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OZET

NIVOLUMABIN ERKEK UREME SISTEMIi UZERINE OLASI
TOKSISITESINE KARSI HESPERIDININ KORUYUCU ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Miinevver Nazlican ZENGIN
Yiksek Lisans Tezi, Tibbi Farmakoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Osman CIFTCI
Kasim 2023, 70 Sayfa

Nivolumab bir immun kontrol noktas1 inhibitorii olup etkili bir immunoterapi ilacidir.
Hesperidin gucli antioksidan aktiviteye sahip bir flavonoiddir. Bu tez calismasinda
nivolumabin testis dokusunda neden olabilecegi olas1 toksisiteye karsi hesperidinin
potansiyel etkileri arastirildi. Arastirmada 32 adet Wistar Albino cinsi erkek sican
kullanildi. Hayvanlar her grupta 8 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi; Kontrol,
Nivolumab (3 mg/kg), Hesperidin (50 mg/kg), Nivolumab (3 mg/kg) + Hesperidin (50
mg/kg). 30 giin siiren ila¢ uygulamalar1 sonrasinda hayvanlar sakrifiye edildi, kan ve
testis doku ornekleri alindi. Testis dokusundaki oksidatif hasar1 belirlemek i¢in Elisa,
Real Time PCR ve histopatolojik analizler yapildi. Elde edilen sonuglar nivolumabin total
oksidan ve antioksidan dengeyi bozarak oksidatif strese neden oldugunu ve diger yandan
hesperidin antioksidan aktiviteyi artirarak oksidatif hasar1 azalttig1 belirlendi. Nivolumab
serum testosteron diizeyini 6nemli 6lgiide azalttt bunun yaninda hesperidin uygulamasi
serum testosteron diizeyini artirdi. Ayrica nivolumab testis dokusunda PI3K, AKT,
MTOR ekspresyonlarmni azaltarak bu yolag: kesintiye ugratti. Ote yandan hesperidin
uygulamasi PI3K, AKT, MTOR ekspresyonlar1 artirarak kontrol seviyesine yaklastirdi.
Ayrica nivolumab PD-1 ekspresyon seviyelerini azaltirken hesperidin PD-1 ekspresyon
seviyelerinde bir degisiklige neden olmadi. Histopatolojik analizlerde nivolumabin testis
dokusunda hasara neden oldugu belirlendi ve s6z konusu hasar hesperidin tarafindan
hafifletildi. imminfloresan analizlerde spermatositlerde siddetli diizeyde sitoplazmik 8-
hidroksiguanozin (80hDG) ve Kaspaz-3 ekspresyonlar1 tespit edildi. Hesperidin
uygulamasinin  bu ekspresyonlar1 hafiflettigi gozlendi. Birlikte ele alindiginda
nivolumabin sigan testis dokusunda oksidatif hasara neden oldu ve hesperidin antioksidan
ve anti apoptotik etkileriyle nivolumabin testis dokusunda olusturdugu hasara karsi
onemli koruma sagladi.

Anahtar kelimeler: Nivolumab, Testis, Hesperidin, Monoklonal antikor, PD-1
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECTS OF HESPERIDIN
AGAINST THE POSSIBLE TOXICITY OF NIVOLUMAB ON THE MALE
REPRODUCTIVE SYSTEM

ZENGIN, Miinevver Nazlican
Master Thesis, Department of Medical pharmacology
Thesis Advisor: Prof. Osman CIFTCI (PhD)
November 2023, 70 Pages

Nivolumab is an immune checkpoint inhibitor and an effective immunotherapy drug.
Hesperidin is a flavonoid with strong antioxidant activity. In this thesis study, the
potential effects of hesperidin against the possible toxicity that nivolumab may cause in
testicular tissue were investigated. 32 male Wistar Albino rats were used in the study. The
animals were divided into 4 groups, with 8 animals in each group; Control, Nivolumab
(3 mg/kg), Hesperidin (50 mg/kg), Nivolumab (3 mg/kg) + Hesperidin (50 mg/kg). After
30 days of drug administration, the animals were sacrificed and blood and testicular tissue
samples were taken. Elisa, Real Time PCR and histopathological analyzes were
performed to determine oxidative damage in testicular tissue. The results obtained
showed that nivolumab caused oxidative stress by disrupting the total oxidant and
antioxidant balance, and on the other hand, hesperidin reduced oxidative damage by
increasing antioxidant activity. Nivolumab significantly reduced serum testosterone
levels, while hesperidin administration increased serum testosterone levels. Additionally,
nivolumab interrupted this pathway by reducing the expressions of PI3K, AKT, and
MTOR in testicular tissue. On the other hand, hesperidin application increased PI3K,
AKT, MTOR expressions and brought them closer to the control level. Additionally,
while nivolumab decreased PD-1 expression levels, hesperidin did not cause a change in
PD-1 expression levels. Histopathological analysis determined that nivolumab caused
damage to the testicular tissue, and this damage was alleviated by hesperidin. In
immunofluorescence analysis, severe cytoplasmic 8-hydroxyguanosine (80hDG) and
Caspase-3 expressions were detected in spermatocytes. It was observed that hesperidin
application alleviated these expressions. Taken together, nivolumab caused oxidative
damage in rat testicular tissue, and hesperidin provided significant protection against the
damage caused by nivolumab in testicular tissue with its antioxidant and anti-apoptotic
effects.

Keywords: Nivolumab, Testis, Hesperidin, Monoclonal antibody, PD-1
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1. GIRIS

Kanser, viicudun herhangi organ ya da dokusundaki hicrelerin kontrolsiiz
¢ogalmasi ve biiylimesi sonucu ortaya ¢ikan bir hastalik tablosudur.Yiksek mortalitesi
nedeniyle 20. yiizyilin en tehlikeli hastaliklarindan biri olan kanser, 21. yiizyilda insidans
ve prevalansi artarak daha yaygin hale gelmektedir (Nain ve ark., 2015). Kanser
gelisiminde biyolojik, kalitsal ve fiziksel faktorler etkilidir (D’Arcy, 2019). Kanser
tedavisi kanser tiiriine ve sathasma gore degismekle birlikte genellikle kemoterapi,
cerrahi rezeksiyon ve radyoterapi gibi yontemler kullanilmaktadir (Zugazagoitia ve ark.,
2016). Ote yandan, son yillarda kanser tedavisinde yogun olarak kullanilmaya baslayan
hedefe yonelik immiinoterapi yontemi tedavi basarisi acisindan 6nemli bir potansiyel
tastmaktadir (Alturki, 2023). Immiinoterapi sayesinde, viicudun immiin sisteminin daha
etkili ve gucli hale getirilmesi ve boylelikle kanser gelisiminin engellenmesi saglanir.
Klasik kemoterapiden farkli olarak immUnoterapi kanserli hiicreyi 6ldiirmez, bagisiklik
sistemini tetikleyerek yeniden duzenler ve giclendirir (Abbott ve Ustoyev, 2019).
Immiinoterapi kanser tedavisi icin guiclii bir klinik strateji secenegi haline gelmis olup, bu
maksatla kullanilan immiinoterapi ilaglarinin sayis1 da artmaktadir. Halihazirda kanser
tedavisi i¢in onaylanmig ondan fazla immiinoterapi ilact mevcutken, hentiz klinik deney
asamasi devam eden ilaglar da bulunmaktadrr (Cicala ve ark 2022). Bu
immunoterapdtikiler sitokinler, adaptif immunoterapétikler, kanser asilari, onkolitik
virlisler ve kontrol noktasi inhibitorleri seklinde smiflara ayrilmaktadir (Filin ve ark.,
2020). Bunlar arasinda en yogun ilgi géren kontrol noktasi inhibitorleridir. Kontrol
noktasi inhibitdrleri, bugiine kadar en kapsamli sekilde arastirilan immiinoterapi siifidir
(Alturki, 2023). En yaygm kontrol noktas: inhibisyon stratejisi, programlanmis hiicre
0lim reseptorinun blokajidir. Programlanmis hiicre 6lim proteini-1 olarak bilinen PD-1,

immun sistem hiicrelerinin yiizeyinde bulunan bir reseptdrdiir. Bu reseptor kendi uyarici



molekdllerine, yani programlanmis hiicre o6lim ligandna (PDL-1) baglandiginda
bagisiklik tepkilerini azaltmaktir (M. Wu ve ark., 2022). Bazi kanser tiirleri PD-L1'i agir1
eksprese edip, immin sistemin bagisiklik tepkisini baskilayarak kanser gelisimine karsi
viicudun savunmasini zayiflatir. Kanser gelisimine zemin olusturan bu mekanizmanin
etkisizlestirilmesi igin PD-1 reseptorinun PD-L1’e baglanmasini engelleyen, dolayisiyla
kanser hiicreleri tarafindan PD-L1 iiretiminin bagisiklig1 zayiflatmasmi onleyen ilaglar
gelistirilmistir (Yi ve ark., 2022). Bu ilaglardan biri olan nivolumab (Opdivo), PD-1
reseptoriine yiiksek 6zgiilliik ve afinite ile baglanan immiin kontrol noktasi inhibitorii
antikorudur (Shiravand ve ark., 2022). Nivolumab PD-1 fonksiyonunu inhibe ederek,
immiin hiicreleri patolojik immiin baskilanmadan kurtarir ve tiimor hiicrelerini taniyip
kars1 koymalarma olanak tanir (Guo ve ark., 2017). Nivolumab gibi immiin kontrol
noktasi inhibitorlerinin gelistirilmesi, 0zellikle metastatik melanom hastalar1 olmak tizere
bircok hasta i¢cin daha énce miimkiin olmayan basarili bir tedavi saglamistir (Scott, 2015).

Bununla birlikte, bu hastalar i¢cin uzun vadeli sonuglar arastirma asamasindadir.

Kanserli hastalarda infertilite bozuklugu ¢ok faktorlii bir sorundur. Caligmalar
kemoterapi, hormon tedavisi veya immdinoterapi dahil olmak Uzere sistemik tedaviye
ihtiyag duyan hastalar siklikla zay1f libido, erektil disfonksiyon dahil olmak {izere ¢esitli
infertilite problemlerinden muzdariptir (Garutti ve ark., 2021). Immiin kontrol noktasi
inhibit6rlerinin heniiz kesfedilmemis ancak olasi toksik etkilerinden biri de diger kanser
tedavilerinde oldugu gibi reprodiiktif hasardir (Kim ve ark., 2022). Malign melanomlarin
yaklasik %30'u, kolorektal karsinomlarm %15', akciger ve bobrek kanserlerinin %10'u
ile mesane ve prostat kanserlerinin %5'inin 50 yasin altindaki hastalarda meydana geldigi
tahmin edilmektedir (Siegel ve ark., 2017). Dolayisiyla genc¢ hastalarda planlanan
tedavilerin fertilite Gzerindeki etkisinin arastirilmasi olduk¢a 6nemlidir (Duma ve
Lambertini, 2020). Ote yandan immiinoterapi gibi tedavide heniiz yakmn ge¢misten bu
yana kullanilmakta olan stratejilerin erkek reprodiiktif parametreleri iizerindeki etkileri
belirsizligini korumaktadir. Nivolumab 6zelinde bakildiginda ise nivolumab tedavisinin
spermatogenez ile dogrudan iligkisinin arastirildigi yayimlanmig bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Bu noktalar tez konusunun Onemi ve Ozgiinligii destekleyerek,
nivolumabin erkek ilireme sistemi tizerindeki olasi toksik etkilerine karst hesperidinin
koruyucu etkilerinin arastirilmasina hareket noktasi teskil etmistir. Bununla birlikte
immun kontrol noktas1 inhibitorlerinin spermatogenez ile iliskisini belirlemek ve erkek

fertilitesinin korunmasi i¢in 6nemli bir adimdir.



1.1. Cahsmanin Amaci

Sunulan tez projesinin amaci, bir immunoterapi ilact olan nivolumabin erkek
sicanlarda olusturacagi muhtemel testis toksisitesine karsi, bu toksik etkiyi ortadan
kaldirabilecek onaric1 bir tedavi uygulanmasidir. Bu baglamda antioksidan etkisi bilinen

hesperidin uygulanarak toksik etkinin ortadan kaldirilmasi hedeflenmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Kanser Immiinoterapisinin Tarihsel Gelisimi

Kanser, onkojenik siirecleri aktive eden mutasyonlar tarafindan baglatilan ve
hicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢cogaldigi bir hastaliktir. Kanser gelisiminde, hiicre
boliinmesinin diizenlenmesi ve programlanmis hiicre 6liimiinde rol oynayan genlerin
aktivasyonu ile sonuglanan mutasyonlarin yanm sira, apoptoza kars1 korumada yer alan
genlerin inaktivasyonu ile sonuglanan mutasyonlar da eslik eder (Sharma ve Allison,
2015).

Kanser 20. yiizyilin 6nemli ve yaygin hastaliklarindan biridir ve zamanla daha da
yaygin hale gelmektedir (Vrinzen ve ark., 2023). Kanser varlig1 ¢esitli biyobelirtegler
ve/veyaradyolojik bulgularla tespit edilebilmektedir. Semptom veya sikayetler nedeniyle
baslatilan incelemeler sonucu kanser tanis1 konulmasinin yani sira bazi vakalarda bagka
incelemeler esnasinda tesadufen de kanser tespiti yapilabilmektedir. Genel olarak, kanser
gelisimi yaklasik olarak 1 milyon hiicre sayis1 ve 1 cm olusum biiyiikligline ulasildiginda
tespit edilebilir ve bu olusumkitle, tiimor, nodiil veya lezyon olarak adlandirilabilir

(Wilkinson, 2021)

Kanser tedavisinde kemoterapi, cerrahi rezeksiyon, radyoterapi gibi geleneksel
yontemler kullanilmaktadir. Bugiline kadar basariyla kullanilan cerrahi rezeksiyon
yontemi hala birgok yaygm kati tiimor icin tek iyilestirici tedavi olmaya devam
etmektedir (Debela ve ark., 2021). Sitotoksik ajanlarin oral veya intravendz
kombinasyonlar halinde uygulandigi kemoterapi yontemiyle hem dinlenme hem de
bélinme asamasinda olan kanser hiicreleri Uzerinde sitotoksisite olusturulur. Kanser
kemoterapisinin amaci, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi, istila etmesi ve metastaz
yapmasini onlemektir (Nakamura ve Maeda, 2020). Radyasyon tedavisi ise kanserle
mucadelede kullanilan lokal bir tedavi teknigidir. Bunlara ek olarak kanser tedavisinde

kemik iligi nakli, periferik kok hiicre nakli, hormon tedavisi, fotodinamik terapi,



kriyocerrahi, immunoterapi ve gen terapisi gibi yontemler de kullanilmaktadir (Liu ve
ark., 2021). Bahsedilen yontemler erken asamada birgok kanserin tedavisinde 6nemlidir,
ancak ¢ogu durumda kanseri erken bir asamada tespit etmek olanakli degildir. Ayrica
kanser hcreleri sadece onkogenlerin ve timor baskilayici genlerin diizensiz
ekspresyonuna neden olan mutasyonlar: barindirmaz, ayni zamanda bu degisiklikler
yiizlerce gen ekspresyonunun degismesine de neden olur. Dolayisiyla tek bir tedavi
yontemi tim kanser tirlerini tedavi edemez. Bu nedenle son yillarda kanser
arastirmalarinda hedefe yonelik stratejiler gelistirilmeye baslanmistir (Falzone ve ark.,

2018)

