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OZET
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Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2024

Danigsman: Prof. Dr. Sinem ILGIN
(Ikinci Danmigman: Dr. Ogr. Uyesi Merve BAYSAL)

Levotiroksin; bircok vicut fonksiyonu regilasyonunda yer alan tiroid
hormonlarmin ikamesinde kullanilan sentetik bir molekuldiir. Hormon bazli bir ajan
olmasi ve tiim diinyada en sik regete edilen ilaglardan olmas1 reproduiktif etkileri Gizerinde
aragtirma yapma geregi olusturmustur. Erkek reproduktif sistem dizileri Gizerine hem
genomik hem de non-genomik etkiler ile spermatogenezi ve androjenik aktiviteyi
etkilemektedir. Calismada TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicre hatlar1 izerine doza bagimli
hiicre canliligt MTT ve nétral kirmizi deneyleri ile test edilerek bu konsantrasyonlardan
hareketle inhibitdr konsantrasyon 50 belirlenmistir, bu konsantrasyonlardan hareketle
reaktif oksijen tiirleri olusumu Diklorofloresin-diasetat yontemi ile spektrofotometrik
olarak belirlenmis ve DNA hasarinin tespiti Comet testi ile saptanmigtir. Sonuclara gore
levotiroksinin konsantrasyon bagimli olarak TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hicrelerinde
hiicre canliligin1 azalttig1 belirlenmistir. Yiiksek konsantrasyonda levotiroksin hiicrelerde
ROT iiretimini indiiklemistir, fakat bu istatistiksel olarak anlamli degerlendirilmemistir.
Diger taraftan TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinde levotiroksin DNA hasari
acisindan anlamli degisikliklere neden olmamistir. Sonug olarak levotiroksinin TM3
Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinde tespit edilen sitotoksik etkisi reproduktif toksisitenin
bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Sozctkler: Levotiroksin, TM3 Leydig hicreleri, TM4 Sertoli hiicreleri,
Sitotoksisite, Reaktif oksijen tirleri, DNA hasari.



ABSTRACT
LEVOTHYROXINE IN MALE REPRODUCTIVE SYSTEM CELL LINES
ASSESSMENT OF TOXICITY

Phc. Tugge TARTICI
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Supervisor: Prof. Dr. Sinem ILGIN
(Co-Supervisor: Asst. Prof. Merve BAYSAL)

Levothyroxine is a synthetic molecule that replaces thyroid hormones that regulate
many body functions. The fact that it is a hormone-based agent and one of the most
frequently prescribed drugs all over the world has created a need for research on its
reproductive effects. It affects spermatogenesis and androgenic activity with genomic and
non-genomic effects on male reproductive system sequences. In the study, dose-
dependent cell viability was tested with MTT and neutral red experiments on TM4 Sertoli
and TM3 Leydig cell lines, and the inhibitory concentration 50 was determined based on
these concentrations. Based on these concentrations, the formation of reactive oxygen
species was determined spectrophotometrically by the Dichlorofluorescein-diacetate
method, and the detection of DNA damage was determined by the Comet test.
Levothyroxine decreases the viability of TM3 Leydig and TM4 Sertoli cells in a
concentration-dependent fashion, as demonstrated by the results. Although levothyroxine
has been observed to induce reactive oxygen species (ROS) production in cells at high
concentrations, this effect has not been determined to be statistically significant.
Conversely, levothyroxine has not induced substantial alterations with regard to DNA
damage in TM3 Leydig and TM4 Sertoli cells. The cytotoxic impact of levothyroxine on
TM3 Leydig and TM4 Sertoli cells is therefore regarded as suggestive of reproductive
toxicity.

Keywords: Levothyroxine, TM3 Leydig cells, TM4 Sertoli cells, Cytotoxicity,

Reactive oxygen species, DNA damage.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmni ve
hicbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS ve AMAC

Infertilite, kiresel olarak tim ciftlerin yaklasik %13-15'ini etkilemektedir.
Prevalans1 degisken olup epidemiyolojik olarak erkek infertilitesi, gelismekte olan
ulkelerde daha az oldugu belgelendirilmistir. Gelismis tilkelerde niifusun yaklasik %10-
15'ini etkilemekte ve olgularin yaklasik yaris1 anormal semen tretimi ile ilgili olup erkek
faktoriinden kaynaklanmaktadir [1-3].

Azaltilmig, baskilanmig veya tamamen eksik spermatogenez; erkek infertilitesi ile
iligkili yaygin bir faktordiir. Baskilanmig spermatogenezin veya spermatogenik
basarisizligin, genetik kusurlar dahil olmak {izere ¢esitli nedenleri vardir. Ancak edinilmis
faktorler de 6nemli bir rol oynamaktadir. Pek ¢ok terapétik ilacin da spermatogenezi
bozarak gecici veya kalic1 gebe kalma giicliigiine yol actig1 bildirilmistir [1].

Spermatogonya, Sertoli veya Leydig hucrelerine zarar veren herhangi bir ilag,
spermatogenezi ve sperm olgunlagmasini etkileyerek dogurganlik iizerinde olumsuz
etkilere yol acabilmektedir. Insan spermatogenezini etkileme olasilig1 en yiiksek olan
ilaclar hormon bazli ajanlar olarak bulunmustur [1].

Hormonlar, hiicreler arasi iletisimde temel faktorlerdendir. Cesitli fizyolojik
islevlere katilmak i¢in endokrin bezler tarafindan kimyasal haberciler salgilanmaktadir.
Tiroid bezi insan vicudunun fizyolojisini kontrol etmede merkezi bir yer tutmaktadir.
Tiroid hormonlar1 metabolizmay1, bitylimeyi ve diger birgok viicut fonksiyonunu kontrol
etmesiyle bilinmekte olup tiroid bezi tarafindan iiretilen ana hormonlar tiroksin veya
tetraiyodotironin (T4) ve trityodotironindir (T3) [4, 5].

Tiroid bezi, 6n hipofiz bezi ve hipotalamus; hipotalamus-hipofiz-tiroid aksi1 adi
verilen kendi kendini duizenleyen bir devreyi olusturmaktadir. Hipotalamustan tirotropin
salgilayan hormon (TRH), 6n hipofiz bezinden tiroid uyarici hormon (TSH) ve T4,
homeostaz siirdirmek i¢in uyum iginde geri bildirimle ¢alismaktadir [5].

Tiroid hormonlari testis tizerinde ¢esitli sekillerde etki etmekte ve etkilerini Leydig,
Sertoli ve germ hiicreleri dahil olmak tizere farkli hiicre tipleri Uzerinde gostermektedir.
Tiroid hormonlar1 hem Sertoli hem de Leydig hicrelerinde proliferasyonu ve
farklilasmay1 diizenlemektedir. Tiroid hormonlarinin fazlaligi veya eksikligi, semen
anormallikleri de dahil olmak (izere testis fonksiyonunda degisikliklere neden olmaktadir.
Daha sik olarak, hipertiroidizm azalmis semen hacmi ve azalmis sperm yogunlugu,
hareketliligi ve morfolojisi ile iligkilendirilirken, hipotiroidizm azalmis sperm morfolojisi
ile iligkilendirilmektedir [6, 7].



Levotiroksin (LT4), viicudun dogal tiroid hormonu olan tiroksinin sentetik bir
versiyonu olup uzun suredir hipotiroidizmin tedavisi igin kullanilir, ayrica diinyanin en
yaygin sekilde recete edilen ilaglarindan biridir [8].

Hipotiroidi tiim diinyada en sik goriilen tiroid fonksiyon bozuklugu olup tiroid bezi
tarafindan salgilanan tiroid hormonlarinda eksiklik seklinde tanimlanmaktadir. Hastalarin
%99 undan fazlasindaki hipotiroidi nedeni tiroid bezi iligkili-primer hipotiroidi iken,
nadiren sekonder santral hipotiroidi gorilebilmektedir. Primer hipotiroidizm, tiroid
bezindeki bir sorundan kaynaklanmaktadir. En yaygin neden otoimmun bir durum olup,
Hashimoto tiroidi olarak adlandirilir. Bunun yani sira tiroidektomi sonrasi iyatrojenik
hipotiroidizmde gorilmektedir. Sekonder hipotiroidizm, sorunun hipofiz bezinde oldugu
ve tiroid stimdle edici hormon (TSH) tiretiminde azalma oldugu zaman goézlenmektedir.
Tersiyer hipotiroidizm nadirdir ve sorun hipotalamusta azalmis tiroid salgilatict hormon
(TRH) uretimidir [8-10].

Oral levotiroksin; primer, sekonder ve tersiyer hipotiroidizmin tedavisi i¢in ve
tirotropine bagimli iyi diferansiye tiroid kanserini yonetmek icin cerrahi ve radyoiyodin
tedavisine ek olarak hipofiz tirotropin supresyonu icin Amerika Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA) onayina sahiptir [11-13].

Hipotiroidizm siklig1 yaslanma ile artis gostermekte ve kadinlarda erkeklere gore
5-10 kat daha sik goriilmektedir. Hipotiroidizm 6zellikle iyot eksikligi olan bolgelerde
siklikla gézlenmektedir. Ayrica tiroid peroksidaz otoantikoru (TPO) pozitif olan ve TSH
diizeyi normalin st sinirlarinda olan bireylerde hipotiroidizm gelisme siklig1 artmaktadir.
Asikar hipotiroidizm siklig1 %0,1-2 arasinda bildirilmistir. Subklinik hipotiroidizm ise
¢ok daha yaygin goriilmektedir. Yetiskinlerde %4-10 arasinda ve ozellikle yash
kadinlarda %5 civarinda gorilebilmektedir [14].

Hipotiroidizm erkeklerde daha az yaygin olsa da tiroid hormonu eksikligi, biiylime
hormonunu, glukokortikoidleri ve gonadal islevi degistiren degisiklikler de dahil olmak
Uzere viicudun tiim organlarini etkilemektedir [2].

Dolayisiyla erkek reproduktif advers etkileri igin; hormon bazli bir ajan olan
levotiroksinin, sik regete edilen bir ilag olmasi nedeniyle erkek reproduktif hiicre
dizilerine olabilecek toksik etkilerinin arastirilmasi kag¢inilmaz olmustur.

Bu tez calismasinda; levotiroksinin erkek reproduktif toksisitesinin in vitro
degerlendirilmesi ve olas1 toksisitenin mekanizmasi anlamlandirilmasi adina; Sertoli ve

Leydig hucrelerinde hiicre canliligina etkisinin 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil



tetrazolyum bromir (MTT) ve notral kirmizist testleri ile belirlenmesi, olasi DNA
hasarmin Comet yontemi ile tespit edilmesi, reaktif oksijen tirlerinin (ROT) Uretiminin

2', 7'-diklorofloresin diasetat (DCFDA) yontemi ile degerlendirilmesi amaglanmustir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Levotiroksin



Tiroid folikdlu iyodotironin hormonu tiroksin (T4) ve 3,5,3’triiyodotironin (T3)
uretmektedir. Tiroksinin levo izomerinin hormonal etkinligi, dekstro izomerinden 10-20
kez daha fazla olup ilag olarak bu izomer kullanilir ve ad1 levotiroksin’dir [15, 16].

2.1.1. Levotiroksin etki mekanizmasi
Hipotalamus tirotropin salgilatict hormon (TRH) salgilayarak ¢n hipofizi TSH

salgilamasi i¢in uyarmaktadir. TSH ise tiroidi tiroksin (T4) (%80) ve L-triiyodotironin
(T3) (%20) salgilamasi i¢in uyarmaktadir. T4’iin yiizde ellisi daha sonra aktif metaboliti
T3’¢ donistiiriilmektedir [17].

Tiroid hormonlari lipofiliktir ve tasima proteinlerine bagli olarak dolasirlar. Tiroid

hormonunun yalnizca bir kismi (yaklasik %0,2) baglanmamis ve aktiftir [5].
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Sekil 2.1. Tiroid hormonu homeostazinda yer alan temel fizyolojik sistemlerin
basitlestirilmis semasi [18]

Tastyic1 proteinler arasinda tiroksin baglayici globulin (TBG), transtiretin ve
alblmin bulunmaktadir. TBG, T4'lin ¢ogunlugunu (Ugcte ikisi) tasimaktadir. Transtiretin,
tiroksin ve retinol tasimaktadir. T3 ve T4 hedef bélgesine ulastiginda, baglayici
proteinlerinden ayrilarak difiizyon veya tasiyict aracili tasima yoluyla hiicrelere

girebilmektedirler [5].
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Sekil 2.2. T4 ve T3’Un hicre igine girigi [19]

Deiyodinazlar, T4'0 aktif T3'%e veya aktif olmayan reverse T3'e (rT3)
doniistiirmektedir. Ug tip deiyodinaz vardir. Tip 1 (DIO1) ve II (DIO2) karaciger,
bobrekler, kaslar ve tiroid bezlerinde bulunmaktadir. Tip III (DIO3) deiyodinazlar santral
sinir sistemi ve plasentada bulunmaktadir. DIO1 ve DIO2, T4 aktif T3 formuna
dontistiirmekte ve DIO3, T4'i aktif olmayan rT3 formuna doniistiirmektedir [5].

Tiroid reseptorleri hem T3 hem de T4'e baglanabilen transkripsiyon faktorleridir.
Bununla birlikte, T4’iin reseptor bolgesine olan afinitesi T3’ten yaklasik on kat daha
digiiktiir. Sonug olarak, T4 nispeten inaktiftir. T3 baglanmasi igin reseptorler, ligand
baglanmasindan once c¢ekirdekte DNA'ya baglanmistir. T3 veya T4 daha sonra ilgili
dokudaki nikleer alfa veya beta reseptorlerine baglanarak belirli genlerin ve hiicreye
0zgu tepkilerin aktivasyonuna yol agan transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna neden
olmaktadirlar [5, 20].

Reseptorler farkli dokularda farkli konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Hormona
duyarl dokularda (hipofiz, karaciger, bobrek, kalp, iskelet kasi, akciger ve bagirsak) cok
sayida tiroid hormon reseptdrii bulunurken, hormona duyarli olmayan dokularda (dalak,
testis) az sayida reseptor bolgesi bulunmaktadir. T3 e anabolik yanit1 olmayan beyinde
ise ortalama sayida reseptdr bulunmaktadir. Bazi durumlarda viicut homeostazinin
korunmasi amaci ile niikleer reseptdrlerin sayis1 degisebilmektedir. Ornegin, aglik hem
dolagimdaki T3 hormonunda hem de hiicresel T3 reseptorlerinde azalmaya neden
olmaktadir. Bu durum, T3’iin etkisinin farkli dokular tizerindeki varyasyonlarinin nedeni

olabilmektedir [5, 20].



