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OZET

PIOGLITAZONUN ERKEK REPRODUKTIF SISTEM
HUCRE DIZILERINDE TOKSISITESININ DEGERLENDIRILMESI

Ecz. Seda AKYUZ
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali

Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ekim 2024

Danisman: Prof, Dr. Ozlem ATLI EKLIOGLU

Diyabetus mellitus prevelansi her gecen giin daha da artan dolayisiyla tedavisi 6nem arz
eden bir metabolik hastaliktir. Diyabetus mellitus tedavisinde son yillarda siklikla recete
edilen pioglitazonun reprodiiktif etkileri lizerine ¢alisma yapilmasi bu nedenle 6nem arz
etmektedir. Calismada TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicre hatlar1 tizerine doza bagimli
hiicre canliligt MTT ile test edilmistir ve bu konsantrasyonlardan hareketle inhibit6r
konsantrasyon 50 belirlenmistir. Bu konsantrasyonlardan hareketle TM3 Leydig ve TM4
Sertoli hiicrelerinde hiicre canliligmi azalttigir goriilmiistiir. Sonug olarak pioglitazonun
TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinde tespit edilen sitotoksik etkisi reprodiiktif

toksisitenin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Anahtar sozciikler: Pioglitazon, TM3 Leydig hiicreleri, TM4 Sertoli hiicreleri,
reprodiiktif toksisite, MTT



ABSTRACT

PIOGLITAZONE IN MALE REPRODUCTIVE SYSTEM CELL LINES

ASSESSMENT OF TOXICITY

Phc. Seda AKYUZ
Department of Pharmaceutical Toxicology

Graduate School of Anadolu Universityol, October 2024

Supervisor: Prof. Dr. Ozlem ATLI EKLIOGLU

Diabetes mellitus is a metabolic disease whose prevalence is increasing day by day and
therefore its treatment is important. It is therefore important to conduct studies on the
reproductive effects of pioglitazone, which has been frequently prescribed in the
treatment of diabetes mellitus in recent years. In the study, dose-dependent cell viability
was tested with MTT and neutral on TM3 Leydig and TM4 Sertoli cell lines, and the
inhibitory concentration 50 was determined based on these concentrations. Based on these
concentrations, it was observed that cell viability decreased in TM3 Leydig and TM4
Sertoli cells. As a result, the cytotoxic effect of pioglitazone detected on TM3 Leydig and

TM4 Sertoli cells was evaluated as an indicator of reproductive toxicity.

Key words: Pioglitazone, TM3 Leydig cells, TM4 Sertoli cells, reproductive toxicity,
MTT
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz
ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara uygun
davrandigimi; bu ¢aligma kapsaminda elde edilen tim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu g¢aligmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigmi ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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URETKEN YAPAY ZEKA KULLANIM BEYANI

Bu tezi hazirlarken (ChatGPT, Gemini, DALL-E vb.) Uretken vyapay zeka

programlarindan destek almadigimi beyan ederim.

Herhangi bir zamanda, caliymamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun
saptanmas1 durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi

bildiririm.
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1 GIRIS ve AMAC

Bir ¢iftin bir y1l boyunca dogum kontrol yontemleri kullanmadan diizenli cinsel aktivitede
bulunmasina ragmen ¢ocuk sahibi olamamasi infertilite olarak bilinir (Tamrakar, S. R. ve
Bastakoti R.,2019). Diinya ¢apinda ¢iftlerin yaklasik %12'si, insanlarda giderek artan bir
oran olan infertiliteden etkilenmektedir. Bu vakalarin yaklasik yarisindan erkek bilesenin
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Vander Borght M ve Wyns C.,2018; Durairajanayagam
D.,2018). Erkeklerin dogum 6ncesi ve dogum sonras1 gelisimindeki bozukluklar, anormal
sperm kalitesi ve erkek dogurganhigmin azalmasiyla dogrudan iliskilidir. insanlarda erkek
gonadal fonksiyon bozuklugu ve infertilite ¢cevresel maruziyetler, genetik kusurlar veya
her ikisinden kaynaklanabilir. Bunlar arasinda eksojen gonadotoksik maddeler ve
endokrin bozucu ilaglar olarak bilinen tibbi tedavilerde kullanilan ilaglar da yer alir
(Semet M vd.,2017; Skakkebaek NE vd.,2001). Sperm sayisindaki diisiise iliskin
arastrmalar, bu disisiin  ardindaki  degiskenlerin  belirlenmesi  gerektigini

vurgulamaktadir (Levine H vd.,2017; Lokeshwar SD vd.,2020).