Normal bir hiicrenin kanserli bir hiicreye doniismesi kanserin olusumunda en
kritik olay degildir, asil problem viicuttaki bagisiklik hiicrelerinin yeni olusan kanser
hiicrelerini taniylp yok edememesidir (Ni ve Dong, 2017). Timorler, bagisiklik
homeostaziyla iligkili negatif diizenleyici yollar1 (immun kontrol noktalar1) aktive ederek
bagisiklik tepkilerini etkili bir sekilde bastirabilir (Pardoll, 2012). Immiin kontrol
noktalari, immiinolojik homeostazin korunmasinda rol oynayan molekiillerdir ve bu
nedenle kendi molekiillerine karsi periferik toleransin korunmasina yardimei olur. Immiin
tolerans, yasam boyunca asir1 otoimmiiniteyi 6nlemede kritik dneme sahiptir (Galluzzi ve
ark., 2014). Bununla birlikte, immiin kontrol noktas1 molekiillerinin isleyisindeki bir
bozulma, kontrolsiiz bir immiin yanitla sonu¢lanan dengesizliklere yol agabilir. Bu durum
klinik olarak, deri, gastrointestinal, hepatik, pulmoner, mukokutanéz ve endokrin
sistemler dahil olmak {izere bir¢ok organ sistemlerine ve dokularina ikincil hasara neden
olan otoimmun benzeri/inflamatuar yan etkilerle kendini gosterebilir (Naidoo ve ark.,
2015). Bagisiklik tepkisini artirmaya veya engellemeye yonelik bir dizi bagisiklik kontrol
noktast molekiilii mevcuttur. Bunlar sitotoksik T-lenfosit ile iligkili protein 4 (CTLA-4),
programli 6liim-1 reseptord (PD-1), lenfosit aktivasyon geni 3 (LAG-3) ve T-hicresi
immuinoglobulin misin-3 gibi yardimc1 inhibitér molekiilleri icerir (Y. Zhang ve Zheng,
2020). Son otuz yilda kanserin gelisiminde rol oynayan molekiiler mekanizmalarin
aydinlatilmasinda ¢ok biiylik adimlar atilmigtir ( Hanahan ve Weinberg, 2011 ). Yukarida
bahsedilen bu immiin kontrol noktalarinin kesfi, tiimorlerin immiin sistemden kagis
mekanizmalarmi ortaya ¢ikarmis ve geleneksel kemoterapi yaklasimindan uzaklagarak
kanser tibbinda devrim yaratan kanser immiinoterapisinin temeli olusturmustur

(Mahoney ve ark., 2015).



Kanser tedavisi i¢in immin sistemin uyarilmasi anlammi tasiyan kanser
immunoterapisi, immin sistemin kanserle dogal savagsma yeteneginin ortaya
cikarilmasmi esas alir. Kanser immiinoterapisinin altinda yatan mekanizmalar kanser
tedavisine yonelik diger yaklasimlardan 6nemli 6l¢iide farklidir. Bu teknik, kemoterapi
veya onkogen hedefli terapilerin aksine dinamik olan ve kanser hicrelerinin tek bir
onkojenik diizensizligini veya diger otonom &zelliklerini hedef almakla sinirli kalmayan
bir antikanser aktivite sergiler (Sharma ve ark., Allison, 2015). Bu nedenle immunoterapi
belirli kanser tlrleri ile micadele etmek ve hatta iyilestirmek igin umut verici bir strateji
olarak kabul edilmektedir (Riley ve ark., 2019).

Kanser igin pazarlanan ilk imminoterapiler 1986'da ABD Gida ve Ilag Idaresi
(FDA) tarafindan tuyli hicreli l6semi icin onaylanan sitokin interferon o’nin (IFN-o)
rekombinant versiyonlaridir. Erken donem klinik deneylerde tedavi edilen bazi hastalar
icin kismi remisyon saglanmis, ancak IFN-a'nin kisa terapotik etki stiresi nedeniyle tiyli
hicreli 16semi icin bir 6n tedavi olarak IFN-a'nin yerini hizla piirin analoglar1 almistir
(Conlon ve ark., 2019). Kisa bir siire sonra, rekombinant interlokin-2 (IL-2), kanser icin
bir immiinoterapi olarak arastirilmis ve 1992'de metastatik bobrek kanseri ve 1998'de
metastatik melanom i¢in FDA tarafindan onaylanmustir. 1L-2 tedavisi bazi hastalarda
kalic1 tam yanitlar gosterdigi i¢in baslangicta biiyiik bir heyecanla karsilanmistir (Sckisel
ve ark., 2015). Bununla birlikte, IL-2'nin ylksek dozlarda kullanilmas1 gerekliligi sitokin
salinim sendromu ve vaskiiler sizint1 sendromu gibi ciddi yan etkilere yol agmustir (Eno,
2017). Bu tedavilerin ilk klinik arastirmalari umut verici olsa da kanser immiinoterapisi
alanindaki ilerleme, bir¢ok klinik denemenin basarisizligindan dolay1 2000'lerde buyuk

Olclide durmustur.

Yaklagik on yillik basarisiz denemelerin ardindan, bir otolog dendritik hiicre
tedavisi ve ilk basarili terapotik kanser asisi olan sipuleucel-T 2010 yilinda prostat
kanseri icin onaylanmis, ancak tiretim karmasikliklar1 ve diger sorunlar nedeniyle
ilerleme kaydedilememistir (Hammerstrom ve ark., 2011). Daha sonra, sitotoksik T
lenfosit antijeni 4'U (CTLA4) hedefleyen bir monoklonal antikor olan énct kontrol
noktasi inhibitérii ipilimumab 2011'de ilerlemis melanom igin onaylandi. lerleyen
yillarda, programlanmis hiicre Olimi  reseptéric 1 (PD-1) ve ligandim (PD-L1)
hedefleyen diger kontrol noktasi inhibitorleri dahil olmak {izere yeni immiinoterapiler
klinik kullanim igin gelistirilmis ve onaylanmistir (Savoia ve ark., 2016). Gunimuzde,

kanser tedavisi i¢in onaylanmis ¢ok sayida imminoterapi ilact mevcuttur. Bu



immunoterapiler; kontrol noktasi inhibitorleri, lenfosit aktive edici sitokinler, CAR-T
hiicreleri ve diger hiicresel terapiler, yardimci uyarict reseptorlere karsi agonistik
antikorlar, kanser asilari, onkolitik viriisler ve bispesifik antikorlar gibi siniflara

ayrilmaktadir (Shiravand ve ark., 2022)

Bu biiyiik ilerlemelere ragmen, immiinoterapilerin klinik kullanimi, hem etkinlik
hem de giivenlikle ilgili ¢esitli zorluklarla kars1 karsiyadir (Taefehshokr ve ark., 2022).
Etkinlik ile ilgili olarak, her hasta immiinoterapilere yanit vermeyebilir, bu da hasta
yanitlarmi tahmin etmeyi zorlastirir. Ayrica ¢ogu immiinoterapi, kompakt tiimor mikro
ortamlar1 gibi kati tiimorlerin karsilastigi iletim engelleri nedeniyle baslangicta
hematolojik kanserlerde degerlendirilmistir. Son zamanlarda ise kontrol noktasi blokaji
icin aktive edici sitokinler dahil olmak iizere ¢esitli immiinoterapiler kat1 tiimdr tedavisi
icin FDA tarafindan onaylanmistir (Tsimberidou ve ark., 2018). Giivenlik agisindan,
immiinoterapi bazi hastalarda otoimmiin yan etkilere yol agabilir. IL-2 terapisinde
gozlemlendigi gibi bircok immiinoterapi ciddi hipotansiyon, ates, bobrek fonksiyon
bozuklugu ve potansiyel olarak Sliimciil olan diger olumsuz etkilere yol acan sitokin

salinim sendromuna ve vaskiiler sizint1 sendromuna neden olabilir (Scotte ve ark., 2019).

Kanser immuinoterapisinin daha glvenli ve daha kontrolli bir sekilde
uygulanmasma yonelik yeni yaklagimlar bu terapotik ajanlarin iyilestirici potansiyelini
artirabilir ve toksisiteleri azaltabilir. Ozellikle gelistirilmis ila¢ dagitim teknolojileri
hastalikli dokularda immiinoterapilerin birikmesini artirabilir tiim6r hiicrelerinin daha

etkili bir sekilde hedeflenmesini saglayabilir ve hedef dis1 olumsuz etkileri azaltabilir (S.

Li ve ark., 2020).

2.2. Bashca Kanser immiinoretapi Yontemleri

Immiinoterapi glinimiizde kanseri tedavi etmek icin giiclii bir klinik strateji haline
gelmis olup zamanla immiinoterapi ilaglarmin sayisi da artmaktadir (Riley ve ark., 2019).
Bu immiinoterapiler, sitokinler adoptif immunoterapi, kanser asilari, onkolitik viriisler ve

kontrol noktasi inhibitorleri olmak iizere smiflara ayrilirlar (Mahoney ve ark., 2015).



2.2.1. Sitokinler

Sitokinler farkli hiicre tiplerine biiyiime, farklilasma ve enflamatuar veya anti-
enflamatuar sinyaller saglayan, molekiiler agirlig1 genellikle 30 kDa'nin altinda olan
polipeptid veya glikoprotein yapili molekiillerdir. Sitokinler gogunlukla bir uyarana yanit
olarak belirli bir siire boyunca salinir ve dolasimdaki sinirli yar1 dmiirleri nedeniyle
etkileri olduk¢a kisa omiirli olur (Waldmann, 2018). Sitokin hedef hicreleri hiicre
zarlarinda yiiksek afiniteli reseptorler bulundurur. Bu reseptorler, sitokin baglanmasimnin
ardindan gen transkripsiyonunda degisikliklere yol agan bir hicre ici sinyali
tetikler. Boylece sitokinler proliferasyonu ve farklilasmay1 aktive ederek belirli hiicre
fonksiyonlarmi indiikler (Lee ve Margolin, 2011). Cesitli sitokinler dogrudan bir anti-
proliferatif veya pro-apoptotik aktivite ile veya dolayli olarak, tiimor hiicrelerine karsi
bagisiklik hiicrelerinin sitotoksik aktivitesini uyararak tiimor hiicresi blyumesini
smirlandirirlar (Nicholas ve Lesinski, 2011). Sitokinlerin immiinoterapi olarak klinige
girisi 1986'da rekombinant IFN-a terapilerinin onaylanmasiyla gergeklesmistir (Y. Zhang
ve Zhang, 2020). Sitokinlerin stratejisi, kontrol noktasi inhibitor yaklasimlarindan
farklidir ¢iinkii enjekte edilen sitokinler, bagisiklik hiicrelerinin biiylimesini ve
aktivitesini dogrudan uyarir. Iimmiinoterapi i¢in izlenen ii¢ ana sitokin tipi, interferonlar,

interlokinler ve graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktordiir (Ardolino ve ark., 2015).

Uzun siiren klinik arastirmalar sonucunda IL-2 ve IFN-a, hafif klinik fayda
gostermis ve birkac kanser tiirii icin Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onay1 almustur.
Bununla birlikte, kismi klinik faydalarina karsin zayif tolere edilebilirlik ve siddetli

toksisite sergilemeleri beklentileri karsilamamustir (Propper ve Balkwill, 2022).

2.2.2. Adoptif immunoterapi

Adoptif (Uvey) immunoterapi, kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak i¢in hastalara
Ozellikle izole edilmis veya genetik olarak tasarlanmis, ex vivo genisletilmis T

hicrelerinin verilmesidir. Bu amagla tumor infiltratif lenfositler (TIL) gelistirilmistir.



TIL’lerin  adaptif transferi, kanser hastalarinda T hiicrelerinin kalici klonal
repopulasyonuna yol agar. Bu strateji esliginde kimerik antijen reseptoriic CAR-T
hicreleri ve T-hiicresi reseptorii (TCR) gelistirilmistir (Rosenberg ve Restifo, 2015).

CAR-T hiicresi yaklasiminda, T hiicreleri hasta kanindan toplanir ve daha sonra
timor hucrelerinde bulunan bir antijene 6zgii CAR'lar1 ifade etmek i¢in genetik olarak
tasarlanir. Bu tasarlanmig T hiicreleri daha sonra ayn1 hastaya yeniden uygulanir. CAR-T
hicreleri, timdr hicresi 6limunu indiiklemek igin hiicre Gizerindeki hedeflenen antijeni
tanir (Gross ve ark., 1989). Diger tedavi segceneklerinden farkli olarak, CAR-T hiicreleri
tipik olarak tek seferlik bir tedavidir ve hiicreler enjeksiyondan sonra on yildan uzun bir
stire aktivitelerini koruyabilirler. Birgok hasta remisyona girer ve hayatta kalma suresi
uzar, ancak CAR-T hicre tedavisinin uzun vadeli etkileri halen arastirilmaktadir
(Robbins ve ark., 2011).

CAR-T hiicreleri kanser tedavisinde klinik basar1 saglamasina ragmen Uretiminin
pahali, teknik olarak karmasik ve zaman alict olmasi, sitokin salinim sendromu ve

norotoksisite gibi etkilerinin olmasi kullanimini sinirlandirir (Brentjens ve ark., 2013).

TCR-T hicreleri hem hematolojik kanser hem de kati tumdrler icin klinik
deneylerde test edilen tasarlanmis hiicrelerdir. TCR'ler, major histokompatibilite
kompleksleri (MHC'ler) tarafindan sunulan tiimorle iliskili hiicre i¢i antijenlere yanit
verir. MHC'den bagimsiz CAR-T hiicrelerinin aksine, TCR-T hiicrelerinin hasta ile MHC
uyumlu olmasi gerekir. TCR-T hiicrelerinin preklinik arastirmalari, inflze edilen T
hiicrelerinin  6zgiilliigiiniin cok o6nemli oldugunu gostermektedir. Ayrica, TCR-T
hiicreleriyle yapilan ilk denemelerden elde edilen sonuglar, T hiicrelerinden kaynaklanan
toksisiteyi tahmin etmenin zor oldugunu gostermektedir (Beatty ve O’Hara, 2016). Hem
CAR-T hicreleri hem de TCR-T hiicreleri ile iligkili toksisitelerin tistesinden gelme ve
bunlarin kat: tiimorler igin uygulanabilirligini iyilistirmeye yonelik yeni dagitim

teknolojileri gelistirme ¢alismalar1 devam etmektedir (Yi ve ark., 2023).

2.2.3. Onkolitik virtsler

Timdr hiicrelerini enfekte etmek igin genetigi degistirilmis virtislerden yararlanan
ve boylece sistemik antitimdr bagisikligmi artirmak i¢in proinflamatuar bir ortami

olusturan onkolitik virls terapileri bulunmaktadir (Russell ve ark., 2012). Bir virus bir
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timor hiicresini enfekte ettiginde, hiicre patlayana kadar virlis kendi kopyalarini
olusturup bagisiklik sistemine normal dis1 bir siire¢ isledigine dair uyar1 saglayabilir.
Boylelikle, yakindaki tiimor hiicrelerine (lokal yanit) veya viicudun diger bolgelerindeki
timor hiicrelerine (sistemik yanit) karsi bir bagisiklik tepkisine yol agabilir (Stojdl ve
ark., 2003).

Ozellikle, genetigi degistirilmis bir herpes simpleks viriisii olan Imlygic olarak da
bilinen talimogene laherparepvec (T-Vec), ilerlemis melanomlu hastalar i¢in dnemli
klinik faydalar gostermis ve rezeke edilemeyen metastatik melanom tedavisi igin
onaylanmistir (Andtbacka ve ark., 2015).