Tiroidin metabolik siirecler {iizerindeki ¢ogu etkileri niikleer reseptdrlerin
aktivasyonu araciligiyla gerceklesmektedir. Bu aktivasyon, artmig RNA formasyonuna
ve sonrasinda protein sentezine yol agmaktadir [20].

Bu siire¢ kesintiye ugradiginda (primer, sekonder ve tersiyer hipotiroidizmde
goriildiigii gibi), levotiroksin, viicudun tiroid tarafindan endojen T4 iiretimini taklit
edebilir. Eksojen levotiroksin endojen T4 ten ayirt edilemez [18].

2.1.2. Farmakolojik aktiviteleri
Sentetik levotiroksin stabilitesi, iceriginin basitligi, diisiik maliyeti, yabanci

alerjenik protein icermemesi, serum dizeylerinin laboratuvarda kolay o6l¢ilmesi ve
yartlanma Omriiniin uzun olmasi (7 giin) sonucu giinde tek doz verilebilmesi nedenleri ile
tiroid replasman ve supresyon tedavisi i¢in tercih edilen preparattir. Bunun yani sira, T4
hlcre icerisinde T3’¢ doniismekte olup bu nedenle T4 replasmani her iki hormonu da
saglamaktadir [20].

Levotiroksinin  farmakokinetik  6zellikleri Tablo 2.1.’de, farmakodinamik
Ozellikleri Tablo 2.2.’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Levotiroksinin farmokokinetik dzeti [18]

Farmakokinetik Agiklama
Ana absorpsiyon bolgesi Ince bagirsak (jejunum ve ileum)
Otiroid kiside %70-80; hipertiroid hastalarinda biraz daha yiiksek
Biyoyararlanim .
olabilir
Maksimum
Konsantarasyona 2-3 saat
Ulagma Siiresi
Dagilim hacmi 11-15 litre
T4>9%99,9
Protein baglama
T3=9%99,8

T4 = Otiroid ve hipotiroid hastalarda sirasiyla 6,2 ve 7,5 giin
Yarilanma 6mrii )
T3 = Otiroid ve hipotiroid hastalarda sirasiyla 1 ve 1,4 glin

Klirens T4 = Otiroid ve hipotiroid hastalarda sirastyla 0,055 ve 0,038 I/sa




Tablo 2.2. Levotiroksinin farmakodinamigine genel bakis [18]

Fizyolojik . . Hipotiroidili bir hastada LT4
Hipotiroidizmin etkisi
sureg replasmaninin temel etkileri
Enerji Dinlenme enerji harcamasi ve metabolik
Azaltir.
harcamasi hizdaki azalmalar1 tersine gevirir.
) o Total ve LDL kolesteroli ve diger
. Esas olarak hepatik LDL reseptorleri S o
Lipid o o ) dislipidemi belirteclerini azaltir.
L azaltma yoluyla dislipidemiyi tesvik . o o
profilleri d Intrahepatik lipid igerigini (yiikseldiginde)
eaer.
azaltir.
Acik hipotiroidizm bozulmus glukoz Tirotoksikozda bozulmug glukoz toleransini
Kan sekeri toleransini azaltir. degisikliklerini diizeltir.
kontroli Subklinik hipotiroidizm insilin Insiilin duyarlihigini artirir.
direncini ve diyabet riskini artirir. Glikoz toleransini artirir.
Inflamasyon Artan sistemik inflamasyon Azaltilmis sistemik inflamasyon belirtecleri
Koagiilopatiye neden olur. Eksiklikleri duzeltir.
Pihtilasma Subklinik hipotiroidizm prokoagulan Fibrinoliz belirteclerini ve pihtilagsmay1
duruma neden olur. iyilestirir.
Beyin Degisen ruh hali/duygu durumu Iyilestirilmis ruh hali/duygu durumu
Iliml agirlik artigt
Yag dokusu ] Hipotiroidizmde kilo alimini tersine ¢evirir.
Kahverengi yag aktivasyonu azalist
Mevcut kardiyak sorunlari
Kal siddetlendirir. Kardiyak yap1 ve fonksiyondaki
alp . . S -
Azalan kardiyak kontraktilite anormallikleri tersine cevirir.
Artan kan basinci
Asirt tedavi ve hipertiroidizm asir1 kemik
kaybina neden olabilir.
) Tiroid hormonlari kemik yogunlugunu
Kemik Tiroid fonksiyonu 6zellikle kirik riski
azaltir. o )
tasiyan kigilerde dikkatle
degerlendirilmelidir.
Glomerdler filtrasyon hizinda
L . hipotiroidizmin neden oldugu azalmay1
Hipotiroidizm bdbrek fonksiyonunu . .
Bobrek tersine cevirir.

azaltabilir.

Baz1 yarar kanitlari (Urik asit ve albiimin

atiliminda azalma)




2.1.3. Advers etkileri
Saglikli olan ve birka¢ aydir hipotiroidizm teshisi konan yetiskinler, ihtiyag

duyuldugunda her 6 ila 8 haftada bir 12,5 ila 25 mcg/glin doz ayarlamasi ile 1,6
mcg/kg/giin baslangi¢c dozu almalidir.
Kalp hastalig1 olan yetiskinler veya 65 yas iistii yaslilar ve hipotiroidizm baslangi¢

dozu 25 mcg/giin, doz ayarlamasi ise her 4-6 haftada bir 12.5-25 mcg olmalidir [21].
Advers ila¢ reaksiyonlari (sistem organ siniflamasina gore) [21]
Kardiyovaskiiler advers ila¢ reaksiyonlar

e Anjina pektoris

e Tagikardi

e Carpmt

o Aritmi

o Miyokard enfarktiisu

o Atriyal fibrilasyon
Noropsikiyatrik advers ila¢ reaksiyonlari

o Endise

o Uykusuzluk
Gastrointestinal advers ila¢ reaksiyonlar:

o Kilo kaybi

o Tiikenmislik

e Ishal

o Kusma
Dermatolojik advers ila¢ reaksiyonlari

o Deri dokuntusu

e Sac dokllmesi

o Diyaforez
Endokrin advers ila¢ reaksiyonlar:

o Guatr

o Menstriel dizensizlikler

e Is1intoleransi

e Azalan kemik mineral yogunlugu (TSH baskilanmasinin bir sonucu)
Hepatik advers ila¢ reaksiyonlari

e Artan karaciger enzimleri



Immiinoalerjik hepatit

flac etkilesimleri

Kalsiyum karbonat, demir fumarat ve sevelamer levotiroksine baglanir ve
levotiroksinin emilimini azaltir.

Safra asidi kenetleyicileri (6rn., kolesevelam, kolestiramin, kolestipol) ve iyon
degistirici regineler (6rn., polistirensilfonat) levotiroksin emilimini azaltir.
Levotiroksin ve orlistat ile eszamanli olarak tedavi edilen hastalari, emilimin
azalmasi nedeniyle tiroid fonksiyonundaki degisiklikler agisindan izlenmelidir.
Mide asiditesi, levotiroksinin yeterli emilimi i¢in bir 6n kosuldur. Stkralfat,
antiasitler ve proton pompasi inhibitorleri hipoklorhidriye neden olabilir ve
levotiroksin emilimini azaltabilir.

Furosemid, T4'in TBG’ye baglanmasini inhibe ederek serbest T4'te bir artisa yol
acar; ayn1 zamanda TBG'deki T4 baglama bolgeleri i¢in rekabet eder, bu nedenle
tek bir yuksek doz furosemid, toplam T4 seviyesini aniden disiirebilir.

Fenitoin ve karbamazepin, levotiroksinin protein baglanmasini azaltir ve toplam
ve serbest T4, %20 ila %40 oraninda azaltilabilir. Bununla birlikte, ¢ogu hasta
normal TSH seviyelerine sahiptir ve klinik olarak 6tiroiddir.

Serum TBG'sini artiran ilaglar arasinda Ostrojen, tamoksifen, klofibrat, opioidler,
mitotan, florourasil ve kapesitabin bulunur. Postmenopozal kadinlarda Gstrojen
tedavisi, ortalama TSH konsantrasyonunda bir artis ile iliskilidir. Hizli dstrojen
artis1, tedavi edilen hipotiroid kadinlarda artmis TBG ve TSH degerleri ile
iligkilidir.

Androjenler ters etkiye sahiptir ve serum TBG konsantrasyonlarini diisiiriir, bu
nedenle levotiroksin dozunda bir azalma gerektirir.

Propranolol ve amiodaron, T4'Uin T3'e donisiimiini azaltir. Karbamazepin,
fenobarbital ve rifampin, karaciger mikrozomal enzimlerini indiikler, levotiroksin
metabolizmasini artirir ve serum konsantrasyonunu azaltir.

Dopamin, glukokortikoidler ve oktreotid gibi ilaglar TSH konsantrasyonunu
azaltabilirken, lityum, iyot ve silfonamidlertiroid hormon sentezine mudahale
eder.

Immiin kontrol noktas1 inhibitdrii tedavisi (Pipembrolizumab, nivolumab,

ipilimumab) ile tedavi edilen hastalarda, immunkontrol noktasi inhibitérinin



kesilmesini gerektirebilecek immiin baglantili advers olaylara bagl olarak
hipotiroidizm gelisebilir.

o Levotiroksinin emilimi soya fasulyesi, papaya ve greyfurt tiikkretimine bagli olarak
bozulabilir.

Kontrendikasyonlar

o Akut miyokard infarktisu

e Diizeltilmemis adrenal yetmezlik

o Akut miyokardit, pankardit

o Aktif kardiyak aritmiler

o Tirotoksikoz

o Hipertiroidizm

2.1.4. Levotiroksinin toksisitesi
Genel olarak, yanlis doz almaktan (asirt doz) kaynaklanan advers olaylar, siklikla

hipertiroid benzeri bir tablo veya levotiroksin tabletlerinin yardimcit maddesine karsi
alerjik bir reaksiyon olusturur. Levotiroksin tabletindeki boya (tartrazin sarisi), laktoz,
akasya ve hatta gluten gibi yardimc1 maddelere karsi nadiren alerji olusabilir. Bu nedenle,
levotiroksine karsi alerji veya intolerans, jel kapsiillerin degerlendirilmesi de dahil olmak
tizere iirlin degistirilerek yonetilebilir. Levotiroksin ile tedavi edilen yash kisiler arasinda,
gunde 75 mcg'den daha yiiksek dozlarda levotiroksin, artmis atriyal fibrilasyon riski ile
iliskilidir [22-24].

Levotiroksin toksisitesi nadirdir; ancak, biiyiik olasilikla gocuklar veya yash
yetiskinler tarafindan kazara yutulmasi durumunda meydana gelir. Genellikle serumdaki
yuksek total T4 ve T3, baskilanmig serum TSH'yi ve yiiksek serbest T4 ve serbest T3'i
ortaya ¢ikarir. Tiroksin ve triiyodotironin seviyeleri, alimdan 1 ila 2 saat sonra yiikselir.
Doz agiminin ilk asamasinda (aldiktan 6-12 saat sonra), toksisitenin yaygin belirtileri
titreme, tagikardi, hipertansiyon, anksiyete ve ishal olacaktir. Nadiren konvilsiyonlar,
akut psikoz, aritmiler ve akut miyokard enfarktiisii olusabilir.

Levotiroksin doz asimini tedavi edecek bir antidot bulunmamaktadir. Tedavi
secenekleri arasinda gastrik lavaj, aktif komiir, kolestiramin, glukokortikoidler, beta

blokerler, propiltiourasil ve destekleyici onlemler yer almaktadir [21].
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2.2. Hipotalamus-Hipofiz-Tiroid Aksi ile Hipotalamus-Hipofiz-Testis Aks1
Tiroid hormonu, Kkalp, santral sinir sistemi, otonom sinir sistemi, kemik,

gastroinestinal sistem ve metabolizma dahil olmak (zere vicuttaki hemen hemen her
organ sistemini etkilemektedir. Genel olarak, tiroid hormonu intrantkleer reseptoriine
baglandiginda, metabolik hiz1 ve termojenezi arttirmak igin genleri aktive etmektedir.

Artan metabolik hiz, artan oksijen ve enerji tiketimini icermektedir [5].

\\
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Retinoidler X o d
I
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Sekil 2.3. Tiroid hormon salgilanmasinin diizenlenmesi [16]

Tiroid hormonunun diizenlenmesi hipotalamusta baslamaktadir. Hipotalamus, 6n
hipofiz bezine giden hipotalamik hipofiz portal sistemine TRH salgilamaktadir. TRH,
hipotalamusun periventrikiiler ¢ekirdegindeki hiicre gévdeleri tarafindan olusturulan bir
peptit hormonu olup ©n hipofizdeki tirotropin hicrelerini TSH salinmasi igin
uyarmaktadir. TSH kana salinir ve tiroid folikuler hicresinin bazolateral ylziindeki tiroid
salgilatict hormon reseptdriine (TSH-R) baglanir. Bu da tiroidi %80 tiroksin (T4) ve %20
L-trityodotironin(T3) salgilamasi i¢in uyarmaktadir [5, 17].
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Tiroid uyarict hormon, tiroid bezinin T3 ve T4 salgiladigin1 bildirmek i¢in tiroid
epitel hucrelerindeki TSH reseptériine baglanir. Buna hipotalamus-hipofiz-tiroid aksi
(HPT aks1) adi verilmektedir [25].

Hipotalamus

GnRH
On
hipofiz SEH
FSH
V4
/
F
/ =7
Hedef
dgki Gonadlar/
Hedef
_: Cmsxyet \
g?[:’;‘[:‘ﬂ | R Inhibin steroidleri
Sekonder Yardimei Diger
hedef cinsiyet organlary dokular
dokular

Sekil 2.4. HPT aks: [16]

Liteinize edici hormon (LH) ve folikiil uyarici hormonun (FSH) 6n hipofiz
tarafindan tretilmektedir. Bu iki hormonun dretimi, hipotalamus tarafindan yapilan
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) tarafindan uyarilmaktadir. LH, FSH ve
testosteronun  spermatogenezi nasil diizenledigi buylk Olcude bilinmektedir.
Spermatogenez siirecinin basariyla tamamlanmasi igin testosteron gereklidir, aksi
takdirde spermiyogenez sirasinda yuvarlak spermatidlerin spermatozoaya donisiimii
bozulur. Bu doniisiimde ve spermatogonyumun spermatositlere farklilagmasinda FSH
onemli rol oynamaktadir. Germ hicrelerinde testosteron ve FSH igin reseptor
bulunmadigindan, bu hormonlar germ hiicrelerinin beslenmesinden sorumlu olan Sertoli
hicreleri araciligiyla hareket etmektedir. Testosteron, LH uyarimi ile Leydig hucreleri
tarafindan tiretilmekte olup bu yolak hipotalamus-hipofiz-gonadal eksen (HPG ekseni)
olarak bilinmektedir [25].
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2.2.1. Tiroid hormonlarinin testis iizerine etkileri
Testislerin androjen (retimi ve spermatogenez olmak {izere iki ana islevi

bulunmaktadir. Spesifik olarak, Leydig hucreleri androjenik hormonlar (testosteron,
androstenedion ve dehidroepiandrosteron)  Uretmekte, Sertoli hicreleri ise
spermatogenezi tesvik eder ve FSH stimiilasyonu ile androjen baglayici protein (ABP)
salgilamaktadir [26].

