar1 mevcuttur bunlarin da sonuglar1 kafa karistiricidir.
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Yapilan bir fare ¢alismasinda 3 giin slireyle 150 mg/kg/glin imatinibin oral yolla
verilmesi ile PDGFR ve c-Kit tirozin kinazlarinin inhibe oldugu ve postnatal
testikiiler gelisimin engellendigi gbzlenmistir (12). Literatiirde de 11 yasinda erkek
KML hastasinda imatinib tedavisi altinda incelenen semen analizinde oligoazospermi
tesbit edilmistir (11). Ancak literatiirde imatinib ile saglikli cocuk sahibi olan erkek
KML hastalar1 da mevcuttur. 2003-2014 yillar1 arasinda erkek KML hastalarindan
toplam 109 gebelik bildirilmistir. Bu gebeliklerden 103 tanesi saglikli dogum ile
sonug¢lanmistir (64,57,50,51,53, 59, 52).

Bizim spermatogenez iizerine etkisini degerlendirdigimiz nilotinib molekiilii ile ilgili
yapilmis olan tek calisma; ilag gelistirme asamasinda iiretici firma tarafindan
yapilmistir. 180 mg/kg/giin nilotinib verilen erkek erigkin farelerde total epididimal
agirliginda belirgin bir azalma gézlendigi ancak sperm sayis1 ve sperm hareketliligi
de dahil olmak iizere erkek iireme parametrelerinin tedaviden etkilenmedigi
bildirilmistir. Bunun {izerine iiretici firma nilotinibin erkek dogurganligi {izerine
olumsuz etkilerinin olabilecegini bildirmistir (15). Nilotinib altinda gebelik bildirilen

erkek KML vakasi da heniiz literatiirde bulunmamaktadir.

Bizim c¢alismamizda nilotinibin spermatogenez {izerine etkisi histopatolojik
parametreler ile degerlendirildi. Testis rezervini gostermede onemli bir parametre
olan seminifer tiibiil cap Olgiilerek es zamanli spermatojenik aktivite indeksi
hesaplandi. Kontrol grubunda ortalama seminifer tiibiil cap1 190,6+8,3 iken nilotinib

grubunda 194,3+7,3 olarak olgiildii (p=0,475).

Germ hiicre, mitotik evre, spermatid ve spermatozoa goriiliip goriilmemesine gore
puanlanarak hesaplanan spermatojenik indeks ise her iki grupta da benzer olarak

bulundu (3,1 vs 3,4; p> 0,005).

Elde ettigimiz bu sonuglarla iiretici firmanin sonuglarinin aksine uzun siireli tedavi

dozunda nilotinib ile spermatogenezin etkilenmedigi ilk kez gosterilmistir.

Tirozin kinaz inhibisyonunun folikiilogenez iizerine etkisi de hayvan c¢alismalari ile
gosterilmistir. Yapilan 16semik fare modeli ¢alismasinda; 150 mg/kg/giin imatinib ile
2 ay tedavi edilen disi farelerde folikiilogenez iizerine etkisi gdzlenmemis (56).

Ancak insanda farkli olarak 28 yasinda KML tanisi ile imatinib kullanan kadin
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hastada imatinib tedavisinin ikinci yilinda primer ovariyan yetmezlik gelistigi

bildirilmistir (74).

Bugiine kadar imatinib kullanan 220 kadinda gebelik bildirilmistir, bu gebelikler
sirasinda  spontan kiirtaj ve diisiik oranlart normal popiilasyondan farkli

bulunmamustir (65).

Literatiirde ikinci kusak tirozin kinaz inhibitorlerinin folikiilogenez iizerine etkisini
arastiran bir calisma bulunmamaktadir. Ilag gelistirme asamasinda eriskin disi
farelere >60 mg/kg/giin nilotinib verilmesi ile estrous siklusu, gebelik ve ¢iftlesme
verileri iizerine etkisi gozlenmemistir. Bu verilere dayanarak iiretici firma
nilotinib’in disi infertilitesine yol agmadigini agiklamistir (15). Ancak bu iddiay:
dogrulayan klinik veri sadece 2 olgudan ibarettir (58,59). 2009 yilinda Conchon ve
ark. bildirmis oldugu olgu sunumunda; 30 yasinda, KML tanisi ile nilotinib kullanan
kadin hastanin 2 yil ara ile iki saglikli dogum gerceklestirdigi bildirilmistir (58).
2013 yilinda Zhou ve ark. tarafindan yaymnlanmis olan TKI kullanan KML
hastalarinda gebelik insidans: ile ilgili tek merkez deneyiminde, bildirilen 25
gebelikten 1 tanesinin nilotinib altinda olustugu ve saglikli bir bebek dogurdugu
bildirilmistir.