Onkolitik virts tedavisinin yan etkileri, virus tirtne ve virsin tam olarak neyi
hedefledigine gore degisebilir, ayrica kanserin yeri ve tiiri ile hastanin genel saglik
durumundan da etkilenebilir. Onkolitik virtsler, saglikli hiicreleri enfekte etme ve genel
bagisiklik aktivitesini uyarma potansiyelleri nedeniyle bazen bagisiklik sisteminin
saglikli hiicrelere saldirmasina neden olabilir ve kullanimlar1 enfeksiyon riski tastyabilir

(Fukuhara ve ark., 2016).

2.2.4. Kanser asilari

Kanser asilari, T hiicresi aracili antitiimér immiin tepkilerini tetiklemek igin
timore Ozgili antijenleri kullanir. Kanser asisi tiirleri arasinda tiimor hiicresi lizati,
dendritik htcreler, nikleik asitler (MRNA gibi) veya neoantijenler bulunur (Lin ve ark.,
2022). Dendritik hiicre asilar1 en ¢ok ¢alisilan hiicre bazli kanser asis1 sinifidir. Dendritik
hiicre asilar1, kanser hiicrelerine saldirmak i¢in T hiicrelerini dogrudan aktive etmek iizere
tasarlanmigtir. Bir dendritik hiicre asis1 olan sipuleucel-T 2010 yilinda prostat kanseri

tedavisi i¢in onaylanmistir (Mitsogiannis ve ark., 2022).

2.2.5. Kontrol noktasi inhibitorleri

Bagisiklik kontrol noktalari, bagisiklik toleransinin devamliligini saglayan ve
ortak uyarici yolaklar1 fizyolojik olarak dengeleyen inhibitdr yolaklardir, ancak bunlar

genellikle kanser hiicreleri tarafindan immin siirveyanstan kagmak i¢in kullanilir
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(Morrissey ve Yan, 2020). Kontrol noktasi inhibitorleri ise ko-inhibitdr sinyal yolaklarini
kesintiye ugratarak antitimdr immiin yanitlarim1 yeniden canlandirmak ve tUmor
hiicrelerin immiin aracili eliminasyonunu tesvik etmek icin tasarlanmistir (Pasquali ve
ark., 2017). Kontrol noktasi inhibitorleri bugiine kadar en kapsamli sekilde arastirilan
immiinoterapi siifidir. En yaygn iki kontrol noktasi inhibisyon stratejisi, PD-1/PD-L1
blokaj1 ve CTLA-4 inhibisyonudur (Michot ve ark., 2016).

CTLA-4, T hicreleri tGizerinde eksprese edilen ve T hiicresi aktivasyonunu negatif
olarak duizenleyen inhibitér molekiildiir. Daha 6nceki ¢aligmalar, CTLA-4'Un antikorlarla
bloke edilmesinin etkili bagisiklik tepkilerini indiikleyebilecegini ve timor gerilemesine
yol agabilecegini gostermistir (Lipson ve Drake, 2011). Bir CTLA-4 monoklonal antikoru
(mADb) olan ipilimumab, T hiicresi aktivasyonunu artirma yetenegi nedeniyle kanser

tedavisi i¢in onaylanan ilk kontrol noktasi inhibitériidur (Sondak ve ark., 2011).

PD-1 normal dokularda eksprese edilir ve PDL-1 ligandina baglandiginda T hiicre
aracili lenfosit proliferasyonunu ile sitokin sekresyonunu baskilayarak immiin toleransi
dizenler. Bu yiizden tumdr hicreleri de immin sirveyanstan kagmak icin anormal
sekilde PD-L1 eksprese eder. PD-1 veya PD-L1'in inhibisyonu, T hiicrelerinin sitotoksik
yetenegini aktive ederek timor gerilemesine neden olur. Halihazirda PD-1 veya PD-L1'i
hedefleyen ve bir¢cok kanser tiirii tedavisi igin onaylanmis antikorlar mevcuttur
(Ohaegbulam ve ark., 2015).

2.3. Programl Oliim Reseptorii 1’in Immun Kontrol Stratejisi

Bagisiklik yanitlari, T hiicresi aktivasyonu ve islevini diizenlemede yer alan
yardimct uyarict ve aktive/inhibe edici molekilleri (Sekil 2.3.1.) igeren karmasik bir
denge ag1 tarafindan modiile edilir. Yardime1 uyarict molekiiller pozitif sinyaller ileterek
T hicrelerinin aktivasyonunu destekler. Bagisiklik kontrol noktalari olarak da bilinen
inhibe edici molekiiller ise T hiicresinin tepkisizligini, toleransini veya apoptozunu
tetiklemek icin negatif sinyaller ileterek periferik toleransin korunmasinda ve otoimmiin
hastaliklarin 6nlenmesinde anahtar rol oynar (Farhangnia ve Akbarpour, 2022). T

hlcrelerinin aktivasyonu antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan iletilen en az iki sinyal
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gerektirir. Ik sinyal bir major histokompatibilite kompleksine bagli peptid formunda
sunulan antijendir. T hiicresi reseptorii tarafindan taninan peptit T hiicresi tepkisine
ozgiilliik saglar. ikinci sinyal T hiicresi yiizeyinde bulunan reseptorlerle etkilesime giren
APC'ler lizerindeki yardimci uyarici ligandlar tarafindan saglanir. T hiicreleri optimum
proliferasyon, farklilagsma ve hayatta kalma i¢in ortak uyarici sinyallere ihtiya¢ duyar (Y.
Zhang ve Zhang, 2020)

Antijen sunan hiicre T hiicresi
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Sekil 2.3.1. T hiicresi aktivasyonunu ve islevini diizenlemede yer alan yardimci uyarici ve aktive
ve inhibe edici molekuller.

Aktive edici ligandlar (yesil golgeleme), inhibe edici ligandlar (kirmizi golgeleme); CTLA4, sitotoksik T lenfosit
antijeni 4; HHLA2, HERV-H LTR ile iliskili protein 2; LAG3, lenfosit aktivasyon geni 3 proteini; PD1, programlanmis
hicre 6lUmi proteini 1; PDL, programlannmus hiicre limii 1 ligandi; TL1A, TNF benzeri ligand 1A; TMIGD?2,
transmembran ve immiinoglobulin alan1 igeren protein 2 T

Tiimorler ise yukarida bahsi gegen antitiimor bagisiklik tepkilerini aktif olarak
inhibe eder. Bunu antitiimor bagisiklik tepkisinden kaginmaya yardime1 olan inhibe edici
ligandlar1 eksprese edip timor cevresinde immunsupresif ortam olusturarak yaparlar
(Mahoney ve ark., 2015) Cesitli tiimorlerin eksprese ettigi inhibe edici ve uyarict
ligandlar Tablo 2.3.1.’deki gibidir.
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Tablo 2.3.1. Cesitli tiimorlerin eksprese ettigi inhibe edici ve uyarici ligandlari.

LiGANDLAR TUMOR EKPRESYONU REFERANSLAR
PDL1 Melanom, bobrek kanseri, bas boyun kanseri, (Grosso ve ark.,
servikal glioblastoma, 6zofagus kanseri, meme 2013)
kanseri, hodgkin lenfoma
PDL2 Ozofagus kanseri, ovaryum kanseri, pankreans (Brown ve ark.,
kanseri, kolrektal kanser, hodgkin lenfoma 2003)
B7-H3 Prostat kanseri, mide kanseri, ovaryum kanseri (Zang ve ark.,
2010)
HHLA2 Meme kanseri, akciger kanseri, tiroid kanseri, (Janakiram ve
melanom, pankreans kanseri, karaciger kanseri, ark., 2015)
kolon kanseri, prostat kanseri
CD30 Hodgkin lenfoma (Pallesen ve ark.,
1988)
CD155 Prostat kanseri, pankreans kanseri, glioblastoma (Sloan ve ark.,
2004)
B7-H4 Ozofagus kanseri, ovaryum kanseri, pankreans (Quandt ve ark.,
kanseri, melanom 2011)

2.4. Programh Oliim Reseptoriinii 1’in Sinyalizasyon Mekanizmasi

Tiumor kaynakli bagisiklik baskilanmasina aracilik eden gelismis kontrol noktasi
molekdillerinin iyi bir 6rnegi PD-1"dir. 1992'de Ishida ve ark. PD-1 genini ilk kez izole
etmis ve adlandirmistir. CD28 imminoglobulin stper ailesinin bir Gyesi olan PD-1, 55-
60 kDa tip | zar proteinidir (Ishida ve ark., 1992). Hiicre dis1 bir IgV alani, transmembran
bodlgesi ve bir hiicre i¢ci kuyruktan olusur. Bu proteinin sitoplazmik kuyrugu, biri
imminoreseptor tirozin bazli inhibitoér motife (ITIM) ve digeri immiinoreseptdr tirozin

bazli anahtar motifine (ITSM) ait olan iki tirozin kalintis1 igerir (Saresella ve ark., 2012).

PD-1 monositler, T hiicreleri, B hicreleri, dendritik hiicreler ve timor infiltre edici
lenfositler gibi gesitli bagisiklik hiicrelerinde eksprese edilir. Saglikli kosullar altinda
aktive edilmis T lenfositlerin hiicre yiizeyinde eksprese edilen PD-1'in normal islevi,
kendi antijenlerine yani otoimmiin reaksiyonlara karsi istenmeyen asir1 bagisiklik

tepkilerini azaltmaktir (Jubel ve ark., 2020)

PD-1 ligandlar1 ise (PD-L1 ve PD-L2), spesifik immin ve immin olmayan
hicrelerde immiuinoglobulin benzeri tip 1 transmembran proteinleri olarak eksprese edilir.

Her iki ligand da saglikli dokularda ve ¢esitli tiimorlerde ¢ok sayida hiicrede yapisal


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/cd28
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/immunoglobulin-superfamily
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olarak eksprese edilir veya indiklenebilir. PD-L1, hematopoietik olmayan dokularda
ozellikle de vaskiiler endotelde diisiik seviyelerde eksprese edilir. PD-L2 ise sadece
lenfoid dokuda veya kronik inflamatuar ortamlarda bulunan antijen sunan hicrelerde
eksprese edilir (Dong ve ark., 2017). Bu ligandlarin eksprese edildigi yerlere gore PD-
L1'in periferik dokularda istenmeyen T-hiicresi fonksiyonunu azalttigi, PD-L2'nin ise
lenfoid organlarda T hiicresi aktivasyonunu kontrol ettigi diistiiniilmektedir. Afiniteleri
dikkate alindiginda PD-1'in PD-L1 ile baglanma afinitesi PD-L2’nin afinitesinden ii¢ kat
daha fazladir. PD-L2 hakkinda birkag rapor olmasmna ragmen kanser

immiinosupresyonundaki rolii hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (Naidoo ve ark., 2015).

Esasinda fizyolojik olarak PD-1/PD-L1 yolu, normal dokuyu hasardan korumak
icin inflamasyon derecesini kontrol etme ihtiyacinin bir sonucu olarak ortaya
cikmustir.  TUmor hucreleri ve hematopoietik hiicrelerdeki PDL-1 ekspresyonlari
interferon gama (IFN-y) ve tumor nekroz faktor alfa (TNF-a) gibi proinflamatuar
sitokinlerin uyarilmasiyla belirlenir (Shiner ve ark., 2014). Timor mikrogevresinde aktive
edilmis T hiicreleri IFN-y ve interlokinler gibi sitokinlerin salinmasina neden olur. Buna
bagli olarak lokal dokularda PD-L1 ekspresyonu induklenir. Yukari regiile edilmis PD-
L1, PD-1'e baglanarak T hiicresi reseptorii araciligiyla tetiklenen T hiicresi aktivasyonunu
inhibe eder. Boylece ¢evredeki normal dokuya kars1 bagisiklik tepkisini azaltir (Dermani
ve ark., 2019).

Daha once bahsedildigi Uzere timdrler antitiimor bagisiklik tepkisinden
ka¢cmmak i¢in inhibe edici ligandlar1 eksprese ederler. PD-L1 bazi tiimorlerde 6zellikle
de melanomlarda asir1 eksprese edilen ligandlardan biridir. Sonug olarak PD-L1'i asir1
eksprese eden bir tiimdr, kendisini sitotoksik T hiicresi (CD8+) aracili hiicre dliimiinden
koruyarak bagisiklik tepkisinden kaginir. Bu yiizden PD-L1, timor hicresinin immin

kagisinda dnemli bir role sahiptir (Poulet ve ark., 2016).

PD-1 ve PD-L1 etkilesiminin bloke edilmesi immiinosupresif kosullar1 tersine
cevirebilir ve boylece timorii Oldiirmek igin pozitif bir bagisiklik tepkisini
kolaylastirabilir. Bu amagla PD-1 blokaji tiimér blytimesi Gizerindeki etkileri hem hayvan
modellerinde hem de klinik ortamlarda kapsamli bir sekilde incelenmistir (Guo ve ark.,
2017). Suregelen arastirmalar, yeni terapotik anti-PD-1 mAb'lerin pembrolizumab

(Keytruda) ve nivolumabm (Opdivo'nun) gelistirilmesiyle sonuglanmistir (S. Gettinger
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ve ark., 2015). Son yillarda ise atezolizumab, avelumab ve durvalumab gibi anti-PD-L1
monoklonal antikorlari, melanom, metastatik kiiclik hiicreli dig1 akciger kanseri, mesane
kanseri ve deri Merkel hiicreli karsinomu dahil olmak tizere gesitli maligniteler i¢in klinik
caligmalarda olumlu yanitlar gostermistir (Simsek ve ark., 2019). FDA tarafindan
onaylanan PD-1/PDL-1’i hedefleyen immnun kontrol inhibitérleri Tablo 2.4.1. ‘de

verilmistir.

Tablo 2.4.1. FDA tarafindan onaylanan kontrol noktasi inhibitorleri

Pembrolizumab (PD1) FDA onayli
Nivolumab (PD1) FDA onayli
Cemiplumab (PD1) FDA onayli
PD1-PDL1 Dostarlimab (PD1) FDA onayl
Atezolizumab (PDL1) FDA onayl
Avelumab (PDL1) FDA onayli
Durvalumab (PDL1) FDA onayli

PD-1/PD-L1 inhibit6rlerinin antikanser ajanlar olarak faydalar1 olmasina ragmen
kullanimlarinda bir¢ok smirlama vardir. Bunlardan biri, timér dokularinin zayif
gecirgenliginin - PD-1/PD-L1 antikor ilaglarinin genel olarak diisik yanitla
sonuglanmasina neden olmasidir (Wu ve ark., 2020). Ek olarak immiin kontrol noktasi
inhibitorleri, herhangi bir organ sisteminde immiinolojik toleranstaki degisikliklerden
kaynakli immiin baglantili yan etkiler ortaya ¢ikarabilir. Ayrica siklikla deride olmak
iizere gastrointestinal sistemde, karacigerde ve endokrin sistemde yan etkiler meydana

geldigi bildirilmistir (Naidoo ve ark., 2015).

2.5. Nivolumabin Yapisi ve Etki Mekanizmasi

Nivolumab (BMS-936558, ONO-4538 veya MDX1106, ticari adi Opdivo;
Bristol-Myers Squibb, Princeton, NJ, ABD), bir PD-1 immiin kontrol noktasi inhibitori
antikorudur (Rendon ve Rayi, 2022). Genel bir immunglobulin yapisina (Sekil 2.5.1)

sahip olan nivolumab, spesifik olarak immiinoglobulin sinifinin mmiinoglobulin G4



16

(1gG4) alt smifina aittir. PD-1 bir tir | transmembran proteinidir. PD-1 ile etkilesime
girmesinde hem agir hem de hafif zincir etkili olur (Tan ve ark., 2017).

