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OZET

Pembrolizumab Verilen Slg:a}nlarda Olasi Testis Toksisitesine Kars1 Aromataz
Inhibitorlerinin Etkisi
Amag¢: Pembrolizumab (PEMB) PD-1’i bloke eden monoklonal antikor olup etkili
bir immunoterapi ilacidir. Anastrazol (ANAST) infertilite Onleyici bir aromataz
inhibitoriidiir. Benzer sekilde resveratrol (RES) de iireme sisteminde etkili antioksidan bir
polifenol olup, dogal aromataz inhibitorii olarak islev gormektedir. Bu ¢alisma, PEMB ile
olusturulmus reprodiiktif hasara karst ANAST ve RES’in koruyucu etkilerini gostermek

amactyla planlanmistir.

Materyal ve Metot: Calismada 42 adet Sprauge-Dawley cinsi sigan kullanildi.
Siganlar randomize olarak 6 esit gruba ayrildi (n=7); Kontrol, PEMB, PEMB +ANAST,
PEMB+RES, RES, ANAST seklindedir. 30 giinliik deney sonunda siganlar ketamin-ksilazin
anestezisi altinda sakrifiye edildi. Siganlardan biyokimyasal ve histolojik degerlendirmeler
icin testis doku Ornekleri alindi. Histolojik analizler ic¢in dokular rutin doku takip
islemlerinden gegirildi. Biyokimyasal olarak TBARS, GSH, CAT, SOD, GSH-Px diizeyleri
spektrofotmetrik olarak ol¢iildii. Spermatolojik olarak sperm hareketliligi, anormal sperm
orani ve epididimal sperm konsantrasyonu incelendi. Elisa yontemi kullanilarak serum

Testosteron ve PD-1 diizeyleri 6l¢iildii.

Bulgular: Laboratuvar analizleri sonucunda PEMB verilen siganlarda TBARS
diizeyinin anlamli sekilde arttigi, GSH, SOD, GPx ve CAT diizeylerinin ise azaldigi
belirlendi. ANAST ve RES uygulamasinin olusan bu degisimleri tersi yonde degistirdigi
belirlendi. Histolojik agidan; H-E boyama yontemi ile kontrol, ANAST ve RES gruplari
testis Ornekleri normal histolojik goriinimde izlendi. PEMB grubunda testis dokusunda
seminifer tiibiil yapilarinda histolojik hasar saptandi. PEMB+RES ve PEMB+ANAST
gruplarinda ise bu histolojik hasarda azalma oldugu tespit edildi. Spermatolojik analiz
deneylerinde sperm kalitesi ve iireme performansi tespit edildi. Bunun diginda PD-1 ve

testosteron seviyelerine Elisa yontemiyle bakilarak tez desteklendi.

Sonug¢: PEMB ile olusturulan reprodiiktif hasara karsi ANAST ve RES’in tedavi

edici etkileri oldugu belirlendi.

Anahtar kelimeler: Pembrolizumab, Testis, Anastrazol, Resveratrol
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ABSTRACT

The Effect Of Aromatase Inhibitors Against Possible Testis Toxicity In

Pembrolizumab Treated Rats

Aim: Pembrolizumab (PEMB) is a monoclonal antibody that blocks PD-1 and is an
effective immunotherapy drug. Anastrazole (ANAST) is an infertility inhibitor of aromatase.
Similarly, resveratrol (RES) is an effective antioxidant polyphenol in the reproductive
system and acts as a natural aromatase inhibitor. This study was planned to demonstrate the

protective effects of ANAST and RES against PEMB-induced reproductive damage.

Materials and Methods: 42 Sprauge-Dawley rats were used in the study. Rats were
randomly divided into 6 equal groups (n = 7); The control, PEMB, PEMB + ANAST, PEMB
+ RES, RES, ANAST. At the end of the 30-day experiment, rats were sacrificed under
ketamine-xylazine anesthesia. Testicular tissue samples were taken from rats for
biochemical and histological evaluations. Tissues were subjected to routine tissue follow-up
for histological analysis. Biochemically, TBARS, GSH, CAT, SOD, GSH-Px levels were
measured spectrophotometrically. Sperm motility, abnormal sperm rate and epididymal
sperm concentration were examined as spermatologically. Serum Testosterone and PD-1

levels were measured using the Elisa method.

Results: TBARS levels were significantly increased and GSH, SOD, GPx and CAT
levels were decreased in PEMB-treated rats as a result of laboratory analysis. It was
determined that ANAST and RES changes these changes in the opposite direction.
Histologically; Control, ANAST and RES groups testis samples were observed with normal
histological appearance by H-E staining method. Histological damage was detected in
seminiferous tubule structures in testicular tissue in PEMB group. In PEMB + RES and
PEMB + ANAST groups, this histological damage was decreased. Sperm quality and
reproductive performance were determined in spermatological analysis experiments. In
addition, PD-1 and testosterone levels were evaluated by Elisa method and the thesis was

supported.

Conclusion: ANAST and RES have therapeutic effects against reproductive damage
caused by PEMB.

Key words: Pembrolizumab, Testis, Anastrazole, Resveratrol
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1. GIRIS

Cagimizin vebasi olarak bilinen kanser, hiicrelerin diizensiz ve kontrolsiiz olarak hizl
bir sekilde boliiniip ¢ogalmasiyla karakterize edilir (1). Normal hiicre boliinmesinden farkli
olarak hizli, kontrolsiiz ve apoptozdan kagarak boliinen hiicreler ¢esitli doku ve organlarda
timor olusmasina sebep olmaktadir. Kanser, yiiksek morbidite ve mortalitesi sebebiyle
diinyada en sik 6liim nedenleri arasinda yer almakta olup, bu dliimlerin sebepleri arasinda
cevresel faktorler, genetik faktorler ve fiziksel faktorlerin (uv, radyasyon) yaninda yas,
meslek ve yasam bi¢imi de 6nem arz etmektedir (2-4). Bu faktorlerin bir arada olmasit DNA
hasariyla beraber hiicrelerin mutasyona ugrayip ¢ogalmasiyla kansere yol agmaktadir.
Cagimizin bu hastaligi, doku ve organ tiiriine, kanser tiiriine ve sathasina bagli olarak
degismekle birlikte temel tedavi metodlar1 arasinda operasyon ile kitlenin uzaklastirilmast,
kemoterapi ve radyoterapi yer almaktadir (5). Bu tiimorlerin tedavisinde radyoterapi ve
kemoterapi disinda, viicudun bagisiklik sistemini destekleyen immunoterapi de
kullanilmaktadir. immunoterapi viicudun immun sistemini daha etkili ve giiclii hale
getirerek kanserin biiylimesini engelleyen bir tedavi yontemidir (6). Klasik kemoterapilerden
farkli olarak immunoterapi kanserli hiicreyi 6ldiirmez, direk bagisiklik sistemini tetikleyerek
yeniden diizenler ve giiglendirir. Programlanmis hiicre 6liimii proteini olarak bilinen PD-1
immun sistem hiicrelerinin yiizeyinde bulunan bir reseptordiir (7). Bu reseptor kendi uyarici
molekiillerine (ligand-PDL-1) baglandiginda bagisiklik sistemi hiicreleri (T hiicreleri) ve
bununla birlikte bagisiklik sistemi pasiflesir. PD-1 reseptdriiniin kendi uyarici molekiillerine
baglanmasin1 engelleyen ve su anda yaygin olarak melanoma kanser tedavisinde yaygin
kullanilan iki 1ila¢ bulunmaktadir. Bunlar; nivolumab ve pembrolizumab olarak
isimlendirilmistir. Pembrolizumab, PD-1’i bloke eden monoklonal antikor olup etkili bir
immunoterapi ilacidir (8). Saglikli bireyde, bagisiklik sisteminin en Onemli hiicresel
bilesenlerinden olan T hiicreleri yiizeyindeki PD-1 reseptorleri araciligi ile kanser hiicresi
yiizeyindeki PDL-1 reseptorlerine gelip baglanir. Bu etkilesim sayesinde kanser hiicrelerinin
immun sistem tarafindan tehlikeli olarak taninmasini engeller ve kanser hiicresi immun
sistem kontroliinden gecerken apoptoza ugramaz. Bu mekanizma, viicuttaki saglikli
hiicrelerin T hiicreleri tarafindan diisman olarak algilanmamasi i¢in bir koruma yontemidir.
Bu mekanizmanin inhibe edilmesi kanser hiicrelerinin immun sistem tarafindan yakalanmasi
ve Oldirilmesi igin 6nemli bir terapdtik hedeftir (9). Kanser alaninda immunoterapi

ilaglarinin  kullanim yaygmligi giin gectikge artmaktadir. Immun kontrol noktas:



diizenleyicisi olarak da bilinen pembrolizumab yan etkileri minimal olan yeni nesil

immunoterapi ilaglardandir.

Bu tez calismasi kapsaminda yeni nesil immunoterapi ilaci olan pembrolizumabin
erkek siganlarda uygulanmasiyla, muhtemel testis toksisitesine karsi, bu toksik etkiyi
ortadan kaldirabilecek tamamlayici ve onarici terapi uygulamasi yapilmistir. Bu baglamda
bir infertilite 6nleyici ilag olan anastrozol ve testis metabolizmasindaki koruyucu rolii ile
bilinen, dogal aromataz inhibitorlerinden olan resveratrol tedavisi ayr1 ayr1 uygulanarak,
olast toksik etkinin ortadan kaldirilmasi ve bu iki ilacin etkileri karsilastirilarak
spermatogenezin devami amaclanmistir. Bu amagla muhtemel reprodiiktif toksisite,

biyokimyasal, histolojik, spermatolojik ve elisa deneyleriyle degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser tedavisinde immunoterapinin tarihsel gelisimi

Eksojen faktorler sebebiyle gen mutasyonlar1 sonucu olusan kanser, cagimizin vebasi
niteligini halen korumaktadir. Giiniimiizde ise spesifik olarak tiimorii hedefleyen tedavi
yontemlerinin etkili olarak kullanilmasi i¢in arastirmalar devam etmektedir. Immunoterapi
bu spesifik tedaviler arasinda yer almaktadir. Bu tedavi yontemi bireyin sahip oldugu
bagisiklik sisteminin belirli kistmlarini kullanarak tiimdrle miicadele etmektedir. Bu kisimlar
Ozellikle makrofajlar, NK (natural killer) hiicreler, dendritik hiicreler, T lenfositler ve B
lenfositler olarak bilinmektedir. Bu hiicreler kanserli hiicreye karsi efektor mekanizma

olarak kullanilmaktadir (10).

Immunoterapideki ilk calismalardan biri 1866 yilinda Wilhelm Busch tarafindan
Streptococcus bakterileri kullanilarak yapilmistir.1868 yilinda ise yine ayni bilim adami
sarkoma hastasi1 bir bireyi ameliyat sonrasinda ayni1 enfeksiyonla enfekte ederek tiimoriin
baskilanmasini gormeye ¢alismustir (11). 1891 yilinda William Bradley Coley, ayn1 yontemi
denemek amaciyla, canli ve inaktif Streptococcus pyogenes ve Serratia marcescens
bakterilerinin intratiimoral enjeksiyonlarini yapmistir. Yaptigi bu girisimle malign timorli
hastasinin yillarca yasamini siirdiirmesini saglamistir (12). William Bradley’in yaptigi bu
calismalar halen yiizeysel mesane kanserine karsi etkili olarak kullanilan BCG (Bacille
calmette-Guer) immunoterapisinin kullaniminin temellerini olugturmustur (13).

1975 yilinda George Kohler ve Cesar Milstein monoklonal antikor iiretimini
saglamak amaciyla hibridoma teknolojisini gelistirmisler, devaminda 1982 yilinda
monoklonal antikorlarin insan tiimdrlerinde ilk basarili kullanimlart ve 1986 yilinda
muromonab-CD3 (Orthoclone OKT3)’iin FDA tarafindan onaylanmasi takip etmistir. 1997
yilinda ilk insan monoklonal antikor olan daclizumab’in FDA tarafindan onaylanmasi ve
rituximab’in malignite i¢in onaylanan ilk monoklonal antikor olmasi1 gergeklesmistir. Bu
gelismeleri 2000 yilinda ilk toksin bagli monoklonal antikor olan gemtuzumab ozogamisin
(Mylotarg)in ve 2002 yilinda radyoniiklid bagli ilk monoklonal antikor olan ibritumomab
tiuxetan’in FDA’den onay almasi izlemistir (14). Son zamanlardaki g¢alismalar ise
immunosurveillence hipotezi adi verilen bagisiklik sistemine ait bazi hiicrelerin, viicutta

meydana gelebilecek malign hiicreleri yok etmesi tizerine yogunlagmistir (13).



1893 —4¢ Dr.William B. Coley Coley toksinini kesfetti.
1899 —4@ Parke-Davis & Company Coley toksinini Gretti.

1915 1 Memorial Hastanesi Coley toksinini yasakladi,radyasyon
tedavisine gegildi.

1943 —¢@ Kansertedavisinde kemoterapi kullanilmaya baglandi.

1953 1 Helen Coley Nauts {Dr.Coley'nin k|2|} .I'.‘Je.'..-u York'ta kanser
arastirma enstitisind kurdu.
1957 —@ Dr. E. Donnall Thomas ilerlemis 16semili hastalan Allo-HSCT ile
tedavi etmede basanl oldu.

1971 —@ Baskan Richard Nixon kansere karsi savas ilan etti.

1986 —4@ Recombinant IFN-c. FDA tarafindan kil hiicre lGsemisi igin onaylandr.

Dr. Steven A. Rosenberg melanom hastalannda aktive edilmis immin hiicreler ve sitokinlerin
1988 —@
iyilestirici tedavide kullammina iliskin calisma yayinladi.
1992 —@ thil-2 FpA tarafindan renal hiicre karsinomu igin onaylandi.

1996 —4@ ilk mAB secici B hiicre maligniteleri icin FDA tarafindan onaylandi.

2010 —4@@ ilk dentrik hiicre bazl agi prostat kanseri igin FDA tarafindan onaylandi.
201 —@ ilk CTLA-4 immin Kontrol Noktasi Blokarl melanom igin onayland..

2014 —4@ ilk PD-1immiin kontrol noktas blokdri metastatik melanomigin
FDA tarafindan onaylandi.

Sekil 2.1. immiinoterapinin tarihgesi (15)

2.2. Kanser ve Immunoterapi

Gilinlimiiz tibbinin en Onemli sorunu olan kanser, invaziv Ozellikte kontrolsiiz
hiicrelerin  birikmesiyle olusmaktadir. Diinyada Oliime sebep olan kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra ikinci sirada yer alan kanser, olusturdugu sosyal ve ekonomik yiik
sebebiyle 6nemli bir toplum problemi olmustur (15-17). Her y1l binlerce insan bu hastalikla
savagmaktadir, bilim adamlarinin 6n gordiigii en biiylik sebepleri arasinda ultraviyole

isinlari, radyasyon, virisler, alkol, sigara, hava kirliligi ve stres yer almaktadir (18).

Kanser tedavisinde kullanilmak tizere yillardir birgok ilag gelistirilmekte, ancak net
bir tedavi yontemi bulunamamistir. Kanser hiicrelerinin olusmasi ve gelisim siirecinin
kompleksligi bu durumu biraz daha zorlagtirmaktadir. Mortaliteyi azaltmak i¢in bir¢ok tani
ve tedavi yontemleri kullanilmaktadir. Kanser tanisinin planlanmasinda kan sayimi,
biyokimyasal incelemeler, endoskopi, rontgen incelemeleri, ultrasanografi, bilgisayarh

tomografi, magnetik rezonans goriintiileme, biyopsi gibi birgok teshis yontemi



kullanilmaktadir (17). Cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi en temel tedavi yontemleridir.
Bunlar disinda kanserle tedavide giincel yaklasimlar olarak kok hiicre tedavisi, hormonal
tedaviler, hiicre bazli tedaviler (asilar) ve gen terapide son zamanlarin 6nemli arastirma
alanlarina sahip olmustur (19). Ancak bunlarin yaninda insanin kendi bagisiklik sistemini ve
savunma mekanizmalarini kullanarak kanserle savasma yoOntemi olan immunoterapi,
gostermis oldugu minimal yan etkiler sayesinde son yillarin en etkin tedavi yontemleri
arasina girmistir (15). Immun sistemden saklanan kanserli hiicreyi ortaya ¢ikarmayi basaran
immunoterapi, kemoterapiden farkli olarak timori degil bagisiklik sistemini hedef
almaktadir. Bagisiklik sistemimiz hatali hiicreleri uzaklastirmak i¢in tasarlanmis bir
sistemdir. Bu hatali hiicrelerin birlesmesiyle olusan kanserin diger ifade sekli olan tiimorler
kan ve lenf yoluyla diger organlara yayilabilen ve organizmay: dldiirebilen yapidadirlar.
Yayilma ozelligi disinda, anjiyogenez (kan damarlarinin olusmasi), metastaz, kontakt
inhibisyon, apoptozisi baskilama, reseptorlerden daha sik sinyal alma, kontrolsiiz sekilde
¢ogalmay1 saglayan kendi sinyal sistemine sahip olma, telomerleri sabitleyerek sonsuz
sekilde replike olma gibi temel 6zellikleri de bulunmaktadir (19). Kemoterapotik ilaglarla
karsilastiginda yolunu degistiren kanser hiicreleri, organizmanin diger saglikli hiicrelerine
de zarar vermektedir. Ancak immun sistemi hedef alan immunoterapiler, bagisiklik sistemi
tizerinde yapilan bazi degisiklikler sebebiyle, tiimoriin yeniden sistem tarafindan goriilebilir
hale getirmektedir (20).