Diyabetus mellitus azalan insiilin sekresyonu veya etkisi ile olusan metabolik bir
hastaliktir (Yazict H vd.,2005). Amerikan Diyabet Dernegi'nin smiflandirma sistemi
bunlar1 farkl tiirlere ayirmaktadir (American Diabetes Association,2010). Bireyler daha
uzun yasadik¢a, daha az fiziksel aktiviteye katildik¢a ve daha fazla obez hale geldikge,
diyabet prevalansi onemli 6l¢iide artmistir (Songer TJ ve Zimmet PZ,1995). Takip eden
25 yilda, 150 milyon olan diyabetus mellitus hastasi sayisinin tahmin edilenlere gore 300

milyona ¢ikacag diisiiniilmektedir (King H vd.,1998).

Diinya capinda obezite ve diyabet prevalansi arasinda giderek artan bir iligki vardir. 1997
ve 2010 yillarinda yapilan Tiirkiye Diyabet Epidemiyolojisi Arastirmasi'nin 6n bulgular
incelendiginde, Tiirk yetiskinlerinin %13,7'sinin diyabet hastas1 oldugu goriilmiistiir. Son

12 yilda DM prevalansinin yaklasik iki katma ¢iktig1 kaydedilmistir (Satman I vd.,2010).

Diyabetli bireylerde glisemik kontrol i¢in yasam tarzi degisiklikleri onerilmektedir.
Glisemik kontrol i¢in hem farmasotik tedavi hem de yasam tarzi degisiklikleri gereklidir.
Oral antidiyabetikler farmakolojik tedavinin bir pargasi olarak tek basmna veya insiilin
veya insiilin analoglariyla birlikte kullanilabilir (American Diabetes, A,2019; European

Diabetes Policy Group,1999).



Tip 2 diyabetus mellitusda insiilin duyarliliginin azalmasi 6nemli etkenlerden biridir
(Songer TJ ve Zimmet PZ.,1995). Insiilin duyarhliginin azalmas: ile erkeklerdeki
testosteron diizeyinin azalmasi dolayisiyla infertilite arasinda bir baglant1 oldugu

diistiniilmektedir (Kapoor D vd.,2005).

Pioglitazon diinya ¢apinda sikca recgete edilen bir oral antidiyabetiktir. Tiyazolidindion
tiirevidir. Proliferatdr aktive edici reseptdr gama agonisti olup insiilinin dokulardaki
etkinligini artirarak etkisini gosterir (Satman 1,2009; http-1). Periferik 6dem ve konjestif
kalp yetmezligini artirma, iskelet sisteminde kiriklar, kilo aldirma advers etkilerindendir

(Soccio RE vd.,2014).

Pioglitazonun reprodiiktif sisteme etkileri lizerine yapilan ¢caligmalar mevcuttur. Yapilan
baz1 ¢aligmalarda erkek reprodiiktif sistemde etkili olan testosteronun biyosentezini ve
islevini azaltt1g1 tespit edilmistir (Carruthers M vd.,2008). Yapilan baska ¢aligmalarda ise
diyabetus mellitusun androjen reseptdrlerini olumsuz etkiledigi ve pioglitazon tedavisi ile
bu olumsuz etkide iyilesme oldugu gorilmiistiir (Ayuob NN vd.,2015). Bulunan
sonuglarm ¢eliskili olmas1 nedeniyle pioglitazon iliskili erkek reprodiiktif toksisitesinin

arastirilmaya ihtiyaci oldugu aciktir.