Sekil 2.5.1. Nivolumabin kristal yapisinin sematik gosterimi. (Tan et al., 2017)

Yesil renkte gosterilen programlanmis 6liim-1 (PD-1) reseptor proteini ile Nivolumab'in Fab bolgesi. PD-1 baglanma
yiizeyi mavi renk olarak gosterilmistir. Agir zincirler turuncu renkte gosterilmistir, hafif zincirler ise mor renkle
gosterilmistir.

Nivolumab PD-1 reseptoriine yiiksek Ozgiilliik ve afinite ile baglanip, timor
hiicrelerinin sitotoksik T hiicresi aracili hiicre 6liimiinden kagmak i¢in asir1 eksprese ettigi
PD-L1 ve PD-L2 ligandlarmin PD-1’e baglanmasini dnler (J. R. Brahmer ve ark., 2012).
Boylece T hiicrelerine gonderilen PD-1 inhibitor sinyalini bloke eder ve bagisiklik sistemi
hiicrelerini patolojik immiin baskilanmadan kurtararak onlarin tiimor hiicrelerini
tanimasina ve karst koymasma olanak tanwr. Bagka bir deyisle nivolumab PD-1
reseptoriinii dogrudan bloke ederek Onceden var olan adaptif immiin yanit1 artirr

(Topalian ve ark., 2012). Nivolumabin etki mekanizmasit Sekil 2.5.2.’de gosterilmistir.

TUMOR MIKROGEVRESI

Antijen
Aktivatér sinyal ) MH
/ G 4

&/
Efektér - e
T -hucresi

Tumér
hiicresi

Inhibitor sinyal

Nivolumab

Sekil 2.5.2. Nivolumabin etki mekanizmasinin sematik gésterimi.

Kisaltmalar: MHC, majér doku uyumluluk kompleksi; TCR, T-Hicre Reseptori; PD-1, programlanmis 6liim-1; PD-
L1, programlanmis 6liim ligandi-1; PD-L2, programlanmis 6liim ligand1-2
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2.6. Nivolumabin Farmakokinegi ve Klinik Kullanimi

Nivolumab, 30 dakikalik intravendz inflizyon seklinde uygulanir. En yaygin doz
rejimleri iki haftada bir 240 mg veya dort haftada bir 480 mg'dir. Dozlama endikasyona
baglidir. Nivolumab maksimum konsantrasyonda (Cmaks) ve konsantrasyon-zaman
egrisi altindaki alanda (EAA) dozla orantili bir artigla birlikte lineer farmakokinetigine
sahiptir. Nivolumab doruk plazma konsantrasyonuna inflizyonun baslamasindan sonra 1-
4 saat sonra erigir ve serum yarilanma émrii 12-20 giin arasindadir. Dozdan bagimsiz
zamanla degisen klerensi ile lineer farmakokinetigine sahiptir. Nivolumabin santral ve

periferik dagilim hacimleri sirasiyla 3,63 L ve 2,78 L'dir (Peer ve ark., 2022).

Nivolumab tedavisi genellikle iyi tolere edilir ve uygun bir givenlilik profili
sergiler.Nivolumab metastatik melanom, kii¢lk htcreli/kiicik hicreli olmayan akciger
kanseri, renal hiicreli karsinom ve primer kemoterapiden sonra bas ve boyun skuaméz
hicreli karsinom, plevral mezotelyoma, Urotelyal karsinom, hepatoseliler karsinom,
klasik hodgkin lenfoma ve 6zofagus skuaméz hiicreli karsinom tedavisi icin onaylanmis
olup diger kanser tiirlerine kars1 da etkili olma potansiyeli tasimaktadir (S. N. Gettinger
ve ark.,, 2015). Tablo 2.6.1’de nivolumabin klinige giris siireci hakkinda bilgi

sunulmustur.
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30 Mayis 2022 Rezeke Edilemeyen ileri veya Metastatik Ozofagus Skuaméz Hiicreli Karsinom
( ABD Gida ve Ilag Idaresi)

20 Agu 2021 Yiiksek Riskli Urotelyal Karsinomlu Hastalarin Adjuvan Tedavisi (ABD Gida
ve llag Idaresi)

16 Nis 2021 Metastatik Mide Kanseri, ve Ozofagus Adenokarsinomu Kemoterapi ile
Kombine Kullanimini (FDA)

22 Ocak 2021 Opdivo'nun (nivolumab) Cabometyx (cabozantinib) ile Kombinasyonunu Ileri
Renal Hiicreli Karsinomlu Hastalarda Birinci Basamak Tedavi (FDA)

2 Ekim 2020 Opdivo (nivolumab) + Yervoy'u (ipilimumab) Daha Once Tedavi Edilmemis

Rezeke Edilemez Malign Plevral Mezotelyoma igin ilk ve Tek Immiinoterapi
Tedavisi (FDA)

26 Mayis 2020

FDA, Opdivo (nivolumab) + Yervoy (ipilimumab) ile Sinirli Kemoterapinin
Metastatik veya Tekrarlayan Kiiciik Hiicreli Disi Akciger Kanserinin Birinci
Basamak Tedavisi (FDA)

11 Temmuz 2018

Opdivo (nivolumab) + Diisiik Dozlu Yervoy (ipilimumab) Kombinasyonu Daha
Once Tedavi Edilmis Metastatik Kolorektal Kanser Tedavisi

2 Subat 2017

Onceden Tedavi Edilmis Lokal Olarak Ileri veya Metastatik Urotelyal Karsinom
tedavisi

10 Kasim 2016

Bas ve Boyun Kanseri Tedavisi (FDA)

17 Mayis 2016

Hodgkin Lenfoma Tedavisi (FDA)

23 Kasim 2015

Metastatik Renal Hiicreli Karsinom Tedavisi (FDA)

22 Aralik 2014

Gelismis Melanoma tedavisi (FDA)

2.7. Nivolumabin Yan Etkileri

Son 15 yilda kemoterapi ve radyoterapi tedavilerine immiinoterapide kullanilan

monoklonal antikorlar eklenmis kanser tedavisinde daha uzun Omiirler elde edilmistir.

Immiinoterapilerin kemoterapi tedavilerinde oldugu gibi toksisiteleri vardir. Genel olarak

tiim kontrol noktas1 inhibitdrleri insan viicudunda potansiyel olarak otoimmiin olaylar1

indikleyebilir (Weber ve ark., 2015).

Tedaviye bagli otoimmiinite ndrolojik, solunum, kas-iskelet sistemi, kardiyak ve

hematopoietik gibi herhangi bir sistemde ortaya ¢ikabilir. En sik etkilenen organlar deri,

bagirsaklar, karaciger, akcigerler, gozler ve endokrin bezleridir (Weber ve ark., 2015).
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Su anda, nivolumab tedavisi altinda akut kalp yetmezligi rabdomiyoliz ve miyozite bagl
dispne gibi yasami tehdit eden nadir yan etkilerle bagvuran hastalar bildirilmistir
(Palaskas ve ark., 2020; Stuby ve ark., 2020).

2.7.1. Genel yan etkiler

2.7.1.1. Yorgunluk

Anti-PD-1/ PD-L1 ajanlar1 igeren ¢alismalarda en yaygin yan etki yorgunluktur.
2012 yilinda nivolumabimn Faz I ¢aligmalarinda hastalarin %16-24"linde tedaviye bagl
yorgunluk ortaya ¢ikmistir (Robert ve ark., 2015). Diger ¢alismalarda da tedaviye bagli
yorgunluk rapor edilmistir (Postow, 2015). Yorgunluk siklikla rapor edilmesine ragmen
genellikle hafiftir ve diger sistemik semptomlarla iliskili degildir. Yorgunluga neden olan
spesifik mekanizma bilinmese de immiin kontrol noktasi tedavisi ile iliskili

endokrinopatilere bagli olabilir (J. Brahmer ve ark., 2015).

2.7.1.2. Ates, titreme, infiizyon reaksiyonlari

Ates, titreme ve inflizyon reaksiyonlarinin nivolumab dahil olmak Uzere bircok
immiinoterapotik antikanser ajanin yan etkisi oldugu bilinmektedir. Bu toksisitelerin
gelisiminin altinda yatan mekanizmanin, sitokin salimi ve bir bagisiklik tepkisinin
spesifik olmayan aktivasyonundan kaynaklandigi varsayilmaktadir (Rombouts ve ark.,
2020).
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2.7.2. Organa spesifik yan etkiler

2.7.2.1. Dermatolojik yan etkiler

Deri dokiintiisii, immiin kontrol noktast mAb tedavisiyle iliskili yaygin olarak
goriliir. Doklintii, kasintt ve vitiligo gibi dermatolojik yan etkileri olan melanom
hastalarinin toplu bir gilivenlik analizinde, nivolumab alan hastalarin %34'liinde bu
toksisiteler gozlenmistir (Ellis ve ark., 2020). Bu toksisitelerin, hastanin tiimér hiicreleri
ve dermo-epidermal bileske iizerinde birlikte eksprese edilen ortak bir antijenin

blokajindan kaynaklanabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Hasan Ali et al., 2016).

2.7.2.2. ishal/kolit

Ishal ve kolit immiin kontrol noktasi inhibitdrlerinin gastrointestinal sistemle
iliskili yan etkileri olarak daha 6nce bildirilmistir (Kubo ve ark., 2017). Nivolumab

tedavisi alan bir¢ok hastada ishal ve kolit rapor edilmistir (Yanai ve ark., 2020).

2.7.2.3. Endokrin yan etkiler

Endokrin bezlerle iliskili tipik toksisiteler arasinda hipofizit, hipotiroidizm,
hipertiroidizm, tiroidit ve adrenal yetmezlik yer almaktadir (Grouthier ve ark., 2020).
Daha dnce sunulan bir vaka raporunda nivolumab tedavisi alan hastada primer adrenal
yetmezlik bildirilmistir (Seki ve ark., 2017). Bunun yaninda nivolumab kullanim: daha
yaygin olarak tiroid disfonksiyonu ve melanom hastalarinin %9'unda otoimmiin tiroidit
ile iligkili bulunmustur (Zeng ve ark., 2017). Endokrin iligkili yan etkiler arasinda tiroid
fonksiyonunun diizelebilecegi, ancak kortikosteroid ve gonadal eksen disfonksiyonunun

muhtemelen kalic1 oldugu bulgusu mevcuttur (Yamauchi ve ark., 2017).
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2.7.2.4. Hepatik yan etkiler

Nivolumab tedavisi sirasinda hafif ila orta derecede aspartat aminotransferaz
yikselmeleri sik sik goriiliir, ancak genellikle kendi kendini smirlar (Grover ve ark.,
2018). Serum alanin aminotransferaz yiikselmeleri hastalarin %1 ila %4'inde gorulur ve
genellikle gegici olarak tedavinin kesilmesine yol acar. Onemli olarak hastalarm %1 ila
%?2'sinde serum enzim yiikselmeleri siddetli bir immiin aracili karaciger hasarina doniistir
(X. Zhang ve ark., 2016). Bu ytizden nivolumab gibi kontrol noktasi inhibitorii tedavisi
alan hastalarin rutin karaciger testleri ile izlenmesi 6nerilir. Nivolumab alan hastalarin bir
kisminda kolestatik karaciger hasar1 gelisir (Kopecky ve ark., 2019). Bagisiklik aracili
karaciger hasarmin kolestatik formlar1 genellikle hepatoseliiler formlardan daha sonra
ortaya ¢ikar ve siklikla karm agrisi ve sarilik eslik eder. Alkalen fosfataz seviyeleri
belirgin sekilde yiikselirken, aminotransferaz seviyelerinde daha diisiik bir artis goézlenir

(Kambhampati ve ark., 2019).

2.7.2.5. Pndmoni

Genel olarak akciger parankiminin iltihabi olarak tanimlanan pnémoninin, tek
basina veya kombinasyon halinde anti-PD-1/PD-L1 tedavisi alan hastalarda gortlme
s1k1181%10'dan diisiiktiir. Bu toksisite, nivolumabin erken faz calismasinda tedaviye bagl
olimlere yol agmistir (Koyama ve ark., 2018). Pnémoni nivolumab alan hastalarda
tedaviye basladiktan sonra 7- 24 ay gibi genis bir aralikta gelisebilir. Yapilan meta analiz
calismalarinda ve vaka raporlarinda nivolumab alan hastalarda ilaca baghh pnémoni
gelistigi bildirilmistir. Akciger kanseri hastalarda nivolumabin indiikledigi immiin iligkili

pnomoni insidansi diger hastalara gore daha yiiksektir (Su ve ark., 2019).

2.7.3. Nadir yan etkiler

2.7.3.1. Norolojik yan etkiler
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Norolojik yan etkiler, kontrol noktasi inhibitorleriyle yapilan tedavilerde nadir
goriilen fakat olduk¢a 6nemli komplikasyonlardir. Merkezi sinir sistemi bozukluklart ile
karsilastirildiginda, periferik sinir sistemi semptomlar1 daha sik ve daha ayrmtili olarak
tanimlanmistir. Nivolumab tedavisine bagh 6liime yol agan bir Guillain-Barre sendromu
vakasi bildirilmistir. Aseptik menenjit ve enterik ndropati nadir goriilen norolojik

toksisitelerdendir (Tanaka ve ark., 2016).

2.7.3.2. Renal yan etkiler

Nivolumabin hem tek basma hem de kombine verildigi hastalarda interstisyel
nefrit vakalar1 bildirilmistir. Klinik seyir genellikle asemptomatiktir, kreatinin duzeyi
yavas yavas yiikselir ve ¢ogu hasta kortikosteroid kullanimiyla iyilesir (Escandon ve ark.,
2017).

3.1. Hesperidin

Flavonoidler bitkilerde yaygm olarak bulunan bir fenolik bilesik sinifidir.
Antikanser ve antiinflamatuar etkiler dahil olmak (zere birgok biyolojik 6zellige
sahiptirler. Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle latince sar1 anlamina gelen flavus sozctigiinden
tiretilerek flavonoid admi almiglardir (C. Li ve Schluesener, 2017). Flavonoidler, (¢
karbonlu bir piran halkasi (C) ile baglanan iki benzen halkasina (A ve B) ve temel bir 15
karbonlu flavon iskeletine (C6-C3-C6) sahiptir. iskelet yapilarinin farkli olmasma gére
flavon, flavonol, flavonon, biflavonoid ve kalkon gibi tiirleri vardir (Dias ve ark., 2021).
[k olarak Fransiz kimyaci Lebreton tarafindan narenciye kabugundan izole edilen
hesperidin, flavonoidlerin alt smiflarindan biri olan flavanon tiirii bir bilesiktir.
Hesperidin portakal, greyfurt, mandalina ve limon gibi turuncgillerin karakteristik
bilesigidir (Yumol ve Ward, 2018). Son zamanlarda 6n plana g¢ikan antioksidan,

antienflamatuar, antihiperlipidemik, kardiyoprotektif, antidiyabetik, antihipertansif,
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antiaterojenik ve venotonik gibi farmakolojik etkileri ( kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Tip 2 diyabet, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, nérolojik ve psikiyatrik bozukluk gibi
hastaliklarin tedavisinde faydali bulunmustur (Parhiz ve ark., 2015).