Kanser tedavisinde kullanilan immunoterapi ilaglarida, kemoteropotik ilaglara gore
daha az yan etkileri olmasina ragmen, erkek ve kadinlarda infertiliteye yol agmaktadir (21).
Infertilite toplumda hayati tehlikesi olan bir durum olmasa bile diinyada giftlerin %13-18 i
(yaklagik 60-80 milyon ¢ift) irk ve etnik grup farki olmaksizin bu durumdan maalesef
etkilenmesine neden olmaktadir (22). Seminifer tiipciiklerde erkek iireme hiicresinin
olusumu anlamina gelen spermatogonezin devamu, infertilite tedavisinde en biiyiik etkendir
(23). Spermatogenez, seminifer tiibiillerin epitelinde meydana gelmekte, mitoz, mayoz,
spermiyogenez ve spermiasyon olmak tizere 4 evrede gergeklesmektedir. Morfolojilerine
bakildiginda bu asamalar farelerde 12 siganlarda ise 14 asamada gerg¢eklesmektedir (24).
Spermatogenezde meydana gelen bozukluklar, sperm kalite parametrelerindeki azalmalar ve
cinsel iglev bozuklugu gibi olumsuz durumlar antikanser ilaglarin {ireme sisteminde
meydana getirdigi yan etkiler arasinda gosterilmektedir (25-28). Kanserli insan ve
hayvanlarda yapilan ¢aligmalara bakildiginda hormon uygulamalarinin, sperm ve testikiiler

doku kriyoprezervasyonunun, testikiiler biyopsi araciligiyla in vitro spermatogenesisin,



testis transplantasyonunun ve ¢esitli antioksidan maddeleri ihtiva eden tamamlayici ve
alternatif uygulamalarin, kanser tedavisi kaynakli meydana gelen erkek iireme sistemindeki

yan etkilerinin azaltilmasi veya 6nlenmesinde etkili oldugu belirtilmektedir (25-27, 29-31).

2.3. Kanser Immnoterapisinde Kullanilan Tedavi Yontemleri

Kanser immunoterapisinde kullanilan 5 adet tedavi yontemi mevcuttur. Bunlar;

monoklonal antikorlar, adoptif immunoterapi, sitokinler ve asilar seklindedir (32).
1) Monoklonal Antikorlar

Immunoterapi tedavileri arasinda en ¢ok klinik calismaya sahip olan monoklonal
antikorlardir. Monoklonal antikorlar ilk olarak Koéhler and Milstein tarafindan 1975 yilinda
antijenle immiinize edilmis farelerin B hiicreleri ve myelom kanser hiicrelerinin
olusturduklart hibridomalardan elde edilmistir (33). Giinlimiizde ilag olarak firetilen
monoklonal antikorlar; Trastuzumab, Cetuximab, Bevacizumab, Alemtuzumab, Rituximab
olup hedef aldiklar1 baslica kanserler, melanoma, meme kanseri ve kolon kanseridir. Bunlar
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii VEGF, EGFR, HER2 gibi kanseri destekleyen biiylime
faktorlerini veya CD52 ve CD20 gibi kanser hiicrelerinde spesifik olarak {iretilen antijenleri

hedef almaktadir.

Setuksimab EGFR’yi hedef alan bir monoklonal antikordur. EGFR (epidermel
biliylime faktorii) bir tirozin kinaz reseptorii olup, kanser hiicre proliferasyonu, timor

biiyiimesi, anjiyojenez ve metastazda rol alir (34).

Trastuzumab, HER-2 ye baglanan IgG1 izotipinde bir monoklonal antikordur. HER-
2 de, EGFR gibi ayni ailenin bir tirozin kinaz reseptoriidiir. Bu biiyiime faktorii meme
kanserlerinde yiiksek oranda eksprese edilmektedir. Bu sebeple trastuzumab meme

kanserlerinde efektif cevap vermektedir (35).

Bevacizumab VEGF'e baglanan IgGl izotipinde bir monoklonal antikor olup bu
antikor VEGF'e baglanarak anjiyojenezi inhibe eder (36). VEGF (vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii) anjiyojenez ad1 verilen yeni damar olusumunda en 6nemli faktorlerdendir.

Bevacimuzab metastatik kolorektal kanserli hastalarda kullanilmaktadir.

Rituksimab CD20 yi, alemtuzumab ise CD52 yi hedef alan monoklonal antikorlardir.
CD20 normal ve malign B hiicrelerinde bulunan farklilagma antijeni; CD52 ise tiim

lenfositlerde bulunan bir farklilasma antijenidir.1997'de onaylanan Rituximab kanser



terapisi i¢in klinik onay alan ilk monoklonal antikordur (37, 38). Sonrasinda CD20'yi hedef
alan Ibritumomab, Tositumomab, Ofatumumab gibi baska monoklonal antikorlar da klinik

onay almistir (39).
2) Adoptif Immunoterapi

Adoptif immiinoterapi, immiinolojik olarak aktif hiicrelerin, hastaligin tedavisi ve
olusumunun Onlenmesi amaci ile hastaya verilmesidir (40). Bu amagla T hiicreleri
kullanilmaktadir. Bunlar; TIL (tiimor infiltratif lenfositler), kanser spesifik TCR (T hiicresi
reseptOrii) ekspresyonu igin diizenlenmis T hiicreleri ve kimerik antijen reseptorii (CAR)
ekspresyonu igin diizenlenmis T hiicrelerdir (41). Bu tedavi sonrasi yiiksek dozda hastaya
interlokin (IL-2) gerektigi icin hastada toksisite olusturmaktadir. Ayrica ¢ok fazla iglem

gerektirdigi i¢in bu alandaki ¢aligmalar giderek artmaktadir.

3) Sitokinler

Immiin sistem hiicreleri tarafindan iiretilen kimyasallar olan sitokinler, bagisiklik
sisteminin sahip oldugu hiicrelerin ve kan hiicrelerinin iiretiminde etkin bir role sahiptir.
Sitokinlerle tedavide de yan etkiler gézlenmektedir. Bir¢ok ¢eside sahip olan sitokinler

arasinda bu tedavi i¢in yaygin olarak ii¢ tanesi kullanilmaktadir (42). Bunlar;
a) interlokinler:1L-2, IL-7, IL-12, IL-21
b) interferonlar: IFN-a
€)GM-CSF (graniilosit makrofaj koloni uyarici faktor): Sargromostim seklindedir.
4)Asilar

Kanser immiinoterapisindeki yeni gelismelerden biri, hastanin kendi timor hiicreleri

ya da antijenleriyle asilamaktir. Bu agilama yontemi ti¢ sekilde olabilir. Bunlar;
1) Asilar adjuvanlarla birlikte verilen rekombinant protein formiilasyonunda olabilir.

2) Hastanin kendisinden alinan dendritik hiicrelerin tiimor hiicreleri veya antijenleriyle
in vitro ortamda muamelesi sonucu hastaya verilmesi seklinde olabilir. Bu yontemin amaci

dendritik hiicrelerin tiimore karsi sitototoksik T lenfositi olusumunu saglamaktir.

3) Kanserli hiicre antijenlerini kodlayan ¢cDNA’lar1 igeren plazmidlerin hastaya

verilmesi sonucu, hastanin kendi hiicrelerinde ve antijen sunan hiicrelerinde bu antijenleri



eksprese etmeye baglayarak bunlara karsi bir bagisikligin ve T hiicre cevabinin olusmasini

saglamaktir (10).

Tablo 2.1. Kanser tedavisinde kullanilan bazi temel monoklonal antikorlar (43)

Monoklonal Antikor Hedef Antijen Antikorun Tipi Kullanildig1 Bashca
Kanserler
Rittuximab Cluster of Kimerik, 1gG1 B hiicre non-Hodgkin
Differentiation lenfoma
Antijen 20 (CD20)

Trastuzumab Insan epidermal Insan, IgG1 Meme kanseri
biiytime faktorii
reseptorii 2 (HER?2)

Alemtuzumab Cluster of Insan, 1gG1 B hiicre 16semisi
Differentiation
Antijen 52 (CD52)

Cetuximab EGFR Kimerik, IgG1 Metastatik kolorektal
kanser ve skuamoz
hiicre kanserleri

Bevacizumab Vaskiiler Endotelyal Insan, IgG1 Metastatik kolorektal

Biiyiime Faktorii kanser, kiiciik hiicreli
olmayan akciger
kanseri ve over
kanseri

Panitumumab Epidermal biiyiime  Insan, IgG2 Metastatik kolorektal

faktorii reseptorii kanser

(EGFR)

Ofatumumab CD20 Insan, IgG1 Kronik lenfositik
16semi (KLL)

Ipililumab Sitotoksik T lenfosit Insan, IgG1 Metastatik melanoma,

Antijen-4 (CTLA-4) kiiciik hiicreli ve
kiiciik hiicreli
olmayan

5) immun sistemi destekleyici tedaviler

Bu gruptaki tedavi yontemleri kanserli hiicrenin yok edilmesinden ziyade, viicudun

bu hiicrelerle olan miicadelesinde ona destek veren tedavileri igermektedir. Bu tedaviler;

1) Talidomit, lenalidomit ve pomalidomit gibi immiin sistemi stimiile eden ilaglar,

BCG gibi mesane kanseri ve bazi melanomlarda kullanilan bakteriyel tedaviler,

bazi cilt kanserlerinin tedavisinde topikal olarak kullanilan Imiquimod (44).

2) Mantarlardaki polisakkarit yapisinda ilaglar, (lentinan gibi beta glukanlar) (45).



2.4. Yeni Nesil immunoterapi flaclar

Bagisiklik sisteminin tiimorle savagsmasi mekanizmasina dayanan immunoterapilerde
hedef sistem bagisiklik sistemi olmasi sebebiyle bir¢ok kanser tipinde basaril
olabilmektedir. Oncelikli alan1 melanom kanseri olan bu ilaglarin, akciger kanseri, bobrek
kanseri, mesane kanseri, beyin tiimorleri, bas ve boyun kanserleri, kolon kanseri, mide
kanseri ve hodgkin lenfomada basar1 sagladigi kaydedilmistir (46). Bu ilaglarda iki ¢esit
mekanizma mevcuttur; CTLA-4 sistemi ve PD-1, PDL-1 sistemleridir (47). CTLA-4
(sitotoksik T lenfosit iliskili protein), immun kontrol noktasi olan bir protein reseptoriidiir
(48). Bu antijen,1987 yilinda Pierr Golstein ve ark. tarafindan tanimlanmistir (49).
Immunoglobulin siiper ailesinin bir {iyesi olan CTLA-4, T hiicreleri tarafindan eksprese
edilmektedir. Aktif T hiicrelerinin ylizeyinde bulunan bu reseptor fren mekanizmasi gorevi
iistlenmektedir. Giinlimiizde kullanilan anti CTLA-4 ilaci ipilumab etken maddesini igerir

(50, 51).

PD-1 aktif T hiicrelerinin yilizeyinde bulunan immunoglobulin siiper ailesinin bir
iyesi olan membran reseptoriidiir (52). PDL-1 ise, kanser hiicreleri ve periferik dokularin
yiizeyinde bulunan, immun sistemi baskilamada 6nemli rol oynayan bir transmenbran
proteinidir (53). Yaygin kullanilan anti PD-1’e 6rnek ilaglar; pembrolizumab ve nivolumab;
anti PDL-1 e ornek ilaglar ise; avelumab, atezolizumab ve durvalumab olarak bilinmektedir
(54).

Immunoterapide bagisiklik sisteminin asir1 ¢alismas sonucu goriilen baz1 yan etkiler
gozlenmektedir ancak kemoterapiye gore kiyasla daha az yan etkileri mevcuttur. Bu yan
etkiler, bagisiklik sisteminin kontrolsiiz biiyiiyen hiicrelere karsi savas verirken saglikli
kisimlara zarar vermesiyle olugsmaktadir. Yapilan c¢alismalar anti-CTLA-4 monoklonal
antikorlarla yapilan immunoterapilerin yan etkileri, anti-PD-1 ve anti PDL-1
immunoterapilerine  gére daha yogun oldugunu géstermistir.  Kombinasyon
immunoterapilerinde, sinerjik etki gorilmemekle birlikte, tek ajanla yapilan
immunoterapilere gore ¢ok daha sik yan etkiler gozlenmistir (55-58). Biitiin endokrin
sistemle birlikte, kalp-damar sistemi, kemik iligi, bobrek, sinir sistemi ve akcigerleri
etkileyen bu tedavi yonteminin en sik goriilen yan etkileri ise ishal, cilt alerjileri, agiz
yaralari, bulantu, kusma, yorgunluk, halsizlik, karaciger hasari, endokrinopati, tiroid
fonksiyon bozukluklari, hormonal bozukluklar ve pndmotis (akciger iltihabi) seklindedir
(59).



2.5. Pembrolizumab ve Etki Mekanizmasi

Programlanmis hiicre 6liimii proteini olarak bilinen PD-1 immun sistem hiicrelerinin
yiizeyinde bulunan bir reseptordiir (7). Pembrolizumab, PD-1 ve ligandlar1 PDL-1 ve PDL-
2 arasindaki etkilesimi engelleyen, monoklonal antikor olup etkin bir immunoterapi ilacidir.
Bagisiklik sisteminin en énemli hiicresel komponentlerinden olan T hiicreleri yilizeyindeki
PD-1 reseptorleri araciligr ile kanser hiicresi ylizeyindeki PDL-1 reseptorlerine gelip
baglanir. Bu etkilesim kanser hiicrelerinin immun sistem tarafindan tehlikeli olarak
taninmasin1 engeller ve kanser hiicresi immun sistem kontroliinden gecerken apoptoza
ugramaz. Bu mekanizma, viicuttaki saglikli hiicrelerin T hiicreleri tarafindan diisman olarak
algilanmamasi1 i¢in bir koruma ydntemidir. Bu mekanizmanin inhibe edilmesi kanser

hiicrelerinin immun sistem tarafindan yakalanmas1 ve 6ldiiriilmesi i¢in dnemli bir terapdtik

hedeftir (9).

Kanser alaninda immunoterapi ilaglarimin kullanim yaygmligr giin gectikge
artmaktadir. Iimmun kontrol noktas1 diizenleyicisi olarak da bilinen pembrolizumab Avrupa
komisyon karariyla (FDA) 35 ten fazla lilkede onaylanmistir. En etkin oldugu kanser tiirii
malign melanomdur ancak bununla birlikte bas ve boyun kanseri, mide kanseri, karaciger
kanseri, over kanseri, kolon, rektum ve kiigtik hiicreli olmayan akciger kanseri tedavilerinde

de kullanilmaktadir (60, 61).

T-hiicre reseptori ‘ Antijen T-hiicre reseptorii Antijen

anti-PD-1

Pasif Aktif
= Kanser % Kanser
T-hiicre SN T-hiicre Sl
hticresi hiicresi
o { - P

PD-1

PD-1 PD-L1 PD-L1
bagisiklik sistemi fren molekiilleri —anti-PD-L1

anti-PD-1'a 6rnek ilaglar: Pembrolizumab ve Nivolumab  anti-PD-L1'a 6rnek ilaclar: Atezolizumab, Durvalumab

Sekil 2.2. Yeni nesil immunoterapi ilaglarinin etki mekanizmalari (62)

2.6. Pembrolizumab Yan Etkileri

Pembrolizumabin en ¢ok bilinen yan etkileri arasinda ensefalopati, pnémoni, kolit,

karaciger ve bobrek problemleri, miyasteni gravis, troid, iltihapli miyopati, aksonal néropati,

10



kardiyak toksisite, cilt lezyonlari, interstisyel nefrit, vitiligo ve hemolitik anemi, yorgunluk,
kol bacak agrilari, eller, ayaklar, ayak bilegi ya da alt bacak sismesi ve cilt renginde
degisiklikler bulunmaktadir (63-66).

Tablo 2.2. Onaylanmis bazi immiinoterapétik ilaglarin yan etkileri (67-69)

flag ad1 Yaygin Yan Etkileri

Ipilumab Yorgunluk, diyare, kasinti, isilik, kolit, hipertiroidi, bobrek

yetmezligi, Pndmoni, karaciger yetmezligi, pankreatit

Nivolumab Kasint1, Yorgunluk, diyare, anemi, asteni, artralji, pnénomi,

pankreatit, kas agrisi, hiponatremi

Pembrolizumab Anemi, asteni, kolit, kasinti, pankreatit, hiponatremi, kas
agrist, kalp kasi iltithabi (miyokardit), kalp yetmezligi,

trombositopeni

2.7. Pembrolizumab ile Yapilmis Calismalar

Kanser hastaligi tedavisiyle yapilan son yillardaki ¢alismalar, daha ¢ok bagisiklik
sistemini giiclendirme odaklarina yoneliktir. Bu tip tedavilerde iki adet bagisiklik noktasi
hedef olarak secilmistir, bu hedef noktalar1 CTLA-4 (Sitotoksik T-lenfosit iliskili protein 4)
ve PD-1 (programlanmis hiicre 6liim proteini) dir (58). Bu tez ¢alismasinda kullanilan PD-
1 segici odaklr gelistirilen pembrolizumab daha gok malign melanom tedavisinde kullanilmis
ve umut verici sonuglar elde edilmistir (9). Pembrolizumab ¢ok sayida malignitede yogun
olarak arastirilan bir monoklonal anti-PD1 antikorudur (70). PD1'in bloke edilmesi,

kanserler i¢in 6nemli bir immiinoterapdtik stratejidir.