Bu tez calismasinda; prevelansi artmakta olan diyabetus mellitus tedavisinde kullanilan
pioglitazonun erkek reprodiiktif toksisitesinin Sertoli ve Leydig hiicrelerinde in vitro

degerlendirilmesi amag¢lanmustir.
2 GENEL BILGILER
2.1 Diabetus Mellitusun Tanim

Diabetes Mellitus, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasida bozukluklara yol acan,
bozulmus insiilin hormonu salgilanmasi ve/veya insiilin aktivitesi ile karakterize edilen
kronik hiperglisemik bir metabolizma hastaligidir. Kronik hiperglisemi nedeniyle
diyabet, gozlerin, bobreklerin, sinirlerin, kalbin ve damar sisteminin normal isleyisini

bozarak uzun vadeli sorunlara neden olan bir hastaliktir (Yazici1 H vd.,2005).
2.2 Diabetus Mellitusun Siniflandirilmasi

Diyabetin patogenezi ve etiyolojisinin daha iyi anlagilmasi, hastaligin smiflandirmasinin
revizyonuna yol agmaktadir. Insiilin direnci bazi diyabet tiirlerinin temel sebebiyken

bazilarinda ise insiilin yetersizligine veya insiilin sekresyonunun azalmasina neden olan

2



genetik bir anormallik vardwr. Ulusal Diyabet Caligma Grubu, 1979 yilinda diyabetin
smiflandiriimasma iliskin ilk fikir birligi kararmi sunmus ve Diinya Saghk Orgiitii, baz1
kiigiik degisikliklerden sonra 1980 yilinda bu karar1 kabul etmistir. Bu siniflandirma,
hastaliklar1 hem patogenezine hem de tedavi gerekliligine gore gruplandirmaktadir.
Amerikan Diyabet Dernegi (ADA), tip 2 diyabetli bazi1 hastalarin zamanla insiiline ihtiya¢
duydugu ve bazi nadir goriilen diyabet tiirlerinin mevcut siiflandirmaya dahil edilmedigi
gozlemleri nedeniyle, diyabetus mellitus ile ilgili etiyolojik bir kategorizasyon
gelistirmistir (American Diabetes Association,2010). Tiim bu faktdrler ve diyabetin
patofizyolojisinin giderek daha 1yi anlagilmasiyla birlikte, Amerikan Diyabet Dernegi'nin
(ADA) revize edilmis smiflandirmasi 1997'de kabul edilmistir (American Diabetes, A.,

2019). Buna gore diyabetin giincel siiflamasi tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1

Diyabetus Mellitusun Simiflandirilmasi

. Tip1 DM
A-Immiin aracilikli

B-Idiyopatik

2. Tip2 DM

3. Diger Spesifik Tipler
A-Beta hiicre fonksiyonunda genetik defekt
B-Insiilin etkisinde genetik defekt
C-Ekzokrin pankreas hastaliklar
D-Endokrinopati
E-ilag veya kimyasal ajanlar
F-Enfeksiyonlar
G-Immiin aracilikli nadir diyabet formlar:

H- DM ile iligkili diger genetik bozukluklar

4-Gestasyonel diyabetus mellitus

Kaynak: American Diabetes, A.,2019
Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) 2010 yilinda diabetus mellitus i¢in tani kriterleri
olusturmustur.Bu kriterler tablo 2’de belirtilmistir (Yazic1 H vd.,2005). (Tablo 2.2)



Tablo 2.2

Diyabetus Mellitusun Tan: Kriterleri

1. En az sekiz saat aclik sonrasi plazma glukozunun > 126 mg/dl olmast*.

2. Oral glukoz tolerans testinde 2.saat plazma glukozunun >200 mg/dl olmas1'”

3. Klasik hiperglisemi semptomlari bulunan veya hiperglisemik krizdeki bir hastada rastlantisal
plazma glukoz konsantrasyonun >200 mg/dl olmasi.

4. HbAlc > % 6,5 (Test NGSP sertifikali bir laboratuvarda DCTT standardize bir metotla

yapilmis olmali)?*

1-Diinya Saglik Orgiitiiniin tanimina uygun olarak suda ¢dziilmiis 75 g anhidréz glukoz ihtiva eden
seker yiiklemesi ile yapilmalidir.

2-NGSP : National Glycohemoglobin Standardization Program DCTT: Diabetes Control and
Complications Trial

*Net hiperglisemi yoklugunda bu kriterler tekrar edilerek dogrulanmalidir.

Kaynak: Yazict H vd.,2005
Bu kriterlerden bir veya birden fazlasinin olmasi ile diabetus mellitus tanisi
konulmaktadir (Yazic1 H vd.,2005). Eger aglik plazma glukozu (APG) 100-125 mg/dl
arasinda ise oral glukoz tolerans testi (OGTT) yapilmas1 dnerilmektedir (Satman I vd.,

2009).