3,5,3'-triiyodotironin ve T4, genomik ve genomik olmayan etkilerle testisin
isleyisini diizenler. Genomik etkiler, T3'lin ¢ekirdekteki ayni kokenli reseptoriine
baglanmasindan kaynaklanmaktadir. Sertoli ve Leydig hiicreleri, burada hormon-resepttr
kompleksi tiroid hormonu yanit elemanlarina baglandiktan sonra gen transkripsiyonunu

ve protein sentezini aktive eder [6].

HUCRE MEMBRANI

NUKLEUS
GERM HUCRESI
T3 T3
» SPERMATOGENEZ
SITOPLAZMA
Sertoli cell
PROLIFERASYON
T3 3 —t—mn>@RLNZE | ~~--~~

———p FARKLILASMA

------ ¥  GONASITLERE ADEZYON

Sekil 2.5. T3'Un spermatogenez uzerine etkisinin dzeti [6]

3,5,3'-trityodotironin  Sertoli  hucrelerinin  gelisimi  ve  farklilagmalarini
duzenleyerek germ olmayan hiicreler izerinde etki eder. T3, Sertoli hiicre ¢ogalmasini
durdurarak, ergenlik doneminde sayilarini belirler ve noral hiicre adezyon molekiiliiniin
ekspresyonunu engelleyerek gonositler ile bunlar arasindaki baglantiy1 degistirir [6].

Baz1 TH fonksiyonlari, en azindan kismen niikleer reseptdrlerden bagimsiz olabilir
ve ¢ekirdegin disinda gerceklesebilir. Ekstra-nlkleer yollar, onlar1 "genomik" olarak

tanimlanan ve tiroid hormon reseptorlerin (TR) aracilik ettigi gen transkripsiyonunun
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diizenlemesinden ayirmak i¢in "genomik olmayan" olarak tanimlanir. Bununla birlikte,
sonucta transkripsiyonu da etkileyebilirler ve TR'lerin alternatif olarak eklenmis
izoformlar1 aracihigiyla aracilik edilebilirler. iki gen (TRa ve TRP), alternatif ekleme
(TRal, TRo2, TRa3, TRP1 ve TRP2) ile elde edilen bes izoformu kodlar. TRa2 ve TRa3,
hormon baglama alanindan yoksundur ve transkripsiyonu baskilayarak tiroid hormonu
yanit elemaninin baglanmasi i¢in T3 ile rekabet ettigi gosterilmistir. Germ hucrelerinde
TRal, Sertoli hiicrelerinde TRB1 ve TRB2 baskin izoformdur [6, 27].

Tiroid hormonlarinin nongenomik etkileri, spermatozoonun sitoplazmik
membraninda, sitoplazmasinda, hiicre iskeletinde ve mitokondrilerinde bulunan niikleer
olmayan reseptérlere baglanmalarindan, siklikadenozinmonofosfat sentezini ve Ca®*
salmimini ve nihayetinde sperm hareketliligini artirmalarindan kaynaklanmaktadir.
Yapilan c¢alismalar, T4'Un spermlerin flagellar hareketlerini (hipermotilite) hizli bir
sekilde arttirdigi ve sonu¢ olarak yiizerek geri kazanilan sperm sayisini arttirdigi
gostermektedir [6].

Tiroid hormonlari, bir dizi antioksidan sisteme dayanan testisin redoks durumunu
diizenler. Sperm orta parcasinda en bol bulunan mitokondriyal protein, selenyum igeren
protein ailesini igeren glutatyon peroksidazdir (GPx). Testiste, GPx hem antioksidan etki
(sitoplazmada bulundugunda) ve hem antiapoptotik etki (mitokondriyal bdlgeye
yerlestirildiginde) sahiptir.  Testisteki  diger antioksidan sistemler arasinda
stiperoksitdismutaz, y-glutamiltransferaz, katalaz, glutatyon-S-transferaz, sitokrom C,
melatonin, C vitamini, E vitamini ve ginko bulunmaktadr. ilging bir sekilde, y-glutamil
ekspresyonu transferaz ve katalaz tiroid hormonlar tarafindan artirilirken, GPx ve
sitokrom C negatif olarak diizenlenmektedir [6].

2.2.1.1. Sertoli hiicre proliferasyonu ve fonksiyonel olgunlasmasinda
tiroid hormonunun roli

Memeli testisinde Sertoli hiicreleri, spermatogenezin baglatilmast ve
strddrilmesinde anahtar rol oynayan seminifer epitelin ana yapisal bilesenini temsil eder.
Bunlar, ilkel seminifer kordlarin olusumunu saglayan erkek gonadin organizasyon
merkezi gorevi géren bir olay olan Sry genini ifade ederek fetal gonad i¢inde farklilastigi
bilinen ilk hiicre tipidir. Dogumdan sonra, olgunlasmamis Sertoli hiicreleri, boliinmeyi
durdurduklar1 ve proliferatif olmayan yetiskin formlarma farklilasmaya bagladiklar

ergenligin baslangicina kadar ¢ogalmaya devam eder.
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Ergenlikte bulunan Sertoli hiicrelerinin sayisinin hem yetiskin testis biiyiikligi
hem de sperm ¢ikisi ile yakindan iliskili oldugu iyi bilinmektedir. Bu noktada, yeterli
sayida Sertoli hiicresinin olusturulmasi gelecekteki erkek dogurganligi igin ¢ok
onemlidir. Ergenlik yaklastik¢a, Sertoli hiicreleri birbirleriyle ve bitisik germ hiicreleriyle
spesifik hiicreler arasi baglantilardan olusan karmasik bir ag olusturur [28].

Fizyolojik kosullar altinda T3, Sertoli hiicre proliferasyonunu inhibe eder ve
spermatogenez i¢in gerekli olan olgunlasmay1 destekler. Sertoli hicrelerinin
olgunlagsmasi, morfolojilerinde ve islevlerinde radikal bir degisiklige yol agan bir dizi
degisikligi iceren karmasik, ¢ok adimli bir siirectir. Bu siireg, Sertoli hiicre
farklilagsmasiyla iligkili spesifik proteinlerin baskilanmasi veya up-regulasyonu ile
karakterize edilir ve tiroid hormonunun bu belirteclerin bir kisminin ekspresyonunu
etkiledigi goriilmektedir Testis hiicrelerinde, Cx43 en bol bulunan bosluk baglanti
proteinidir ve son arastirmalar, postnatal testiste bu proteinin artan seviyeleri ile T3'n
Sertoli hiicre proliferasyonu tizerindeki inhibe edici etkisinin iligkili oldugunu
gostermistir. Bu gozlem ileoleamid ve glisirretinik asit gibi bosluk baglantilarinin spesifik
blokerleri T3'lin inhibe edici etkisini tersine ¢evirdiginde daha da dogrulanmustir [26, 28].
2.2.1.2. Tiroid hormonunun sertoli hiicre metabolizmasu iizerindeki etkisi

Germ hicrelerinin seminifer tiibiillerde yasamasinin, Sertoli hiicreleri tarafindan
uretilen birgok faktoriin saglanmasina baglidir. Yapilan ¢alismalar, Sertoli hlcrelerinin
aktif olarak Laktata doniistiiriilen ve germ hiicreleri tarafindan enerji substrati olarak
kullanilan glikozu metabolize ettigini gostermistir. Glikoz metabolizmas1 {izerindeki
etkilerine ek olarak, tiroid hormonlari olgunlagsmamis Sertoli hiicrelerinde protein
sentezini de uyarir. Hem T4 hem de T3, farkli mekanizmalarla Sertoli hiicrelerinde
aminoasit birikimini destekler. T3 etkisi, bir protein biyosentezi inhibitori olan
sikloheksimit tarafindan kismen bloke edilirken, T4'iin giiglii uyarici etkisi degismeden
kalir, bu da T4 etkilerinin genomik olmayan mekanizmalar tarafindan modiile edildigini
gosterir [28].
2.2.1.3. Leydig hiicre farklilagsmasi ve iglevinde tiroid hormonunun rolii

Memelilerin testislerinde iki farkli Leydig hiicresi popiilasyonu bulunur. Fetal
Leydig hiicreleri, fetal erkeklesme i¢in androjenlerin iiretiminden ve neonatal donemde
birincil testikuler testosteron kaynagindan sorumludur. Erigkin Leydig hiicreleri, testis

interstisyumunun peritibuler mezenkimal Leydig hiicre 6nciillerinden farklilasir. Erigkin
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Leydig hicrelerinin populasyonu, olgun memeli testislerinde androjenlerin en bol
bulunan ve birincil kaynagidir [28].

Dolasimdaki TH seviyelerindeki dalgalanmalar, androjenlerin sentezinde,
salgilanmasinda, dolasim seviyelerinde, metabolizmasinda ve fizyolojik etkisinde
degisikliklere yol agar [7].

Liteinize edici hormon, androjenlerin Gretiminden sorumlu olan Leydig
hlcrelerinde steroidogenezi indukler. FSH gibi, LH'nin biyosentezi de TH'lerin etkisine
tabidir. Farkli ¢alismalarda tiroid hormonlarin Leydig hiicre steroidogenezi tizerindeki
dogrudan etkilerinin kanit1 gosterilmistir. T3 {in ke¢i Leydig hlcrelerinde LH kaynakli
androjen sekresyonunu dogrudan uyardigi ve arttirdigi, hipotiroidizmin ise sigan
testisinde LH'ye yanit olarak testosteron ve siklikadenozinmonofosfat iiretimini azalttigi
bildirilmistir. Tiroid bezi bozukluklarinin ayrica Leydig hiicrelerini dolayli olarak
etkileyebilen hipotalamo-hipofiz-testis eksenindeki degisikliklerle iliskili oldugu
gosterilmistir [7,28].

2.2.2. Tiroid hormon bozukluklari ve erkek reprodiiktif sistemi iizerine etkileri
Hipotiroidizm, seks hormonu baglayict globulin (SHBG) seviyelerinde bir

azalmaya ve toplam serum testosteron seviyelerinde bir azalmaya ve ayrica gonadotropin
seviyelerinde, 6zellikle LH ve FSH bir azalmaya neden olabilmektedir. LH ve FSH
diizeylerindeki diisiis nedeniyle uzamis pubertal Oncesi hipotiroidizm vakalarinda,
sirastyla Leydig ve Sertoli hiicreleri olgun hiicrelere farklilasmak i¢in daha az uyarilir ve
spermatogenezi olumsuz yonde etkilemektedir. Bu, testislerdeki hiicre sayisini arttirir
ancak olgun hiicre sayisini azaltir. Bu nedenle hipotiroidili hastalarda testis boyutunda
artis ve seminifer tibullerdeki matir germ hiicrelerinde 6nemli bir diisiis gézlenmektedir.
Neyse ki, hipotiroidizm erkeklerde ¢ok nadirdir ve genel popullasyonda sadece %0, 1’inde
gorulmektedir. Hipotiroidizmin spermatogenez Uzerindeki etkisinin umut verici yonu,
hasta hipotiroidizm i¢in tedavi edildiginde ve 6tiroid duruma dondiigiinde anormal ve
negatif semen parametrelerinin tiimii degilse de bir¢ogunun diizeltilmesidir [4, 29].

Primer hipotiroidizm; tiroid hormonu (levotiroksin) replasman tedavisi ile geri
dontisimlii olan hipogonadotropik hipogonadizm ile iliskilidir. Primer hipotiroidizmi
olan erkeklerde serbest testosteron konsantrasyonlari azalir ve tiroid hormonu ikamesi
serbest testosteron konsantrasyonlarini normallestirmektedir [2].

Hipertiroidizm, yiiksek serum total T4 seviyeleri durumu ile iligkilidir.

Hipertiroidizm, testosteronun ¢ogunun baglayici molekiillere bagli olmasi nedeniyle
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kandaki serbest testosteronun azalmasiyla birlikte SHBG seviyelerinde artig, bagh
testosteronda artis ile iligkilidir. Hipertiroidizm oncelikle androjenlerin ve Gstrojenlerin
metabolizmasini etkiler. Hipertiroidizm, 5-alfa metabolitlerinin artan Uretimi ve
androjenlerin Ostrojenlere doniisiimiindeki artisla iligkilidir. Benzer sekilde, Gstrojen
metabolitlerinin salgilanmasinda bir artis oldugu ve bunlarin tiimii, hipertiroidizmden
mustarip erkeklerde klinik olarak mevcut olma egiliminde olan yiiksek Ostrojen
biyoaktivitesine yol actig1 kaydedilmistir. Benzer sekilde, tiroid hormonunun GnRH'ye
gonadotropin duyarlilig1 lizerinde dogrudan etkisi vardir ve muhtemelen LH ve FSH
uretiminin metabolik yolunda bir bozulmaya yol acar. Seks hormonlarindaki bu
degisiklikler jinekomastiye, libidonun azalmasina ve erektil disfonksiyona yol agabilir [4,
29].

Hipertiroidizmin molekiiler diizeydeki sonuglarinin yani sira testislerde hiicresel
diizeyde de gesitli etkileri vardir. Birincil rahatsizlik, hipertiroidizmin Sertoli hiicre
proliferasyonunun erken kesilmesine neden olmasidir. Bu nedenle, daha az sayida olgun
Sertoli hiicresi vardir, bu da gelismekte olan germ hiicrelerini beslemek i¢in yetersiz
sayida Sertoli hiicresi nedeniyle sperm {iiretiminin yani sira testis boyutunun azalmasina
neden olur. Benzer sekilde, hipertiroidizmli erkeklerde Leydig hiicrelerinin ¢ogalmasi
uyarilir ve yetiskin testislerindeki toplam Leydig hiicresi sayisi en az %70 artar. Bunun,
T4'n androjen reseptorleriniinhibe etme, testosteron seviyesini artirma ve sonugta
HPG'ye daha fazla gondaotropin salgilamasi i¢in sinyal verme yeteneginin bir sonucu
oldugu diisiintlmektedir [4].

Tirotoksikoz sirasinda dolasimdaki tiroid hormonlarin fazlaligi, hastalarin
yarisindan fazlasinda nozospermi ile sonuclanir. Oligozoospermi ve teratozoospermi,
tirotoksik hastalarin yaklasik %40'inda bulunur. Bu anormallikler siklikla azalmis bir
semen hacmi (hipopoz) ile iligkilidir. Bu nedenle, azalmig sperm yogunlugu, hareketliligi
ve morfolojisi ile birlikte semen hacmindeki genel bir azalma, tirotoksik erkek hastalarin
ana semen degisiklikleridir [6].