Yapilan bir ¢alismada bir fare modelinde, Iwai ve ark. PD-1 eksikligi olan farelerin,
timor hiicrelerinin bitylimesini inhibe edebildiklerini gésterdi (71). Bu grup ayrica, PD-L1'in
tiimor hiicrelerinde ekspresyonunun, metastazlarla iligkili oldugunu ve bu etkilesimin, klinik
oncesi fare modellerinde genetik manipiilasyon veya antikor tedavisi ile bloke edilmesinin,
hayatta kalma oraninin artmasina ve dnemli antitimor yanitina yol agtigini gosterdi (71-73).
Bu ¢alismalarin in vitro kismina bakildiginda ise; Wong ve ark. PD-1'in in vitro blokajimnin,
antijene 6zgi sitotoksik T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve bu hiicreler tarafindan tip-1 ve tip-2
sitokin tretimini arttirdigini gostermistir (74). Benzer sekilde, PD-L1 blokaji, timor

hiicreleri ile birlikte T hiicrelerinin bir kiiltliriinde sitotoksik T hiicrelerinin ¢ogalmasin

11



yumurtalik kanseri ve kii¢iik hiicreli akciger kanserinde biiyiik 6l¢iide arttirdigi gosterilmistir
(75, 76).

Gegtigimiz yillarda, tiimor mikro ¢evresindeki birgok kesif, melanomun yonetiminde
degisikliklere yol agmistir ve ozellikle ileri evrelerde olanlara yonelik umutlar artmaktadir.
FDA, 2011-2014 yillar1 arasinda yedi yeni ilact onaylamistir. Immun sistemi stimule eden
monoklonal antikorlar olarak bilinen bu ilaglar, vemurafenib, dabrafenib ve trametinib,
ipilimumab (anti-CTLA-4), pembrolizumab (anti-PD-1) ve nivolumab (anti-PD-1),
bagisiklik sistemini uyaran monoklonal antikorlar; ve adjuvan tedavi olarak kullanilan anti-

proliferatif bir sitokin olan peginterferon alfa-2b dir (77).

CTLA-4'i hedefleyen immiin kontrol noktas1 inhibitorleri ipilimumab'in ve her ikisi
de PD-1'i hedef alan nivolumab ve pembrolizumabin son klinik gelisimi ve onaylanmasi,

kanser immiinoterapisi alaninda biiyiik bir heyecan ve umut uyandirmstir (78).

Erkek iireme organlari olarak testisler, androjen ve sperm liretme 6zelligine sahiptir.
Bu islem, sirasiyla interstisyel alanda ve seminifer epitelde meydana gelir. Pembrolizumab
ile ilgili yapilan bir ¢alismada, PD-1 ve PD-L1 proteinlerinin farelerin testislerinde
bulundugunu ve ilk kez PD-1'in, seminifer tiibiillerin germ hiicrelerine sik sik lokalize

oldugunu ve PD- 1 boyamasinin da interstisyel alanda da goriildiigi gosterilmistir (79).

Son zamanlarda kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK) ve ileri
melanomun tedavisinde pembrolizumab ve nivolumab iceren klinik ¢aligmalarin sonuglarina
gore ise pembrolizumabin, faz I1I klinik ¢alismasinda ileri melanomlu hastalarin tedavisinde

ipilimumab'dan daha {istiin oldugu bulunmustur (80).

Immiinoterapinin kanser tedavisi igin yararli olabilecegi olasiligi, ilk olarak
1890'larda William B. Coley'in, Coley toksinleri olarak adlandirilan sitotoksik bakteriyel
kiltlirlerin enjekte edilmesinin kanser hastalarinda faydali etkilere sahip oldugunu
gosterdigini ortaya koymustur (81). Uzun yillar immiin sistem takibinin kanser tedavisi ve
yayillmasinin 6nlemesindeki rolii ¢ok tartistlmistir (82); bununla birlikte, Schreiber ve
meslektaglarinin  immiin yetmezligi olan konakc¢ilarda interferon gama ve timor
immiinojenisitesini  iceren iki ¢aligmasinin, timor immiinolojisine olan ilginin

yenilenmesinde 6nemli bir rol oynadig: diistiniilmektedir (83).

Yillar boyunca, antikorlar, sitokinler, terapotik asilar dahil olmak {izere, kanser

immiinoterapisini hedef alan bir dizi farkli yaklasim denenmistir. Ancak iretilen her bir
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ilacin insan viicudundaki advers etkileri de kaginilmazdir. Pembrolizumab ile tedavi edilen
kanser hastalarinda tiroid disfonksiyonu oldugu klinik ¢aligmalarla kanitlanmigtir (84).
Bununla birlikte literatiir incelendiginde en ¢ok goriilen yan etkiler; kolit, hepatit,
adrenokortikotropik hormon yetmezligi, hipotiroidi, tip 1 diyabet, akut bobrek hasari,
miyokardit yorgunluk, dokiintii, bulanti, diyare, inflizyon reaksiyonu ve istah azalmasidir
(85).

2.8. Aromataz Nedir?

Ostrojen sentataz olarak bilinen aromataz, mikrozomal enzim sisteminin bir iiyesi
olup, androjenlerin Ostrojenlere doniistiiriilmesinden sorumlu bir sitokrom P450 enzimidir
(86). Bu enzim testiste, leydig ve sertoli hiicrelerinde bulunmakla birlikte ayn1 zamanda
kadmlarin iireme sisteminde, beyin, karaciger ve yag dokusunda da bulunmaktadir (87).
Aromatazin sebep oldugu artmis dstrojen seviyesi, insan viicudunda 6zellikle meme kanserli
hiicreler icin katalizor gorevi gormektedir. Bu sebeple aromataz inhibitorleri kanserli
hiicrelerin biiylimesini yavaslatmak ve durdurmak adina kullanilmaktadir. Meme kanseri
kullanim1 disinda diger malign tiimorlerde biliylik bir etki gdstermedigi, ovaryum ve

endometriyum kanserlerinde diisiik etkili oldugu bilinmektedir (88).

Aromataz inhibitorleri disilerde ovulasyonu indiikleyerek ve endometriyumun tam
gelismesini saglayarak infertilite tedavisinde kullanilmaktadir. Erkeklerde ise LH ve
testosteron seviyesinin yiikselmesini saglamakta ve bu durum 6zellikle testis fonksiyonlar
azalmig infertil erkeklerde etkin 6nem arz etmektedir (89). Yapilan ¢alismalar aromataz

inhibitorlerinin infertilite disinda kemik gelisimini artirdigini da gostermistir (90).

2.9. Aromataz Enzim inhibitorleri

Aromataz inhibitorleri steroid ve nonsteroid veya birinci, ikinci ve tglincii nesil
olarak simiflandirilmaktadir. Anastrozol, steroid olmayan tiglincii nesil enzim inhibitoridiir,

enzim heme demir ile baglanarak enzim aktivitesini inhibe etmektedir (91).

Aromataz inhibitorleri infetilite tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Bu inhibitorler
ile enzim bloke edildiginde testosteron seviyesinde artis ve daha fazla gonadotropin salinim
elde edilmektedir. Diisiik testosteron ve yiiksek estradiol seviyesi beraberligi
spermatogenezi olumsuz yonde etkiledigi i¢in, aromataz inhibitorleri erkek infertilitesinde
etkin rol oynamaktadir (92). Ote yandan, tipik bir adjuvan endokrin tedavisi olarak

diisliniilen aromataz enzim inhibitorleri Ostrojen sentezinin son basamagini katalize eder ve
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oncelikle yag dokusu , kas, cilt ve meme dokusunda bulunur . Bu islem, aromataz enzim
aktivitesinin baskilanmasi ve dolasimdaki Ostrojen seviyelerinin neredeyse saptanamayan
seviyelere disiirtilmesiyle gergeklesir (93). Anastrazol (Arimidex), menopoz sonrasi
kadinlarda tamoksifenin aktivitesini arttirmak veya yerine meme kanseri tekrarmi dnlemek
icin tamamen uygun bir aday olarak kabul edilir . Tamoksifen ile yapilan bir

caligmada, anastrozol % 4.8'lik iyi bir sagkalim avantaji saglamistir (94).

Tablo 2.3. Aromataz enzim inhibitorlerinin siniflandirilmasi (95)

Kusak Non-steroidal Steroidal

Birinci Aminoglutethimid

Ikinci Roglethimide, Fadrozol Formestan

Uciincii Anastrazol, Letrozol, Eksemestan
Vorozol

Birinci ve ikinci kusak enzim inhibitdrleri etkinlik ve spesifiklikleri az olmasi
sebebiyle klinikte kullanilmamaktadir. Aromotaz inhibitérleri iizerinde yapilan uzun soluklu
calismalar neticesinde, secici olarak kullanilanlar anastrazol ve letrozoldiir. Enzime geris
doniigiimlii olarak baglanan bu inhibitdrlerin etkileri diger inhibitorlerle karsilagtirildiginda
olduk¢a iyidir. 1 ile 5 mg doz araliginda Ostrojenin %99’ unu inhibe etmektedirler.
Yarilanma Omiirleri 45 saat olan aromataz inhibitorleri oral alim1 akabinde viicutta tamamen

emilir ve sistemik dolagimdan karaciger yolu ile temizlenir (95).

2.10. Anastrazol ve Farmakolojik Ozellikleri

Aromataz inhibitorlerinden olan anastrazol (2,2’- [5-(1H-1,2,4-triazol-1 il-metil)-
1,3-fenilen]-bis (2 metilpropionitril) 6strojen sentezini inhibe ederek viicuttaki karsinojenik
etkiyi onlemektedir (96, 97,98). Selektif bir benziatriazol tiirevi olan anastrazol gii¢lii ve
seciciligi yiiksek non-steroidal bir aromataz inhibitoriidiir. Aromataz inhibitorleri
testosteronun estradiol ve androestedionun estrodiona doniisiimiinii bloke eder (96-99).
Gergeklesen bu bloke sayesinde estradiolii diisiiriir. Bunu yaparken, hipotalamusta ve
hipofizdeki negatif geri besleme sinyalleri azalir, GnRH ve LH iiretimi artar ve testosteron
tiretimi artar (100). Dolayisiyla, bir aromataz inhibitorii, hipogonadal erkeklerde

testosteronun yerini almak i¢in daha giivenli ve daha uygun bir yol olabilir.
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Daha 6nce meme kanseri tedavisinde kullanilan, agiz yoluyla uygulanan giiclii bir
aromataz inhibitorii olan anastrozoliin, testosteron tiretimini arttirdigini ve diisiik testosteron

diizeyi diisiik olan yash erkeklerde serum testosteronunu normallestirdigini gostermistir

(101).

Anastrazol 1995 yilinda patentlenmis ve 1997 yilinda ise tibbi kullanim i¢in onay
almustir (102).

Anastrazol progestojenik ve androjenik aktiviteye sahip degildir. Absorpsiyonu hizli
olup yavas elimine edilen bir ilagtir. Anastrozol’iin sadece %40’1 plazma proteinlerine
baglanmakta olup plazma konsatrasyonu doz uygulamasindan sonra iki saat i¢inde olusur.
Biyotransformasyonuna bakildiginda mekanizmasi N-dealkilasyon, hidroksilasyon ve
glukuronidasyon seklinde gergeklesmektedir. Anastrozol, agirlikli olarak CYP3A yoluyla
metabolize edilir ve ayrica, anastrozoliin oral emilimini sinirlayabilen bir akis tasiyici olan

bir P-gp substratidir (103).

Post menopozal donemdeki meme kanserli kadinlarda adjuvan tedavisinde
kullanilmasi amaciyla onaylanan anastrozol gogiis kanseri tedavisinde 6zellikle lokal olarak
ileri veya metastatik meme kanserini tedavi etmek i¢in ilk basamak tedavi olarak

kullanilmaktadir (104).

Anatrazoliin olduk¢ca az ve kontrol edilebilir yan etkileri bulunmaktadir.
Literatiirdeki infertilite ¢calismalarina bakildiginda, 2012 yilinda Gregoriu ve ark. infertil
erkekler icin aromataz inhibitorlerinin kullanilmasinin hormonal ve semen parametrelerini
iyilestirdigi yoniinde sonuglar elde etmistir (105). Benzer sekilde Turner ve ark. anastrazoliin
erkek sicanlarda testikiiler fonksiyon iizerine etkilerine bakmislar ve uygulamanin ardindan
testis agirhiginda ve plazma FSH konsantrasyonlarinda anlamli bir artis gozlemlemislerdir
(106). Yine ayni c¢alismanin histolojik degerlendirmesi spermatogenezin olduk¢a normal
oldugunu gostermistir. Anastrazole muadili olan letrozol adli ilagla 2017 yapilan bir
caligmada ise, letrozoliin gonadotropin salinimini saglayarak testosteron seviyesini 6nemli
olglide arttirdigi belirtilmistir (107). Bu baglamda anastrozoliin testis metabolizmasindaki
etkilerini testosteron seviyesini artirarak ve hormonal parametreler {izerinden etki

mekanizmasin gergeklestirdigini gérmekteyiz.

Anastrazoliin kemik metabolizmasi {lizerindeki etkilerine bakildiginda, erkek iskelet
sagliginda hem testosteron hem de estradioliin 6nemi gboz Oniine alinirsa anastrozol

tedavisinin kemik sagligini iyilestirmesi (testosteronu artirarak) veya kemik sagligini
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kotiilestirmesi (estradiolii diigiirerek) de miimkiindiir. Spesifik olarak, erkekleri segici olarak
Ostrojen eksikligi, secici olarak androjen eksikligi veya her iki hormonda da eksik kilan
caligmalar, hem testosteronun hem 0&strojenin normal kemik doniisiimiinii saglamada

bagimsiz rollere sahip oldugunu gostermistir (108-111).
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Sekil 2.3. Anastrazol molekiil yapis1 (112)
Tablo 2.4. Anastrazol fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (112)
Fiziksel ve Kimyasal Ozellikler Bilgi
Molekiil kapal1 formiilii C17H19Ns
Molekiil agirlig 293,374 g/mol
Sudaki ¢ozilintirlik 0.5 mg/mL
Absorpsiyon Oral uygulamadan sonra hizla sistemik
dolagima girer. Tepe plazma

konsantrasyonlar1  genellikle a¢ kalma
kosullarinda 2 saat igerisinde, sabit
durumdaki  plazma  konsantrasyonlari

yaklagik 7 gilinde elde edilir.

Eliminasyon Hepatik ~ metabolizma, anastrozoliin
eliminasyonunun yaklasik %85'ini
olusturur. Renal eliminasyon toplam

atilimin yaklasik %10'unu olusturur

16



2.11. Anastrazoliin Yan Etkileri

Anastazoliin en bilinen sik yan etkileri, gastroinstestinal yakinmalar, zayiflik ve
yorgunluktur. Bunun disinda olas1 diger yan etkileri asteni, sicak basmasi, saglarda incelme,
bel agris1, dokiintii, bas agrisi, sersemleme, yiiksek tansiyon, eklem agris1 ve depresyon
olarak bilinmektedir. Bunun disinda aromataz inhibitorlerinin en rahatsiz edici yan etkileri,
kemik yogunlugu kaybinda osteoporoz riski ve kemik devri belirteglerinde miyalji ve
artraljilerde, daha erken bir artis riski bulunan kemik demineralizasyonudur (113, 114).

2.12. Dogal Aromataz inhibitorii Resveratrol

[Ik kez Japonya’da 1940 yilinda Veratum grandiflorum (¢Opleme bitkisi)
recinelerinden kesfedilen resveratrol, sarap, iizim suyu, yaban mersini, koyu renkli
cikolatalar, sam fistig1, bogiirtlen, Isve¢ cami ve yer fistiginda bolca bulunmaktadir (115).
Disaridan alinan eksojen kaynakli, antioksidan polifenol olan resveratrol en ¢ok siyah
tiziimiin kabugunda bulunmakla birlikte, serbest radikallere kars1 miicadele eden sistemleri
harekete gecirerek viicudu korur. Resveratroliin, gégiis, prostat, mide, kolon, pankreas ve
tiroid kanser hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi bilinmektedir (116, 117). Japon ve Cin
halki tibbinda laksatif, damar sertligi ve kalp ritm bozukluklarinda kullanildigi tespit
edilmistir. Son zamanlarda resveratroliin en 6nemli kaynagi Polygonum cuspidatum (japon
madimagi) adli yabani bitkidir, bu bitki Japonya ve Cin’de ila¢ olarak kullanilmaktadir.
Polygonum cuspidatum bitki kokiiniin kurutulup toz haline getirilerek ilag formu

olusturulmustur ve ismi kojo-kon olarak bilinmektedir (118).

Resveratroliin insan saglig1 iizerine yapilan ¢aligmalarina bakildiginda, en ¢ok kalp
hastaliklar1 ve kanser iizerine oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, antiinflamatuar,
antikanser, yasam uzatici etki, antioksidan aktivite, kolesterol inhibe edici, hafiza
kuvvetlendirici, trombosit aggregasyonunu engelledigi ve norolojik hastaliklardan olan
Alzheimer hastaligina iyi geldigi tespit edilmistir (119-121). Resveratrol, saglikli kisiler
tarafindan alindiginda, biyoyararlanimi diisiik olmasi sebebiyle kalp, karaciger ve bobrek
gibi organlarda birikebilmektedir (122, 123). Bununla birlikte resveratroliin
biyotransformasyonu karaciger mikrozomlarinda glukuronidasyon ile gerceklesmekte olup,

atilimu biiyiik oranda idrar yolu ile olmaktadir (124-126).
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Tablo 2.5. Bazi gidalardaki resveratrol igerikleri (127)

Gida Maddesi Miktar () Toplam Resveratrol
(mg/g)

Yer fistig1 (taze) 146 0.01-0.26

Yer fistig1 kaynatilmig 180 0.32-1.28

Yer fistig1 yag 258 0.04-0.13

Kirmizi tizim 160 0.24-1.25

2.13. Resveratrol Kimyasal Yapisi ve Tiirevleri

Resveratrol cis ve trans izomeri sekillerinde bulunmakta olup, yag, DMSO (di-metil

stilfoksit) ve alkolde ¢oziinen bir bilesiktir ve dogada en cok trans konfigiirasyonunda

bulunmaktadir (128). Resveratroliin agik kimyasal yapisi sekil 2.4 ‘de verilmistir.