Diyabetin bir¢ok patojenik nedene bagh olarak ortaya ciktigi diistiniilmektedir. Tip 1
diyabetin ana nedeni, insiilin eksikligine neden olan otoimmiin mekanizma veya beta
hiicrelerini yok eden tanimlanamayan siirectir; Tip 2 diyabette ise beta hiicre eksikligi
sonucu insiilin sekresyonunun bozulmasi ve hedef dokularda insiilin direnci sonucu

insiilin etkisinin azalmasidir (Yazic1 H vd., 2005).
2.2.1 Tip 1 diyabet

Tip 1 diyabet genellikle ¢cocukluk ve ergenlik doneminde gelisir. Tan1 alan kisilerin gogu
otuz yasin altindadir. Genellikle ilerleyici hastaliktir. En yaygin nedenlerinden biri
Pankreas 3 hiicrelerinin (tip 1A) idiyopatik otoimmiin yikimi gosterilir. Tip 1 Diyabet
Idiyopatik diyabet olarak da bilinir. Tip 1 diyabet kalitsaldir, nadirdir ve etiyolojisi tam
olarak bilinmemektedir. Tip 1 diyabetli bireylerin %90'indan fazlas1 otoimmiin gruba

aittir (Imamoglu S.,2006).



2.2.2 Tip 2 diyabet

Tip 2 diyabet zamanla ilerleyen kronik bir hastalik olarak tanimlanir. Tip 2 diyabet,
hiperglisemi, insiilin direnci, bozulmus glukoz tolerans1 ve pankreas hiicre aktivitesi,
artan hepatik glukoz tretimi ile karakterize edilen karmasik ve gesitli bir durumdur
(Tallman DL ve Taylor CG.,1999). Tip 2 diyabet, insiilin eksikliginin bir sonucu olmaktan
cok, hiicrelerin insiilini kullanamamasindan kaynaklanir (Unger RH vd.,1998). Tip 2
diyabet, hareketsiz bir yasam tarzi siirdiiren, yliksek yagl diyet tercih eden, strese maruz
kalan, obez ve yash kisilerde daha sik goriiliir. Tip 2 diyabetin etiyolojisine yonelik
calismalarin ¢ogu, insiilin direncinin insiilin sekresyon bozuklugundan once geldigi
goriisiinii desteklemektedir (Yahya S.,2004). Farkli seviyelerdeki insiilin direnci,
hiicrelerinin islevlerinin kademeli olarak bozulmasi ve yetersiz insiilin iiretimi bunun
tanimlayici 6zellikleridir. Hiperglisemiyi kontrol altina almak i¢in hastalarin tigte biri ile
dortte biri arasinda insiilin tedavisi gereklidir. Tip 2 diyabetin teshis ve tedavi edilmedigi
siirecte metabolik sorunlar ve doku bozulmalar1 meydana gelir (Ozata M.,2006). Obezite,
fiziksel hareketliligin azalmasi ile birlikte yasam siiresinin uzamasi sonucunda diyabet
prevelans1 dnemli dl¢iide artmistir (Songer TJ ve Zimmet PZ.,1995). Oniimiizdeki 25 yil
icerisinde diyabetli birey sayisinin 150 milyondan 300 milyona ¢ikacagi 6ngoriilmektedir

(King H vd.,1998).

Su anda tip 2 diyabet epidemik bir hastalik grubu olarak kabul edilmektedir. Diyabetin
kiiresel prevalans1 2000 yilinda %2,8 iken, 2030 yilinda prevalansin %4.,4'e, diyabetli
sayisinin ise 171 milyondan 366 milyona ¢ikacagi diistiniilmektedir (Wild S vd.,2004).
Diinya capinda obezite ve diyabet prevalansi arasinda artan bir iligki vardir. Tiirk Diyabet
Epidemiyolojisi Calismasi (TURDEP-1) Tiirkiye'de bozulmus glukoz toleransi
prevalansimin %6,7, diyabet prevalansinin ise %7,2 oldugunu bildirmistir. Caligma Eyliil
1997 ile Mart 1998 tarihleri arasinda Tiirkiye'de yiiriitiilmiis ve sonuglar1 2002 yilinda
yaymlanmistir (Satman I vd.,2002). Ocak-Haziran 2010 tarihleri arasinda gergeklestirilen
TURDEP-II arastirmasinin ilk bulgularina goére Tirkiye'deki yetiskin niifusta diyabet
prevalanst %13,7 dir ve ililkemizde son 12 yilda alinan tiim 6nlemlere ragmen diyabet

goriilme siklig1 yaklasik iki katina ¢iktigi tespit edilmistir (Satman I vd.,2010).