3.1.1. Hesperidinin kimyasal yapisi ve ozellikleri

Flavanonlar C4 atomunda bir keton grubuna sahip olmalar1 ve C halkasinda C2
ve C3 atomlar1 arasinda ¢ift bag olmamasi ile flavonoidlerden ayrilir (Maciej Serda ve
ark., 2013). Hesperidin (Sekil 3.1.1) kimyasal agidan bir flavanon glikozittir ve bir
aglikon hesperetin parcasindan olusur. Suda diisiik ¢oziiniirliige sahip kati bir maddedir.
Hesperidinin molekuler formili C2sHz4015, molekiiler agirligi 610,1898 g/mol ve erime
sicaklhig1 yaklasik 260°C olup gérunimi beyazdan sariya kristal bir tozdur (Garg ve ark.,
2001).

Sekil 3.1.1. Hesperidin kimyasal yapis1

3.1.2. Hesperidinin farmakokinetik dzellikleri

Hesperidin suda ¢Oziiniirliigiiniin -~ diisik olmas1 nedeniyle sinirli  bir
biyoyararlanima sahiptir ve yaklasik %20 oldugu tahmin edilmektedir. Hesperidin
glikozid halinde ya da glikozid baglar1 kirilarak absorbe edilir. Hesperetin diyetle alinan
hesperidinin absorbsiyonu i¢in deglikozile olmus halidir. Oral alimdan sonra hesperidin

ve aglikon hesperetin bagirsak ve karaciger dokusunda yogun bir sekilde metabolize
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edilir (Y. M. Li ve ark., 2008). Hesperidin ince bagirsakta glukozidazlar ile hidrolize
edilemezler ancak kolon igine girdiklerinde kolondaki enterositlere absorbe edilmeden
once kolonik mikrobiyota tarafindan hesperetin aglikonuna hidrolize edilirler (Crescenti
ve ark., 2022). Hesperidinin aksine, hesperetin aglikonu pasif diflizyon ile dogrudan ince
bagirsak enterositine alinabilir. Emilen hesperetin incebagirsak, kolon ve karacigerde;
UDP-glukuronosil transferazlar ve siilfotransferazlar tarafindan metabolize edilir

(Takumi ve ark., 2012).

3.1.3. Hesperidinin farmakolojik aktiviteleri

Hesperidin antioksidan, antinflamatuar, hipolipidemik, vazoprotektif, analjezik
antikanserojenik  gibi  6nemli farmakolojik aktivitelere sahiptir. Hesperidinin
kardiyovaskiiler hastaliklar, norolojik bozukluklar, psikiyatrik bozukluklar, karsinom ve
benzeri dahil olmak {iizere ¢ok c¢esitli hastaliklarin tedavisinde etkili olabilecegi

kanitlanmistir (Ganeshpurkar ve Saluja, 2019).

3.1.3.1. Hesperidinin antioksidan aktivitesi

Oksidatif hasar, hicrelerde ve dokularda reaktif oksijen tirlerinin (ROS)
Uretiminin artmas1 ve/veya biyolojik sistemin bu reaktif Grtnleri detoksifiye etme
yeteneginin azalmasi sonucunda oksidan/antioksidan dengenin bozulmasiyla ortaya ¢ikan
bir durumdur. Oksidatif hasar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser dahil olmak tizere
bir¢ok patolojik durumda iligkilendirilmistir (Burton ve Jauniaux, 2011). Antioksidan
bilesikler, 0zellikle de flavonoidler bu hastaliklarin dnlenmesinde énemli bir koruyucu
rol oynamaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar esas olarak hesperidinin peroksinitrit
ve hidrojen peroksit gibi cesitli oksidanlara karst koruyucu 6zelliklerine odaklanmistir
(Fadlinizal Abd Ghafar ve ark., 2010). Birgok ¢alismada hesperidinin reaktif oksijen
tiirlerini ndtralize ettigini ve antioksidan savunma sistemini gili¢lendirdigini gostermistir
(Cao ve ark., 2018; Hajimahmoodi ve ark., 2014; Wilmsen ve ark., 2005). Hesperidin, A
ve B halkalarinda bir 2-hidroksil grubuna ve B halkasinda metoksi grubuna ek olarak, C

halkasmin 4-0kso fonksiyonu ve C4-C8 ¢ift bagi hesperidinin giiglii radikal siipiiriicii
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aktivitelerinden sorumludur. Hidroksil gruplarinin varlig radikal yakalama aktivitesini
arttirr. Daha fazla hidroksil grubu igeren flavonoller de hesperidin gibi gucli serbest
radikal ve superoksit anyon radikal temizleyicilerdir (Aggarwal ve ark., 2020).

3.1.3.2. Hesperidinin antiinflamatuar aktivitesi

Inflamasyon, enfeksiyonlara fiziksel veya kimyasal hasara ve serbest radikal
bombardimanma karst viicudun hizli immiinolojik reaksiyonudur ve farkli sinyal
yollarinin aktivasyonu yoluyla ¢esitli proinflamatuar mediatorlerin veya sitokinlerin asir
{iretimini iceren karmasik bir biyolojik siirectir (Barber, 2015). Inflamatuar hastaliklarda,
indlklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimlerinin yan1
sira TNF- a, IL-1p ve IL-6 gibi ¢esitli sitokin seviyelerinde de yikselmeler meydana gelir
(Sethi ve ark., 2012). Hesperidin proinflamatuar sitokinleri ve inflamatuar enzimleri
baskilayarak inflamasyona kars1 koruma saglar (Lorzadeh ve ark., 2019). Hesperidinin
cesitli calismalarda IL-6, TNF-o ve IL-1B gibi proinflamatuvar sitokin seviyelerini
azalttigi, ayn1 zamanda siklooksijenaz 2 (COX-2) genlerinin transkripsiyonu inhibe
ederek inflamatuar degisiklikleri baskiladigi bildirilmistir (Parhiz ve ark., 2014). Ayrica
hesperidin uygulamasmin lipopolisakkarit ile olusturulan inflamasyonda adjuvant artrit
modellerinde ve bircok inflamasyon modelinde TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi
proinflamatuvar sitokin seviyelerini diistirdiigii gozlenlenmistir.(R. Li ve ark., 2010;
Rotimi ve ark., 2016).

3.1.3.3. Hesperidinin vazoprotektif aktivitesi

Hesperidin mikrovaskiiler gecirgenligi azaltir ve endotel hiicrelerini hipoksiden
korur. Bu 6zellikleri nedeniyle kronik vendz yetmezliginin tedavisinde kullanilmaktadir
(Huwait ve Mobashir, 2022). Oyle ki hesperidin iceren ve vazoprotektor olarak recete
edilen ilaglar dahi bulunmaktadir. Ornegin, Daflon ticari adiyla recete edilen ilag, %10
hesperidin icermekte olup, kronik venoz yetmezlik ve hemoroidal ataklar gibi ventz

bozukluklarin tedavisinde kullaniimaktadir (Hosawi, 2023).
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3.1.3.4. Hesperidinin analjezik aktivitesi

Hesperidinin analjezik etkisinin degerlendirildigi farkli c¢aligmalarda etki
mekanizmasi tam olarak bilinmese de periferik nosiseptif noronlar1 uyaran
prostaglandinler gibi endojen mediyatorlerin inhibisyonu yoluyla analjezik etki
gosterdigi diisiintilmektedir (Hosawi, 2023).

3.1.3.5. Hesperidinin antikarsinojenik aktivitesi

Hesperidinin bildirilen antikanser etkileri antioksidan ve antiinflamatuar
aktiviteleri ile iliskilendirilmistir (Stanisic ve ark., 2018). Hesperidin ¢ok sayida hiicresel
hedefle etkilesip apoptozu indikleyerek ve hicre dongusund durdurarak kanser
hiicresinin ¢ogalmasini engelledigi, ayrica tiimor hiicresinde metastazi ve anjiyogenezi
inhibe ettigi belirlenmistir (Aggarwal ve ark., 2020). Apoptoz indiksiyonu ve hiicre
dongisiiniin durdurulmasi hesperidinin kanser hiicrelerine karsi etkisinin en 6nemli
mekanizmalar1 arasindadir. In vitro antikarsinojenik etkisinin yaninda in vivo etkinligi de

kanitlanmistir (Ahmadi ve ark., 2015).

3.1.3.6. Hesperidinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Bitki flavonoidleri bakteri, mantar ve virusler gibi patojenik mikroorganizmalara
kars1 korunmada 6nemli bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte geleneksel antibiyotiklere
kars1 yiiksek mikrobiyal direng orani flavonoidlerin antibiyotiklere uygun alternatifler
oldugunu diisiindiirmiistiir (Iranshahi ve ark., 2015). Flavonoidlerin antibakteriyel
etkilerinin kesin mekanizmalart net degildir, ancak bakteriyel DNA sentezi ve

sitoplazmik membran gegirgenligi gibi ¢esitli mekanizmalar One siiriilmistiir
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(Kawaguchi ve ark., 2004). Staphylococcus aureus, Staphylococcusepidermidis,
Enterococcus faecalis, Salmonella typhimurium ve Enterobacter cloacae ve Helicobacter
pylori'ye kars1 hesperidinin antimikrobiyal etkinlik gosterdigi bildiren caligmalar

mevcutur (Corciova ve ark., 2015).

Antiviral etkinligin degerlendirildigi ¢alismalarda hesperidin dahil olmak tizere
flavonoidlerin Herpes simpleks virusi tip 1 ve 2 ile rotavirls, enteroviriis 71'e karsi viral

biiyiimeyi inhibe ettigi gosterilmistir (Iranshahi ve ark., 2015).

Hesperidinin ¢esitli biyolojik aktiviteleri incelenmistir, ancak antifungal
aktiviteleri hakkinda kisith literatir bilgisi  mevcuttur. Hesperidinin Aspergillus
parasiticus, Aspergillus flavus, Fusarium semitectum ve Penicillium expansum dahil
olmak Tlizere gida mantar1 kontaminantlari iizerinde inhibitor etkiye sahip oldugu

gosterilmistir (Salas ve ark., 2011).

3.1.4. Hesperidinin toksisitesi

Son yillarda hesperidin, ¢esitli hastaliklarin tedavisi igin biiyiik ilgi gérmesine
ragmenbugiline kadar zehirlenme vakasi bildirilmemistir. Ayrica hesperidin alimimdan
sonra meydana gelen sistemik bir yan etki de raporlanmamuistir. Mevcut akut oral toksisite
caligmalarinda letal dozunun (LD50) 4837.5 mg/kg oldugu gosterilmistir. Hem erkek hem
de disi Sprague-Dawley si¢anlar iizerinde yapilan sub-kronik oral toksisite calismasinda
hesperidinin oral uygulamasi sonucu yan etki gozlemlenen en diisiik konsantrasyonu
1000 mg/kg olarak tespit edilmistir. Bu nedenle, hesperidin, insan ve hayvan

calismalarinda iyi bir giivenlilik profili géstermistir (Y. Li ve ark., 2019).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismada 250-300 gr (3-4 aylik) agirhiginda eriskin Wistar Albino cinsi erkek
sicanlar kullanildi. Sicanlar Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Cerrahi
Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edildi. Calisgmada yer alan hayvanlar
standart bakim kosullar1 altinda (25°C, % 50-60 nem, 12 saat giin 1s18vkaranlik
periyodunda) pleksiglas kafeslerde barindirildi. Ticari pelet yem ve su adlibitum olarak
verildi. Tiim deneysel islemler Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu onay1 (PAUHDEK-2022/25) alindiktan sonra Laboratuvar Hayvanlarinin Bakim

ve Kullanim Kilavuzuna uygun olarak gerceklestirildi.

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasallar

Karboksimetil Seltiloz (TCI, C0045)
Hesperidin (Molekula 520-26-3)
Nivolumab (Opdivo)

PBS (Gibco)

Etanol (Riedel-de haen)

Kloroform (Riedel-de haen)
2-propanol (Riedel-de haen)

Trizol (BIOBASIC, BS410A)
Nukleaz icermeyen su (A.B.T.)
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3.2. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Sogutmali santriftij (Hettich Universal 320)
Elisa plaka okuyucu (BioTek)

Bullet Blender (Next Advance, NY)
StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems)
Thermal cyler (BioCycler TC-S)

NanoDrop (ND-1000)

Distile su cihazi (New Human Power | S-UV)
Sogutucu (-20) (Beko)

Medikal sogutucu (+4) (Labor Ildam)
Sogutucu (-80) (Panasonic)

Vorteks (Nive NM110)

Hassas terazi (Precisa XB220A)

Inkiibatdr (Heidolph Duomax 1030)

3.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Ila¢ Uygulamalan

Hayvanlar her grupta 8 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Deney gruplari ve
uygulama sureleri Tablo 3.3.1” de verildigi gibidir.

Tablo 3.3.1. Deney gruplari ve uygulama siireleri

Grup Sayisi Gruplar Hayvan Sayis1 ~ Uygulama Siresi
1. Grup Kontrol 8 30 gin
2. Grup Hesperidin 8 30 gin
3. Grup Nivolumab 8 30 gin
4. Grup Nivolumab + Hesperidin 8 30 gin
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Kontrol Grubu: Bu gruptaki siganlara 30 giin boyunca hesperidinin ¢ozicusu
olarak kullanilan % 0.1’lik karboksi metil seliiloz oral gavaj ile uyguland: ve haftada 2

kez intraperitoneal olarak salin uygulandi.

Hesperidin Grubu: Bu gruptaki siganlara 30 giin boyunca giin asir1 olarak 50
mg/kg hesperidin 0.1’lik karboksi metil seliiloz igerisinde ¢oziilerek oral gavaj yolu ile

uygulandu.

Nivolumab Grubu: Bu gruptaki si¢anlara nivolumab 3 mg/kg dozunda haftada 2

kez 30 gilin boyunca intraperitonal olarak uygulandi.

Nivolumab + Hesperidin Grubu: Bu gruptaki siganlara deney siiresi boyunca giin
asir1 hesperidin 50 mg/kg (oral gavaj) ve haftada 2 kez nivolumab 3 mg/kg dozda
intraperitonal uygulanda.

Deney siiresi boyunca hayvanlarin genel durumlari (anormal davranis, agri, istah

ve itrah fonksiyonlar1) glinliik olarak izlendi.

Sekil 3.3.2. Hayvanlarin gruplandirilmasi ve ila¢ uygulamalarinin yapilmasi

3.4. Deneyin Sonlandirilmasi Kan ve Doku Orneklerinin Ahnmas:

Otuz gunlik deney periyodunun bitiminde, son uygulamadan 24 saat sonra
intramuskuler yolla uygulanan ketamin/ksilazin (Ketalar 80 mg/kg, Xylazin bio 8 mg/kg)
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ile genel anestezi olusturuldu. Anestezinin derinligi (solunum, mukoz membranlarin
rengi vb.) periyodik olarak gozlendi. Anestezi altindaki sicanlardan intrakardiyak
punksiyon ile kan 6rnekleri alind1 ve testis dokular1 ¢ikarildi. Kan 6rneklerinden sanrifiij
ile serum elde edildi. Elde edilen serumlardan ELISA yontemiyle kan testesteron
diizeyleri 6l¢iildii. Testis dokularinin bir kismi biyokimyasal ve molekiiler analizler igin
ayrildi. Testis dokusunda ELISA yontemiyle total antioksidan/oksidan diizeyleri 6lgalda.
Molekuler analizlerde PD-1, PI3K, AKT, MTOR primer ciftlerinin RT-PCR ile gen
ekspresyon diizeyleri Olculdu. Histopatolojik analizler icin testis dokusunun diger bir
kism1 %10’luk formaldehit soliisyonunda fikse edildi. Hemotoksilen eozin boyama ve

immunofloresan incelemeler i¢in kullanild.