HO

OH

OH

Sekil 2.4. Resveratrol agik kimyasal formiilii (129)

Tablo 2.6. Resveratroliin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (130)

Fiziksel ve Kimyasal Ozellikler

Bilgi

Fiziksel durumu

Kati, toz

Renk Hafif grimsi beyaz
Kaynama noktasi (°C) 253-255

Suda Coziintirliik (mol/L) <0.01

Molekiil agirligt 228 g/mol
Molekiil Kapali formiilii C14H1203
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Resveratrol dogada cis ve trans formunda bulunmakta ancak dogada en ¢ok trans
formuna sik rastlanmaktadir. Oral yolla alindiktan yaklasik yarim saat sonra metabolize olan
resveratrol, karaciger ve oniki parmak bagirsaklarinda konjugasyon ile glukuronid ve siilfat
metabolitlerine donlismektedir. Toksisite ¢aligmalarina bakildiginda resveratroliin LD50

(%50 letal doz) giinliik 2 gr da yiiksek oldugunu gostermistir (128).

2.14. Resveratroliin Biyosentezi ve Mekanizmasi

Resveratroliin antioksidan, kalp damar hastaliklar1 ve kanser iizerindeki
antineoplastik etkileri ile ilgili pek ¢ok kaynak mevcuttur. Fitoaleksin yapisinda olan
resveratrol bitkilerde sentezlenen antimikrobiyal bir ajandir ve stilben sentaz enzimi
tarafindan sentezlenmektedir (131). Insanlarda emilimi c¢ok hizli ve transepiteliyel
difiizyonla gerceklesmektedir. Dagilimina bakildiginda ise %50 oraninda plazma
proteinlerine bagli olarak gergeklestigi bilinmektedir (132). Atilim1 saglayan organ bobrek
dokusudur (133).

2.15. Resveratroliin Kardiyovaskiiler, Antikanser ve Antioksidan Etkileri

Resveratroliin  hizli metabolizmasin1 yavaglatip terapdtik etkinligini  arttirmak
amaciyla lipozomlar, polimerik nanopartikiiller, mikrosferler, siklodekstrinler gibi ¢esitli
ilag tastyict sistemleri gelistirilmistir (134). Bu sistemler sayesinde olduk¢a genis bir tedavi

cesitliligi gosteren resveratoliin birgok etkisi insan sagligi icin 6nem arz etmektedir.

1992 yilinda sarabin i¢inde bulun resveratroliin, kalp hastaliklarin1 %40 oraninda
azalttigi gosterilmistir (135). Ozellikle LDL (diisiik yogunluklu protein) diismesine vesile
olmaktadir. LDL kalp hastaliklarinin en biiyiik belirteci olup, atardamar duvarlarina
yerleserek damar sertlesmesine sebep olmaktadir. Buna benzer bir¢ok calismada ise
resveratroliin platelet toplanmasini ve kolesterol oksidasyonunu elimine ederek, etkin bir

serbest radikal siipiiriicii oldugu gosterilmistir (136).

Athar ve arkadaslariin yaptig1 bir ¢alismada resveratroliin, prostat, gogiis, akciger,
ovaryum, tiroid kolon, deri ve panksreas kanserlerine karsi; baska bir ¢alismada ise 16semi
ve lenfomaya kars1 antiproliferatif oldugu gosterilmistir (129, 131). Hiicre proliferasyonu,
transformayonu ve tiimor gelisiminde 6nemli rolii olan NFkB (niikleer faktor kappa B)’ nin
aktivasyonunu azaltan ve TNFa {iretimini azaltarak da antikanser etki gosterdigine dair

calismalar mevcuttur (137, 138).
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Resveratroliin antikanser etkilerini ilk olarak 1997 de Meishiang Jang ve arkadaglari
bulmustur (139). Daha sonra yapilan ¢alismalarda meme kanserli hiicre hatlarinda apoptozu

indiikledigi gosterilmistir (140).

Resveratrol tiimoriin yayilmasini engeller ve bu inhibitér aktivitesini de COX-2

enzim aktivitesini inhibe ederek gergeklestirir (141).

Cesitli galismalar resveratroliin pihtilagmay1 da engelledigini ortaya ¢ikarmistir.
Resveratoliin bu antikoagiilan etkisini hiicre i¢i kalsiyum girigini engelleyerek pH birikimini
onleyerek yaptigi bilinmektedir. Ciinkii kalsiyum konsantrasyonunun hiicre iginde artmasi

ph birikimine yol agmakta ve lipid peroksidasyonuna sebep olmaktadir (142).

Adams ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada resveratroliin, LDL oksidasyonunu,
antioksidan 6zelligi sayesinde elimine ederek aterosklerotik hastaliklara karsi koruyucu

etkinlik tasidigini gézlemlemistir (124).

Literatiirdeki yapilan ¢aligmalara bakildiginda resveratroliin iyi bir antioksidan ve
antikanser oldugu bilinmektedir (143). Sahip oldugu antioksidan 6zelligi sayesinde kanseri
degisik evrelerinde durdurdugu, bununla birlikte lipid peroksidasyonu ile iyi bir radikal
stipliricii ve oksidatif stresi elimine edici 6zellige sahip oldugu bilinmektedir (144).
Resveratroliin MDA diizeylerini azalttigi, GSH ve SOD diizeylerini de artirdig1 bilimsel
caligmalar literatiirde mevcuttur (145-148). Benzer sekilde yapilan bagka bir ¢alismada
resveratroliin detoksifikasyon mekanizmalarini diizenleyerek, katalaz, siiperoksit dismutaz,
glutatyon rediiktaz ve glutatyon S transferaz enzimlerinin aktivitelerini artirdig1 ve oksidatif

hasar1 azalttig1 bildirilmistir (147).
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3. MATERYAL VE METOT

Calismada en az 250 gr agirliginda, 3-4 aylik 42 adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat
kullanildi. Kullanilan deney hayvanlari, Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi deney hayvanlari
arastirma ve iiretim merkezinden (INUTFDEHUM) temin edildi. Calismaya alinan sicanlar
standart sartlarda (sabit 1s1 ve havalandirmali odalarda; 12 saat giin 15121 ve 12 saat karanlik
olmak {izere 4’erli gruplar halinde 6zel kafeslerde bekletildi. Siganlara taze su ve yem ad
libitum olarak verildi. Deney hayvanlarmin se¢imi ve yapilan uygulamalar sirasinda Inénii
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onayr almarak (protokol no:2018/A-08); calisma
standart deneysel hayvan caligmalar: etik kurallarina uygun olarak yapildi. Deney siiresi 1
ay (30 giin) olarak belirlendi. Siganlarin 1 ay boyunca haftada bir canli agirlik tartimlar
yapilarak ¢aligma sonunda canli agirlik ortalamalar1 degerlendirildi. Siganlarin

gruplandirilmasi sirasiyla asagidaki gibidir:
1. Grup: Kontrol grubu (7 adet)
2. Grup: Pembrolizumab (PEMB) grubu (7 adet)
3. Grup: Pembrolizumab (PEMB) + Anastrazol (ANAST) grubu (7 adet)
4. Grup: Pembrolizumab (PEMB) + Resveratrol (RES) grubu (7 adet)
5. Grup: Anastrazol Grubu (ANAST) (7 adet)
6. Grup: Resveratrol Grubu (RES) (7 adet)

Kontrol grubundaki si¢anlara; 30 giin boyunca Anastrazol ve Resveratrol (R5010-
038K5202; Sigma) ¢oziiciisii olarak kullanilan CMC (karboksi metil seliiloz) uygulandi.

PEMB grubundaki siganlara; serum fizyolojik (SF) igerisinde ¢oziilerek hafta bir defa
5 mg/kg/giin olacak sekilde intraperitonal (i.p) olarak uygulandi (149).

Pembrolizumab ile birlikte anastrazol uygulanan grupta (PEMB+ANAST); siganlara
30 giin boyunca haftada bir defa 5 mg/kg/giin/i.p. PEMB ve 0.2 mg/kg/giin olacak sekilde
ANAST gavaj yolu ile uygulandi (150).

Pembrolizumab ile resveratrol tedavisi yapilan grupta (PEMB+RES); sicanlara 30
giin boyunca haftada bir defa 5 mg/kg/giin/i.p. PEMB ve 20 mg/kg/giin olacak sekilde RES
gavaj yolu ile uygulandi (151).
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ANAST grubunda; %0,01 CMC igerisinde anastrazol ¢oziilerek 30 giin boyunca her
glin 0,2 mg/kg/giin uygulandh.

RES grubunda; %0,01 CMC i¢inde ¢6ziilerek resveratrol, 30 giin boyunca her giin 20
mg/kg/glin olacak sekilde gavaj yolu ile uygulandi.

Calismanin sonunda ketamin/ksilazin anestezisi altinda sicanlardan testis doku
ornekleri histolojik, biyokimyasal, spermatolojik analizler i¢in alindi. Histolojik olarak 11k
mikroskobik degerlendirme ig¢in Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yontemi,
immunohistokimyasal degerlendirme i¢in ise Kaspaz-3 boyama ydntemleri kullanildi.
Biyokimyasal degerlendirmeler igin ise TBARS ve antioksidan enzimlerin seviyeleri (GSH,
CAT, SOD, GSH-Px) olgiildii. Ayrica spermatolojik olarak; sperm hareketliligi, anormal
sperm orani (basg, kuyruk, total) ve epididimal sperm konsantrasyonu incelendi. Testosteron

ve PD-1 diizeyleri Elisa yontemiyle 6lgtildii.

Tablo 3.1. Siganlara verilen Yem % Bilesimi iINUTFDEHUM)

YEM BILESIMI ORAN (%)
Su (en ¢ok) 12

Ham protein (en az) 24

Ham seliiloz (en ¢ok) 7

Ham kiil (en ¢ok) 8

HCl’de ¢oziinmeyen kiil (en ¢ok) 2

NaCl (en ¢ok) 1

Mineral Karmasi * 1.25
Vitamin Karmas1 ** 1.25
Metabolik enerji 2650 kcal/kg

* Mineral Karmasi: Kalsiyum (% 1.0-2.8), Fosfor (% 0.9), Sodyum (%0.5-0.7), Mangan (10 mg/kg), Cinko
(4 mg/kg).

** Vitamin Karmasi: Vitamin A (300 [U/kg), Vit. D3 (1000 1U/kg), Vit. E (60 mg/kg), Vit. B2 (4 mg/kg).
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Sekil 3.2. Siganlara gavaj yolu ile ilag uygulamas1 (INUTFDEHUM)
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3.1. Sican Tartim Yontemi

Inénii Universitesi deney hayvanlari iiretim ve arastirma merkezinde, TEM (seri
n0:562327-35K) marka tart1 aleti kullanilarak, sicanlarin 1 ay boyunca haftada bir canli

agirlik tartimlar1 yapildi. Calisma sonunda canli agirlik ortalamalar1 degerlendirildi.

3.2. Biyokimyasal Yontemler
3.2.1. Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Calismamizin 30. giiniinde sicanlar ketamin-ksilazin anestezisi altinda sakrifiye
edilerek alinan testis doku ornekleri, malondialdehit MDA, SOD, CAT, GSH-Px, GSH ve

protein deney prosediirleri uygulanincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.2. Homojenatlarin Hazirlanmasi

Derin dondurucudan alinan dokular tartildiktan sonra cam tiiplere alindi. Uzerine 1/10
(a/h) oraninda diliie edilerek %1,15’lik potasyum kloriir ilave edilip, sogukluk muhafaza
edilecek sekilde homojenizatorde 16.000 devir/dakika hizda 3 dakika kadar
homojenizasyonu saglandi. Hazirlanmig olan homojenatlarda doku MDA ve CAT o6lglimleri
yapildiktan sonra geriye kalan homojenatlar +4°C” de 45 dakika 3500 rpm’ de siipernetant
elde etmek igin santrifiij edildi. Alinan siipernatantlarda protein, GSH, GSH-Px ve SOD

enzim aktiviteleri olgiildi.

3.2.3. Doku Malondialdehit (MDA) Diizeylerinin Ol¢iimii

Doku MDA diizeylerinin tayini spektrofotometrik olarak Ohkawa ve ark. (152)
tarafindan onerilen metoda gore yapildi. MDA tayini; aerobik sartlar altinda ve pH:3,5’te,
doku homojenatinin TCA ile ¢oktiriliip, kaynayan su banyosu igerisinde bir saat
inkubasyonu saglandiktan sonra, lipit peroksidasyonunun sekonder {iriinii olan MDA nin
TBA (tiyobarbitiirik asit) ile reaksiyonu sonucu olusan pembe renkli kompleksin 532 nm’de

spektrofotometrik olarak 6l¢limii yontemidir.
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Calisma yontemi:

Numunelerin deney tiiplerinde hazirlanmasi:

MDA Numune (mL) Kor (mL)
%10 luk TCA ¢ozeltisi 2,5 2,5
Homojenat 0,5 -
Standart - -

Distile su - 0,5

Hazirlanan tiipler su banyosunda 15 dakika inkiibasyondan sonra sogutularak
santrifiij edildi. Elde edilen siipernetantlara 1 ml TBA eklenerek 95 °C de 50 dk son

inkiibasyon islemi uygulandi ve 532 nm de spektrofotometrede okundu.

3.2.4. Doku Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Ol¢iimii

Dokudaki SOD enzim aktivitesi Sun ve ark. (153) tarafindan tarif edilen metoda gore
yapildi. SOD tayini; ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile iiretilmis olan siiperoksitin nitroblue
tetrazoliumu (NBT) indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Agiga ¢ikan siiperoksit
radikallerinin NBT’yi indirgemesi ile renkli formazan iriinii spektrofotometrik olarak
Olciiliir ve 560 nm’de maksimum diizeyde absorbans verir. Enzimin olmadigi ortamlarda
indirgenme meydana gelerek mavimsi renk olusur. Ortamda SOD varken indirgenme
olmayip mavi-mor renk olusmaz ve enzim aktivite gdstermesinden dolay1 daha agik bir renk

ortaya cikar.
Calisma yontemi:

Numunelerin deney tiiplerinde hazirlanmasi

SOD Kor (mL) Numune (mL)
Assay reaktifi (Ksantin, 2,850 2,850
Na,EDTA, NBT, NaxCOs,

BSA)

Stipernatant - 0,100

Distile su 0,100 -

XO (Ksantin oksidaz,167 0,050 0,050

U/L)
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Hazirlanan deney tiipleri vortekslendi, 20 dk oda sartlarinda inkiibe edildikten sonra
ortamdaki reaksiyon CuCl: ile durdurularak 560 nm de okundu.

3.2.5. Doku Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Aktivite Ol¢iimii

Glutasyon peroksidaz, rediikte glutasyonu kullanarak H>O2’nin suya doniistimiini
saglayan bir enzimdir. Dokulardaki GSH-Px aktivitelerinin tayini Beutler (154) yontemiyle
yapildi. GSH-Px tayini; H202 varliginda GSH’yi okside glutatyon GSSG (glutatyon
distilfid)’a doniismesini katalize eder. H2O2’ nin bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu
GSSG, glutatyon rediiktaz ve NADPH (Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat) yardimiyla
tekrar GSH’a dontistiiriilir. GSH-Px aktivitesi, deney ortamindaki NADPH’in NADP+’ya
cevrilmesi ile optik yogunlukta meydana gelen absorbans farkinin 340 nm’de

spektrofotometrik olarak dlgiilmesidir.
Calisma Y Ontemi:

Numunelerin deney tiiplerinde hazirlanmast:

GSH-Px Numune (mL) Kor (mL)
Fosfat tamponu 2,65 2,65
Rediikte GSH 0,10 0,10
NADPH 0,10 0,10
GSH rediiktaz 0,01 0,01
NaNs3 (sodyum azid) 0,01 0,01
Distile su - 0,02
Stipernatant 0,02 -

Hazirlanan tiipler 30 dk oda sicakliginda inkiibasyondan sonra, 0.10 mL H20
eklenerek 340 nm de 2 dk boyunca 15 saniye araliklarla okundu.

3.2.6. Doku Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz, katalitik aktivitesiyle H2O2’yi ayristirarak su ve oksijene donistiiriir.
Dokulardaki CAT enzim aktivitelerinin tayini Aebi (155) tarafindan tarif edilen metoda gore
yapildi. CAT tayininde hidrojen peroksit, 240 nm dalga boyundaki maksimum absorbans
gosterir. Deney ortamina ilave edilen H2O2’nin CAT enzimi tarafindan pargalanarak,
ultraviyole spektrumda bir absorbans azalmasiyla takip edilir. Absorbansta goriilen bu

azalma enzim aktivitesi ile dogru orantilidir.
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Calisma Y ontemi

Numunelerin deney tiiplerinde hazirlanmasi:

CAT Kor (mL) Numune (mL)
Fosfat Tamponu 2,99 -

H20, ¢ozeltisi 0,01 2,99
Sonifikasyon edilmis - 0,01
homojenat

Tiipe homojenat eklendikten hemen sonra kiivet kapagi kapatilarak,240 nm de 5 dk

boyunca 30 sn araliklarla absorbans azalmasi kaydedildi.