Hipotiroidizm ve hipertiroidizm gibi tiroid hastaliklarinin testis gelisimi tlizerinde
gercekten bir etkisi vardir ve mevcut arastirmalar, anormal tiroid profilinin anormal
spermatogenez ve erkek kisirligina yol agabilecegini gostermistir. Daha da ilginci hem
hipotirodizmin hem de hipertiroidizmin dogurganligi benzer yollarla, yani oncelikle

sperm motilitesini azaltarak etkilemesidir [4].
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Tablo 2.3. Tiroidin spermatogenez ve erkek infertilitesindeki roliint anlamak igin yapilan

calismalarn listesi [25]

CALISMA SAY  GOZLEM SONUC TEDAVI SONUC
I TiPi
Primer hipotirodizm ve 10 Semen Ergenlik Tiroksin Seminal
insan spermatogenezi erke kalitesi sonrast anormallikle
k Uzerinde erkeklerde r tedavi ile
olumsuz etki, semen tersine
ejakdilat kalitesini cevrildi.
hacminde olumsuz
azalma, etkileyebilir,
sperm ancak
hareketliligin dogurganlik
de azalma tedavisi ile
geri yiklenir.

Insan spermatogenezi 35 Anormal Motilite Tiroksin Morfolojiyi
tzerinde hipotirodizm yan erke morfoloji, tedavi ile etkilemedi
etkisi: prospektif, kontrolli k azalmis tersine dondd, ancak

caligma motilite ancak sonrasinda
morfoloji motiliteyi
Uzerine etkisi iyilestirdi.
yoktur.
Hipotiroidizm
spermatogene
zi olumsuz
etkiler, ancak
tedavi ile
dizeltilemezs
e
iyilestirilebilir
Hipertiroidizmi olan infertil 3 Sperm Testesteron,  Propiltiouras ~ Anormallikl
erkeklerde ytikselmis erke sayisinda folikal il er tersine
plazma testosteronu ve k azalma, sperm  stimiile edici (hastaya cevrildi.
gonadotropin seviyeleri hareketliligin hormon ve gore degisen
de azalma liiteinlestirici doz)
hormon

seviyelerinde
ki farklilik
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Tablo2.3. (Devam) Tiroidin spermatogenez ve erkek infertilitesindeki rolini anlamak

icin yapilan ¢alismalarin listesi [25]

CALISMA GOZLEM SONUC TEDAVI SONUC
TiPi
Hipertiroidizmde Azalan sperm Tiroid hormonu,  Radyoiyotve  Tim seminal ve
testis fonksiyonu hareketliligi, cinsiyet steroidi propranol hormonal
azalan sperm tretimleri anormallikler
morfolojisi, Gizerindeki geri dondd.
HPG aksinda etkileri yoluyla
anormallikler dolayli olarak
spermatogenezi
etkileyebilir.
Seminal
parametrelerde
anormallikler,
seks steroid
seviyeleri ve
gonadotropin
seviyelerinin
timi not edildi.
Tiroid Azalmis sperm Hipertiroidizm Metimazol Tum seminal
degisiklikleri ile hareketliligi anormal seminal parametreler
iligkili erkek parametrelere normallestirildi.

ireme iglevi

katkida bulunur,

ancak geleneksel

tiroid tedavisiyle
kolayca tersine

cevrildi.

2.2.3. Erkek iireme fonksiyonlarim diizenlemede tiroid hormonlarmin diger
hormonlar ve bityiime faktorleriyle iliskisi

Prolaktin

Fizyolojik prolaktin dozlarmin Sertoli hiicreleri iizerindeki dogrudan etkisinin,

Sertoli hiicre ¢ogalmasi ve metabolizmasinda énemli bir rol oynayan ABP'nin sentezini

arttirdig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, hipotiroidi hastalarinda kontrollere kiyasla

belirgin sekilde daha yiiksek prolaktin seviyeleri gézlemlenmistir [30].
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Blyume hormonu

Artan biylme hormonu ve akromegali seviyeleri, tiroid fonksiyon bozuklugu ile
iliskili olabilmektedir. Akromegalik hasta arasinda erektil disfonksiyon prevalansi,
0zellikle uzun hastalik siiresinde %42,1 oranindadir [30].
Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF)-1

IGF-baglayict proteinleri bloke ederek IGF3'iin biyoaktivitesini artirarak, T3 ve
IGF-3'Un tip A farklilasmamis spermatogonyanin proliferasyonunu ve baskin
farklilasmasini arttirdigini galismalar gostermektedir [30].
Leptin

Hipotiroidizm kilo alimi1 ve obezite ile iliskilidir. Leptin, adipositler tarafindan
tiretilir ve tireme dokulari tizerinde merkezi ve periferik etkileri oldugu bilinmektedir.
Leptin reseptorlerinin ekspresyonu, erkek iireme fonksiyonlarini etkileyen Leydig
hlcreleri, prostat ve seminal vezikillerde go6zlenir. Leptinin testislerde testosteronu
inhibe ettigi bulunmustur ancak dolayli olarak GnRH fonksiyonunu regiile edebilen bir
etkisi vardir. Hiperleptinemi, sitokin sinyal-3 ekspresyonunu indikler, fosforile sinyal
transdiktorind inhibe eder ve transkripsiyon-3 ekspresyonunu aktive eder. Bu, testislerin
agirlik ve hacminde yan1 sira seminifer tiibiillerin ¢ap1 ve spermatositlerin sayisinda bir
azalmaya neden olur. Ayrica tiroid hormonlari ile leptin arasinda da bir etkilesim vardir;
tiroid uyarict hormon ile leptin ve viicut kitle indeksi arasinda pozitif bir korelasyon
kaydedilmistir. Hipotiroid hastalarinda, hipotiroidizmin neden oldugu viicut agirlig
artiginin Gistesinden gelmek i¢in serum leptin seviyeleri arttirilabilir [30].

2.3. Tlaclarin Neden Oldugu Erkeklerdeki Reprodiktif Advers Etkiler
Spermatogonya, Sertoli hicreleri veya Leydig hiicrelerine zarar veren herhangi bir

ilag, spermatogenez ve sperm olgunlagsma siirecini etkileyebilir. Testis veya epididim
mikro gevresinde zararli degisikliklere neden olan ilaglar ayrica spermatogenezi ve sperm
olgunlagsmasin etkileyerek dogurganlik iizerinde olumsuz etkilere yol agabilir. Ilaglar
hipotalamik-hipofiz-gonad eksenini etkileyerek endokrin bozucu kimyasallar (EDC)
gorevi de gorebilir [1, 31].

KematerapOtik ajan dogrudan androjen reseptorleri tlizerinde etkili olabilir, hedef
dokudaki endojen androjenlerin aktivitesini degistirebilir veya hipotalamus/hipofizdeki
geri bildirim dongiilerini bozarak gonadotropin saliniminin modifikasyonuna neden
olabilir. Bu durumda bozulmus testosteron iretimi ve/veya spermatogenez ile

sonuglanabilmektedir. Diger EDC aktiviteleri, prolaktin, Ostrojen, kortizol, tiroid
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hormonu veya SHBG seviyeleri iizerindeki etkiler yoluyla dolayli olabilir. Bu
hormonlarin ve SHBG'nin uygun sekilde diizenlenmesi normal {ireme fonksiyonu igin
gereklidir [31].

Dolasimdaki prolaktin diizeylerinde artis yaygin goriillen bir olumsuz ilag
etkisidir. Sonucu ise daha diisiik gonadotropin ve testosteron salgisidir. Ilaglar ayrica
Leydig hucreleri, Sertoli hiicreleri veya germ hucreleri Gzerindeki etkiler de dahil olmak
Uzere seminifer tlbll epiteli tizerinde dogrudan toksisiteye sahip olabilir. Bazi
durumlarda spermatogenez ciddi sekilde bozulur. Sperm testislerden ayrildiktan sonra
epididimde bir hafta veya daha uzun stire kalir. Baz1 ila¢ etkilerinin zamanlamasindan
spermin epididimal gegis sirasinda zarar gordiigii agiktir. Ayrica ejekilasyon refleksinde
de bozulma olabilir, bu da seminal plazma salinmasinda veya disari atilmasinda
degisikliklere neden olabilir. Ejekiilasyon sonrasinda bile seminal plazmaya maruz
kalmak sperm fonksiyonunu degistirebilir ve bazi ilaglar bu asamada spermi
etkileyebilir. Erkek Uremesi Uzerindeki en kritik etkiler dogurganligin azalmasi ve/veya
yavrular iizerindeki saglik etkileridir. Bir diger husus ilaglarin metabolizmasidir. Eslik
eden durumlar nedeniyle metabolik sistemler yetersizse ilaclar daha toksik hale
gelebilmektedir [31].

Insan spermatogenezini etkileme olasilig1 en yiiksek olan ilaglar hormon bazli
ajanlar olarak bulunmustur. Spermatogenez iizerinde etkileri olmasi en olasi olan bir
sonraki ila¢ kategorisi, antineoplastik ajanlardir. Sitotoksik ilaglarin yani sira, diger
ilaglar da erkeklerin dogurganligini ¢esitli mekanizmalarla etkileyebilir. Hipotalamik-
hipofiz-gonadal eksen hormonlarinin modifikasyonu yoluyla veya hormonal olmayan
mekanizmalar yoluyla, ilaglar dogrudan ve dolayl olarak cinsel islev bozukluguna ve
spermatogenez bozukluguna ve epididimal olgunlagsmanin degismesine neden olabilir [1,
32].

Hormonlarin, hormon ikamelerinin ve hormon antagonistlerinin spermatogenez
Uzerindeki etkisi

Hormonlar, hormon ikameleri ve hormon antagonistleri, erkek dogurganligi
tizerindeki olumsuz etkileriyle iyi bilinir. Libidodaki degisikliklere ek olarak, bu ajanlar
ayrica Ozel bir spermatotoksik ajan sinifini temsil eder. Hormon bazli tedaviler ve
testosteron, hipotalamik-hipofiz-gonadal ekseni inhibe ederek hipogonadotropik
hipogonadizme yol agabilir. Bu, spermatogenezin kismen veya tamamen engellenmesiyle

sonuglanir ve bu da oligospermiye, kriptozoospermiye ve hatta azospermiye yol agabilir.
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Hormonlar ayn1 zamanda germ hiicrelerini Sertoli hiicre fonksiyonunu modiile ederek
etkileyebilir, ¢linkli bu hicreler hem FSH hem de testosteron igin reseptorleri eksprese
eder. Erkek hormonlar1 veya bunlarin tiirevlerini iceren tiim ilaglar, sperm ¢ogalmasini
ve/veya olgunlagsmasini bozma, spermatogenezi baskilama ve potansiyel olarak
oligozoospermiye yol agacak sekilde testis fonksiyonunu inhibe etme potansiyeline
sahiptir [1, 32].
Antineoplastik ajanlarin spermatotoksisitesi

Antineoplastik ajanlar, erkeklerde hem germ hiicrelerine hem de destekleyici
Sertoli hicrelerine zarar verme potansiyeline sahiptir ve ¢ogu kemoterapi kiiriiniin hemen
ardindan ciddi oligozoospermi veya azospermiye yol acar. Hizla bdliinen farklilagan
spermatogonia, daha yavas ¢ogalan hiicrelere gore daha hassastir. Cogu alkile edici
antineoplastik ajan, germ hicreler igin toksiktir ve DNA'y1 c¢apraz baglama
yeteneklerinden dolay1r uzun siireli azospermi iiretir. Busulfan, spermatogoniyal kok
hiicreleri 6ldiirdiigii icin en yiliksek oranda kisirlastirici antineoplastik ajanlardan biri
olarak kabul edilir. Buna karsilik, diger antineoplastik ajanlar azospermiye neden olmaz
veya yalnizca farklilasan spermatogoniayr o6ldiirdiikleri i¢in sperm sayisinda yalnizca
gecici ve/veya orta diizeyde azalmalara neden olur [1].
Antiinflamatuar ilaclarin etkileri

Anti-inflamatuar ilaglar, bagisiklik hiicrelerinden hiicre yiizey reseptorlerine, sinyal
molekiillerine ve reseptorlere kadar genis bir yelpazede hedeflere sahiptir. Sekiz anti-
enflamatuar ilacin etiketleri, bunlarin spermatogenezi olumsuz etkileme potansiyeline
sahip olduklarin1 ve sperm motilitesinde ve/veya sayisinda degisiklikler bildirdiklerini
gostermektedir [1].
Insan spermatogenezini etkileyen diger ilaglar

Spermatogenezi etkiledigi bildirilen FDA onayl ilaclarin neredeyse yaris1 bu iig
ana kategoriye uymamakta ve cesitli nedenleri olmasina ragmen bu ilaglarin en yaygin
etkisi epididimittir. Ornegin, trisiklik antidepresanlar ve secici serotonin geri alim
inhibitorleri, merkezi dopamin salgilanmasini bloke ederek hiperprolaktinemiden
sorumludur ve dolayl olarak hipogonadizme neden olur, bdylece hormon sinyallesmesini
ve spermatogenezi etkilemektedir [1, 32].