3.5. Testis Dokusu Homojenatlarin Hazirlanmasi

Homojenizat6r (Bullet Blender Storm Next Advance, NY) kullanilarak dokular
mekanik olarak homojenize edildi. Oncelikle dokular distile suyla yikandiktan sonra
uygun boyutta (300 mg) pargalanarak hassas terazide tartildi. Ardindan 1,5 ml hacimli
mikrosantrifiij tiiplerine alindi. Bu asamada dokular 3 kez 1 ml soguk fosfat buffer salin
(PBS) ile yikandi ve siv1 aspire edildi. Numune hacminin 2 kat1 tampon (PBS) eklendi ve
iizerine doku kiitlesine esit miktarda boncuk (1,6 mm stainless stell bead) eklendi.
Mikrosantrifiij tiipleri kapatilarak Bullet Blender'a yerlestirildi (8 rpm’de 4 dakika)
homojenize edildi. Homojenat yeni bir eperndorfa alind1 5000 rpm’de 5 dk santrifiij

edilerek stipernatant elde edildi.

3.6. Doku Total Antioksidan /Oksidan Diizeylerinin Olgtimii

Doku homojenizasyonu sonrasinda elde edilen siipernatant 6rnekleri kullanilarak
Total antioksidan/oksidan duzeyleri elisa yontemi ile Olculdi. Rat TAS (Cat.No
E1710Ra) ve Rat TOS (Cat.No el512ra) ticari kitleri kullanildi. ELISA plaka
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okuyucusunda (BioTek, Kc Junior Software) 450 nm dalga boyunda Sl¢iimler yapildi.
Dikey (Y) ekseninde her standart igin ortalama optik dansiteyi ve yatay (X) ekseninde
konsantrasyonu gosteren standart egri grafigi olusturularak serum testosteron duzeyleri

hesaplandi. Biitiin prosediir kit protokliine uygun olarak gergeklestirildi.

3.7. Serum Testosteron Diizeylerinin Olcimii

Her grupta 8 sigandan alinan kan 6rnekleri 2000-3000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edilerek serum elde edildi. Serum testosteron dlizeyinin 6lcimi igin rat testosteron
ELISA kiti (Cat. No: E0259Ra) kullanildi. ELISA plaka okuyucusunda (BioTek, Kc
Junior Software) 450 nm dalga boyunda oSlctimler yapildi. Dikey (Y) ekseninde her
standart icin ortalama optik dansiteyi ve yatay (X) ekseninde konsantrasyonu gdsteren
standart egri grafigi olusturularak serum testosteron diizeyleri hesaplandi. Biitiin prosediir

Kit protokoliine uygun olarak gergeklestirildi.

3.8. Real Time PCR Gen Ekspresyon Diizeylerinin Ol¢imii

3.8.1. RNA izolasyonu

Total RNA izolasyon kiti One Step RNA Reagent (BIOBASIC, BS410A)
kullanilarak izolasyon yapildi. Molekiiler analizler i¢cin ayrilan testis doku 6rnekleri (50-
100 mg) 1,5 ml hacimli mikrosantrifiij tiipine alinarak iizerine 1 ml One Step RNA
Reagent eklendi. One Step RNA Reagent icerisindeki doku ornekleri homojenizator
(Bullet Blender Storm Next Advance, NY) kullanilarak 10 dakika homojenize edildi.
Homojenize testis doku drneklerinin Gzerine her bir 1 ml One Step RNA Reagent icin
200 pl kloroform eklendi. Kisa bir vorteks (15 saniye) sonrasi oda isisinda 15 dakika
bekletildi. Ardindan, +4°C de 13000 g’de 15 dk santrifiij islemi yapildi. Santrifiij sonrasi
en Ustte RNA, orta kisimda DNA ve en alt kisimda protein seklinde faz ayrimi gergeklesti.
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Ustte olusan RNA’y1 iceren seffaf faz dikkatli bir sekilde steril mikrosantrifiij tiipiine
alindi. RNA’nin presipitasyonu i¢in alinan seffaf fazin iizerine 500 pl izopropanol ilave
edildi. Ardindan oda 1s1sinda 10 dk bekletilip +4°C de 13000 g’de 15 dk santrifiij edildi.
Santrifij isleminden sonra RNA molekiilleri tiipiin dibinde pelet halinde ¢oktl. Tupte
bulunan siipernatant kismi RNA peletine zarar vermeden uzaklastirildi. RNA peletinin
iizerine yikama amaciyla 200 pl %70’lik etanol eklenerek +4°C de 13000 g’de 15 dk
sanrifiij edildi. Stipernatant tiip igerisinden alindi. Pelet kurutulup etanol tamamen
uzaklastirildiktan sonra pelet tizerine 40 pl ddH.O eklenerek peletin ¢ozdirilmesi

saglandu.

3.8.2. RNA miktar tayini

NanoDrop (ND-1000) spektrofotometre ile 1 pl’deki RNA miktar1 ve safligi
olciildii. Orneklerde protein veya DNA kirliligi saptanmadig icin herhangi bir saflastirma

islemi yapilmada.

3.8.3. Komplementer DNA (cDNA) sentezi

Komplementer DNA (cDNA) elde etmek i¢in ticari olarak satin alman High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific- Cat.No: 4368814)
kullanildi. Biitliin asamalar kit protokoliine uygun sekilde yapildi. cDNA sentez kiti
icerisine elde edilen RNA’lardan son konsantrasyon 2 pg/ul olacak sekilde RNA
eklenerek Thermal Cycler (Applied Biosystmes, katalog no: 4375786) cihazi ile cDNA

sentezi gergeklestirildi.
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Tablo 3.8.3.1. cDNA Sentez Kitinin Igerigi

Bilesen Hacim

10X RT Buffer 2l

25X Dntp mix (100Mm) 0.8 ul

10X Random Primer 2l
MultiScribeTM Reverse Transcritase 1l

RNAaz igermeyen su 4.2 ul

RNA 6rnegi 10 pul (2 pg)
Total Reaksiyon Hacmi 20 pl

Tablo 3.8.3.1’de verildigi gibi son hacim 20 pl olacak sekilde 10 pl karigim
hazirlandi. Hazirlanan karisimin iizerine konsantrasyonu 2 pg olarak ayarlanan total RNA
eklendi. Hazirlanan RNA 6rnegi iceren karisim termal dongli cihazina yerlestirildi.
Termal dongii cthazinda reaksiyon sartlar1 (25°C’de 10 dakika, 37 °C’de 120 dakika, ve
85°C’de 5 dakika) ayarland1 ve calistirildi. Bu sekilde elde edilen cDNA molekiilleri
Real-Time PCR c¢alismasi i¢in -20 °C’de muhafaza edildi.

3.8.4. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (gpcr) analizi

Bu tez calismasi kapsaminda tiim gruplardaki PI3K, AKT, MTOR ve PD-1 gen
ekspresyon degisimlerini incelemek amaciyla 2X Qpcr sybr-Green MasterMix (A.B.T.™
Laboratories, Turkey) kiti kullanilarak qPCR analizi yapildi. Normalizasyonu saglamak
amaciyla i¢ kontrol (housekeeping) geni olarak B-Aktin kullanildi. Kit prosediiriine gore
Tablo 3.8.4.2°de gosterildigi gibi 96 kuyucuklu plakada reaksiyon kosullar1 saglandi.
Plakanin yiizeyi seffaf yapiskan etiketle (Applied Biosystems™ 96-Well Reaction Plate
seal) kapatildi. StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems) cihazima yiiklenen
plaka, 40 déngii olacak sekilde, 95°C’de 5 dk, 95°C’de 15 sn ve 60°C’de 1 dk olarak
amplifiye edildi.

Tablo 3.8.4.2. 2X Qpcr sybr-Green MasterMix Kit Prosediirii

Reaksiyon Kosullari Hacim
A.B.T™ 2X Qpcr SYBR-Green MasterMix (with ROX) 10 pl
cDNA 1 ul
Primer (Reverse+ Forward) Il
RNAaz icermeyen su 8 ul

Total Reaksiyon Hacmi 20 pl
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Deney sonunda her 6rnek igin esigi gegen dongii sayisi (threshold cycle, Ct) elde
edildi. Her ornek referans gen olan B-Aktin ifadesine gore normalize edilerek ACt
degerleri Gene Globe RT-PCR analizi RT 2 Profiler™ PCR Array Data Analysis
progranu araciligiyla hesaplandi. Elde edilen degerler 24t formiilii kullanilarak gen
ifadesi, kat degisimi degerleri olarak gosterildi. Genlerin reverse ve forward dizileri Tablo
3.8.4.3’de verildi. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) yazilimlar1 kullanilarak

tasarlandu.

Tablo 3.8.4.3. Calismada kullanilan genlerin reverse ve forward dizileri

Gen ismi Primer Dizisi

Forwad
PD-1 TCCTAGTGGGTATCCCCGTG
Reverse
TTGTGTCCAGCTTCTCTGGC
PI3K Forwad
GCCCAGGCTTACTACAGAC
Reverse
AAGTAGGGAGGCATCTCG
AKT Forwad
AGTCCCCACTCAACAACTTCT
Reverse
AAGTAGGGAGGCATCTCG
MTOR Forwad
CAGTTCGCCAGTGGACTAAG
Reverse
GCTGGTCATAGAAGCGGAC
B-Aktin Forwad
TGACAGGATGCAGAAGGAGA
Reverse
TAGAGCCACCAATCCACACA

3.9. Histopatolojik Analizler

Testis doku 6rnekleri 48 saat %10’luk tamponlu formaldehit sollisyonunda tespit
edildi. Bu dokular fiksasyon sonrasi dereceli alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek
parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan 5 um kalinliginda kesitler 50-100 pm
araliklarla seri olarak alindi. Alinan kesitlere hemotoksilen eosin boyamas1 yapilarak
histopatolojik degisiklikler degerlendirildi. Kesitler histopatolojik bulgulara gore yok (-),
hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.
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3.10. Double immunofloresan Analizler

Immunofloresan inceleme icin adhezivli (poly-L-Lysin) lamlara alman doku
kesitleri, deparafinize ve dehidre edildi. Dokulara primer antikorlar (8 OHdG Kat No: sc-
66036, Sulandirma Orani: 1/100, US; Caspase 3 Kat No: sc-7272, Sulandirma Orani:
1/100, US) damlatilip kullanim talimatlarma uygun inkiibe edildi. Sekonder isaretleyici
olarak immunfloresans sekonder antikor kullanilip (FITC Cat No: ab6785 Diliient Orani:
1/500 UK) karanlik ortamda 45 dk bekletildi ardindan dokulara ikinci primer antikorlar
(8-OHAG Kat No: s-66036, Sulandirma Orani: 1/100, US; H2A.X Kat No: 10856-1,
Sulandirma Orani: 1/100, UK) damlatilip kullanim talimatlarina uygun inkiibe edildi.
Daha sonra sekonder isaretleyici olarak immunfloresan sekonder antikor kullanilip
(Texas Red Cat No: ab6719 Diliient Orani: 1/500 UK) karanlik ortamda 45 dk bekletildi.
Bir sonraki adimda kesitlere mounting medium’lu DAPI (Kat no: D1306 Sulandirma
Orani: 1/200 UK) damlatilip 5 dk karanlik ortamda bekletildikten sonra dokular lamel ile
kapatildi. Boyanan dokular floresans atagmanli mikroskopta incelendi (Zeiss AXIO
ALMANYA).

3.11. istatistiksel Analiz

Serum testosteron diizeylerinin ve doku total antioksidan/oksidan dlzeylerinin
gruplar arasi karsilagtirmalarda varyans analizi (One Way ANOVA) yapildi. Varyans
analizini takiben ¢oklu karsilastirmalar iginde Post-hoc Tukey testleri yapildi. Veriler
ortalama ve standart sapma (ortalama+SD) olarak sunuldu. Sonuglarin yorumlanmasinda

p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Real-Time PCR verilerinin analizi, Gene Globe RT-PCR RT 2 Profiler™ PCR
Array Data Analysis programi (Qiagen) aracilifiyla AACT yontemi kullanilarak
yapilmustir.
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Histopatolojik incelemede semikantitatif olarak elde edilen verilerin gruplar
arasindaki farkliliklarin analizi i¢in nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis testi, ikili

gruplarm mukayesesi icin Mann Whitney U testi kullanildi.

Immunfloresan boyamalar sonucu elde edilen resimlerden pozitif boyanmalarm
yogunlugunu belirlemek amaciyla; her resimden 5 adet rastgele alan secilip ve ZEISS
Zen Imaging Software programinda degerlendirmeleri yapildi. Veriler, alan %'si i¢in
ortalama+SD cinsinden istatistiksel olarak tanimlandi. Pozitiflik veren immiinoreaktif
hiicreleri saglikli kontrollerle karsilastirmak igin Mann-Whitney U testi yapildi. Test
sonucunda P <0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi ve veriler ortalama + SD olarak

sunuldu.

Istatistiksel analizler IBM SPSS (Chicago, IL, USA 25.0 ) paket programi
kullanilarak gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

Wistar Albino siganlarda nivolumab kaynakli olas1 testikiiler toksisiteye karsi
hesperidin uygulamasimin etkileriyle elde edilen bulgular asagida sunulmustur. Calisma
kapsaminda oksidatif stres parametreleri (TAS-TOS), serum testosteron diizeyleri, gen
ekspresyon seviyeleri incelenmis, histopatolojik ve immunohistokimyasal analizler

yapilmistir. Elde edilen bulgular grafik ve tablo seklinde sunulmustur.

4.1. Doku Total Oksidan ve Antioksidan Duzeyi

Yapilan ¢alismada testis dokusunun doku total oksidan ve antioksidan diizeyleri
ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. Total antioksidan seviyeleri Sekil 4.1.1°de, total

oksidan seviyeleri Sekil 4.1.2°de ve oksidatif stres indeksi Sekil 4.1.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.1.1. Testis dokusunda total antioksidan duzeyi.
TAS: Total antioksidan seviyesi. Veriler ortalama + SD olarak sunulmustur, *** p<0,001; ** p<0,01 *
p<0,05)

Testis dokusunda oksidatif hasarla iliskili olarak total antioksidan seviyeleri
degerlendirildiginde nivolumab verilen grupta kontrol ve hesperidin grubu ile
kiyaslandiginda total antioksidan seviyelerinin azaldigi bulundu (p<0,001). Bunun
yaninda nivolumab ile birlikte hesperidin uygulamasinin nivolumabin neden oldugu total
antioksidan seviyelerindeki azalmay1 onledigi gozlendi (p<0,05). Ek olarak kontrol ve

nivolumab+hesperidin grubu arasinda farkliliklar olsa da s6z konusu fark anlamli

diizeyde degildi (p>0,05).
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Sekil 4.1.2. Testis dokusunda total oksidan duzeyi.
TOS: Total oksidan seviyesi. Veriler ortalama + SD olarak sunulmustur, *** p<0,001; ** p<0,01 * p<0,05)
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Nivolumab grubunda total oksidan seviyelerinin kontrol, hesperidin ve hesperidin
+nivolumab gruplarina goére belirgin bir sekilde daha yiiksek oldugu tespit edildi
(p<0,01). Kontrol, hesperidin ve hesperidin + nivolumab gruplarinda ise oksidan

seviyeleri benzerdi. S6z konusu gruplarda farkin anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05).

OSi

0.0-

KONTROL NiVOLUMAB HESPERIDIN NiVOLUMAB + HESPERIDIN

Sekil 4.1.3. Testis dokusunda oksidatif stres indeksi.
OSI: Oksidatif stres indeksi. Veriler ortalama = SD olarak sunulmustur, *** p<0,001; ** p<0,01 * p<0,05

Oksidatif stres indeksi degerlendirildiginde kontrol, hesperidin ve hesperidin
+nivolumab gruplarinda oksidatif stres indeksi benzer bulundu ve bu gruplar arasinda
anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Nivolumab grubunda ise oksidatif stres indeksi

diger gruplarla karsilastirildiginda oldukga yiiksek bulundu (p<0,01).