3.2.7. Rediikte Glutatyon (GSH) Ol¢iimii

Dokulardaki GSH aktiviteleri Ellman (156) tarafindan ditiyonitrobenzoik asit geri
¢evirim metodu olarak tanimlanan yonteme gore tayin edildi. GSH tayini; DTNB (5,5’-
ditiyo-bis [2-nitrobenzoik asit], siilfidril bilesikleri tarafindan rediikte edilip bir disiilfit
bilesigi olan sar1 renkteki kompleksi olusturur. Bu sar1 renkli bilesik optik dansitesi 412 nm

dalga boyunda 6lg¢iiliip GSH aktivitesi saptanir.
Calisma Yontemi:

Numunelerin deney tiiplerinde hazirlanmasi:

GSH Kor (mL) Numune (mL)
Tris-EDTA tamponu 2 2

Siipernatant (%10 TCA ile - 0,5
coktiirtilmiis)

Distile su 0,5 -

Hazirlanan tiipler spektrofotometre okutmasindan 6nce, 0.1 ml DTNB ilave edilerek

karistirildi, 5 dk inkiibasyondan sonra 412 nm de okutuldu.

3.2.8. Doku Protein Ol¢iimii

Homojenat ve siipernatant kisimlardaki protein miktari tayinleri Lowry ve ark. (157)

tarafindan tarif edilen yonteme gore ol¢iildii.
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Alkali bakir ayiracindaki Cu™ peptid baglari ile kompleks olusturup her 7 veya 8
aminoasit artig1 1 atom bakir baglar. Folin-Fenol ayiraci, bakir ile muamele edilen karigima

ilave edilince mor-mavi bir renk olusur ve bu renk 700 nm’de spektrofotometrede okundu.
Calisma Yontemi:
A reaktifi: CuSOs ve Sodyum sitrat icerir
B reaktifi: Na2COs ve NaOH igerir
C reaktifi:50 (B) reaktifi / 1 (A) reaktifi oraniyla hazirlanir

Numelerin deney tiiplerinde hazirlanmasi:

Protein Kor (mL) Numune (mL)
C reaktifi 2,5 2,5
Siipernatant - 0,010
Standart - -

Distile su 0,5 0,5

Tiipler vortekslenir, 25 °C de 10 dk bekletilir ve hemen:

D reaktifi (Folin- 0,250 0,250
cicolteu)

Hazirlanan tiipler, vortekslendi, 25 °C de ve karanlikta 30 dk bekletildikten sonra 700

nm de okundu.

3.3. Biyokimyasal Analizler i¢in Istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler icin, “SPSS for Windows 12.0” programi kullanilds.
Gruplarin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (one-way ANOVA) kullanildi.
Farklilik bulunan gruplar arasindaki ikili karsilagtirmalar Post-hoc Duncan testi ile yapildi.
Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak ifade edilerek, p<0.05 degerleri istatistiksel olarak

anlamli1 kabul edildi.
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Tablo 3.2. Biyokimyasal yontemlerde kullanilan kimyasal maddeler

Amonyum siilfat Merck 1216
Bakir-2-klortir Merck 2733
Bakir-2-siilfat Merck 1.02787
Disodyum etilendiamintetraasetik asit dihidrat Sigma E5134
Disodyum hidrojen fosfat-2-hidrat Merck 6580
5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit AppliChem 69-78-3
Etanol Riedel 32221
Folin&ciocalteus-phenol Reaktifi Sigma F9252
Glutasyon peroksidaz Sigma G6137
Glutasyon rediiktaz Sigma G3664
Hidrojen peroksit (%35) Merck 1.08600
Hidroklorik asit (%37) Merck 1. 00314
Indirgenmis glutatyon Sigma G4251
Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat Sigma N1630
Ksantin Sigma X7375
Ksantin oksidaz Sigma X4376
Kloroform Merck 2431
Nitroblue tetrazolyum kloriir Sigma N6639
Potasyum dihidrojen fosfat Merck 4873
Potasyum hidroksit Merck 5032
Potasyum kloriir Merck 4936
Sigir serum 291biimini Fluka 05470
Sodyum azid Riedel 35088
Sodyum hidroksit Sigma S-0899

Sodyum karbonat

Merck 1. 06398. 1000

Sodyum kloriir

Merck 1. 06404. 1000

Sodyum potasyum tartarat

Merck 8085. 1000

1,1°,3,3’- Tetraetoksipropan

Acros Organics 122-31-6

2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-p-dioksin

AccuStandard D-404N

Trikloroasetik asit

Merck 807

Tris tamponu

Sigma T6066

2-Tiyobarbitiirik asit

Merck 1. 08180. 0025
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Tablo 3.3. Biyokimyasal yontemlerde kullanilan alet ve cihazlar

Balon joje (5, 10, 25, 50 ml)

Isolab
Beher (25, 50, 100 ml)
Bidistile su cihazi Hoschizaki
Cam tiip (16x100 mm)

Isolab

Erlen (25, 50, 100, 250 ml)

Hassas terazi

RADWEG-AS220.R2

Homojenizator

IKA-T10

Inkiibator

Niive FN500

Manyetik karistirici

Wisestir MSH-20A

Mavi ve sar1 pipet ucu

Isolab

Mikro pipet (10-100, 100-1000 ul)

Thermo Labsystems

pH metre WTW pH 340i
Sogutmali santrifiij Sigma

-20°C sogutucu Arcelik
Spektrofotometre Schimadzu
Spektrofotometre kiiveti UV-6030

Su banyosu Memmert

Vorteks Scilogex
Sonifikator Sonics-vibra cell™

Elisa okuyucu

Biotek

3.4. Spermatolojik Yontemler
3.4.1. Organ Agirliklar: ve Sperm Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Testis, epididimis, seminal vezikiiller ve prostat gibi organlarin hayvanlardan
alindiktan sonra agirliklart tartilarak degerler kaydedildi ve sperm parametreleri

degerlendirildi.

Epididimal sperm konsantrasyonu, Tirk ve ark. ve Sonmez ve ark. (158, 159)
tarafindan tarif edilen modifiye bir yontem kullanilarak, hemasitometre ile belirlendi. Sag
epididim, bir petri kabina alinarak 1 mL %0.09 NaCl (serum fizyolojik) i¢inde anatomik

makas yardimi ile trimlendi. Ince bir sekilde kiyildi. 2 dakika boyunca anatomik pens
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yardimt ile islem devam etti. Daha sonra tiim spermlerin epididim dokusundan izotonik i¢ine
akiskanligin1 saglamak icin oda sicakliginda 4 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra,
epididimal doku-sivi karisimi, siipernatanit doku pargaciklarindan ayirmak igin siizgecten
gecirilerek filtre edildi. Tiim epididimal spermleri igeren siipernatan sivi, kirmizi kan
hiicrelerinin sayimi igin tasarlanmig pipetin 0.5 ¢izgisine kadar kapiler tiipiin i¢ine ¢ekildi.
0.595 M sodyum bikarbonat, %1 formalin ve %0.025 eozin igeren ¢dzelti, pipetin 101
cizgisine kadar ampule ¢ekildi. Pipetin i¢indekiler pipet uglarinin bas parmak ile isaret
parmagi arasinda tutulmasi ve ileri- geri hareketlerle kuvvetlice ¢alkalanarak karigtirildi.
Pipetin ampulii, karistirmayr miimkiin kilan kii¢iik bir cam boncuk igerir. Sperm i¢cermeyen
seyrelticilerin kilcal kisimdan bosaltilmasini saglamak i¢in pipetten yeterli ¢ozelti disar
atildi. Elde edilen bu ¢ozeltide seyreltme orani 1: 200 oranindadir. Seyreltilmis sperm
siispansiyonunun yaklasik 10 pL'si, gelistirilmis Neubauer'in (Derin 1/10 mm, LABART,
Darmstadt, Almanya) her iki sayma kismina aktarildi ve 5 dakika bekletildi. Her iki
bdlmedeki sperm hiicreleri, 200x biiyiitmede 151k mikroskobunun yardimi ile sayildi. Sperm
motilitesi (%), Sonmez ve ark (160) tarafindan agiklandigi gibi 1sitma tablali bir 151k
mikroskobu kullanilarak degerlendirildi. Bu islem i¢in, 37 ° C'ye kadar 1sitilmis bir 151k
mikroskobuna bir lam yerlestirildi ve daha sonra birka¢ damla Tris tampon ¢6zeltisi [0.3 M
Tris (hidroksimetil) aminometan, 0.027 M glikoz, 0.1 M sitrik asit] eklenerek yapildi. Lam
lizerine birakilmis ve bir pipet ile sol kauda epididiminden elde edilen ¢ok kiigiik bir sivi
damlasi, Tris tampon ¢ozeltisine eklenmis ve bir bistiiri ucu yardimi ile karistirilmaistir.
Sperm hareketliliginin yiizdesi, gorsel olarak 400x biiyiitmede degerlendirildi. Her
numunede ti¢ farkli alandan hareketlilik tahminleri yapildi. Ardisik {i¢ tahminin ortalamasi,
nihai hareketlilik puani olarak kullanildi. Morfolojik anormal spermlerin yiizdesini
belirlemek igin eozin-nigrosin (% 1,67 eosin, % 10 nigrosin ve 0,1 M sodyum sitrat) ile
boyanan lam hazirlandi. Hazirlanan numuneler daha sonra 400x biiytlitmede 151k mikroskobu
altinda goriintiilendi. Her lam da (her grupta 2100 hiicre) toplam 300 sperm hiicresi
incelenerek, spermatozoanin bas, kuyruk ve toplam anormallik oranlari yiizde olarak ifade
edildi.

3.5. Sperm Analizleri icin Istatiksel Degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmeler, “SPSS/PC (Version 22; SPSS)” paket programi
kullanilarak yapildi. Alinan sonuglar ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edilerek,
p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Biitiin gruplar arasindaki sperm

karakteristiklerinin karsilagtirllmasinda tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA)
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kullanildi.  Onemlilikler, TUKEY-HSD testi ile ikili karsilastirmalar yapilarak
degerlendirildi.

3.6. Histolojik Yontemler

Histolojik deneyler i¢in alinan testis doku 6rnekleri %10’luk formalin igerisinde
tespit edildi. Takip islemlerinden gegirilen dokular parafin bloklar igerisine alindi.
Hazirlanan bloklardan mikrotom (Leica RM 2245) ile 5 pm kalinliginda kesitler alinarak,
kesitlere Hematoksilen ve eozin boyama metodu uygulandi. Leica 280 151k mikroskobunda
ve Leica Q Win Goriintii Analiz Sisteminde (Leica Microsystems Imaging Solutions,
Cambridge, UK) incelenerek fotograflar ¢ekildi. Immunohistokimyasal boyama igin alinan
kesitler polilizin kapli lamlar iizerine alindi. Alinan kesitlere Kaspaz-3 boyama metodu

uygulandi.

3.6.1. Histolojik Protokol

Histolojik inceleme i¢in alinan testis doku drnekleri %10°luk formaldehit igerisinde

tespit edildi.

Histolojik protokol icin tespit maddesi ve siiresi

FiKSATIF MADDELER MIKTAR TESPIiT SURESI
Formaldehit Formaldehit 7 mL 24 saat
Soliisyonu Distile su 93 mL

Formaldehit igerisinde tespit edilen dokulara rutin histolojik doku takip islemleri
uygulandi.

3.6.2. Histolojik Analizler I¢in Doku Takip Basamaklar

%70 alkol 1 saat
%380 alkol 1 saat
%396 alkol 1 saat
%96 alkol 1 saat
Absoliit alkol 1 saat
Absoliit alkol 1 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1saat

Parafin | 1 saat
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Parafin 11 1 saat

Yukaridaki takip islemlerinden gecirildikten sonra alinan testis doku &rnekleri
parafin bloklar igerisine gomiildii. Hazirlanan bloklardan mikrotom (Leica RM 2245) ile 5
um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitlere Hematoksilen- Eozin (H-E) boyama metodu
uygulandi ve Leica 280 151k mikroskobu ve Leica Q Win Goriintii Analiz Sistemi (Leica
Microsystems Imaging Solutions, Cambridge, UK) ile incelenerek fotograflandi.
Immunohistokimyasal boyama icin alman kesitler polilizin kapli lamlar iizerine alindi.

Alinan kesitlere Kaspaz-3 boyama metodu uygulandi.

3.6.3. Mayer’in Hematoksilen-Eozin Metodu

Lamlara alinan doku ornekleri bir saat etiivde bekletildi ve doku ¢evresinde bulunan

parafinin erimesi saglandi. Daha sonra kesitlere sirasi ile asagida verilen boya metodu

uygulandi.
Ksilen | 5 dakika
Ksilen Il 5 dakika
Ksilen 111 5 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
Absoliit alkol 3 dakika
Absoliit alkol 3 dakika

Distile suda yitkama 2 dakika
Mayer Hematoksilen 10 dakika

Cesme suyu 20 dakika
Eozin 2 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
Ksilen | 5 dakika
Ksilen Il 5 dakika
Ksilen 111 5 dakika
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H-E ile boyanmis preparatlarda seminifer tiibiil caplar1 ve germinal epitel kalinliklar
olgiildii (Tablo 4.5). Olgiimler, her preparattan 100 adet seminifer tiibiil sayilarak

gergeklestirildi.

3.6.4. immunohistokimyasal Boyama Prosediirii

Testis dokularindan alinan 5 pm’lik kesitler, immunohistokimyasal boyama i¢in

polizin kapli lamlar tizerine alind1.

Ksilol 1 5 dakika
Ksilol I 5 dakika
Ksilol 111 5 dakika
%200 alkol 3 dakika
%96 alkol 3 dakika
%380 alkol 3 dakika
Distile su 5 dakika
Antijen Retrieval Asamasi 15 dakika
Oda 1s1sinda sogutma 20 dakika
Distile su 5 dakika
PBS (Fosfat Salin Tamponu) 5 dakika
H20 (Hidrojen Peroksit) Asamasi 10 dakika
PBS (Fosfat Salin Tamponu) 5 dakika
Protein Bloke Asamasi (Siiper Blok) 5 dakika
Primer Antikor Asamasi 2 saat
PBS (Fosfat Salin Tamponu) 2x5 dakika
Sekonder Antikor 10 dakika
PBS (Fosfat Salin Tamponu) 2x5 dakika
Streptavadin Peroksidaz (HRP) Asamasi 10 dakika
AEC Kromojen Asamast 10 dakika
PBS (Fosfat Salin Tamponu) 5 dakika
Distile su 5 dakika
Mayers Hematoksilen 40 sn
Cesme Suyu 5 dakika
Distile Su 5 dakika

Aqueous mount ile kapatma
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Tablo 3.4. Histolojik Yontemlerde Kullanilan Kimyasal Maddeler

%96 lik alkol Sigma-aldrich-SZBD0210V
Ksilen Tekkim-250418134001

Parafin Isolab

Hemotoksilen Merck-HX125420

Eozin Bes Lab-092018.001

Large Volume Ultra V Block Thermo scientificcAUB150113AC
PBS Bio Optica-4411

Sitrat tampon Bio Optica-2012

Large volume Anti-Polyvalent HRP (RTU) Thermo scientific-PHL150128
AEC substrate sistem Thermo scientific-HA26739
Agueous mount Thermo scientific-391373
Kaspaz-3 Thermo scientific-1197P1312A

3.7. Histolojik Inceleme i¢in Istatiksel Degerlendirme

Istatiksel analizler SPSS 13 programi ile yapildi. Gruplar arasi karsilagtirmalar Kruskal-
Wallis testi ile yapildi. Gruplar arasindaki farkliligin 6nemli olup olmadigi BonferrMann—
Whitney U testi ile ikili karsilastirmalar yapilarak degerlendirildi. Alinan sonuglar ortalama
+ standart hata (SEM) ile ifade edilerek, p<0.0001 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

3.8. Serum Testosteron ve PD-1 diizeylerinin Elisa Yontemiyle Ol¢iilmesi

Elisa deneyleri i¢in gerekli biyolojik materyal her grupta 7 hayvandan alinan 4 mL
kan, oda sicakliginda 2500 g de, 10 dk santrifiij edilerek serumlara ayrildi ve analizler

yapilincaya dek -80 °C de saklandi.

Elisa deneylerinde kullanilan testosteron EIA (sunred lot n0:201903; Cat no: SRB-
T-86337) kiti ve rat PD-1 (YL-Biont-cat no: YLA1582RA) kiti ticari olarak alindi ve
deneyler kit prosediiriine uygun sekilde yapildi. Olgiimler, BIYO-TEK elisa okuma
cihazinda, KC-junior programi kullanilarak 450 nm de Elisa plaka okuyucusunda
Ol¢tilmiistiir. Numunelerdeki testosteron ve PD-1 miktarlari dogrusal bir regresyon yontemi

kullanilarak standart egrilerden hesaplandi.
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3.9. Elisa Deneyleri icin Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen bulgularin istatistik analizleri SPSS 12.0 programi kullanilarak
gerceklestirildi. Gruplar arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesi, Tek Yonlii Varyans
Analiz Testi (ANOVA-Tukey) testi, ayn1 grup ic¢inde zamana bagli degisikliklerin

belirlenmesi ise bagimli T testi kullanilarak hesaplanda.
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4. BULGULAR

4.1. Haftalik Sican Tartim Sonuclar:

Tablo 4.1. Haftalik si¢an tartim sonuglari

1.hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta
Gruplar (gram) (gram) (gram) (gram) P
Ortalama + Standart Sapma deger]

Kontrol 297+46 311+43 322+44 325+45 0.011
PEMB 241+24 251+28 255+26 258+28 0,068
RES 27624 281+20 278+35 281+33 0,718
PEMB+RES 320+66 327+65 333+66 327+66 0,510
ANAST 281+44 283+45 282+44 281442 0,902
PEMB+ANAST 273+20 283+£19 282+23 278+24 0,652

P 1 degeri 0,056 0,057 0,064 0,068
P 1: gruplar arasindaki farklilik

P 2: gruplar agisindan haftalar arasindaki farklilik

N=7; haftalik tartimlar 7 siganin ortalamasi olarak verilmistir.