Insan spermatogenezini bozma potansiyeline sahip FDA onayli ilaglar Tablo

2.4.°de listelenmistir.
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Tablo 2.4. Insan spermatogenezini bozma potansiyeline sahip FDA onayli ilaglar [1]

Insan Spermatogenezi Uzerinde

fla¢ Kategorisi Ilacin Genel Ad1 Olumsuz Etki
Sperm hareketliliginde ve seminal vezikiil
Analjezik Metadon Hidroklortr salgilarinda azalma, anormal sperm
morfolojisi
Pregabalin Epididimit (nadir)
Gabapentin Epididimit (nadir)
Anti-Aritmik
Ajan Amiodaron Hidroklortr Epididimit (nadir)

Anti-Bakteriyel
Ajan

Lomefloksasin Hidroklorir

Epididimit, orsit (hastalarin <%1'1)

Nitrofurantoin

Spermatojenik tutuklama/diigiik sperm

sayist (yuksek dozlar)

Dapson

Orsit, erkek kisirligi

Antikonvilsan

Lamotrijin

Epididimit (nadir)

Antidepresan

Klomipramin Hidroklorir

Epididimit (seyrek)

Levomilnasipran Hidroklorir

Epididimit, seminal vezikilit

Paroksetin Mesilat/Paroksetin

Hidroklortr

Azalmig sperm kalitesi, epididimit

Fluvoksamin Maleat

Hematospermi

Venlafaksin Orsit (nadir)
Antihipertansif o Yumurtay1 dolleme yeteneginde geri
) Nifedipin
Ajan doniisiimlii azalma
Anti-Enfektif ) o
) Vorikonazol Epididimit
Ajan
Antiinflamatuar ) ) )
Kolsisin Azoospermi veya oligozoospermi

Ajan

Kortizon Asetat

Spermatozoa hareketliligi ve sayisindaki

degisiklikler

Deksametazon/Deksametazon

Sodyum Fosfat

Spermatozoa hareketliligi ve sayisindaki

degisiklikler

Metilprednizolon/Prednizon

Spermatozoa hareketliligi ve sayisindaki

degisiklikler

Sulfasalazin

Geri doniisiimlii oligozoospermi ve kisirlik

TriamsinolonHeksasetonid

Spermatozoa hareketliligi ve sayisindaki

degisiklikler
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Tablo 2.4. (Devam) Insan spermatogenezini bozma potansiyeline sahip FDA onayli

ilaclar [1]
] . insan Spermatogenezi Uzerinde
Ila¢ Kategorisi Ilacin Genel Ad1 .
Olumsuz Etki
. o Spermatozoa ve testis dokusunda hasar,
Antineoplastik Ajan Busulfan ) ) o
azospermi, testis atrofisi
Klorambusil Azospermi
) ) Spermatogenez, testis atrofisi, azospermi,
Siklofosfamid ) N o )
oligozoospermi ile etkilesime girer
] ) Bozulmus spermatogenez, azalmis sperm
Dabrafenib Mesilat
sayisi
Degarelix Testis Atrofisi
Fludarabin Fosfat Spermatozoa ve testis dokusunda hasar
Merkaptoplirin Oligospermi
Metotreksat Sodyum Oligospermi (geri doniistimlii)
ProkarbazinHidroklor{ir Azospermi
TriptorelinPamoat Testis Atrofisi
Vinblastin Stlfat Azospermi
Vinorelbin Tartarat Spermatozoa hasari
Talidomid Orsit
) ) ) Pramipeksol o )
Anti-Parkinson Ajani . Epididimit, orsit
Dihidroklorir
Antipsikotik Ajan Ketiapin Fumarat Orsit (seyrek)
Reddetme Onleyici lag Everolimus Azoospermi veya oligozoospermi
Antiviral Ajan Delavirdin Mesilat Hematospermi, epididimit
Gansiklovir/Gansiklovir . ) )
Testikdler hipotrofi, aspermatogenez
Sodyum
Valgansiklovir Spermatogenezisin inhibisyonu
Kardiyovaskdler Ajan Bosentan Azalan sperm sayisi
Hormonlar, Hormon
Ikameleri ve Hormon KlomifenSitrat Testis TUmorleri
Antagonistleri
Azalmig spermatogenez, semen hacminde,
Danazol viskozitesinde, sperm sayisinda ve
hareketliliginde anormallikler
) Azalmis sperm sayisi, semen hacmi ve
Dutasterid

sperm hareketliligi
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Tablo 2.4. (Devam) Insan spermatogenezini bozma potansiyeline sahip FDA onayli

ilaclar [1]
] . insan Spermatogenezi Uzerinde
Ila¢ Kategorisi Ilacin Genel Ad1 .
Olumsuz Etki
. . Azalan ejakiilat hacmi ve bosalma basina
Finasterid o
toplam sperm (tersinir)
) Testosteron ile etkilesim, azalmig sperm
Flutamid
sayis1
Histrelin Asetat Testis Atrofisi
o Bastirilmis testikiilersteroidogenez, testis
Loprolid Asetat o
atrofisi
Metiltestosteron Oligospermi, baskilanmig spermatogenez
Testis fonksiyonunun inhibisyonu,
NandroloneDekanoat testikuleratrofi ve oligozoospermi,
epididimit
Nilttamid Testis atrofisi
Bastirilmis spermatogenez, testis
Oksandrolon fonksiyonunun inhibisyonu, testis atrofisi,
oligozoospermi, epididimit
Testis fonksiyonunun inhibisyonu,
Oksimetolon testikuleratrofi, oligospermi, seminal
hacimde azalma, epididimit
Testosteron/Testosteron
Cypionate/Testosteron Bastirilmig spermatogenez/oligospermi
Enanthate/Testosteron Undecanoate
Bagisiklik o . )
Sirolimus Azospermi (geri doniigiimlii)
Bastirici
Fosfodiesteraz )
Tadalafil Azalan sperm konsantrasyonu

Tip 5 inhibitorii

Periferik Sinir

Sistemi Ajant

Sevimelin Hidroklorir

Epididimit

Radyoaktif
Bilesik

Sodyum Iyodiir *3

Testis fonksiyonunda bozulma/gecici
kisirlik

2.3.1. Levotiroksinin neden oldugu erkeklerdeki reproduktif advers etkiler

Bir onceki bolimde de incelendigi Uzere; ilaglarin tireme islevi (spermatogenez,
sperm parametreleri ve cinsel islev) Uzerindeki etkileri, iyi bilinen birka¢ reprotoksik

farmakolojik smnif diginda genellikle belirsizdir. Baz1 durumlarda, erkeklerde veri bile
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yoktur ve bir ilacin erkek iireme organlari i¢in toksisitesi yalnizca hayvan modellerine
(kemirgenler) dayali olarak belirlenir.

Pazarlama izni almak amaciyla farmasotik bir madde gelistirildiginde, hayvanlarda
(kemirgenler + diger memeli tiirleri) gerceklestirilen klinik Oncesi giivenlik ¢alismalari,
insan dogurganlig iizerindeki olasi olumsuz etkileri tahmin etmenin bir yoludur.

Insanlarda, calismalarin cogu kiigiik orneklemler ve hatta vaka serileri iizerinde
yapilir ve her zaman bir plasebo grubu veya kontrol grubu igermez. Belirli sayida ¢calisma,
bir ilacin dozu ve etkisi arasindaki iliskiyi, kalan hastaligin erkek dogurganligi tizerindeki
etkilerini (hastaligin kendisinin etkisi) dikkate almamaktadir.

Sentetik levotiroksin dozaj formlarmin reprodiiktif advers etkilerine yonelik hem
Tiirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumu hem de FDA tarafindan onaylanan ilaglarin kisa
urdin bilgisinde hayvan galismasinin mevcut olmadigi, giivenli doz araliginda herhangi
reprodiiktif yan tesirlere rastlanmadigi yoniindedir [32].

2.4. In vitro reprodiiktif toksisite modelleri
flaglarin giivenlik degerlendirmesi, insan Kullanimina Yénelik Ilaclar icin Teknik

Gereksinimlerin Uyumlagtirilmasi Uluslararas1 Konseyi (ICH) tarafindan yayinlanan
kilavuzlarda belirtilmistir.

Hedef popiilasyona bagli olarak farmasétikler, genel olarak asagidakileri igeren
ICH S5 kilavuzuna gore lireme donglsiiniin ilgili tiim asamalarinda teste tabi
tutulmalidir:

1) Dogurganlik ve erken embriyonik gelisim,
2) Embriyo-fetal gelisim,
3) Dogum oncesi ve sonrasi geligim.

Bilesikler ilgili periyot boyunca uygulanir ve ebeveyn hayvanlar ve yavrular
tizerindeki etkilerin karakterizasyonu sonunda yer alir. Bu caligmalar tipik olarak test
kosulu bagina 16-20 litre kemirgen ve tavsan gerektirir ve bunlarin uygulamalar1 ICH M3
(klinik dis1 giivenlik ¢alismalari), S6 (biyofarmasotikler) ve S9 (anti kanser ilaglari)
kilavuzlarinda yer alir [33].

Kimyasallarin ve ilaglarin diizenleyici iireme ve gelisimsel giivenlik testleri su anda
yalnizca in vivo olarak hayvan modelleri kullanilarak gergeklestirilmektedir ve en tipik
olarak sicanlarda ve tavsanlarda gerceklestirilir. Su anda, birlesik gelisimsel ve {ireme
toksisitesi analizi alanlari, Avrupa Birligi dlzenleyici toksisite testlerinde en yiiksek

sayida hayvani gerektirmektedir [34].
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Alternatif gelisimsel ve (reme toksisitesi modelleri, dizenleyici risk
degerlendirmesi i¢in hayvanlarin 3R'lerinin (azaltma, iyilestirme ve yerine koyma)
ilkeleriyle tutarlidir.

Su anda, Avrupa Birligi Hayvan Testlerine Alternatifler Referans Laboratuvari
tarafindan saglanan Hayvan Deneylerine Alternatif Yontemler Veritabani, gelisimsel
toksikoloji testi igin onaylanmus ti¢ in vitro yontem icermektedir. Bu sistemler, sigan uzuv
tomurcugu mikrokiitletesti, sican implantasyon sonrasi biitlin embriyo kiiltiirii testi ve
fare embriyonik kok hicre testini igerir. En popiiler 6ngoriicii gelisimsel toksisite
deneyleri, embriyonik kok hiicreler, kemirgen biitiin embriyo kiiltiirii ve zebra baligidir.
Bunlarin her biri, ilag kesfi ve gelistirmede faydasi kanitlanmais, oldukea iyi gelistirilmis
teknikleri icerir [33, 34].

Erkek ve disi reprodiiktiftoksisitesi icin in vitro veya ex vivo yéntemler daha az
yerlesiktir, ancak ila¢ gelistirmede, 6zellikle mekanizmalar1 aydinlatmak veya yan Uriin
bilesikleri taramak i¢in yararli olabilecek umut verici deneyler gelistirilmektedir [34].

Erkek iireme sistemini etkiledigi bilinen ¢ok sayida kimyasalin spermatogenez
slirecine dogrudan miidahale ederek bunu yaptigi goriilse de olumsuz erkek Ureme
sonuglariyla sonuglanabilecek bir dizi baska hedef de vardir. En spesifik 6rnek dolayli ya
da direkt yoldan HPG aksini etkileyen bilesiklerdir. Ornegin, beslenme eksikligi ve kritik
vitamin ve minerallere (6rn. A vitamini ve ¢inko) asirt maruz kalma, normal erkek tireme
fonksiyonunu bozabilir. Benzer sekilde, karaciger lizerinde dogrudan etkisi olan
kimyasallar (6rn. karbontetrakloriir), cinsiyet steroidlerinin normal metabolizmasini
bozarak, klirensinde degisikliklere (Ozellikle erkeklerde hidroksi testosteronlarin
glukuronid ve siilfat konjugatlarinin) yol acarak HPG eksenini dolayli olarak etkileyebilir
ve erkek iiremesini bozmaktadir [35].

Testikiler toksisiteye yonelik 6ngoriici tarama analizleri, ila¢ kesfinde kiigiik
miktarlarda (mg) bilesik kullanarak potansiyel ilag adaylari arasindaki testis duyarliligini
hizli bir sekilde taramasina olanak tanimaktadir. Bir adayin testis toksisitesi dagitim,
metabolizma veya atilim zellikleriyle daha da modiile edilebileceginden, in silico veya
in vitro boliimleme veya tasima modelleri, in vitro testis toksisitesi verileriyle birlikte
dozun degerlendirilmesinde yararli olabilir [35].

Monokdlttrler
Germ hucre monokdltirleri, gen ekspresyonunu ve testis faktorlerinin

farklilagsmadaki rollerini anlamak i¢in ideal bir yaklagimi temsil eder. En basit kulttrler
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hormonlardan ve biiyiime faktorii takviyesinden yoksundur ve zorunlu olarak kisa
strelidir; 24 saat sonra hiicrelerin %50'sinden fazlasi canliligini kaybeder. Bu tir
kiiltiirler siklikla farklilasmanin ani belirtilerini veya in vitro fertilizasyon icin hicre
uygunlugunu incelemek i¢in kullanilir [36].

Daha uzun vadeli kalturler (haftalar ila aylar), fetal dana serumunun degisen
konsantrasyonlar1 ve biiyiime faktorlerinin eklenmesi gibi deneylerin ardindan miimkiin
hale gelmis fakat tam anlami ile spermatogonyal kok hiicrelerin muhafaza edilebildigi ve
¢ogalabildigi, mayoz boliinmeye ugradigi ve spermiogenezi tamamlayabildigi bir in vitro
kiiltir sisteminin kurulmasi heniiz mevcut degildir. Bunun nedeni, germ huicrelerinin
tanimlanmis alt popiilasyonlarinin izolasyonu ve saflastirilmasindaki zorluk ve erkek
germ hiicre dizilerinin olusturulmasi, germlerin hayatta kalmasin1 ve farklilasmasini
destekleyen optimal biyokimyasal ve biyofiziksel kosullar hakkindaki eksik bilgimizdir.
Ornegin, Sertoli hiicresinden salgilanan faktér, glial hiicreden tiiretilen nérotrofik faktor
(GDNF), spermatogonial kendini yenilemeyi ve farklilasmayi kontrol eder. Yerlesik
monokdlturlerdeki ve GDNF'den yoksun besleyici-germ hicre ortak kultirlerindeki
spermatogonia ¢ogalmay1 durdurur ancak farklilasmaya devam eder ve ¢ogalma diger
blyltme faktorlerinin eklenmesiyle onarilamaz. Germ ve besleyici hiicreler arasindaki
dogrudan hiicre-hiicre temasinin da normal spermatogenez i¢in 6nemli oldugu ve germ
hicresi monokdltiirlerinde bulunmadigi goriilmektedir. Bu nedenle, spermatogenezi
Ozetlemek icin modellerin yapilmasi disiinildiigiinde hem germ hucrelerini hem de
Sertoli hiicrelerinin dikkate alinmasi gerekir. izole edilmis spermatogonia veya kok
hicrelerin haploit spermatidler halinde olgunlastirildigi modeller muhtemelen bir testiste
meydana gelen toksikolojik olarak savunmasiz tiim siiregleri yakalamayacaktir. Sertoli
hlcrelerinin mevcut olmasini gerektirecektir [34-36].

Besleyici Hucreler

Monokdiltirler bireysel bilyime faktorlerinin incelenmesini kolaylastirirken,
Sertoli-germ hicresi ortak kilturleri, germ hiicresi hayatta kalma faktorleri olarak Sertoli
hiicreleri araciligiyla etki eden testosteron veya dihidrotestosteronun rolii gibi parakrin
etkilerinin bir bltin olarak incelenmesi i¢in faydalidir. Sertoli-germ hicresi ortak
kalttrleri de germ hicreleri Gizerinde ortaya ¢ikan etkileri gostermektedir.