4.2. Serum Testosteron Dizeyi

Gruplara ait serum testosteron duzeyleri Sekil 4.2.1°de verilmistir. Serum
testosteron diizeyleri, kontrol ve hesperidin gruplarinda birbirlerine yakindi ve elde edilen
sonuglar arasinda yapilan degerlendirmede anlamli bir farklilik tespit edilmedi (p>0,05).
Testosteron seviyelerinin nivolumab grubunda kontrol ve hesperidin grubuna kiyasla

onemli diizeyde azaldigi belirlendi (p<0,01). Bunun yaninda nivolumab ile birlikte
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hesperidin uygulamasinin nivolumab kaynakli azalan testosteron seviyelerini artirdigi

belirlendi. Fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi (p>0,05).
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Sekil 4.2.1. Serum testesteron diizeyi
Veriler ortalama + SD olarak sunulmustur, *** p<0,001; ** p<0,01 * p<0,05

4.3. Gen Ekspresyon Bulgularn

RT-PCR calismalar1 sonucunda belirlenen PI3K, AKT, MTOR ve PD-1 gen
ifadelerindeki kat degisimleri Tablo 4.3.1°de verilmistir.

Tablo 4.3.1. Gen ekspresyon bulgulari

Gen Kontrol Nivolumab Hesperidin Nivo+ Hsp
Kat Degisimi | p Kat Degisimi p Kat Degisimi | p | Kat Degisimi| p
(Fc) (Fc) (Fc) (Fc)
PD-1 1.00 - —3.53% 0.0001 -1.03 0.61 -3.75*  ]0.000
PI3K 1.00 - -3.04%* 0.019 -1.01 0.54 +2.17* 0.07
AKT 1.00 - -2.49%* 0.002 + 1.74* 0.002 +1.78* 0.002
MTOR 1.00 - -2.46* 0.002 +1.22 0.58 +1.02 0.66

*Kontrol Grubuna Gore ; p <0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul edilmistir.
Fc: Fold changes; Stimiilasyon (+) ve supresyon (-)
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Kontrol grubuna kiyasla nivolumab grubunda PI3K, AKT, MTOR mRNA
ifadelerinin sirasiyla 3,04, 2,49, 2,46 kat azaldig:1 belirlendi. PD-1 mRNA ifadesinin ise
kontrole kiyasla nivolumab grubunda 3,53 kat azaldigi saptandi (p <0.05). Kontrol
grubuna kiyasla hesperidin grubunda PI3K, AKT, MTOR ve PD-1 mRNA ifadelerinde
anlamli bir degisim gdzlenmedi (p>0.05). Ote yandan nivolumab ile birlikte hesperidin
uygulanmasmin kontrole kiyasla PI3K, AKT, MTOR mRNA ifadelerini sirastyla 2,17,
1,78, 1,02 kat artirdig1 tespit edildi.

4.4. Histopatolojik Bulgular

Grup 1; Kontrol grubu: Testis dokularinin histopatolojik incelenmesinde normal

histolojik yapida oldugu gozlendi (Sekil 4.4.1).

Grup 2; Nivolumab (NIVO) grubu: Testis dokularinin histopatolojik
incelenmesinde, testis dokularinda spermetositelrde dejenerasyon ve nekroz, buna bagh
olarak seminifer tubullerin duvarinda incelme, tubulus limenlerinde ¢ok az sayida
spermatozon, intertubuler araliklarda 6dem, interstisyel damarlarda hiperemi gézlendi
(Sekil 4.4.2).

Grup 3; Hesperidin (HP) grubu: Testis dokularmin histopatolojik incelenmesinde,

normal histolojik yapida oldugu goriildiigii belirlendi (Sekil 4.4.3).

Grup 4; Nivolumab + Hesperidin grubu: Testis dokularmin histopatolojik
incelenmesinde, tubulus duvarinda spermatositlerde hafif diizeyde dejenerasyon, ¢ok
sayida mitoz ve rejenerasyon ¢abasi, interstisyel araliklarda damarlarda hiperemi goriildii
(Sekil 4.4.4). Grup 2 ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0,05) tespit
edildi. Histopatolojik bulgular Tablo 4.4.1°de 6zetlendi.

Tablo 4.4.1: Testis dokularinda gézlenen histopatolojik bulgularin skorlanmasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Spermatositlerde dejenerasyon - +++ - +
Spermatositlerde nekroz - +++
Tubulus duvarinda incelme - +++
Damarlarda hiperemi - +++ - ++
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Sekil 4.4.2. Testis Dokusu, spermatosnlerde slddeth duzeyde dejenerasyon ve nekroz, tubulus
duvarinda incelme, intertubuler araliklarda 6dem, damarlarda hiperemi, H&E, Bar:40um.
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Sekil 4.4.3. Testis Dokusu, Normal histolojik goriinim, H&E, Bar:40um.
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mitoz, H&E, Bar:40um.

4.5. Double Immunofloresan Bulgular

Grup 1; Kontrol grubu: Testis dokularinin immunofloresan incelemelerinde,

negatif 8OhDG ve Kaspaz-3 ekspresyonu olarak degerlendirildi (Sekil 4.5.1).
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Grup 2; Nivolumab (NIVO) grubu: Testis dokularnm immunofloresan
incelemelerinde, spermatositlerde siddetli diizeyde stoplazmik 8OhDG ve Kaspaz-3
ekspresyonlari tespit edildi (Sekil 4.5.1).

Grup 3; Hesperidin (HP) grubu: Testis dokularmin immunofloresan
incelemelerinde, 80OhDG ve Kaspaz-3 ekspresyonlari negatif olarak degerlendirildi (Sekil
4.5.1).

Grup 4; NIVO + HP grubu: Testis dokularinin immunofloresan incelemelerinde,
spermatositlerde hafif diizeyde stoplazmik 8OhDG ve Kaspaz-3 ekspresyonlar1 gézlendi
(Sekil 4.5.1). Grup 2 ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0,05) tespit

edildi. immunofloresan bulgular tablo 4.5.1° de 6zetlendi.

Tablo 4.5.1. Testis dokularinda gézlenen immunflorasan bulgularin skorlanmasi

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
8 OHdG 20.25+1.05° 83.77+3.38° 20.43+1.52° 41.04+£2.17°
ekspresyonu
Kaspaz-3 19.85+1.39° 81.51+4.07° 20.25+1.17° 19.94+1.41°
ekspresyonu

a,b,c; ayn1 satirda bulunan farkli harfler istatistiksel olarak anlamli farki (p<0.05) ifade eder.
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Sekil 4.5.1. Testis Dokusu, spermatositlerde 8 OHAG ekspresyonu (FITC), spermatositlerde Caspaz-3
ekspresyonu (Texas Red ), Bar:50pum.
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5. TARTISMA

Kanser, diinya c¢apinda yliksek mortaliteyle seyreden kiiresel bir saglik
sorunudur. Kanser tedavisinde cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel tedavi
yaklasimlar1 kullanilmaktadir. Son zamanlarda immun sistem ve kanser arasindaki
etkilesime dayali immunoterapi yonteminin kanser tedavisinde kullanimi yayginlasmaya
baslamistir (Debela ve ark., 2021). Immiinoterapi gelismis ve yenilik¢i kanser tedavisi
olarak karsmmiza cikmistir. Spesifik kanser hiicrelerinin biiyiimesi ve yayilmasini
engellemesi, saglikli hicrelere geleneksel tedavilere kiyasla daha az zarar vermesi ve
daha uzun yasam siireleri elde edilmesi noktasinda kanser tarihinde 6nemli bi yere
sahiptir. Bu dstiinliiklerine ragmen toksisitelerine dair arastirmalar nispeten yakin

gegmiste baslamis ve halen devam etmektedir (Esfahani ve ark., 2020)

Immiinoretapi, etki mekanizmasina bagli olarak bagisiklikla iliskili bir toksisite
profilini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu toksisiteler tiim organlar1 etkileyebilir. Nitekim bu
organlardan biri de testislerdir. Cesitli immunoterapi ilaglarinin gonadal disfonksiyona
bagli infertilite problemlerine neden olabilecegi bildirilmistir (Kennedy ve Salama,
2020). Immiinoretapi ilaglarinin erkek fertilitesi {izerindeki toksik etkilerinin altinda
yatan mekanizma tam olarak aydinlatilmamus olsa da bu etkilerin oksidatif hasar kaynakl
olabilecegine dair bulgular mevcuttur (Liu ve ark., 2022). Birgok ¢alismada oksidatif
strese bagli testikiiler hasarda hesperidinin gii¢lii antioksidan aktivitesinin oksidatif hasar1
azalttigi bildirilmistir (Abd-Elhakim ve ark., 2020; Hozayen, 2016). Bu baglamda
nivolumabin olas1 testikiiler toksisitesinde giiclii antioksidan aktiviteye sahip
hesperidinin oksidatif hasar1 azaltacagi ve testikiiler hasar1 iyilestirebilecegi hipotezi

kurulmustur.

Oksidatif stres, hiicrelerde ve dokularda ROS’un birikimi ile karakterize bir
durumdur. ROS’lar hiicresel aerobik metabolizmanin dogal bir yan iiriinii olup

mitokondri tarafindan {iretilir. Bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahiptirler ve bu
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elektronunu baska bir molekiile vererek ya da onu bagka bir molekiilden uzaklastirarak
diger molekiillerle reaksiyona girebilen nispeten kararli molekiillerdir (Juan ve ark.,
2021). ROS kirlilik, duman, ilaglar, ksenobiyotikler veya iyonlastirici radyasyon gibi
eksojen kaynaklar tarafindan indiiklenebilir ve genel olarak DNA veya RNA, membran
fosfolipitleri ve proteinleri hedef alarak hiicresel bilesenleri oksitleyip yapisini bozarlar.
ROS fizyolojik seviyeleri normal isleyise Ozgiidiir ve hiicre homeostazi, reseptor
aktivasyonu ve gen ekpresyonu gibi fonksiyonlarla iliskili siirecleri diizenler. Ote yandan
asir1 iiretildiklerinde veya hiicresel savunma onlar1 metabolize edemediginde oksidatif

hasar1 meydana getirirler (Kerksick Zuhl, 2015).

Testisler spermatogenez nedeniyle yiksek oranda mitokondriyal oksijen
tiikketirler. Bu ylizden oksidatif strese oldukca agiktirlar. Oksidatif strese karsi hassas olan
bu dokuyu karakterize eden diisiik oksijen gerilimi testislerin kendisini serbest
radikallerin yol actigi hasardan korudugu mekanizmalardan biridir. Diisiik oksijen
gerilimine ragmen bu doku, yiiksek diizeyde doymamis yag asitlerinin bollugu ve
potansiyel ROS’lar1 iireten sistemlerin varhigi nedeniyle oksidatif strese karsi
savunmasizdir (John Aitken & Roman, 2008). Testislerin normal fizyolojik
fonksiyonlarmi yerine getirmesinde antioksidan savunma sistemlerinin rolt blyudktir.
Oksidatif hasar testis torsiyonundan diyabet ve ksenobiyotik maruziyetine kadar genis bir
yelpazedeki bir¢ok patolojik durumun en 6nemli nedeni olarak kabul edilmektedir (Dutta
ve ark., 2021).

Kemoterapotik ilaglarin birgcogunun hiicre diizeyinde hasarlara neden oldugu ve
hiicrenin antioksidan ve oksidan mekanizmalarini bozdugu bilinmektedir. Bunun yaninda
yeni nesil immiinoterapi ilaglarin da bazi hastalarda oksidatif hasar ve spesifik olmayan
inflamasyon gibi ciddi yan etkilere neden olabilecegi bildirilmistir (Liu ve ark., 2022).
Yeni nesil immiinoretapi ilaglarindan biri olan nivolumabin oksidatif hasar1
indiikleyebilecegine dair yeterli literatlir verisi yoktur. Bu a¢idan ¢alismamiz
nivolumabin sigan testis dokusunda neden olabilecegi oksidatif hasar1 ortaya koyan ilk
caligmadir. Bu tez ¢alismasinda nivolumab uygulanan grupta diger gruplarla
kiyaslandiginda total antioksidan seviyelerinin anlaml diizeyde azaldig1 ve total oksidan
seviyelerinin anlamli diizeyde arttig1 belirlenmistir. Buradan hareketle nivolumabin sigan
testis dokusunda ROS iiretimini artirarak oksidatif strese neden oldugunu belirledik.
Sonuglarimiza goére nivolumab yiliksek ROS iiretimi ile hiicre i¢i sinyal olaylarmi

tetikler ve bu durum oksidatif stresin, bagisiklik tepkileri ile yakindan iliskili oldugunu
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gOsterir. Piscitani ve ark. tarafindan sunulan bir vaka raporunda nivolumab tedavisi alan
iki hastada nivolumab kaynakli nefrotoksisite gelistigi bildirilmistir. Nefrotoksisitenin
nedeni acik olmasa da oksidatif stresle iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir (Piscitani ve
ark., 2020).

Nivolumab diger immiinoterapi ilaglarinda oldugu gibi kanser tedavisi i¢in umut
verici olsa da uzun vadede etkinlik ve glvenlilik agisindan bir¢ok zorlukla karsi
karsiyadir. Bu nedenle nivolumabin etkinligini saglarken giivenliligini de artirmaya
yonelik ROS kaynakli oksidatif stresi hedeflemek oldukg¢a 6nemlidir (Aboelella ve ark.,
2021). Bu baglamda mevcut tez ¢alismasinda antioksidan aktivitesi nedeniyle hesperidin
uygulanmistir. Hesperidinin hiicre i¢i antioksidan aktivitede rol alan bir¢ok enzimi
indiikleyerek etkili oldugu daha 6nce yapilan ¢alismalarda da gosterilmistir (Parhiz ve
ark., 2015 Tleritiirk ve ark. yaptiklar1 bir calismada, hesperidinin paklitaksel kaynakli
testis toksisitesinde azalan antioksidan enzim aktivitelerini diizenlenerek oksidatif
stresin siddeti azalttig1 gosterilmistir (lleriturk ve ark., 2023). Hesperidinin si¢anlarda
sisplatinin neden oldugu testikiiler hasardan korudugu bildirilmistir (Kaya ve ark., 2015).
Yine bagka bir ¢alismada hesperidinin, oksidan/antioksidan dengenin dizenlenmesi
yoluyla siganlarda benzoapiren kaynakli testis toksisitesini hafiflettigi bildirilmistir.
Nitekim bu tez ¢alismasinda da hesperidin uygulamasmin antioksidan savunma sistemini
giiclendirdigi belirlenmistir. Nivolumab uygulamasma bagli olarak azalan total
antioksidan seviyelerinin ve artan total oksidan seviyelerinin hesperidin uygulamasiyla
kontrol grubu degerlerine yaklastigi saptanmistir. Boylece hesperidinin nivolumabin

neden oldugu oksidatif hasar1 azalttigini belirledik.