Tablo 4.1 de haftalik si¢an tartim sonuglar1 verilmistir. Verilen haftalik si¢an tartim
sonuglaria gore, gruplar acisindan haftalar arasinda sadece kontrol grubunda 1 ile 4.hafta
arasinda gozlenmistir (p=0.011). Haftalar a¢isindan gruplar arasinda farklilik

gozlenmemistir.
Tartimlar icin istatistiksel analiz yontemi:

Veriler ortalamatstandart sapma ile ozetlendi. Istatistiksel analizlerde haftalar
acisindan gruplar arasinda farklilik Kruskall-Wallis testi ile gruplar agisindan haftalar
arasinda farklilik ise Friedman testi ile degerlendirildi. p<0.05 degeri istatistiksel acidan
anlamli kabul edildi. Analizlerde IBM SPSS Statistics 25.0 (161) ve Indnii Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tip Bilisimi Anabilim Dal1 tarafindan gelistirilen Kruskal Wallis
yazilimi (162) kullanildi.
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4.2. Biyokimyasal Bulgular

Tablo 4.2. Siganlarda TBARS, GSH, SOD, CAT ve GPx diizeyleri (ORT+SEM, n=7)

Gruplar rpaRs GSH CAT SOD GPx
(nmol/ml) (nmol/ml) (k/g protein) (|U/mg (IU/mg
protein) protein)
Kontrol ~ 498+1.25%  1858£193*  0,096+0,0051°  3245+2,56"  254,4+19,3°
PEMB 886155 1074£142°  0,054£0,0045°  21,52+1,74°  186,9414,9°
RES 5,131,380 197,3423,5°  0,102£0,0049°  30,16+1,85%  267,7423,5°
PEMB+ 7,06+1,26° 175,9+18,6% 0,081+0,0055¢ 20,5841 ,64° 216,6420,°
RES
ANAST  4.68+098  183,6+21,7°  0,095£0,0061°  33,81+2,04°  263,8+21,4°
PEMB+ 6,93+1,42° 156,4+16,4° 0,079+0,0043¢ 30,151,842 209,1418,2°
ANAST

Aymi siitundaki a, b, ¢, d kii¢iik harfleri gruplar arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p <0.05)
a: Kontrol,RES ve ANAST gruplari arasinda fark (p>0,05) bulunmamaktadir.

b: Pembrolizumab, ile diger gruplar arasinda fark (p<0,05) bulunmaktadir.

c: PEMB+ANAST ve PEMB-+ANAST gruplari arasinda fark (p>0,05) bulunmamaktadir.

TBARS, SOD, CAT, GSH ve GPx diizeylerine ait degerler Tablo 4.2 de verilmistir.
Yapilan degerlendirmeler sonucunda PEMB verilen sicanlarda oksidatif hasarin gostergesi
olan TBARS diizeyinin kontrol ve diger tiim gruplara arttig1 tespit edildi. Bununla birlikte
anastrazol ve resveratrol tedavisinin pembrolizumabin neden oldugu TBARS artigini
azalttig1 ancak bu azalisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gozlendi. Bu gruplara ek
olarak yalnizca anastrazol ve resveratrol verilen gruplarla, kontrol grubu arasinda

farkliliklar olsa da istatistiksel olarak anlamli degisimlerin olmadig1 saptandi.

Bununla birlikte pembrolizumab uygulamasinin antioksidan savunma sistemi
elemanlar1 olan GSH, SOD, GPx ve CAT diizeylerinde istatistik olarak 6nemli diizeyde
azalmaya neden oldugu tespit edildi. Ancak resveratrol ve anastrazol tedavileri yani
PEMB+RES ve PEMB-+ANAST gruplarinda, GSH, SOD, CAT ve GPx diizeylerinde,
pembrolizumaba bagli olan azalmay: istatiksel olarak anlamli derecede artirip normal
belirlendi. Hatta SOD diizeylerine bakildiginda,

degerlere yaklastirdigi kontrol,
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PEMB+RES ve PEMB+ANAST gruplari arasinda kontrol grubuyla istatistiksel olarak fark

bulunmamastir.

TBARS diizeylerine benzer olarak, kontrol, RES ve ANAST grubunda, GSH, SOD,

CAT ve GPx antioksidan enzim seviyelerinde anlamli bir farklilik bulunmadi. Parametreler

incelendiginde resveratrol tedavisinin anastrazol tedavisine gore daha ¢ok kontrol grubuna

yaklastig1 belirlendi.

4.3. Spermatolojik Bulgular

Tablo 4.3. Sicanlarda testis agirliklari, epididimis agirliklari, Seminal vezikiil agirliklari,
prostat agirliklar1 (ORT+SEM, n=7)
Seminal
Prostat
Gruplar Testis agirhklar: Epididimis agirhklar: vezikiil
agirhklan
agirhklarn
SAG SOL SAG SOL
ORT £ ORT +
ORT £ ORT £ ORT= ORT + SEM SEM
SEM SEM SEM SEM
Kontrol 1,581+0,05 1,544+0,06 ,683+0,03 0,649+0,01  798+0,07 0,422+0,04
PEMB 1,523+0,06 1,486+0,07 ¢ 567+0,05 0,579+0,03 ¢ 662+0,04 0,277+0,01
RES 1,510+0,04 1,569+0,03 ( 634+0,03 0,660+0,03 | 3951006 0,520+0,05
PEMB+RES 1,403+0,09 1,477%0,10 (,693+0,05 0,704+0,04 ¢ 537+0,05 0,287+0,03
ANAST 1,370+0,07 1,316£0,06 (,610+0,03 0.522+0,03 ( 661+0,08 0,253+0,02
PEMB+ANAST [ 392+0,04 1.338+0,05 ¢ 55240,03 0,540+0,01 ¢ 5791006 0,244+0,01

Gruplar testis agirliklari, epididimis agirliklari, seminal vezikiil agirliklar: ve prostat

agirliklar1 acisindan istatistiksel olarak karsilastirildi. Ureme sistemi organ (testis,

epididimis, seminal vezikiil ve prostat) agirliklarindaki degisimler Tablo 4.3 de sunuldu.

Tablodan goriilecegi lizere yapilan pembrolizumab uygulamasi ve beraberinde resveratrol

ve anastrazol tedavisi lireme sistemi organ agirliklarinda kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak herhangi bir degisime neden olmamistir.
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Tablo 4.4. Siganlarda sperm motilitesi, epididimal sperm konsantrasyonu ve anormal sperm

orani (ORT+SEM, n=7).

Sperm

motilitesi (%0)

Epididimal

sperm

konsantrasyonu

(milyon/ gram

Anormal sperm oram (%)

GRUPLAR
doku) Bas Kuyruk Total
ORT + SEM ORT + SEM ORT % ORT + ORT =
SEM SEM SEM
Kontrol 89,721 48" 223,57+2,38°  3,57£0,42% 3,14+0,40° 6,71+0,56°
PEMB 59,14+2,09° 141,28+10,70°  7,85+0,34° 6,57+0,57° 14,28+0,80°
RES 91,00+1,70? 222,42+3.35¢  3,28+0,35% 3,00+0,30°  6,28+0,42°
PEMB+RES 77,92+2,70° 184,85+5,23°  4,57+0,36° 4,71+0,60°  9,28+0,80°
ANAST 90,32+2,89° 225,71£2,95°  3,28+0,42% 3,28+0,35a  6,57+0,52°
PEMB+ANAST 75,94+4,22¢ 150,85+3,26¢  5,00£0,30¢ 5,28+0,35¢ 10,28+0,52¢

a :Kontrol, RES ve ANAST gruplar arasinda istatistiksel olarak (p<0,05) diizeyinde fark goriilmemistir.
b : Pembrolizumab, ile diger gruplar arasinda fark (p<0,05) bulunmaktadir.

¢: PEMB+RES grubu ile diger gruplar arasinda fark (p<0,05) bulunmaktadir.

d : PEMB+ANAST grubu ile diger gruplar arasinda fark (p<0,05) bulunmaktadir.

Tablo 4.4’ de sperm karakteristikleri olan sperm motilitesi, anormal sperm orani ve
epididimal sperm konsantrasyonlari verilmistir. PEMB uygulamasinin sperm motilitesi ve
konsantrasyonunda, kontrol grubu, RES ve ANAST gruplarina gore istatistiksel olarak
onemli diizeyde azalmaya neden oldugu belirlendi. Tedavi gruplarinda (PEMB+ANAST ve
PEMB+RES) ise yapilan tedavi sonucu sperm motilitesi, konsantrasyonu ve anormal sperm
oraninda, PEMB grubuna gore istatistiksel acidan anlamli bulundu. Bu baglamda kombine
tedavinin pembrolizumabin neden oldugu etkileri tersine ¢evirdigi belirlendi. Kontrol, RES

ve ANAST gruplarinda arasinda ise istatistiksel olarak bir fark olmadig: saptandi.

Bununla birlikte PEMB uygulamasinin anormal sperm miktarinda (Kafa, kuyruk,
total) istatistiksel olarak dnemli diizeyde artisa sebep oldugu ve bu artisin resveratrol ve
anastrazol tedavisi ile azaldig1 belirlendi. Azalmanin 6nemli diizeyde oldugu ve kontrol

grubuna gore istatiksel olarak anlamli farkin olup, kontrol grubuna yaklastigi saptandi.
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4.4. Histolojik Bulgular

Isik Mikroskobik Bulgular:

Isik mikroskobik olarak kontrol ve deney gruplarini olusturan siganlarin testislerinin

genel goriiniimiinii saptamak icin H-E boyalar1 uygulanmaistir.

4.4.1. Kontrol Grubu

Kontrol, Anastrazol (ANAST) ve Resveratrol (RES) gruplarinda testis dokusu
normal histolojik gériiniimde izlendi. Kontrol grubuna (Sekil 4.1 A) ait Hematoksilen- Eozin
(H-E) ile boyanan testislerde seminifer tiibiil, interstisyel bag dokusu ve Leydig hiicreleri ile
seminifer tlibiillerdeki spermatogenik hiicrelerin dizilisi normal histolojik goriinimdeydi.
Anastrazol (Sekil 4.1 B) ve Resveratrol (Sekil 4.1 C) gruplarinda ise testis dokusunun

histopatolojik goriiniimiiniin kontrol grubuna oldukc¢a benzer oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.1. Kontrol (A), Anastrazol (B) ve Resveratrol (C) gruplarinda testis dokusu normal
histolojik goriiniimde izlendi. H-E; X40

4.4.2. Pembrolizumab (PEMB) Grubu

PEMB grubunda testis dokusunda yogun histopatolojik hasar oldugu gozlendi. Bu
hasarlar; seminifer tiibiil yapilarinda bozulma (Sekil 4.2 A, B, D, F), vaskiiler konjesyon
(siyah ok) (Sekil 4.2 A), kapsiil altinda (siyah yildiz) ve intestisyel alanda 6dem (siyah
yildiz) (Sekil 4.2 A, C), vakuolizasyon (beyaz oklar) (Sekil 4.2 C), seminifer tiibiil limenine
dokiilmis hiicreler (siyah ok) (Sekil 4.2 B, F), tiibiil liimeninde 6dem (mavi oklar) (Sekil 4.2

B, D) ve boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamis hiicreler (Sekil 4.2 E) gozlendi.
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Sekil 4.2. PEMB grubunda ise testiste seminifer tiibiil yapilarinda bozulma (A, B, D, F),

vaskiiler konjesyon (siyah ok) (A), kapsiil altinda ve intestisyel alanda 6dem (siyah yi1ldiz)
(A, C), vakuolizasyon (beyaz oklar) (C), seminifer tiibiil l[iimenine dokiilmiis hiicreler
(siyah ok) (B, F), tiibiil liimeninde 6dem (Mavi y1ldiz) (B, D) ve boliinmenin herhangi bir
evresinde duraksamis hiicreler oldugu (E) gozlendi. A: H-E; x10, B,D: H-E; x20, C, E, F:
H-E; x40.
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4.4.3. Pembrolizumab (PEMB) + Anastrazol ve Pembrolizumab (PEMB) +
Resveratrol Grubu

PEMB + ANAST ve PEMB + RES gruplarin1 olusturan siganlarin testis 6rneklerinin
151k mikroskobik incelemelerinde, histopatolojik hasarin her iki grupta da belirgin sekilde
azaldig1, spermatogenik hiicrelerin korundugu gozlendi (Sekil 4.3 A, B, C, D). Interstisyel
alanda bulunan damarlarda az miktarda vaskiiler konjesyon ve vakuolizasyon (siyah ok)
(Sekil 4.3 B) oldugu goézlendi. Ayrica limene dokiilen spermatogenik seri hiicrelerde ve
boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamig hiicrelerde, interstisyel alanda goriilen

vakuolizasyon ve édemde belirgin derecede azalma oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.3. PEMB + ANAST grubu ve PEMB + RES gruplarinda ise histopatolojik hasarda
azalma oldugu gozlendi. Her iki grupta da seminifer tiibiil yapilarinin arasinda az miktarda

vaskiiler konjesyon gozlendi. (A, B, C, D). Pemb + Anast grubunda ise vakuolizasyonda
azalma oldugu tespit edildi (Siyah ok) (B). A, C:H-E; X20, B, D: H-E; X40.

4.4.4. immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol, PEMB, PEMB + ANAST, PEMB + RES, ANAST ve RES gruplarinda
spermatogenik seri hiicrelerde Kaspaz- 3 immunreaktivite degerlendirilmesi yapildi. PEMB
grubunda belirgin derecede yogun boyanmis Kaspaz-3 pozitif hiicreler gozlendi. PEMB +
ANAST ve PEMB + RES gruplarinda Kaspaz-3 pozitif boyanmis hiicrelerin sayisinda ve
boyanma yogunlugunda belirgin derecede azalma oldugu tespit edildi. Kontrol, ANAST ve

RES gruplarinda ise herhangi bir Kaspaz-3 immunreaktivitesi gdézlenmedi.
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Sekil 4.4. Kontrol, PEMB, PEMB + ANAST, PEMB + RES, ANAST ve RES gruplarinda

spermatogenik seri hiicrelerde Kaspaz- 3 immunreaktivite degerlendirilmesi
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Tablo 4.5. Pembrolizumab’1n olusturdugu tiibiil cap1 (MSTD) ve tiibiil epitel kalinligindaki

(GECT) degisiklikler iizerine Anastrazol ve Resveratroliin etkileri.

Gruplar Tiibiil Cap1 (MSTD) Tiibiil Epitel Kalinhgi (GECT)
Kontrol 294,77 £ 2,812 86,16 + 0,902
PEMB 252,40 + 2,42 41,91 +0,81°
RES 288,43 +2,912 75,07 £ 1,052
PEMB + RES 272,00 +4,56° 64,01 +0,87°
ANAST 291,36 + 3,312 79,28 + 1,182
PEMB + ANAST 263,29 +4,50° 58,43 + 1,24°

Ayni siitundaki a, b, ¢ kii¢iik harfleri gruplar arasindaki farkliliklar géstermektedir. (P<0.0001)

a = Kontrol, RES ve ANAST grubu arasinda farklilik bulunmamaktadir.

b=PEMB grubu tiim gruplarla ile farklilik gostermektedir.

¢ = Yalnizca PEMB+ANAST ve PEMB+RES gruplari arasinda farklilik yoktur, diger tiim gruplar ile farklilik
gostermektedir.

4.5. Serum Testosteron ve PD-1 diizeylerinin Elisa Yontemiyle Olciilmesi
4.5.1. Serum Testosteron Diizeyleri

Deney ve kontrol gruplarina ait serum testosteron diizeyleri tabloda 4.6 da verilmistir.
Tablo 4.6 incelendiginde, testosteron diizeylerinin PEMB uygulamasina bagli olarak kontrol
ve diger gruplara gore istatistiksel olarak 6nemli (p<0.01) diizeyde azaldigi, PEMB+ANAST
ve PEMB+RES tedavi gruplarinda ise ayni diizeylerin PEMB grubuna gore istatistiksel
olarak (p<0.01) belirgin diizeyde arttigi gézlenmistir. Bununla birlikte RES ve ANAST
gruplarinda kontrol grubuna gore istatiksel olarak ©Onemli bir artis kaydedilmistir.
PEMB+RES ve PEMB+ANAST gruplar1 arasinda etkin olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir.
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Tablo 4.6. Serum testosteron diizeyleri (n=7)

Gruplar Testosteron (ng/l)
Kontrol 485,3+28,4°
PEMB 314,5+21,5
RES 515,4+31,3%
PEMB+RES 407,6+24,6°
ANAST 534,8+33,8°
PEMB+ANAST 435,2425,2¢

Ayni siitundaki a, b, ¢, d kii¢iik harfleri gruplar arasindaki farkliliklar1 gostermektedir (p <0.01)
a ; Kontrol ile diger gruplar arasinda fark (p<0,01) bulunmaktadir.

b : Pembrolizumab, ile diger gruplar arasinda fark (p<0,01) bulunmaktadir.

¢ : ANAST grubu ile diger gruplar arasinda fark (p<0,01) bulunmaktadir.

d: PEMB+RES ve PEMB+ANAST gruplar arasinda istatistiksel olarak fark goriilmemistir.