Biz de c¢alismamizda nilotinib’in over rezervine etkisini folikiil sayilarindaki
degisiklige gore degerlendirdik. Uretici firma verilerinden farkli olarak, folikiil
sayilarinda nilotinib verilen disi fare grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma oldugu gézlendi (268+110 vs. 170+60; p= 0,03). Primer
folikiil say1s1 nilotinib grubunda isttaistiksel olarak anlamli azalmisken (168+56 vs.
68+25; p=0,02) diger folikiil evrelerine gére dagilimlar1 arasinda nilotinib ve kontrol

grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi (p>0.005).

Bizim g¢alismamiz ile nilotinib tedavisinin folikiilogenez iizerine olumsuz etkileri
oldugu gosterilmistir. Ancak over rezervinin folikiil sayisi ile es zamanl olarak
Estradiol, FSH, LH ve AMH gibi hormonal 6lgiimlerle konfirme edildigi randomize,

kontrollii ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUCLAR

Bu caligmada saglikli fare modelinde nilotinibin spermatogenez ve folikiilogenez
iizerine etkisi histopatolojik parametreler kullanilarak degerlendirildi. Fareler
cinsiyetlerine ve nilotinib verilip verilmemesine gore dort grup seklinde

smiflandirildi.

Buna gore;

Folikiil sayilarinda nilotinib verilen disi fare grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gozlendi (268+110 vs. 170+60; p=
0,03).

Primer folikiil sayis1 nilotinib grubunda istatistiksel olarak anlamli oranda azalmis
izlendi (168456 vs. 68+25; p=0,02). Diger folikiil evrelerine gore dagilimlari
arasinda nilotinib ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

izlenmedi (p>0.005).

Kontrol ve nilotinib erkek fare gruplari arasinda seminifer tiibtillerin ¢aplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmedi (190,61+8,33 vs. 194,32+7,26;
p=0,475).

Kontrol ve nilotinib gruplarindaki farelerden alinan her seminfer tiibiil 6rneginde
spermatid veya spermatozoa olan aktif spermatogenez gozlendi. Spermatojenik

aktivite indeksi her iki grupta da benzerdi (p=0.241).

Sonug olarak; bu calisma ile saglikli fare modelinde KML tedavi dozunda ve uzun
stireli nilotinib kullanilmasi ile folikiilogenezin baskilandigi gosterilmistir. Ancak
over rezervinin folikiil sayist ile es zamanli olarak hormonal Sl¢iimlerle konfirme

edildigi randomize, kontrollii calismalara ihtiyag vardir.
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OZET

KRONIK MIYELOID LOSEMiI TEDAVI DOZUNDAKi NILOTINIB’i
SPERMATOGENEZ VE FOLIKULOGENEZ UZERINDEKI ETKIiSININ
SAGLIKLI FARE MODELINDE GOSTERILMES]