In vitro kiiltire edilmis yetiskin tipi Sertoli hiicreleri, farklilasmanin tiim
asamalarinda germ hiicreleriyle dogru hiicre baglantilar1 olusturamayabilir. Bu primer

yetigkin Sertoli’ye alternatif mevcut az sayidaki germ hiicresine giiglii bir sekilde
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yapismayan ve nispeten daha saf elde etmek icin prepubertal immatur Sertoli hticrelerinin
kullanilabilir. Prepubertal Sertoli hiicreleri de mitotik olarak aktiftir, oysa yetigkin Sertoli
hlcreleri in vitro bélinmez ve dolayisiyla tiikkenebilir, ancak bunlarin 6mrii testosteron
ve FSH takviyesiyle arttirilabilir. Ancak olgunlasmamis Sertoli hiicreleri tam yetiskin
hiicre fenotipini eksprese etmez ve bu nedenle FSH ve androjenlere hala yanit verebilse
de germ hiicresi tutunmasi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli olan belirli bliylime faktorlerini
veya proteinleri eksprese edemeyebilir. Diger bir alternatif ise fare TM4, 15P-1 veya
SK11 hiicreleri gibi Sertoli hiicrelerinden tiiretilmis 6liimsiizlestirilmis hiicre ¢izgilerinin
kullanilmasidir; bunlarin tiimii Sertoli hiicresine 6zgii genlerin bir araligin1 eksprese eder
ve bu nedenle uygundur [34, 36].

Besleyici hiicreler olarak gelistirilen diger bircok hiicre dizisinden testis
hiicrelerinin yetistirilmesinde kullanilan en basarili soylardan biri Vero hiicreleridir; bu
hicrelerin spermatozoa olgunlasma kiiltiirlerinde siradan ortamdan daha iyi performans
gosteren sartlandirilmig bir ortam {irettigi rapor edilmistir; bu etki, FSH ve testosteronun
desteklenmesi durumunda daha da artar. Mezonefrik kokenli Vero htcrelerinin burada
epididim hiicreleri gibi davranmasi1 miimkiindiir. Vero hiicrelerinin Sertoli hiicre temasini
ne Olgiide taklit ettigi belirsizdir. Vero hicrelerinin hicre-hiicre temasi yoluyla
spermatozoa hareketliligini korudugu goriilse Vero hiicrelerinin farklilasmanin diger
asamalarinda erkek germ hiicrelerine baglanma kapasitesi ayrintili  olarak
arastirilmamustir. Spermatogoniyal kok hicre kiltiirleri i¢in, STO fare fibroblastlarinin
da muhtemelen LIF ve Wnt ailesi iiyelerinin salgilanmasi yoluyla farklilagmay1 tesvik
etmek i¢in yeterli oldugu goriilmektedir. Sigir embriyonik fibroblastlar1 benzer sekilde
islev gorebilir [36].

Testosteron, seminifer tiibiiller arasindaki bosluklarda yasayan Leydig
hiicrelerinden gelir. Bunlar kendi baglarina kolayca izole edilebilir ve korunabilir. Leydig
veya tlim ana steroidleri sentezleyen ve salgilayan ve bu sentezdeki degisikliklerin aslinda
sadece in vivo hormon degisiklikleriyle degil, ayn1 zamanda {ireme toksisitesiyle de
oldukca iyi korelasyon gosterdigi bir h295R adrenal hiicre dizisi daha genel olarak
kullanilabilir [34].

Seminifer tubul Kultlrl testisin parakrin ortami kismen veya g¢ogunlukla
korumasindan ve bakimini yapmak nispeten basit goriinmekte oldugu icin tercih
edilebilmektedir. Kiiltiir dogas1 geregi spermatogenezin tiim asamalarini destekleme

kapasitesine sahiptir ve tiim doku ile spermatogenik dongiiniin es zamanh
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gozlemlenmesine olanak taniyabilir fakat birka¢ giinden fazla muhafaza edilmesi, tiibiil
liimeninin kagiilmaz olarak ¢okmesi ve dolayisiyla biiylime faktdrleri ve metabolitlerin
difiizyon kinetiginin degismesi nedeniyle zor olabilmektedir [37].

Testis parc¢alarimin eksplant kltlrd yenidogan fare testis parcalarini kullanan ve
spermatogonyadan baslayarak tamamen islevsel spermatozoa elde edilebilir. Androjen
tireten Leydig hiicreleri de dahil olmak {izere testis parakrin sisteminin tiim bilesenleri
eksplant kdlturlerinde mevcuttur ve yalnizca fetal sigir serumu ve antibiyotiklerle
desteklenen Dulbecco'nun Modifiye Eagle Ortami (DMEM) gibi oldukca basit
ortamlarda germ hiicresi gogalmasini siirdiirebilir [37, 38].

Ortak Kultur

Sertoli ve germ hiicrelerinin ortak kilturd bir stiredir kullanilan bir modeldir. Bu
model, 28 giinliik siganlarin testislerinin fiziksel olarak parcalanmasini, ardindan
enzimatik sindirimi ve yuksek oranda Sertoli/germ hicrelerine sahip kiglk hicre
kiimelerini izole etmek icin santrifuj sedimantasyonunu igerir. Sertoli hiicreleri hucre
kiiltiiri yilizeyine baglanarak germ hiicrelerinin baglandigi birlesik bir tek tabaka
olusturur. Kiiltiirler, Sertoli hiicreleri ve yuvarlak germ hiicrelerinin (Spermatositler ve
spermatogonia) yani sira birkag peritiibiiler hiicre de igerir. Bu kulturlerde eksik olan
testis hiicre tipleri, uzun spermatidleri ve Leydig hiicrelerini i¢eren karmasik interstisyel
populasyonu igerir. Bu kultur sisteminde, testis toksik maddelerinin germ hicrelerinin
Sertoli hiicre tek katmanindan ayrilmasina neden oldugu rapor edilmistir ve ortama
salinan germ hiicrelerinin say1s1 6lgiilebilir. Toksik maddeler ayrica bagli kalan hiicrelerin
canliliginin azalmasina da neden olabilir; ancak germ hiicrelerinin salinmasi sadece hiicre
6limandn bir sonucu olmayabilir.

Ortak kiiltiiriin avantaji toksisite tespitinde primer hedef sertoli ve germ hiicrelerse
hizli ve kolay tespit edilebilir fakat 6te yandan bilesigin metabolitlerinin toksisitesini
aydinlatmak i¢in yetersiz kalmaktadir. Bununla birlikte uzun sireli maruziyetin sonuglari
veya hormonal bozulma veya olgun spermatid bozulmay1 tespit miimkiin olamamaktadir
[35].

Uc boyutlu kiiltiir yaklasimlari, erkek iireme sistemi de dahil olmak tizere birgok
hlcre kaltlra platformuna yavas yavas entegre edilmektedir. Erkek {ireme son noktalarini
degerlendirmek i¢in kemirgen ve insan dokusundan c¢esitli in vitro modeller
olusturulmustur ve bu modeller, 10 giinlik ve 28 giinliik siganlardan Sertoli/germ hiicre

ortak kulturlerini igermektedir. Bu kiiltiir sistemleri, gogu bu dinamik dokuda gerekli olan
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karmagik biyokimyasal ve fizyolojik sistemleri siirdiiremedigi i¢in testis dokusu

tepkisinin kisa degerlendirmeleri i¢in kullanilmigtir [35].

3. GEREC ve YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Levotiroksin Bilim ilag Sanayii ve Ticaret A.S.
DMEM-F12Medium WisentBioProducts
Penisilin-Streptomisin ¢ozeltisi WisentBioProducts
Fotal sigir serumu CapricornScientific

31



Tripsin-EDTA ¢0zeltisi

Dulbecco’s fosfat tamponlu serum fizyolojik
(DPBS) (Ca*? ve Mg*? icermeyen)

Fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) tableti
Tripan mavisi

Dimetilsulfoksit (DMSO)

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromdir)

Notral kirmizi (NK) ¢ozeltisi (% 0,33)
Hidroklorik asit (% 36,5-38)

Absoli etanol

Glasiyel asetik asit

Formaldehit ¢ozeltisi (% 37)

Kalsiyum klordr dihidrat

Normal erime noktal1 agar

Sodyum hidroksit (NaOH)

Sodyum klorur (NacCl)

Tris-HCI

Triton X-100

Diisiik erime noktal1 agar
Etilendiamintetraasetik asit disodyum tuzu
(EDTA-Nay)
Tris(hidroksimetil)aminometan

Hidrojen peroksit (H202) (%30)

SYBR Green I boyasi

DCFDA/H2DCFDA Cellular ROT Assay Kit

3.2. Kullanilan Arag ve Geregler
Biyoguvenlik kabini

Mikroplaka okuyucusu
Inkiibatér (CO2 déniisiimlii)
Otoklav

Sogutmali santrifiij
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CapricornScientific
Sigma-Aldrich

Bioshop
Bio-Rad
Carlo Erba

Serva

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Serva
Merck
Invitrogen

Abcam

Heal Force
Biotek

ThermoFisherScientific

Hirayama
Eppendorf



pH metre

Ters mikroskop

Hiicre sayim cihazi

Hiicre sayim slayti

Hassas terazi

Elektroforez tanki

Elektroforez gii¢c kaynagi
Floresan 1s1k mikroskobu
CometAssay IV gorintl analiz sistemi
Hicre kaltur sisesi

96 kuyucukluhticre plakasi
Otomatik pipetler

Pipet uglari

Polipropilen tiip

Steril polipropilen santrifiyj tipu
Steril serolojik pipet

Steril rezervuar

Kilitli kapakli mini santrifiij tiipleri (2 ml)

Lam

Lamel

Siringa ucu filtre (0,22 uM)
3.3. Kullanilan Hiicre Hatlar

MettlerToledo
Leica

Bio-Rad

Bio-Rad

Ohaus
CleaverScientific
Thermo-Scientific
Leica

Perceptive Instruments
Nest

Nest

Eppendorf

Vertex

Isolab

Nest

LP

Axygen

Microcult

Menzel
Thermo-Scientific

Aisimo Corporation

TM3 (CRL-1714™) fare Leydig hiicreleri ve TM4 (CRL-1715™) fare Sertoli
hicreleri American Type Culture Collection (ATCC) kurulusundan temin edildi.

3.4. Yontemler
Hicreler, %5 horse serumu, %2,5 fotal sigir serumu ve %1 penisilin-streptomisin

cozeltisi iceren DMEM-F12 (1:1) besiyerinde inkube edildi (37 °C, %5 COy).
Deneylerde pasaj numaralar1 4-10 olan hiicreler kullanildi.

3.4.1. Hiicre hatlarinmin cogaltilmasi
Deneylerde kullanilan TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve

deneye hazirlanmasi i¢in 2-3 giinde bir rutin olarak pasajlama islemi yapildi.
1. Olii hiicreler ve metabolik artiklardan uzaklastirmak igin inkiibatérden alian hiicre
kiiltiir sisesi hafifce galkalanarak besiyerine artiklarin ge¢mesi saglandi ve steril bir

pipetle kiiltiir sisesi i¢indeki besiyeri alinarak atildi.
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2. Kiiltiir sigesine 5 ml fosfat tamponu ilave edilerek hiicreler yikandi ve yikama
¢ozeltisi ortamdan uzaklastirildi.

3. Kiiltiir sisesine hiicreleri bulundugu yiizeyden ve birbirinden kopararak homojen
stispanse edilebilmesi icin proteaz aktivasyonu gosteren tripsin EDTA c¢o6zeltisi (75
cm?’lik kiiltiir siselerine 32 ml) konularak hafifce ¢alkalandiktan sonra inkiibatorde
yaklasik 5 dakika bekletildi (37 °C, %5 COy).

4. Inkiibatérden alinan kiiltiir siselerinin iizerine 20-25 ml besiyeri ilave edilerek
hlcreler stispanse edildi ve 1:20 ila 1:200 oranlarinda boliinerek yeni kiiltiir siselerine
alind1.

5. Kiiltiir siseleri inkiibasyona birakildi (37 °C, %5 CO»).

3.4.2. Hicre canhihgmnin belirlenmesi
Hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla MTT ve Noétral Kirmizisi (NK) olmak

Uzere iki farkli yontem kullanildi. MTT yodntemi hiicrenin metabolik aktivasyonundan
hareketle sitotoksisiteyi belirlenmesinde kullanilan kolorimetrik analiz yontemi olup
MTT adi verilen sar1 renkli tetrazolyum tuzunun mitokondrideki NADPH aracili
oksidoreduktif aktivite ile ¢o6zinmeyen mor formazan Kristallerine indirgenmesi
prensibine dayanir. Formazan Kkristal yogunlugu ile canlilik arasinda pozitif korelasyon
bulunur. NK yontemi, katyonik bir boya olan nétral kirmizinin aktif tasimayla

lizozomlara baglanmasi ve dahil olmasi prensibine dayanilarak gerceklestirilir; 540

nm’de spektrofotometreyle kantitatif olarak analiz olanagi sunmaktadir [39- 41].

Hucre kalturlerinin plakaya ekilmesi

1. Inkiibatdrden alman hiicre kiiltiir sisesi, 6lii hiicrelerin besiyeri ¢dzeltisine ge¢mesi
saglanmak icin hafifce calkalandi ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sisesi igindeki
besiyeri alinarak atildu.

2. Kultlr sigsesine proteaz aktivasyonu igin tripsin-EDTA c¢ozeltisi 2 ml eklenerek
hafifce ¢alkalandiktan sonra inkiibatore birakildi.

3. Inkiibatérden alinan kiiltiir siselerinin igine ilave edilen tripsin-EDTA ¢ozeltisinin en
az iki kat1 kadar besiyeri ilave edilerek enzim aktivasyonu durduruldu ve sonrasinda
pipet yardimiyla santrifiij tliptine alind1.

4. Santrif(lj sonrasinda hiicre pelleti taze besiyeri ile siispande hale getirildi. Hiicre
stispansiyonundan 10 pl alinarak 10 ul tripan mavisi ile karistirilarak otomatik hiicre

sayma cihazinda sayildi.
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5.

1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre plakasina ekilerek 24 saat

inkiibasyona birakildi.

3.4.2.1 MTT sitotoksisite testinin uygulanmasi

1.

Levotiroksinin 0,1-200 uM 8 seri konsantrasyonu (cozeltiler DMSO iginde
hazirlandi) biyume kontrol ve c¢oziici kontrol ile plakalara uygulandi. 24 saat
inkiibasyona birakildi (37 °C, %5 COy).

24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre plakasinin iist kismi ters ¢evrilerek atildi.
Hiicreler fosfat tamponu ile yikandi ve yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirildi.
MTT cozeltisi (5 mg/ml) ve besiyeril:10 oraninda karistirildi. Hiicre plakasia 100
ul/kuyucuk olacak sekilde bu ¢ozelti karisimindan ilave edildi. 3 saat inkiibasyona
birakild: (37 °C, %5 COy).

3 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plakalar ters ¢evrilerek tist kismi atildi.