4.5.2. Serum PD-1 Diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarina ait serum PD-1 diizeyleri tablo 4.7 de verilmistir. PD-1
diizeylerinin PEMB uygulamasina bagli olarak kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde
istatiksel olarak azaldigi belirlenmistir. Bununla birlikte PEMB+RES ve PEMB+ANAST
gruplar1 ile PEMB grubu arasinda anlamli bir fark yoktur. Ciinkii verilen tedavilerin PD-1
diizeylerini artirmasi ilacin etkinligini azaltacaktir. Kontrol, RES ve ANAST gruplan

arasinda da istatiksel bir fark kaydedilmemistir.
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Tablo 4.7. Serum PD-1 diizeyleri (n=7)

Gruplar PD1 (ng/l)
Kontrol 9,83+1,03°
PEMB 5,24+0,82°
RES 9,39:£0,95°
PEMB+RES 5,9120,86"
ANAST 9,60+1,07°
PEMB+ANAST 5,62:£0,96°

Aynut stitundaki a, b kiiclik harfleri gruplar arasindaki farkliliklar: gostermektedir (p <0.01)
a; Kontrol, RES ve ANAST gruplar arasinda istatistiksel olarak fark goriilmemistir.
b; PEMB, PEMB+RES ve PEMB-+ANAST gruplari arasinda istatistiksel olarak fark goriilmemistir.



5. TARTISMA

Timor biyolojisi ve immiinolojisi bilgisi arttikga, bagisiklik sistemi ile kanser
arasindaki etkilesimlerin karmasik dogasina yonelik hedeflenen etkenlerin gelistirilmesi
odak noktas1 olmaya baslamistir (163, 164). immiinoterapiler bu anlamda etkin bir kanser
tedavisi yontemi haline gelmistir. Son 15 yil igerisinde, immiinoterapide kullanilan
monoklonal antikorlar, kemoterapi ve radyoterapi tedavilerine eklenerek kanser tedavisinde
daha uzun yasam siireleri elde edilmistir. Giinlimiizde 6zellikle modern kanser tedavi
aragtirmalart bu konu iizerine yogunlasmistir. Immiinoterapilerin de kemoterapi

tedavilerinde oldugu gibi toksisiteleri mevcuttur (67-69).

Testis immiin ayricalikli/korunmus bir organdir ve immiin ayricalikli olmasina sebep
olan mekanizma kan testis bariyeridir (165). Immiinoterapi ilaclariyla yapilan toksisite
caligmalar1 bu kimyasallarm, biyokimyasal, histolojik ve spermatolojik degisiklikleri
indiikleyerek testikiiler yapiya zarar verdiklerini ve reprodiiktif hasara neden olduklarini agik
bir sekilde gostermistir (167,168,169). Bu hasarin mekanizmasi ya da mekanizmalarindan
biri oksidatif strestir. Buradan hareketle, erkek infertitilitesinde antioksidan potansiyeli
birgok ¢alismayla ispat edilmis, dogal aromataz inhibitorii olan resveratroliin (166-168) ve
bu ¢alismada kullanilan sentetik aromataz inhibitorlerinden anastrazoliin koruyucu anlamda
uygulanmasi oksidatif stresi azaltabilecegi ve bu baglamda da pembrolizumabin testislerde
meydana getirdigi oksidan saldirisina karst engelleyici aktivite gosterecegi hipotezi
kurulmustur. Bu amagla oksidatif stres durumu, biyokimyasal, histolojik ve spermatolojik
inceleme, serum testosteron ve serum PD-1 diizeyleri ile degerlendirilmistir. Yapilan
calismada, pembrolizumabin testis dokusunda Onemli oksidatif, histopatolojik ve
spermatolojik hasara neden oldugu gosterilmistir. Bu sonuglara paralel olarak,
pembrolizumabin testosteron ve PD-1 seviyelerini diigiirdiigii elisa yontemiyle ortaya
konulmustur. Bu baglamda 20 mg/kg/giin dozunda resveratrol ve 2 mg/kg/giin dozunda
anastrazol uygulamasinin beklentimiz yoniinde aktivite gosterdigini ve TBARS seviyelerini
azaltip SOD, CAT, GSH-Px, GSH-rediiktaz diizeylerini artirarak; sperm konsantrasyon ve
motilitesini artirip anormal sperm oranini azaltarak pembrolizumabin siganlarda olusturdugu
oksidatif, histopatolojik ve spermatolojik hasarlar1 6nledigini saptadik ve bu bulgular1 Elisa

calismalariyla destekledik.
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Biyokimyasal Degerlendirme

Oksidatif stres, lipit peroksidasyonunun belirteci olan TBARS ile SOD, CAT, GPx
(enzimatik) enzimlerinden ve GSH (enzimatik olmayan) enzimlerinden olusan antioksidan
savunma mekanizmasi arasindaki dengesizlik durumu olup doéniisiimsiiz hiicre hasar1 ve
birgok enzimin inaktivasyonuna neden olabilmektedir (169). Oksidatif stres sonucu
meydana gelen ROS lehindeki artislar oksidatif hasar olarak goriilebilmektedir (170, 171).
ROS’lar en dis orbitallerinde eslesmemis elektron bulundururlar ve bu elektronlar yiiksek
enerjili oldugu i¢in ROS’u oldukga aktif duruma getirmektedir (172). Viicutta hiicrelerin
zarar gormemesi i¢in ROS’larin siirekli olarak dengede tutulmasi gerekir. Serbest
radikallerin ve antioksidanlarin diizeyleri arasindaki hassas denge korunamadigi takdirde
hiicreler hasar goriir ve birgok patolojik durum ortaya ¢ikmaktadir (173). Bu baglamda
ROS’larin artis1 membran biitiinliiglinii saglayan fosfolipidlerin, proteinlerin, DNA ve RNA
gibi molekiillerin biitiinliigiiniide tehdit etmekte, metabolik disfonksiyon ve kanser gibi
birgok hastaligin sebebi olabilmektedir (174, 175). Dokularda olusabilecek serbest
radikaller ve diger ROS firiinleri, SOD, CAT, GSH-Px, GSH-rediiktaz gibi antioksidan
savunma sistemleri tarafindan etkili bir bi¢cimde detoksifikasyona ugrayarak
temizlenebilmektedir. ROS iiretimi ve bunlarin yiiksek aktivite gosterebilme 6zellikleri en
az 30 yildir bilinmesine ragmen hayati organlar tizerindeki gesitli pato-fizyolojik etkileri
hala biiyiik ilgi konusudur (176).

Testis ¢coklu doymamus lipit igerikli hiicreler icermesi ve bu hiicrelerin antioksidan
sistemle donatilmig olmasi nedeniyle oksidatif stresin ana hedef organlarindandir (177).
Serbest radikaller yiiksek reaktivitelerinden dolay: hiicre zarinda bulunan doymamis yag
asitleri ile etkileserek lipit peroksidasyonunu baslatabilmektedir. Olusan lipit peroksitler
kolaylikla yikimlanarak basta MDA olmak iizere bir¢cok sekonder iirlinler meydana
getirebilmektedir (178). Bu iiriinlerin ¢ok c¢abuk bir sekilde ortamda farkli iriinlere
doniismesi ve saptanmalarinin zorlugu nedeniyle, bu calismada lipit peroksidasyonunun
gostergesi olarak TBA ile MDA arasinda olusan tiyobarbitiirik asit reaktif maddelerinin

(TBARS) diizeyleri analiz edilmeye ¢aligilmistir.

Giintimiizde, birgok kemoterapotik ve immunoteropotik ajanin toksik etkileri onlarin
serbest radikal olusumunu artirmasiyla ilgili oldugu bilinmektedir. Bilindigi gibi
pembrolizumabin kullaniminin halen yeni olmasindan dolayi, deneysel olarak siganlara

verilen pembrolizumabin ve pembrolizumab gibi yeni onaylanmis birgok immunoterapi
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ilacinin neden oldugu oksidatif hasar hakkinda literatiirde yeterli bilgi yoktur. Bu baglamda,
calismamiz literatiirdeki testis dokusunda, PEMB’in neden oldugu oksidatif hasar1 ortaya
koyan ilk ¢alismalardan biri olacaktir. Yapilan ¢alismadaki verilere gére PEMB uygulanan
grubun testis dokusunda MDA diizeyinin anlamli bir sekilde arttigi saptanmistir. MDA
artistyla lipitlerdeki oksidatif hasarin sonuglart tespit edilmistir ve PEMB uygulanan testis

dokusunda oksidatif hasar olustugu saptanmistir.

Cok sayida maddenin antioksidan etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Endojen
kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olarak siniflandirilmaktadir. Oksijen
metabolizmasi gergeklestirilen tiim hiicrelerde bulunan SOD, GSH-Px ve CAT enzimleri
serbest oksijen radikalleri hasarina karsi en 6nemli savunma mekanizmalarini olusturan
enzimatik antioksidanlardir (179, 180). SOD, siiperoksit radikallerinin H>O2 ve molekiiler
oksijene par¢alanmasini hizlandirarak, CAT ise H2O2’ nin etkisizlestirilmesini katalize
ederek etkilerini gosterirler (181). Bu enzim aktiviteleri gesitli ksenobiyotiklere hafif
derecede maruz kalindiginda artmakta, yiiksek diizeylerde oldugunda ise enzim

aktivitelerinde inhibisyonlar goriilebilmektedir (182).

Vo ve ark., Z. zanthoxyloides adi verilen hidroetanolik kok ekstraktinin siklofosfamid
kaynakli miyelosupresyon ve oksidatif stresi degerlendirmek igin yaptiklari caligmada CAT,

SOD ve GPx'te anlamli bir artis oldugunu gostermistir (183).

Sammer ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada resveratroliin erkek siganlarda doksorubisin
kaynakli serbest radikal iiretimine ve kardiyotoksisiteye karst koruyucu etkileri olup
olmadigini incelemis ve sonug olarak verilen siganlarda MDA seviyesinde 6nemli bir artisa
ve kalp dokusunda GSH diizeyinde 6nemli bir azalma oldugunu goéstermistir. Bununla
birlikte siganlarin resveratrol ile tedavisi kalpte MDA iiretimini 6nemli 6l¢iide azaltmuistir
(184).

Shaati 2018 yilinda yaptig1 bir ¢alismada sisplatin ile verilmis siganlarda, antioksidan
enzim seviyelerinin (SOD, CAT, GSH, GPX) distiigiinii géstermis ve beraberinde

resveratrol ile tedavisinde sperm parametresini iyilestirdigini gostermistir (185).

Mehmet ve ark. metotraksatin total antioksidan kapasiteyi azalttigi ancak verilen

resveratroliin bu etkiyi tersine ¢evirdigini ortaya koymustur (186).

Mojica ve ark. farelerin sperminde demir / askorbat tarafindan indiiklenen oksidatif

hasar lizerindeki antioksidan aktivitesini degerlendirmisler ve bunun sonucunda resveratrol
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ile muamele edilmis spermatozada, ROS olusumunda 6nemli bir diisiis, demir ile muamele
edilmis spermatozoaya gore lipid peroksidasyon konsantrasyonunda onemli bir diisis
gozlemlemislerdir. Bu sonuglar resveratroliin spermatozoa iizerindeki oksidatif hasarin
urettigi zararli etkileri Onleyebilecek antioksidan Ozelliklere sahip oldugunu ve

dogurganligin korunmasini sagladigini géstermektedir (167).

Anastrazol ile ilgili siganlarda testis dokusu tizerine oksidatif stresin arastirildigi bir
literatiir bildigimiz kadariyla yoktur. Daha ¢ok meme kanserli hastalarda olgu sunumu
mevcuttur. Yalnizca bir ¢alisgmada, Erdemir ve ark. obezitenin semen parametreleri
tizerindeki etkilerini degerlendirirken siganlara arti anastrazol verip sonuglarini

incelemislerdir. Sonuglara gore anastrazoliin oksidatif stresi engelledigi gosterilmistir (187).

Bu tez g¢alismasinda testis dokusunda, MDA parametresine ek olarak SOD ve CAT
enzim aktivitelerine bakilarak sicanlarin oksidatif stresten ne diizeyde etkilendigi
arastirilmistir. Son zamanlarda birgok tibbi alan uygulamasinda kullanilan antioksidan bir
bilesik olan resveratrol ve ayni inhibitor etkiyi gosteren sentetik olarak iiretilen anastrazol
uygulanan siganlarin testis dokusunda SOD aktivitesi diizeyleri artmistir. SOD enzimi
aktivitesindeki bu artis oksidatif hasarin olusmasini 6nlemeye ¢alismistir. Ayrica ayni tedavi
gruplarima (PEMB+ANAST ve PEMB+RES) ait CAT aktivitelerinde kontrol grubuna gore

anlamli artiglar gézlenmistir.

Normal hiicrelerde enzimatik savunma sistemi disinda birgok enzimatik olmayan
savunma sistemi de bulunmaktadir. Organizmanin biitiin hiicrelerinde bulunan ve hiicrelerin
protein yapisi disindaki siilfidril grubu iceriginin %90 kadarini olusturan glutatyon (GSH),
zararli bilesiklerin etkisizlestirilmesinde onemli rollere sahiptir. GSH radikal kaynaklh
hasara kars1 koyarken antioksidan enzimlere substrat olarak gorev yapar ve bir radikal
sliptiriicti gibi davranir (188). Bu bilesigin aktif bir sekilde hiicre disina ¢ikarilmasit GSH
tiikenmesine yol agmaktadir. Bu baglamda GSH diizeylerinde, PEMB grubunda, kontrol
grubuna gore azalma oldugu saptanmistir. PEMB uygulanan grubun GSH diizeyinde azalma
olmasi, yapilan analizlerin birbirini destekler nitelikte oldugunun gostergesidir. Testisteki
GSH havuzunun azalmasi, serbest radikallerin zararli etkilerinden koruyan antioksidan
etkinliginin azalmasi1 anlamina gelmektedir. Oksidasyonu engeleyen mekanizmanin

etkinliginin azalmasiyla testiste oksidatif hasar saptanmistir.

Sonug olarak yapilan bu ¢alismada immunoterapi ilact olan PEMB uygulamas: ile

MDA seviyesinin anlamli bir sekilde miktarda arttigim ve SOD, CAT, GSH-Px, GSH

53



seviyelerinin de anlaml sekilde azaldigini bulduk. PEMB+ANAST ve PEMB+RES tedavi
gruplarinda ise olusan hasarin resveratrol ve anastrazol tarafindan azaltildigini gézlemledik.
Ayni gruplarda MDA seviyesi azalirken SOD, CAT, GSH-Px ve GSH seviyelerinde

istatiksel olarak anlamli bir artis bulundu.

Spermatolojik Degerlendirme

Pembrolizumab uygulamasi epididimal sperm konsantrasyonu ve motilitesini
azaltmis, anormal sperm oranini artirmis ve organ agirliklarinda (testis agirliklari, epididimis
agirliklari, seminal vezikiil agirliklart ve prostat agirliklari agisindan) azalmaya neden

olmustur. Ancak organ agirliklarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli degildir.

Yiicel C ve ark. yaptigi, sisplatin tedavisinin testis dokusu ve spermatogenez
tizerindeki yikici etkilerinin retinoik asit uygulanarak azaltigini gosteren calismasinda,?
mg/kg dozunda verilen sisplatinin si¢anlarda sperm hareketliligi ve sayisini belirgin
sekilde azalttigini bulmustur ve bu sonu¢ c¢alismamizla paralellik gostermistir
(189). Bununla birlikte, ayn1 calisma retinoik asitle tedavi edilen gruplarinin sperm
hareketliligi ve sayisini artirdigini, anormal sperm sayisini azalttigini bulmustur.Bizim
calismamizda da,bahsi gegen calismayla benzer olarak PEMB+RES ve PEMB+ANAST
gruplarinda, PEMB grubuna kiyasla sperm kalitesinde etkili bir artis oldugunu; anormal
sperm orani azalirken sperm konsantrasyon ve motilitesinde gii¢lii bir artis oldugunu tespit
ettik. PEMB uygulamasindan sonra sperm hareketindeki bu azalma ve anormal sperm
konsatrasyonundaki artiglarin sebebi, artan serbest radikal iiretimi,azalmis antioksidan
enzimler ve pembrolizumabin sperm olusumundaki metabolik yolaklardan biri olan
spermin flagellum hareketi i¢in gereksinim duydugu ATP tiikenmesi ile aciklanabilir. Bu
baglamda PEMB toksisitesi olustugunda, antioksidan 6zelliklerinden dolayt ANAST ve
RES tedavisi faydali olabilir ve PEMB’in neden oldugu kisirligt olumlu yo6nde
etkileyebilir.

Literatiirdeki ~ pembrolizumab  ile ilgili  infertilite  calismalar1  heniiz
tamamlanmamistir. Sperm {retimi ve islevinin saglikli olabilmesi ve iireme sisteminin
diizgiin c¢alismast i¢in kullanilan ilaglarin testis toksisitesi ile ilgili caligmalar
tamamlanmalidir. Ik immunoterapi calismasi ise GCT (relaps edilmis germ hiicreli timorii)
hastalarinda yapilmistir ancak klinik olarak anlamli sonu¢ elde edilememistir. Aym

caligmada testis kanseri hastalarindan alinan timor 6rneklerinde sik PD-L1 ekspresyonu

54



bildirilmistir, bu hastalarin PD-1 veya PD-L1 inhibisyonunu hedef alan immiinoterapi

yaklagimlarindan potansiyel olarak faydalanabilecegini diisiindiirmektedir (190).