40 yasindan sonra tipik olarak tip 2 diyabet gelisir ve genellikle bu hastalarda aile 6ykiisii
mevcuttur. Tip 2 diyabet hastalarinin yaklagik yarisinda poliiiri, polifaji, polidipsi ve kilo
kayb1 gibi klasik diyabet belirtileri goriiliir. Bazi1 hastalara ilk olarak diyabetik koma tanis1
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konurken, digerlerine retinopati, nefropati, noropati ve aterosklerotik kalp hastalig1 dahil
olmak iizere diyabetin semptomatik olmayan hiperglisemiye bagl kronik sekelleri i¢in
devam eden teshisler konur (Sencer E.,2001). Cogu hastaya tesadiifi bulgulara dayanarak
hiperglisemi veya glikoziiri ile diyabet tanis1 konulmaktadir (Kolo lu S.,1996; Kyki-
Jarvinen H.,1994).

2.3 Diabetus Mellitusun Kronik Komplikasyonlar:

Tip 2 diyabetli hastalarin dokularinda ve bir¢ok organinda morfolojik, biyokimyasal ve
fonksiyonel degisiklikler goriiliir.Kronik komplikasyonlar bir¢ok organa zarar veren,
hastanin yasam kalitesini bozan, hatta erken 6liime neden olabilen 6nemli sorunlardir. Tip
2 diyabetin morbidite ve mortalitesinden ¢ogunlukla onlar sorumludur. Tablo 2.3 tip 2

diyabetle baglantili kronik sorunlar1 siniflandirmaktadir (Burant CF.,2004).

Tablo 2.3
Tip 2 diyabetle iligkili kronik komplikasyonlar

1-Vaskiiler Komplikasyonlar

-Makrovaskiiler Komplikasyonlar

e  Hizlanmis koroner ateroskleroz
e  Hizlanmuis serebral ateroskleroz

e Hizlanmis periferik vaskiiler hastalik
-Mikrovaskiiler Komplikasyonlar

e  Retinopati

e Nefropati
2-Noropati Sendromlari

e  SensoOrimotor ndropati

e  Otonom ndropati
3-Mist Vaskiiler ve Noropatik Hastaliklar

e Ayak ve bacak {ilserleri

Kaynak: Burant CF.,2004



2.4 Diyabetus Mellitus Tedavisi

Hastalar diyabetin nedenleri, mevcut tedaviler, diyet ve egzersizin dnemi, kan sekeri
diizeylerinin nasil izlenecegi, Ongoriilemeyen durumlarla nasil basa c¢ikilacagi,
komplikasyonlarin nasil taninacagi ve hastaligin ilerlemesine karsi dnleyici tedbirlerin
nasil alinacagi konusunda egitilmelidir. Diyabet tedavisinin ana hedefleri, kan sekeri
yonetimi, akut komplikasyon riskini azaltmak ve hastayi, hastaligin retina, bobrekler,
beyin, kalp ve damarlar {izerindeki uzun vadeli zararl etkilerinden korumaktir (American

Diabetes, A.,2019).

Diyabetli bireylerde glisemik kontrol i¢in asagidaki terapdtik yontemler
kullanilabilir (American Diabetes, A.,2019):

1) Yasam tarz1 degisiklikler1 (diyet, egzersiz, ideal kilonun saglanmast)
2) Medikal tedaviler

a) Insiilin harici antihiperglisemik ilaglar (Oral antidiyabetikler ve

insulinomimetik ilaglar)
b) Insiilinler ve insiilin analoglari

Diyabet tedavisinde glisemik kontroliin saglanabilmesi i¢in farmakolojik
miidahale gerekmektedir. Oral antidiyabetik ilaglar tek basina, insiilinle birlikte veya tip
2 diyabetle iliskili bir veya daha fazla patofizyolojik sorunun tedavisinde kombinasyon
halinde alinabilir (Standl E, flichtenbusch M.,2003; European Diabetes Policy
Group.,1999).