Hiicre plakasina DMSO ¢6zeltisi 100 pl/kuyucuk olacak ilave edildi ve kuyucuklarin
mikroplaka okuyucuda 540 nm’de absorbans degerleri okundu.

Levotiroksinin herbir konsantrasyonu i¢in % inhibisyon degerleri hesaplandi. Non-
lineer regresyon analizi ile maddelerin inhibitor konsantrasyon 50 degerleri

hesaplandi.

3.4.2.2. Notral kirmuzi deneyinin uygulanmast

1.

S.
6.

Hicrelerin plakalara ekimi ve maddelerin uygulama asamalart MTT testinin
uygulanmas1 kisminda bahsedildigi gibi gergeklestirildi.

Kiltir ortami uzaklagtirthp 200 pl NK iceren besiyeri ilave edildi ve 3 saat
inkiibasyona birakild.

Inkiibasyon ardindan NK ¢ozeltisi uzaklastirilarak 200 pl formol-kalsiyum ¢ozeltisi
ile muamele edilmis ve 300 ul Ca™ ve Mg*? icermeyen fosfat tamponu ¢ozeltisi
(DPBS) ile yikama iglemi yapildi.

Hiicrelere alinan boyanin ekstraksiyonunun gergeklesmesi i¢in plakalar 200 pl asetik
asit-etanol ¢ozeltisi ile 20 dakika calkalayicida bekletildi.

Kuyucuklarda olusan renk siddeti mikroplak okuyucuda 540 nm’de okundu.

Levotiroksinin herbir konsantrasyonu i¢in % inhibisyon degerleri hesaplandi.

3.4.3. Reaktif oksijen tretiminin belirlenmesi

Reaktif oksijen tlrlerin asir1 {iretimi veya antioksidan savunma molekiillerinin

tlikenmesi nedeniyle hiicre i¢i redoks dengesinde bir degisiklik oldugunda, lipitlerin,

doku proteinlerinin, DNA'nin ve diger biyomolekiillerin oksidasyonuna neden olan
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oksidatif stres meydana gelir ve anormal hiicre sinyallesmesine, islev bozukluguna yol

acabilmekte hatta hiicre 6lumi ve apoptoz ile sonuglanabilmektedir. ROT tespiti igin

kullanilan DCFH-DA (2,7-dikloroféresin diasetat) membrani serbest¢e gegebilen,

floresans icermeyen bir kimyasaldir. Hiicreye girdikten sonra hiicre ici esteraz ile

hidrolize olup DCFH (diklorofloresin) agiga ¢ikar. ROT varliginda DCFH, hiicre

zarindan gecemeyen giiclil yesil floresan bir madde olan DCF’ye oksitlenir. DCF, 502

nm'lik uyarilma dalga boyuna ve 525 nm'lik emisyon dalga boyuna yakin bir maksimum

dalga zirvesine sahiptir ve yogunluk hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin seviyesiyle

orantilidir [42, 43].

Hucre kalturlerinin plakaya ekilmesi

1. Onceki béliimde anlatildig: izere TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinin hiicre
siispansiyonlar1 hazirlandi.

2. 2.5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre plakasina ekilerek 24 saat inkiibasyona
birakildi (37 °C, %5 COy).

3.4.3.1. DCFDA/H2DCFDA testinin uygulanmasi
Deneyler DCFDA/H2DCFDA Cellular ROS Assay Kit belirtilen prosedire uygun

olarak gerceklestirildi.

1. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre plakasmin iist kismi ters cevrilerek
uzaklastirildi.

2. 1X Tampon ¢ozeltisi 100 pl/kuyucuk olacak sekilde eklendi.

3. 1X Tampon c¢ozeltisi ortamdan uzaklastirildi ve seyreltilmis DCFDA ¢6zeltisi (25
uM) 100 pl/kuyucuk olacak sekilde eklendi ve 45 dakika inkiibe edildi (37 °C, %5
COy).

4. Inkiibasyon siiresi sonunda DCFDA ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirildi. 1X Tampon
¢ozeltisi 100 pL/kuyucuk olacak sekilde eklendi.

5. Levotiroksinin IK50- IK50/2- IK50x2 konsantrasyonlarinda deneyler gergeklestirildi.
TM3 hiicreleri i¢in sirastyla 121,22 uM; 60,61 uM; 242,44 uM uygulandi. TM4
hicreleri igin ise sirasiyla 114,16 uM; 57,08 uM; 228,32 uM konsantrasyonlari ile
birlikte ¢ozuciu kontrol ve pozitif kontrol [tert-Butilhidroperoksit (TBHP), 100 uM]
plakalara uygulandi. 4 saat inkiibasyona birakildi (37 °C, %5 COy).

6. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarin floresan intensitesi, floresan plaka

okuyucusu kullanilarak 6l¢tildi (Eksitasyon: 485 nm/ emisyon: 535 nm).
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7. Tim Olgiimlerden blank okumalar ¢ikarildi ve kontrole gore oranlanarak kat artist
belirlendi.

3.4.4. DNA hasarmn belirlenmesi
DNA hasarinin degerlendirilmesi i¢cin Comet testi uygulandi. Comet, DNA nin bir

agoroz jel icinde fikse edilip elektroforetik olarak yiirlitiilmesi prensibine dayanmaktadir.
Kisaca, agaroz igindeki tek hiicreli silispansiyonlar mikroskobik slaytlar (izerine
katmanlanir, membranlar1 par¢alamak ve histonlar1 ¢ikarmak i¢in deterjan ve yliksek
molariteli NaCl ile parcalanir ve ardindan elektroforezlenir. Iplik kopmalarinin varliginda
DNA, floresan boya ile boyandiginda ve floresan mikroskobu altinda goriintiilendiginde
kuyruklu yildizin kuyrugunu andiran bir goriintii olusturarak anoda dogru gog¢ eder.
DNA’nin fragmentleri hasardan dolay1 farkli elektrik yiiklerine ve molekiil agirliklarina
sahiptir ve bunun sonucunda DNA molekulleri elektroforetik ortamda farkli hizlarda gog
ederek kuyruklu yildiz formunda bir gériintii olusturmaktadir. Hasarsiz olan DNA’lar ise
kuyruk olusturmamaktadir [44, 45].
Hucre kulturlerinin plakaya ekilmesi
1. Onceki kisimda anlatildig: iizere TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinin hiicre
siispansiyonlar1 hazirlandi.
2. 2.5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre plakasina ekilerek 24 saat inkiibasyona
birakildi (37 °C, %5 COy).

3.4.4.1. Comet testinin uygulanmast
1. Levotiroksinin her iki hiicre dizisinde MTT testi sonuglarina gore > %80 hiicre

canlilig1 gosteren ortak konsantrasyonlart olan 1 uM, 25 uM ve 100 uM ile galigildi.
24 saat maruziyet sonunda besiyeri uzaklastirilip fosfat tamponu ile yikandiktan sonra
hicreler tripsin-EDTA ile topland:.

2. Santriflj (2500 rpm hizda, 4°C’de) 5 dakika (st kisim uzaklastirilip hiicreler 100 pl
soguk PBS ile resuspande edildi (Deney sirasinda buz tizerinde bekletildi).

3. 50 pl hiicre stispansiyonu 100 pl diistik erime noktali agar ile karistirilip, normal erime
noktal1 agar ile kapli lamlara lamel yardimiyla yayildi ve 10 dk buzdolabinda agarin
sabitlenmesinden sonra lamel dikkatlice lam tizerinden alindu.

4. Salelere yerlestirilen lamlar 1 saat 4°C’de lizis ¢6zeltisinde bekletildi ve siire sonunda
lamlar soguk distile su ile 5 dakika bekletilerek yikandi.

5. Elektroforez tankina bosluk kalmayacak sekilde yerlestirilen lamlar alkali tampon

cozeltisi ile 20 dakika bekletildi.
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6. 25 volt, 300 miliamper 20 dakika elektroforez islemi gergeklestirildi ve lamlar soguk
distile su ile 5 dakika bekletilerek yikandi.

7. Yikama isleminden sonra lamlar notralizasyon tamponunda 15 dakika bekletildi ve
lamlar 24 saat boyunca oda sicakliginda, 1siktan korunarak kurumaya birakildi.

8. Kurumus lamlar 50 pl SYBR Green I boya ¢ozeltisi ile boyanarak Comet Assay 1V
yazilimi ile analiz edildi.

9. Her konsantrasyon iki tekrarli ¢alisildi ve 100 x 2 hiicre degerlendirildi.

10. Deneyler iki kez tekrarlandi.

11. DNA hasarin1 karsilastirma parametresi olarak % kuyruk yogunlugu kullanildi.

3.4.5. Verilerin analizi
Verilerin analizi GraphPad Prism 9.0 programi kullanilarak yapildi. Tim veriler

normal dagilim acisindan Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi; varyansin homojenligi
ise Bartlett ve Brown-Forsythe testleri ile kontrol edildi. DCFDA/H2DCFDA testi
sonuclarinin istatistiksel degerlendirmeleri, normal dagilim gosterdigi ve homojen
varyanslara sahip oldugu i¢in tek yonlii ANOVA ve Tukey HSD post hoc analizi ile
yapildi. Comet deneyi sonuclarinin istatistiksel degerlendirmeleri ise normal dagilim
gosterdigi, homojen varyanslara sahip olmadigi i¢cin Brown-Forsythe ve Welch ANOVA
testi ile Dunnett's T3 post hoc analizi kullanilarak yapildi. Veriler, ortalama + ortalamanin

standart hatas1 olarak ifade edildi. p < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR

4.1. Sitotoksite Testleri
4.1.1. MTT sitotoksisite testi
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TM3 Leydig Hucreleri
MTT Testi
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Sekil 4.1. Levotiroksinin TM3 Leydig hiicrelerinde hiicre canlilig1 iizerine etkileri (%)

0,1 — 200 uM olmak tizere 8 farkli konsantrasyonda TM3 Leydig hiicrelerine
uygulanan levotiroksin konsantrasyon bagimli olarak hiicre canliligini anlamli olarak
azaltmistir. Bu grafige gore levotiroksinin IK50 degeri TM3 Leydig hiicrelerinde 121,22
uM olarak hesaplanmstir.

TM4 Sertoli Hucreleri

MTT Testi
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0.1 0.5 1 10 25 50 100 200
Konsantransyon (uM)

Sekil 4.2. Levotiroksinin TM4 Sertoli hiicrelerinde hiicre canlilig1 iizerine etkileri (%)
0,1 — 200 uM olmak tizere 8 farkli konsantrasyonda TM4 Sertoli hiicrelerine
uygulanan levotiroksin konsantrasyon bagimli olarak hiicre canliligini anlamli olarak

azaltmistir. TM3 Leydig hiicrelerinden farkli olarak levotiroksinin daha diisiik
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konsantrasyonlarinda TM4 Sertoli hiicrelerinde hiicre canliligi azalmistir. Bu grafige gore

levotiroksinin IK50 degeri TM4 Sertoli hiicrelerinde 114,16 uM olarak hesaplanmustir.
4.1.2. Notral kirmizi testi

TM3 Leydig Hucreleri
Notral Kirmmzisi Testi

100
80
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Hiicre canlihigr (%)
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Sekil 4.3. Levotiroksinin TM3 Leydig hiicrelerinde hiicre canlilig1 iizerine etkileri (%)

0,1 — 200 uM olmak tiizere 8 farkli konsantrasyonda TM3 Leydig hiicrelerine
uygulanan levotiroksin konsantrasyon bagimli olarak hiicre canliligin1 anlamli olarak
azaltmistir. Bu grafige gore levotiroksinin IK50 degeri TM3 Leydig hiicrelerinde 104,16
uM olarak hesaplanmustir.

TM4 Sertoli Hicreleri
Notral Kirmzisi Testi

100
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Hiicre canlihig: (%)
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Konsantransyon (uM)
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Sekil 4.4. Levotiroksinin TM4 Sertoli hiicrelerinde hiicre canliligi tizerine etkileri (%)
0,1 — 200 uM olmak tizere 8 farkli konsantrasyonda TM4 Sertoli hiicrelerine
uygulanan levotiroksin konsantrasyon bagimli olarak hiicre canliligini anlamli olarak

azaltmistir. Bu grafige gore levotiroksinin IK50 degeri TM4 Sertoli hiicrelerinde 104,61

uM olarak hesaplanmstir.
4.2. DCFDA/H2DCFDA Testi

TM3 Leydig Hucreleri
ROT Testi

10

o

Fold Degeri

N

-

THBP iK50/2 iK50 2*[K50
Konsantrasyon

Sekil 4.5. Levotiroksinin TM3 Leydig hiicrelerinde ROT uretimi Gzerine etkileri
TM3 Leydig hiicrelerinde ROT testi igin konsantrasyonlar iK50/2, IK50 ve 2*IK50

olarak secilmistir. Buna gore levotiroksinin konsantrasyon bagimli olarak TM3 Leydig
hiucrelerinde kontrol grubuna gore ROT iiretimini yiiksek konsantrasyonda indiiklemistir.

Fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli degerlendirilmemistir.
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TM4 Sertoli Hicreleri

ROT Testi
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Sekil 4.6. Levotiroksinin TM4 Sertoli hticrelerinde ROT dretimi (zerine etkileri
TM4 Sertoli hiicrelerinde ROT testi icin konsantrasyonlar iIK50/2, IK50 ve 2*IK50
olarak segilmistir. Buna gore levotiroksinin konsantrasyon bagimli olarak TM4 Sertoli
hiicrelerinde kontrol grubuna gore ROT iiretimini indiiklemistir. Fakat bu fark istatistiksel
olarak anlamli degerlendirilmemistir.
4.3. Comet Testi

TM3 Leydig Hucreleri

Comet Testi
35

5 30
=
g 25
2 20
>
< 15
p
5 10
N
X 5

Pozitif Solvent 1uM 25 uM 100 uM

kontrol kontrol

Konsantrasyon

Sekil 4.7. Levotiroksinin TM3 Leydig hiicre DNA’s1 Uizerine etkileri
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TM3 Leydig hiicrelerinde Comet testi icin konsantrasyonlar 1uM, 25 uM ve 100
uM olarak segilmistir. Buna gore levotiroksinin 100 uM konsantrasyonda istatistiksel
olarak anlamli olmasa bile TM3 Leydig hicrelerinde solvent kontrol grubuna goére %

kuyruk yogunlugunu arttirdig tespit edilmistir.