Bagka bir ¢alismada Turner ve ark. anastrazolle tedavi edilen siganlarin ¢ogunda
normal spermatogenezis testisleri goriilmiistiir, ancak bazi seminifer tiibiiller anormal germ

hiicrelerinin kaybini gostermistir (106).

Anastrozol etki mekanizmasina benzer olarak ila¢ dis1 dogal aromataz inhibit6r
gorevini istlenen resveratrol de Ostrojen inhibisyonunda etkin besin maddesi olarak yer
almaktadir. Antioksidan polifenol olan resveratrol en ¢ok siyah iiziimiin kabugunda
bulunmaktadir. Serbest radikallere kars1 miicadele eden sistemleri harekete gegirerek viicudu
korur. Resveratroliin, gogiis, prostat, mide, kolon, pankreas ve tiroid kanser hiicrelerinde
proliferasyonu inhibe ettigi bilinmektedir. Bir g¢alismada Reddy ve ark. sisplatinle
indiiklenmis testis toksisitesine karst RES’in testis ve epididimiste oksidatif hasari
iyilestirdigi goriilmektedir (191). Benzer sekilde azoksimetan, doksorubisin, metotreksat
gibi kemoterapdtik ajanlarla indiiklenmis siganlarda RES’in koruyucu rolii ile ilgili birgok
calisma bulunmaktadir (192-194). Uguralp ve ark. 2005 yilinda RES’in deneysel testikiiler
torsiyon sonrasinda sigan germ hiicrelerinin apoptozunu azalttigini gostermislerdir (195). Bu
baglamda RES’in testis metabolizmasindaki koruyucu rolii, sperm {iretimini artirmasi
oksidatif stresi azaltarak apoptotik mekanizma iizerinden sagladigi literatiirlerle
desteklenmektedir. Calismamizda bu bulgularla uyumlu olarak ANAST ve RES tedavisinin

PEMB’nin neden oldugu fonksiyonel testikiiler hasar etkin sekilde azalttigini1 gézlemledik.

Histopatolojik Degerlendirme

Perret ve ark. yaptig1 calismada testis dokusunda pembrolizumab tedavisinin
histopatolojik hasar artirdigini belirlemislerdir (196). Benzer sekilde 2018 yilinda yapilmis
bir tez calismasinda paklitakselin olusturdugu testis hasari incelendiginde, dokularda
paklitaksel grubunda germinal epitelde diizensizlikler, nekrotik tiibiillerin sayisinda arts,
intersitisyel bag dokusu alanlarinda genisleme ve hemoraji gézlenmistir (197). Tedavi olarak
verilen resveratrol bu etkileri tersine g¢evirmistir. Calismamizda yer alan histopatalojik
sonuglara gore Sekil 4.2°de goriildigii tizere PEMB grubunda testis dokusunda seminifer
tiibiil yapilarinda bozulma, vaskiiler konjesyon, kapsiil altinda ve intestisyel alanda 6dem,
vakuolizasyon, seminifer tiibiil liimenine dokiilmiis hiicreler, tiibiil liimeninde 6dem ve

boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamis hiicreler oldugu gozlendi. EK olarak,
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bulgularimiz ANAST ve RES birlikte kullanildiginda histopatolojik hasarin azaldigin
gostermektedir. Bu hasarlar ¢oklu doymamis membran lipidi igeren hiicrelerin oksidatif atak

sonucunda zarar gérmesi sonucunda olusmus olabilirler.

Kurus ve ark. azoksimetan (AOM) kaynakli testis hasarinda, AOM alan gruplarda,
tunika albugineanin bag dokusunda artis, atrofi, germ hiicrelerinin sayisi ve spermatojenik
hiicre sayisindaki azalma, tiibiillerde dejeneratif degisiklikler oldugu bulundu. RES
tedavisinin, etkilenen seminifer tiibiillerin sayisini, AOM'a kiyasla anlamli sekilde azalttigini

gostermistir (193).

Anastrazol giiglii ve segici bir aromataz inhibitériidiir (198). Turner ve ark. yaptiklari
bir ¢alismada, anastrazolu siganlarin igme suyuna katmislar ve anastrozol ile tedavi
edilen sicanlardan ~ alinan  testislerin  histolojik  degerlendirmesine  baktiklarinda
spermatogenezin iyi derecede normal oldugunu ortaya koymuslardir (106). Bu tez
caligmasinda yapilan ¢aligmalarla paralel olarak histopatolojik etkilerin, pembrolizumabin
indiikledigi testis dokusunda oksidan ve antioksidan arasindaki dengesizlige bagh
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica bu durum sperm fonksiyonunu azaltarak erkek kisirligina
da katkida bulunabilir. Bu sebeple, anastrazol ve resveratrol ile tedavi edilen testis
dokusunda oksidatif stresin azalmasi kisirlik agisindan ¢ok onemlidir. Ayrica bu oksidatif
stresin azalmasinin resveratrol ve anastrazoliin antioksidan 6zelliklerine bagh oldugunu

diistinmekteyiz.

Hemotoksilen boyamaya ek olarak bu c¢aligsmada tiibiil cagr (MSTD) ve tiibiil epitel
kalinligi (GECT)’da olglilmistiir. Tablo 4.5°de goriildigii gibi PEMB grubunda MSTD ve
GECT degerlerinde kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir azalma s6z konusudur.
PEMB+ANAST ve PEMB+RES grubunda ise, MSTD ve GECT degerleri PEMB grubuna
gore etkili bir artig gdstermis olup, hasarin kismen tolere edilmis oldugunu isaret etmektedir.
Ancak iki tedavi grubu arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik yoktur. Bu bilgiler 15181nda
PEMB in testikiiler dokuda ciddi hasar olusturdugu ve anastrazol ve resveratroliin ayr1 ayri

bu hasari azalttgin1 gozledik.

Calismamizda apoptotik hiicreler, immunohistokimyasal yontemle kaspaz-3
aktivitesi kullanilarak belirlendi. Kaspazlar, hiicre intihari olarak bilinen apoptoz olayi
esnasinda onemli rol oynayan sistein-proteinaz grubu enzimlerdir ve apoptoz sirasinda
meydana gelen bazi1 hiicresel degisiklikler bu enzimlerin etkin oldugu durumlar sonucunda

gerceklesir (202). Doksorubisin ile yapilan bir ¢alismada, 7.5 mg/kg/hafta dozda uygulanan
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Wistar grubu siganlarda, tedaviden 21 ve 28 giin sonra, testisler, eksik bir hiicre tabakasi ile
sonuglanan biiyilk miktarda germ hiicresi kaybini sergilemistir (203). Bu ¢aligmalarla
uyumlu olarak bizde ¢alismamizda PEMB grubunda yogun olarak boyanmis Kaspaz-3
pozitif hiicreler oldugunu, PEMB+ANAST ve PEMB+RES grubunda ise pozitif boyanmig
hiicre sayisinda ve boyanma yogunlugunda belirgin derecede azalma oldugunu tespit ettik.

Kontrol, RES ve ANAST gruplarinda ise Kaspaz-3 immiinreaktivitesi gézlenmemistir.

Serum Testeseron ve PD-1 seviyelerinin Elisa yontemiyle degerlendirilmesi

Bu ¢alisma, serum testosteron seviyesinin, sicanlarda PEMB maruziyeti ile belirgin
bir sekilde azaldigin1 gostermistir. Bununla birlikte ANAST ve RES tedavisi kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, tek basina verildiklerinde serum testosteron seviyelerini degistirmedi.
Ote yandan, her iki tedavide de (PEMB+ANAST ve PEMB+RES) ayr1 ayri PEMB’in
testosteron diizeyleri iizerindeki toksik etkisini tersine ¢evirdi ve testosteron seviyelerini

arttirdi.

Yapilan birgok ¢alismada ANAST ve RES tedavisinin testosteron diizeylerinin
anlamli derecede arttig1 gosterilmistir. Bir calismada anastrazol ile tedavi edilen siganlarda
testosteron konsantrasyonlarinin, tedavinin ilk 19 haftasinda anlamli olarak arttigin
gostermistir (106). Benzer sekilde anastrazoliin spermatogeneze etkisiyle ilgili yapilan bir
calismada, anastrazol ile tedavi edilen hastanin testosteronunun normallesmesine, LH ve
folikiil uyarict hormon (FSH) seviyelerinin normallesmesine, serum estradiol seviyelerinin
baskilanmasina ve spermatogenez ve fertilitenin  normallesmesine yol acti
(199). Testosterondaki benzer artiglar, eugonadal yash erkeklere giinde 2 mg anastrozol
verilen kisa siireli bir ¢aligmada da bildirilmistir (200). Anastrazol ile ayn1 etken maddeye
sahip olan letrozol adli ilagla yapilan bir calismada ise, metotreksat kaynakli testikiiler
toksisiteye karsi, bu ilag spermatogenezi ve sperm canliligini gelistirmis, ayrica oksidatif

stres belirtegleri ve hiicresel sitokinlerin seviyelerini distirmistiir (201).

Resveratrol ile yapilan caligmalara bakildiginda, Sisplatin ile uygulama yapilan
sicanlarda, resveratrol tedavisinin testosteron, FSH ve LH diizeylerini diizenledigi

gozlenmigtir (185).

Ozatik ve ark. testis toksisitesi olusturduklar1 farelerde, resveratroliin testis germ
hiicreleri iizerindeki koruyucu rollerini arastirmislar ve 20 mg/kg dozda uyguladiklar

resveratrol ile testosteron seviyelerinde 6nemli artiglar gézlemlemislerdir (202).
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Bilindigi gibi pembrolizumab yeni onaylanan bir ilag olmasi sebebiyle sicanlarda
testosteron diizeyleri iizerindeki etkileri ile ilgili bir ¢alisma yapilmamistir.
Pembrolizumabin spermatogenezde sebep oldugu hasarin, LH reseptorii ekspresyonu,
mitokondriyal sitokrom P450 de bozulma ve bu enzimin aktivitesinin azalmasi, bu nedenle
testosteron iretimindeki ilk adimlara miidahale etmesi ile etkilesime girerek ortaya
cikabilecegini diisiindiik. Bu baglamda yapilan tez g¢alismasi pembrolizumab ilaci ile
hormonal parametrelerin incelenmesi agisindan literatiire kazandirilacak c¢alismalar

arasindadir.

Ureme sistemi sertoli, leydig, germ hiicreleri ve kan damarlarindan  olusmaktadir.
Sertoli hiicrelerinin PDL-1 salgilayarak T hiicrelerinin testis aktivitesini kontrol ettigi ve
boylelikle inflamasyonu onledigi bilinmektedir (203). Onisto ve ark. PD-1 reseptoriiniin
spermatogenezin diizenlenmesinde ve erkek fertilitesinde aktif rol oynadigini ortaya
koymuslardir (204). Bu baglamda PEMB uygulamasi PD-1 reseptor blokajina sebep olarak

testiste sperm iiretiminin durmasina sebep olabilir.

Bu tez calismasinda PD-1 ekspresyon seviyeleri Elisa sonuglari ile degerlendirildi.
Ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde PEMB uygulamasi yapilan siganlarda serum
PD-1 diizeylerinin azaldig1 gozlendi. Ancak tedavi olarak verilen RES ve ANAST, PD-1
seviyelerini degistirmedi. PD-1 seviyesi bu tedavi sonucu artmis olsaydi, PD-1 sayisinin
artigina bagli olarak ilacin etkinliginde azalma goriilebilirdi. Bu baglamda elde ettigimiz
sonug beklenilen ve istenilen bir sonugtur. Calismamiza benzer olarak, Zhang ve ark.
yaptiklari bir ¢alismada kanser agrisi olan hastalarin PD-1 ifade oranin1 normal hastalardan
daha yiiksek olarak bulmustur (205). Liu ve ark. hepataseliiler karsinomali hastalarda kan
serumlarinda PD-1 seviyelerinin artmis oldugunu gostermistir (206). Calismalara
bakildiginda siganlarda PEMB toksisitesine bagli olarak serumda PD-1 ifadeleri
degerlendirilmemistir. Ayn1 sekilde RES ve ANAST tedavisinin, bugiine kadar PD-1 ile
iliskilendirildigi calismalar goriilmemektedir. Bu baglamda yapilan bu ¢alisma literatiire

kazandirilacak ilk ¢calismalardan biri olmasi agisindan 6nem arzetmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Antikanser ilaglarin bulunmasi ve yeni ilaglarin gelistirilmesi, yasam sliresinin
uzamas1 ve hayat kalitesinin artmas1 acisindan ¢ok biiyiik 6nem tasimaktadir. Uretilen
ilaglarin yan etkileri ve bu konu {izerine yapilan erkek fertilite ¢caligmalarina bakildiginda,
gelecekte onemli bir infertilite sikintis1 yasanacagi mevcuttur. Yan etkilerin azaltilmasina
yonelik  gliniimlizdeki  tedaviler hormon, antioksidan uygulamasi ve sperma

kriyoprezervasyonu olarak bilinmektedir.

Bu tez c¢alismasi sonucunda erkek si¢anlarda testis dokusunda immunoterépotik
ilaglardan PEMB’in neden oldugu reprodiiktif hasara karsi, aromataz inhibitorlerinde olan
sentetik anastrazol ve dogal aromataz inhibitorii olan resveratroliin koruyucu etkileri oldugu

gozlendi.

Histopatolojik olarak PEMB ile hasar olusturulan grupta testiste, seminifer tiibiil
yapilarinda bozulma, vaskiiler konjesyon, kapsiil altinda ve intestisyel alanda 6dem,
vakuolizasyon, seminifer tiibiil liimenine dokiilmiis hiicreler, tiiblil limeninde 6dem ve
boliinmenin herhangi bir evresinde duraksamis hiicreler oldugu tespit edildi. PEMB+
ANAST ve PEMB + RES gruplarini olusturan si¢anlarin testis 6rneklerinin 151k mikroskobik
incelemelerinde, histopatolojik hasarin her iki grupta da belirgin sekilde azaldigi,
spermatogenik hiicrelerin korundugu gozlendi. immunohistokimyasal olarak ise PEMB
grubunda belirgin derecede yogun boyanmis Kaspaz-3 pozitif hiicreler gozlendi. PEMB +
ANAST ve PEMB + RES gruplarinda Kaspaz-3 pozitif boyanmis hiicrelerin sayisinda ve
boyanma yogunlugunda belirgin derecede azalma oldugu tespit edildi. Kontrol, ANAST ve
RES gruplarinda ise Kaspaz-3 immunreaktivitesi gozlenmedi. Bu baglamda PEMB
uygulamasi histopatolojik hasari artirirken, anastrazol ve resveratrol ile ayr1 ayri yapilan

aromataz inhibitdr tedavileri olusan hasar1 gidermistir.

Biyokimyasal analizlerde 5 mg/kg/hafta dozunda uygulanan PEMB doku hasari
gostergesi olan TBARS seviyesini anlamli 6l¢iide artirmig; antioksidan sistem parametreleri
olan SOD, CAT, GPx (enzimatik) ve GSH (enzimatik olmayan) seviyelerini belirgin sekilde
azaltmistir. Bunun sonucunda da anormal sperm orani artmis ve sperm motilite ve
konsantrasyonu azalmistir. 5 mg/kg/hafta dozunda PEMB ile beraber 20 mg/kg/giin dozunda
RES ve 2 mg/kg/gilin dozunda ANAST uygulanmasi sonucunda TBARS seviyesi azalmis ve
SOD, CAT, GPx ve GSH seviyeleri artmistir. Bu degisiklikler anlamli 6l¢iide olup sperm

konsantrasyonu ve motilitesinin artmasi ve anormal sperm oraninin azalmasi ile kendisini
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gostermistir. Benzer sekilde PEMB ilacina maruz kalan siganlarda testosteron seviyeleri
azalirken tedaviyle birlikte hormonal parametreler kontrol grubuna yaklagmistir. Bununla
birlikte PEMB uygulamasiyla si¢anlarda testis dokusunda PD-1 seviyeleri azalmis, verilen

tedaviler bu ifade seviyelerini degistirmemistir.

Sonug olarak bu tez galismasi anastrazol ve resveratrol uygulamasinin, siganlarda
pembrolizumab ile olusturulan testis hasarini biyokimyasal ve histopatolojik olarak
azaltigin1 ve spermotogenezin devamliligini sagladigimi gostermektedir. Anastrazol ve
resveratroliin reprodiiktif koruyuculugu tlizerine daha fazla ¢alisma yapilabilir. Yeni nesil
ila¢ olan pembrolizumab ilacini alan hastalarda infertilite agik bir sekilde tehdit etkenidir.
Bu baglamda ilacin kullanimiyla alakali toksik etkiler dikkate alinmali ve toksisiteyi

engelleyici alternatif tedavi yontemleri arastirilmalidir.
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Deneyde Kullanilacak Hayvanin Tiirii : Rat

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Soyu : Spraque Dawley

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Cinsiyeti  : [Op  [Crarketmez
Deneyde Kullanilacak Hayvanin Sayisi 1 72 Adet

Deneyde Kullanilacak Hayvanin Yasi ve Agirligi: 3-6 ay

Dog. Dr. Osman CIFTCI nin yiiriitiiciisti oldugu “Pembrolizumab verilen sicanlarda
olast testis toksisitesine karsi aromataz inhibitérlerinin etkisi” isimli 2018/A-08 Protokol
no.lu ¢galigmanin dosyasi incelendi.

Ad gegen aragtirmanin; aragtirma protokoliine tamamen uyulmak, inonii Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Yonergesi'nde belirtilen hususlar yerine
getirilmek ve sorumluluk arastiricilara ait olmak iizere galigmanin yapilmasinda herhangi bir
etik sakinca bulunmadigina oy birligi ile karar verildi.
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