Seval GC., Ufuk Universitesi Tip Fakiiltesi, Hematoloji Tezi, Ankara 2014.
KML (Kronik myeloid 16semi), myeloid seri hiicrelerinin asir1 ve kontrolsiiz
cogalmasina yol acan bir hematopoetik pluripotent kok hiicre hastaligidir.
Philadelphia translokasyonu [t(9;22)q34;q11] sonucu ortaya olan Philadelphia (Ph)
kromozomu KML olgularinin yaklasik %95’inde bulunmaktadir. KML hastalarinin
cogunlugunu erkekler olusturmaktadir ve bunlarin %46°s1 20-64 yaslar1 arasinda tani
almaktadir. Ph (+) KML’nin gilinlimiizdeki tedavisi tirozin kinaz inhibisyonuna
dayanmaktadir. Literatiirde tirozin kinaz inhibitorlerinin; potansiyel gonadotoksisite
ve dollenme tizerindeki olasi etkileri hakkinda kesin veriler bulunmamaktadir. Bu
calismanin amaci saglikli fare modelinde nilotinib tedavisinin fertilite iizerine
etkilerini arastirmaktir. Caligmamizda Kobay Deney Hayvanlari Laboratuari’nda
iretilen, 5 haftalik, agirliklar1 20-22 g arasinda degisen daha once ciftlesmemis
20’ser adet disi ve erkek olmak iizere toplam 40 adet C57bl6 cinsi fare kullanildi.
Fareler cinsiyetlerine ve nilotinib verilip verilmemesine gore dort grup seklinde
siniflandirildi. Nilotinib grubundaki her fareye 0,4 mg nilotinib i¢gme suyuna
katilarak 2 ay siire ile verildi. Kontrol grubundaki farelere de ila¢ icermeyen igme
suyu verildi. Sakrifiye edilen farelerin ovaryumlar1 ve testisleri tesbit edildi ve
parafin bloklar hematoksilen eozinle boyandi. Folikiil sayilarinda nilotinib verilen
disi fare grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
gozlendi (268+110 vs. 170+60; p= 0,03). Kontrol ve nilotinib erkek fare gruplar
arasinda seminifer tiibiillerin ¢aplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi (190,61£8,33 vs. 194,32+7,26; p=0,475). Kontrol ve nilotinib
gruplarindaki farelerden alinan her seminfer tiibiil Orneginde spermatid veya
spermatozoa olan aktif spermatogenez gdzlendi. Spermatojenik aktivite indeksi her
iki grupta da benzerdi (p=0.241). Bizim ¢alismamiz ile saglikli fare modelinde KML
tedavi dozunda ve uzun siireli nilotinib kullanilmas: ile folikiilogenezin baskilandig:
gosterilmistir. Ancak over rezervinin folikiil sayisi ile es zamanli olarak hormonal
Olctimlerle konfirme edildigi randomize, kontrollii ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anabhtar sozciikler: Kronik Myeloid Losemi, nilotinib, spermatogenez, folikiilogenez
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SUMMARY
THE EFFECT OF CML TREATMENT DOSES NILOTINIB ON
SPERMATOGENESIS AND FOLLICULOGENESIS IN A HEALTY MOUSE
MODEL
Seval GC., Ufuk University Faculty of Medicine, Thesis in Hematology, Ankara
2014.
Chronic myeloid leukemia (CML) is a hematopoietic pluripotent stem celldisease
where myeloid cells lead to wuncontrolled proliferation. A translocation
[t(9;22)q34;q11], called Philadelphia chromosome (Ph) is found in approximately
95% of CML patients. Majority of CML patients are male and 46% of them are
between 20 and 64 years of age. Current treatment of Ph (+) CML is based on the
inhibition of tyrosine kinase inhibitors (TKI), especially second generation drugs.
Aim of this study is to determine the effect of nilotinib on spermatogenesis and
folliculogenesis which is used routinely to treat CML. Here we present the results of
testicular and ovarian changes after nilotinib administration to five-week old male
and female C57bl6 mice. Mice received 0,4 mg of nilotinib per day dissolved in the
drinking water for 2 months. Control group received only drinking water. Treatment
dose was determined according to the clinical studies regarding the plasma
concentrations (20 mg/kg, orally). After sacrification of both groups, testicular and
ovarian tissues were fixed and parafin sections were stained with hematoxylene-
eosin. The numbers of follicles were significantly differ between nilotinib and
control groups  (268+110 vs. 170+60; p= 0.03). Mean tubular diameter
measurements were 190,61+£8,33 vs. 194,324+7,26 in control and nilotinib groups,
respectively (p=0.475). Virtually every seminiferous tubule from all animals had
active spermatogenesis with either spermatids or spermatozoa present.
Spermatogenic activity index were not significantly different between control and
nilotinib groups (p=0.241). We showed the supression of long term nilotinib
treatment on folliculogenesis.

Keywords: Chronic myeloid leukemia, nilotinib, spermatogenesis, folliculogenesis
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