Testislere saglanan antioksidan korumaya ragmen c¢ok ¢esitli endojen ve eksojen
faktor bu savunmay1 bozar ve oksidatif strese neden olarak testikiler hasar meydana
getirir (Aitken ve Roman, 2008). Bir¢ok kemoterapdétik ilacin spermatogenezde kusurlara
neden oldugu bilinmektedir, ancak immiin kontrol noktasi inhibitorleriyle kanser
tedavisinin  spermatogenez Uzerindeki etkileri blyik o6lclide bilinmemektedir.
Nivolumabin infertilite {izerindeki etkisini arastiran klinik 6ncesi hayvan veya insan
verileri olduk¢a smirhidir ve bu nedenle nivolumabin spermatogenez iizerindeki etkisi

belirsizdir (Oktay ve ark., 2018).


https://sciprofiles.com/profile/1158366
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/oxidative-stress
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/oxidative-stress
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Immun kontrol noktas: inhibitdrleri ve erkek infertilitesi arasindaki iliskiyi
destekleyen bir vaka raporunda Onceden normozoospermik bir erkegin metastatik
melanom i¢in nivolumab tedavisi aldiktan sonra azospermik hale geldigi ve serum
testosteron seviyelerinin azaldigi bildirilmistir (Rabinowitz ve ark., 2021). Mevcut tez
calismasinda da tek basina nivolumab uygulamasinin serum testesteron diizeyini anlamli
sekilde azalttig1 saptandi. Nivolumabin testesteron seviyeleri {izerindeki etkilerini
degerlendiren bir ¢aligma yapilmamustir. Testosteron seviyelerindeki bu azalma oksidatif
strese bagli mitokondriyal fonksiyonun bozulmasi ile iliskilendirilebilir. Nitekim Rovira-
Llopis ve ark. oksidatif stres ve buna bagli mitokondriyal disfonksiyonun spermatogenezi
etkileyerek testosteron duzeylerinde azalmaya sebep olabilecegini bildirmislerdir
(Rovira-Llopis ve ark., 2017). Bunun yaninda daha 6nceki ¢alismalarda siganlarda testis
gelisimi sirasinda PD-1 reseptoriiniin spermatogenezin diizenlenmesinde rol oynadigi ve
infertilite problemleri i¢in potansiyel bir aday oldugu bildirilmistir (Onisto ve ark., 2000;
Wang ve ark., 2017) Buradan hareketle azalan testosteron seviyeleri oksidatif hasarla

beraber nivolumabin PD-1 reseptor blokajina bagli olabilir.

Ote yandan bu tez calismasmda nivolumabin neden oldugu diisiik testosteron
seviyelerinin hesperidin uygulamasiyla beraber kontrol seviyesine yaklastigi belirlendi.
Hesperidinin antioksidan/oksidan dengesinin koruyarak mitokondriyal disfonksiyonun
Oniine gectigini sonucuna ulastik. Testislerdeki oksidatif strese kars1 hesperidinin goreceli
potansiyelini belirlemek i¢in bir¢ok c¢alisma mevcuttur. Laila ve ark. yaptigi bir
calismada sildenafil sitratin sigan testis dokusunda total antioksidan kapasitede
azalmalarla beraber diigiik testosteron seviyelerine neden oldugu ve hesperidin
uygulamasinin bu etkileri azalttigi gézlenmistir (Laila ve ark., 2023). Yine baska bir
calismada erkek sicanlarda siklofosfamid kaynakli testis hasarinda hesperidin
uygulamasinin azalan testosteron seviylerinin hesperidinin etkisiyle arttigi bildirilmistir
(Khamis ve ark., 2023). Bu baglamda elde ettigimiz sonuglar literatiirle benzerlik

gostermektedir.

Oksidatif stres ¢esitli sinyal yollarini tetikleyerek gen ekspresyon degisimlerine
neden olabilir. PI3K/AKT/mTOR yolu hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde dnemli olan
hiicre i¢i bir sinyal yoludur (Shiau ve ark., 2022). Oksidatif stresle birlikte
PI3K/AKT/mTOR yolag1 apoptoz, yaslanma gibi ¢esitli hiicre stres yanitlarinin karsilikli
modiilasyonundan sorumludur. Oksidatif stres PI3K/AKT/mTOR aktivitesini
diizenleyebilecegi gibi PI3K/AKT/mTOR aktivitesi de oksidatif stresi diizenleyebilir.
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Dolayisiyla oksidatif stres ve PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi arasinda karmasik bir
etkilesim s6z konusudur (Mao ve ark., 2019). Bu tez ¢aligmasinda nivolumabin hiicre
diizeyinde hasarlara neden oldugu ve hiicrenin antioksidan ve oksidan mekanizmalarini
bozdugunu ve bunu hiicre igerisinde reaktif oksijen tiirlerini artirarak yaptigini belirledik.
Son ¢aligmalar ROS'un yogun iiretiminin sadece oksidatif strese neden olmakla kalmayip
ayni zamanda PI3K/AKT/mTOR yolunu inhibe ederek hiicrelerin apoptoza gitmesine
neden oldugunu ortaya koymustur (H. Zhang ve ark., 2023). Buradan hareketle mevcut
tez calismasinda artan ROS miktarmm PI3K/AKT/mTOR gen ekspresyonlarinin

degisimine neden olup olmadigini degerlendirdik.

Kontrol grubuna kiyasla nivolumab grubunda PI3K, AKT, MTOR mRNA
ekspresyonlarinin azaldigini belirledik. Nitekim Chang ve ark. yaptigi bir ¢alismada
sisplatinin si¢an testis dokusunda oksidatif stres aracili PI3K/AKT/mTOR yolunu inhibe
ederek apoptoza neden oldugunu ve bir antioksidan olan proantosiyanidin ile sisplatin
tarafindan inhibe edilen PI3K/AKT/mTOR yolunu aktive ederek séz konusu hasari
azalttiklarin1 bildirmislerdir (Chang ve ark., 2021). Hassanein ve ark. yaptigi bir
calismada metotreksatin sican testis dokusunda neden oldugu oksidatif stresin
PI3K/AKT/mTOR yolunu inhibe ederek apoptozu stimule ettigi bildirilmistir (Hassanein
ve ark., 2023). Ote yandan nivolumab ile birlikte hesperidin uygulanmasmm kontrole
kiyasla azalan PI3K, AKT, MTOR mRNA ekspresyolarini arttirdigini belirledik. Bu
sonugclar hesperidinin PI3K/AKT/mTOR yolunu aktive ederek nivolumab kaynakli testis
toksisitesine karst koruyucu bir rol oynadigini gostermektedir. Literatiirde yer alan
caligmalarda, oksidatif hasar kaynakli gesitli organ toksisitelerinde (kalp, karaciger,
bébrek, beyin) bizim sonuglarimiza benzer sekilde hesperidinin PI3K, AKT, MTOR gen
ekspresyonlarin1 artirarak apoptoz iizerinde inhibitor etkilere katkida bulundugu
bildirilmistir (Caglayan ve ark., 2021; Elavarasan ve ark., 2012; Kosari-Nasab ve ark.,
2018; Tirkey ve ark., 2005).

Hesperidinin nivolumabin etkinligini degistirip degistirmedigini belirlemek i¢in
PD-1 gen ekspresyon seviyelerini degerlendirdik Nivolumab uygulamasi yapilan
sicanlarin testis dokusunda PD-1 gen ekspresyon diizeylerinin azaldig1 gézlendi. Bunun
yaninda tedavi olarak uygulanan hesperidinin PD-1 ekspresyon dizeylerinde bir
degisiklik yapmadig1 saptandi. Sonuglarimiz hesperidinin oksidatif hasar iyilestirdigini
ve bunun yaninda hesperidinin nivolumabin etkinligi iizerinde bir degisiklige neden

olmadigini gosterdi. Bu bulgumuz literatire kazandirilacak 6zgilin bir sonug niteliginde
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olup, literatiirde ¢alismamizin bu yoniine benzer bir ¢alisma bulunmamasi nedeniyle elde
edilen sonuglar1 dogrulayacak ya da reddedecek bir veriye ulagilamamistir. Benzer
sekilde, literaturde hesperidin ile PD-1 ekspresyon diizeyini iligskilendiren bir ¢alisma da

mevcut degildir.

Oksidatif stres dokularda histopatolojik degisikliklere neden olmaktadir (Dossena
ve Marino, 2021). Benz ve ark. yaptig1 bir ¢calismada nivolumabin spermatogenez
iizerindeki histolojik etkisini degerlendirmis ve nivolumabin histopatolojik hasarla
spermatogenezi bozdugunu bildirmislerdir (Benz ve ark., 2018). Benzer sekilde Tiirkmen
ve ark. yaptig1 calismada nivolumab ile ayni etki mekanizmasina sahip pembrolizumabin
sican testis dokusunda seminifer tiibiil yapilarinda bozulma, intestisyel alanda 6dem ve
vaskiiler konjesyon gibi degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (Tlrkmen ve ark.,
2022).

Ileritiirk ve ark. yaptig1 bir ¢alismada paklitaksel kaynakli testikiiler hasarda
spermatojenik germ hiicrelerinde bozulma, interstisyel 6dem ve Leyding hiicre kaybi,
seminifer tlibiillerde atrofi ve biiziilme gozlendigi ve bu hasarin hesperidin tarafindan
hafifletildigi bildirilmistir (lleriturk ve ark., 2023). Bu tez ¢alismasinda da testis
dokularmin histopatolojik incelenmesinde, spermetositelerde dejenerasyon ve nekroz,
buna bagli olarak seminifer tubul duvarinda incelme, tubulus liimenlerinde ¢ok az sayida
spermatozon, intertubuler araliklarda 6dem ve interstisyel damarlarda hiperemi gozlendi.
S0z konusu hasar artan ROS iiretimiyle iliskilendirilebilir ve nivolumab tedavisi alan
erkeklerde nivolumabin infertilite problemlerine neden olabilecegi soylenebilir.
Dolayisiyla bu problemin hesperidin gibi bir antioksidan etkili bilesikle hafifletilme

olasilig1 erkek infertilitesi agisindan oldukg¢a dnemlidir.

Bu tez calismasinda hemotoksilen eozin boyamaya ek olarak immunflerosan
olarak 80hDG ve Kaspaz-3’iin ekspresyonlar1 degerlendirildi. Kaspaz-3, hucredeki
apoptotik 6liim yollarindan biridir, artan ROS aktivitesi ile uyarilir ve hiicrede apoptoza
neden olur (Sengul ve ark., 2023). Trivedi ve ark. yaptig1 caligmada doksorobusinin sigan
testis dokusunda Kaspaz-3 ekspresyonlarmi arttigini ve boylelikle testis hiicrelerinin
Olimiinii indiiklendigini gostermislerdir (Trivedi ve ark., 2011). 8-OHdG'nin oksidatif
stresin neden oldugu DNA hasarmin en Onemli belirteglerinden biri oldugu

diistiniilmektedir. Oksidatif stresten kaynaklanan hidroksil radikalleri niikleik asidin
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hidrojenlenmesine yol agarak 8-OHdG'ye neden olur (Stepniak ve Karbownik-Lewinska,
2016). Gelen ve ark. yaptig1 bir ¢aligmada 5-florourasil kaynakli nefrotoksisitede bobrek
dokularinda 8-OHdG ekspresyonunun arttig1, bu durumun oksidatif stres kaynakli DNA
hasarma neden oldugu ve 5-florourasil ile birlikte hesperidin uygulamasmin 8-OHdG
ekspresyonunu azaltarak oksidatif hasar1 6nledigini bildirmislerdir (Gelen ve ark., 2021).
Sonuglarimiz bu bakimdan literatire benzer bir profil sergiledi. Testis dokularinin
immunofloresan incelemelerinde, nivolumab grubunda spermatositlerde siddetli diizeyde
sitoplazmik 80hDG ve Kaspaz 3 ekspresyonlar1 tespit edildi. Ote yandan artan
hesperidinin bu siddetli ekspresyonlar1 hafiflettigi gozlendi. Buradan hareketle

hesperidinin nivolumab kaynakl1 histopatolojik hasari tersine ¢evirdigi sdylenebilir.
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6. SONUC

Bu tez calismasinda bir immiin kontrol noktasi inhibit6rii olan nivolumabin erkek
sicanlarin testis dokusunda olusturdugu hasara kars1 hesperidinin koruyucu etkilere sahip

oldugu belirlendi.

Nivolumab uygulamasima bagli olarak total antioksidan seviyeleri azalirken, total
oksidan seviyeleri artis goézlendi. Hesperidin uygulamasiyla beraber total
oksidan/antioksidan seviyelerinin kontrol grubu degerlerine yaklastig1 saptandi. Boylece
hesperidinin nivolumabin neden oldugu oksidatif hasar1 azalttig1 sonucuna ulasild:.
Nivolumaba maruz kalan siganlarin serum testosteron diizeyinin anlaml sekilde azaldigi
saptanirken nivolumabin neden oldugu diisiik testosteron seviyelerinin hesperidin

uygulamasiyla beraber kontrol seviyesine yaklastigi belirlendi.

Nivolumab uygulanan siganlarin testis dokusunda PI3K, AKT, MTOR mRNA
ekpresyonlarmin kontrol grubuna kiyasla azaldigi goriildii ve diger sonuglara benzer
sekilde nivolumab ile birlikte hesperidin uygulanmasinin azalan PI3K, AKT, MTOR
mRNA ekspresyolarmi arttirdig: tespit edildi. Bu sonuclar hesperidinin PI3K/Akt/mTOR
yolunu aktive ederek nivolumab kaynakli testis toksisitesine karsi koruyucu bir rol

oynadigini gosterdi.

Nivolumab uygulamasi yapilan siganlarim testis dokusunda PD-1 gen ekspresyon
diizeylerinin azaldig1 gozlendi. Bunun yaninda tedavi olarak uygulanan hesperidinin PD-
1 ekspresyon diizeylerinde bir degisiklik yapmadigi saptandi. Sonuglarimiz hesperidinin
oksidatif hasar1 iyilestirdigini ve bunun yaninda nivolumabin etkinligi iizerinde bir

degisiklige neden olmadigini gosterdi.

Testis dokularmin histopatolojik incelenmesinde nivolumab uygulanan testis
dokularinda spermetositlerde dejenerasyon ve nekroz buna bagli olarak seminifer

tubullerin duvarinda incelme, tubulus liimenlerinde ¢ok az sayida spermatozon,
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intertubuler araliklarda 6dem, interstisyel damarlarda hiperemi gézlendi. Nivolumab ve
hesperidinin birlikte uygulandigi grupta s6z konusu hasarlarmn hafifledigi gézlendi. Testis
dokularmin immunofloresan incelemelerinde, nivolumab grubunda spermatositlerde
siddetli diizeyde sitoplazmik 8OhDG ve Kaspaz-3 ekspresyonlari tespit edildi. Hesperidin
uygulamasinin bu siddetli diizeydeki ekspresyonlar1 hafiflettigi gdzlendi. Bu baglamda

nivolumab ile olusan histopatolojik hasar1 hesperidin tarafindan hafifletilmistir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi hesperidin uygulamasinin siganlarda nivolumab ile
indiiklenen testis hasarmi azalttigimi ve spermotogenezin devamliligini sagladigimi

gostermektedir.

Bu arastirmadan elde edilen sonuglar bu alanda yapilan ¢aligmalara ve bundan
sonra yapilacak olan daha ileri arastirmalara 151k tutucagi umudunu tagimaktayiz. Ayrica
nivolumab alan hastalarda ilaca bagli toksik etkiler daha kapsamli sekilde incelenmeli ve

bu etkileri hedefleyen tedavi yontemleri arastirilmalidir.
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	Kontrol grubuna kıyasla nivolumab grubunda PI3K, AKT, MTOR mRNA ekspresyonlarının azaldığını belirledik. Nitekim  Chang ve ark. yaptığı bir çalışmada sisplatinin sıçan testis dokusunda oksidatif stres aracılı PI3K/AKT/mTOR yolunu inhibe ederek apoptoz...