TMA4 Sertoli Hucreleri
Comet Testi
35
2, 30
=
= 25
=
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=
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X 5
Pozitif Solvent 25 uM 100 puM
kontrol kontrol
Konsantrasyon

Sekil 4.8. Levotiroksinin TM4 Sertoli hiicre DNA’s1 Uzerine etkileri (%)

TM4 Sertoli hucrelerinde Comet testi icin konsantrasyonlar 1uM, 25 uM ve 100
UM olarak secilmistir. Buna gére TM3 Leydig hiicrelerinden farkli olarak levotiroksinin
1 puM konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamli olmasa bile TM4 Sertoli

hlcrelerinde solvent kontrol grubuna gore % kuyruk yogunlugunu arttirdigi tespit

edilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda bu artis daha az belirgindir.
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

5.1. Sonug

Levotiroksin hem MTT testinde hem noétral kirmizist testinde TM3 Leydig
hiicrelerinde ve TM4 Sertoli hiicrelerinde anlamli hiicre canliligin1 azaltmus, sitotoksik
etki goOstermistir. Yiiksek konsantrasyonda levotiroksin TM3 Leydig hiicrelerinde
belirgin olmak tzere ve TM4 Sertoli hiicrelerinde hafif olmak lzere ROT Uretimini
indiiklemistir. Comet testi ile TM3 Leydig hiicrelerinde levotiroksin sitotoksik etki
gostermedigi 1 uM konsantrasyonda DNA hasarini indiiklememistir. Ancak TM4 Sertoli
hiicrelerinde levotiroksin sitotoksik etki gostermedigi 1 uM konsantrasyonda istatistiksel
olarak anlamli olmasa da DNA hasarini indiiklemistir. Diger taraftan TM3 Leydig
hlcrelerinde levotiroksin sitotoksik etki gosterdigi 100 uM konsantrasyonda istatistiksel
olarak anlamli olmasa da DNA hasarin1 indiiklemistir.
5.2. Tartisma

Gunimduzde erkeklerde reprodiktif saglik diizeyindeki olumsuz degisiklikler diinya
capinda 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak ifade edilmektedir. Diinya c¢apinda
erkeklerde sperm kalitesinin diisme egiliminde oldugu one surllmektedir. Cok sayida
aragtirmadan elde edilen kanitlar da sperm sayisi, konsantrasyonu, motilitesi ve normal
morfolojisindeki azalmanin isaret ettigi gibi, erkeklerde sperm kalitesinin yillar i¢inde
azaldig1 iddiasim desteklemektedir [46 - 50]. Bu noktada sperm kalitesinin erkek
fertilitesinin ana belirleyicisi oldugu vurgulanmali [51], dolayisiyla erkek infertilitesinin
de diinya ¢apinda yayginlastigi ifade edilmelidir. Sperm kalitesindeki azalmanin
nedenleri olarak pestisitler, agir metaller, hava Kirleticileri, endokrin bozucular gibi
cevresel maruziyetler, obezite, sigara icimi, alkol tiketimi gibi yasam tarz1 faktorleri ve
genetik yatkinlik sayilmaktadir [51 - 53]. Diger taraftan tedavide kullanilan bir¢ok ilacin
da sperm kalitesini olumsuz etkiledigi rapor edilmistir [54]. Reproduktif yastaki bircok
erkek klinik uygulamada kardiyovaskiiler hastaliklar, depresif bozukluklar gibi cesitli
hastaliklar i¢in uzun siireli ilag¢ tedavisine ihtiya¢ duymaktadir. Ancak ila¢ tedavisinin
erkek fertilitesi tizerindeki etkileri gogu zaman yeterli degerlendirilmemektedir [55].
llaglar erkeklerde fertiliteyi dogrudan gonadotoksik etkiler, HPG eksenindeki
degisiklikler, ejektlasyon ve erektil fonksiyonlardaki bozukluklar ve libido Uzerindeki
olumsuz etkiler olmak Gzere dort temel mekanizma ile etkileyebilmektedir [55, 56].
Ilaglar gonadotoksik etkileri ile testisteki germ hiicrelerine dogrudan zarar vererek veya

destekleyici  Sertoli hticrelerinin  fonksiyonunu inhibe ederek spermatogenezi
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etkileyebilmektedir [56, 57]. Ayrica hipotalamus-hipofiz eksenini veya Leydig hiicreleri
araciligiyla testisin endokrin fonksiyonunu bozarak testosteron seviyesindeki
degisiklikler ile de spermatogenezi etkileyebilmektedir. Son olarak intratestikiler
vaskiilarizasyonu veya epididimal fonksiyonu degistirerek de sperm parametrelerini
etkileyebilmektedir [57]. Bu etkiler siklikla sperm iiretiminin baskilanmasina veya
optimal olmayan sperm olgunlasmasina, hareketliligine veya morfolojisine neden
olmaktadir [56].

T4 ve T3 tiroid hormonlari, birgok memeli dokusunda gelisimin, farklilasmanin ve
metabolizmanin diizenlenmesinde énemli bir rol oynamaktadir [58 - 61]. Ancak tiroid
hormonlarinin erkek iireme sistemi iizerindeki biyolojik etkileri hakkindaki bilgiler
sinirhdir [59]. Testis dokusu uzun yillar tiroid hormonuna yanit vermeyen bir organ
olarak kabul edilmistir [60]. Ancak testiste fonksiyonel tiroid hormon reseptérlerinin,
cesitli iyodotironin deiyodinazlarin ve tiroid hormonu tasiyicilarinin varligi gosterilmistir
[60]. Calismalar, tiroid hormonlarinin, kan-testis bariyerinin olusumu da dahil olmak
lizere testis gelisimi sirasinda Sertoli hiicre cogalmasini ve farklilagmasini diizenledigini
gostermistir. Ayrica Leydig hiicre farklilasmasini diizenleyerek steroidogenezi de
etkiledigi gosterilmistir [60]. Yetiskin insanlarda ve kemirgenlerde tiroid hormon
seviyelerindeki degisiklikler testiste spermatogenezi ve steroidogenezi bozabilmekte,
sonugta erkek fertilitesinin azalmasina neden olabilmektedir [59, 60, 62]. Ayrica HPG
ekseninin diizenlenmesinde fonksiyonel kusurlara yol agtigi da ifade edilmektedir [59,
61]. Hem hipo- hem de hipertiroitizm testis boyutunu ve Sertoli, Leydig ve germ
hiicrelerinin proliferasyonunu ve farklilasmasimi etkilemekte ve bunun sonucunda
steroidogenez, spermatogenez ve erkek fertilitesi etkilenmektedir [59, 61, 63].
Dolayisiyla normal testis ve tireme fonksiyonu igin tiroid hormon seviyelerinin Kkritik
oldugunu séylemek miimkiindiir. Hipotiroidizm, tiroid hormonlar1 olan T4 ve T3’lin
eksikligi ile iligkili cok yaygin kronik bir hastaliktir [58, 62, 64]. Hipotiroidizmin en sik
goriilen sekli (%99) primer hipotiroidizm, TSH seviyelerinin artmasina eslik eden serbest
T4 sevilerinin azalmasiyla karakterizedir [58, 62]. Diyabetten sonra en sik goriilen
endokrin bozukluktur ve genel populasyonun %05'ini etkilemektedir ve tahminen
hastalarin %5'ine de tan1 konulamamaktadir [58]. Hipertansiyon, dislipidemi, infertilite,
biligsel bozukluklar ve néromiiskiiler fonksiyon bozuklari hipotiroidizme eslik eden ko-
morbid durumlardir [58, 65]. Hipotiroidili siganlarda, Sertoli hiicre farklilagsmasinin

baskilandig1 ve spermatositlerin olgun germ hiicrelerine doniismesinin etkilendigi, sonug
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olarak sperm kalitesinin azaldigi belirlenmistir [61]. Ayrica hipotiroidi hastalarinda
normal sperm morfolojisinin azaldigi rapor edilmistir [61, 66]. Levotiroksin,
hipotiroidizmi tedavisinde ilk secenek ilag olarak tedavinin temelini olusturmaktadir [58,
62, 67]. Ancak hipotiroidizm tedavisinde siklikla kullanilan bu ilacin erkeklerde
reprodiiktif advers etkilerine tanimlayan bir adet ¢alismanin bulunuyor olmas: dikkat
¢ekicidir. Bu ¢alismada saglikli insanlardan toplanan sperm 6rneklerine levotiroksin
uygulamasinin sperm motilitesini 6nemli Ol¢iide azalttigi ve sperm DNA hasarini
indiikledigi gosterilmistir [61]. Bu noktadan hareketle bu tez ¢alismasi kapsaminda
reprodiiktif yaslarda hipotiroidizm tedavisinde tekrarlayan dozlarda kullanilan
levotiroksinin TM3 Leydig ve TM4 Sertoli huicrelerinde in vitro reproduktif toksisitesinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicre dizileri BALB/c fare
testisinden elde edilmekte ve yerinde Leydig ve Sertoli hucreleriyle morfolojik ve
hormonal dzellikleri agisindan benzerlik gostermektedir [68].

Calismamizda hem MTT testi hem de noétral kirmizisi testi sonuglarina gore
levotiroksinin TM3 Leydig hiicrelerinde ve TM4 Sertoli hiicrelerinde hiicre canliligini
onemli dl¢lide azalttig: tespit edilmistir. Seminifer tiibiillerin bazal bdliimiinde yer alan
Sertoli hiicreleri testis gelisiminde ve spermatogenezde onemli rol oynamaktadir [69 -
71]. Sertoli hicreleri sadece spermatogonia proliferasyonu ve farklilagmasinin
diizenlenmesi i¢in fonksiyonel proteinleri salivermekte kalmaz, ayn1 zamanda inhibin B
ve anti-Miillerian hormonu gibi hormonlar1 da salivermektedir. Aslinda laktatlar ve
lipitler de dahil olmak Uzere spermatogenez i¢in gerekli besinlerin gogunlugu Sertoli
hiicreleri tarafindan saglanmaktadir. [70]. Ayrica Sertoli hiicreleri, spermatogenez igin
ayr1 bir mikro ortam saglamak {izere bir kan-testis bariyeri olusturmak veya gelisimlerini
dizenlemek Uzere germ hiicrelerine baglanmak i¢in kendi aralarinda veya germ
hiicreleriyle hiicre baglantilar1 olusturmaktadir [69, 70]. Bu nedenle Sertoli hiicrelerinin
sayis1, spermatogenezin ve dolayisiyla erkek fertilitesinin stirdiiriilmesi i¢in gerekli olan
germ hucrelerinin popiilasyon biiytikliigiinii tanimlamaktadir [70]. Diger taraftan Leydig
hiicreleri erkek reprodiiktif sisteminin gelisimi ve sagligi icin gerekli olan androjeni
sentezlemekte ve salivermektedir. Androjen sentezi ve saliverilmesinde birgok
mekanizma rol oynamasina ragmen Leydig hiicrelerinin canlilig1 testosteron {iretimini
belirleyen en onemli faktérdir [72]. Leydig hucreleri, testosteron dretimiyle testis
gelisimine, spermatogeneze ve erkek fertilitesine katkida bulunmaktadir [71]. Dolayisiyla

Leydig ve Sertoli hiicrelerine zarar veren ksenobiyotiklerin spermatogenez ve
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steroidogenezi olumsuz olarak etkileyebilecegi asikardir. Caligmamizda levotiroksinin
TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerindeki sitotoksik etkisi ilacin reprodiiktif
toksisitenin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Hiicresel ROT iiretimi hiicre 6liimiine ve DNA hasarina katkida bulunan bir etken
olarak ifade edilmektedir [73, 74]. Calisma sonuglarimiz, levotiroksine maruz birakilan
TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinde ROT iiretiminin arttigini isaret etmektedir. Bu
noktada son yillarda levotiroksin tedavisi ile kanser riski arasindaki iligkiyi tanimlayan
caligmalarin varligi vurgulanmalidir. Levotiroksin kullanan hastalarda kullanmayan
hastalara gore genel kanser riskinin 6nemli dl¢lide arttig1 gdosterilmistir. Bu tiir bir iligki
mitokondriyal fonksiyonun artmasina bagli olarak asir1 ROT {iretimi gercegiyle
aciklanmistir. Artan ROT seviyesi kanser gelisimini tetikleyen viicutta artan oksidatif
stresle iligkilendirilmistir [67, 75, 76]. Tiroit hormonlari, bazal metabolizmay1
hizlandirma ve mitokondrideki solunum hizin1 degistirme kapasiteleri nedeniyle ROT
uretiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica tiroid hormonlar1 hiicre antioksidan
mekanizmalarini da farkli sekillerde etkileyerek sonucun tahmin edilmesi zor olan ¢ok
degiskenli bir durum yaratmaktadir. CUnki tiroid hormonlarinin enzimatik ve enzimatik
olmayan serbest radikal temizleyicilerin de seviyelerini arttirdig1 ifade edilmektedir [77].
Bu durumu destekler nitelikte tedavi gormemis hipotiroidi hastalarinda MDA seviyesi
yiiksek Olglilmiistiir. Hastalarin levotiroksin tedavisinden sonra MDA seviyesinin 6nemli
olgtide azaldig1 tespit edilmistir [78, 79]. Bu noktada tiroid hormonlarinin oksidatif stresin
cesitli yonlerini ayn1 anda etkilemesi, farkli ve hatta zit etkilere neden olmas1 ¢aligmalarda
elde edilen farkli sonuglari agiklayabilmektedir. Ancak genel prensip, yiiksek tiroid
hormon seviyelerinin oksidatif stresi tetikledigi, buna karsin azalmis tiroid hormon
seviyelerinin tespit edilemeyen ila hafif oksidatif strese yol actig1 seklindedir [77].

5.3. Oneriler

Tez galismas1 kapsaminda levotiroksinin reprodiiktif toksisitesini isret eden temel
bulgular elde edilmistir. Ancak reprodiiktif yaslarda tekrarlayan dozlarda hipotiroidizmin
tedavisinde siklikla kullanilan bir ila¢ olarak levotiroksinin deney hayvanlarinda insan
dozlarina es deger maruziyetlerde reprodiiktif advers etkilerinin tanimlanmasi
gerekmektedir. Bu noktada sadece testikuler diizeydeki etkilerinin degil ayn1 zaman HPG
ekseni tizerindeki etkilerinin de yani pretestikiiler advers etkilerinin de aydinlatilmasi
gerekmektedir. Ayrica levotiroksin tedavisi altindaki hipotiroidili hastalarin fertilite

potansiyelleri, sperm parametreleri ve reproduktif hormon seviyeleri epidemiyolojik
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caligmalar ile degerlendirilmelidir. Elbette hipotiroidizm de erkeklerde reprodiktif
patolojiler icin bir risk faktoridir. Hipotiroidiye ek olarak levotiroksin tedavisi ile
iliskilendirilebilecek reprodiiktif advers etkiler hastalarin fertilite agisindan takip
edilmesinin gerekliligine dikkat ¢ekecektir. Dahasi hastalarda olasi fertilite problemleri
icin alternatif tedavi protokolleri ya da fertiliteyi potansiyelize edebilecek stratejilerin

gelistirilmesine odaklanilacaktir.
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