2.4.1 Diyabetus mellitus tedavisinde kullanilan ajanlar
2.4.1.1 Biguanidler

Tiirkiye'de kullanilan tek biguanid metformindir. Biguanid grubu ilaglar metformin (di
metil biguanid) ve fenformin (fenetil biguanid) ilk kez 1957 yilinda tip 2 diyabetin
tedavisinde kullanilmak tizere tanitilmistir (Bahgeli M.,2003; Stumvoll M vd.,2004).

2 dnemli mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar;
1-Hiicresel solunumu inhibe ederler

2-Anaerobik glikolizi uyarir ve bdylece laktat olusumunu uyarir.



Bu siiregler kalp yetmezligi ve ateroskleroz gibi hipoksik durumlarda ¢ok 6nemli
bir rol oynar. Biguanid toksisitesine iliskin temel fikirler arasinda karacigerde birikim ve

lipofilik membran bilesenlerine baglanma yer alir (Bahgeli M.,2003).
2.4.1.2 Metformin

Ulkemizde diyabet tedavisinde kullanilan tek biguanid metformindir. Periferik dokularda
inslilin duyarliligini artirir. Ayrica diyabeti olmayanlarda kan gsekerini diistirmedigi i¢in
antihiperglisemik ila¢ olarak kabul edilir. Diyabetli bireylerde plazma glikoz
konsantrasyonunu normal araliklarin altina diisiirmeksizin diizenler. Oncelikle hepatik
glikoz sentezini azaltma ve insiilin varliginda mevcut oldugunda insiilin etkisini artirma
etkisine sahiptir. Glisemik yonetimle serum insiilin diizeylerinin diistiigii gézlemlenmistir

(McCulloch DK.,2004; Bailey CJ ve Turner RC.,1996).
2.4.1.3 DPP-1V inhibitorleri

Tip 2 diyabette etkisi azalan glukoza bagiml insiilinotropik polipeptid (GIP) ve glukagon
benzeri peptid-1 (GLP-1) gibi inkretin hormonlarinin etkinligini artrran DPP-IV
inhibitorleri aglhik plazma glukoz seviyelerini de etkiler. DPP-IV inhibitorii olan
sitagliptin FDA onay1 almistir ancak DPP-IV inhibit6rleri tizerinde ¢aligmalar devam

etmektedir (Cefalu WT.,2007).
2.4.1.4 Sitagliptin

Tip 2 diyabet tedavisinde tek basina veya diger oral antidiyabetik ilaclarla (metformin ve
glitazonlar gibi) birlikte kullanilabilir. Giinlik 100 ve 200 mg dozlarda agizdan
alindiginda sitagliptinin FPG ve HbAlc'yi 6nemli 6lgiide azalttigi gosterilmistir. Oral
formu 1yi tolere edilme avantajina sahiptir ve hipoglisemi riskini artirmaz. Sitagliptin ve
metformin birlikte HbAlc'yi %0,7 oraninda azaltabildiginden, bu kombinasyon gecerli
bir tedavi segenegi olarak ortaya ¢ikmistir (Cefalu WT.,2007).

2.4.1.5 Tiyazolidindion

Tiyazolidindionlar, 1997 yilinda insiilin duyarliligin artiran ilaglar olarak tanimlanmigtir
(Wild S vd.,2004). Peroksizom proliferatér aktive edici reseptdr gama (PPAR-y)
agonistleri olarak da adlandirilirlar. PPAR-y reseptor aktivasyonu yoluyla etkilerini
gosterirler. Insiiline duyarl genlerin transkripsiyonunu artirirlar ve niikleer PPAR-y'y1

hedeflerler (Bailey CJ ve Day C.,2004). Insiilin direncini diisiirerek glisemik kontrolii
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saglarlar. Tiyazolidin-2-4-dion yapisinda olup her birinin yan zincirleri farklidir (Hardy
E ve Jabbour SA. ,2004). Antidiyabetik etki ana halkaya atfedilir ve bu halkadaki
degisiklikler antidiyabetik etkiye neden olmak yerine ilacin farmakokinetik ve
farmakodinamik Ozelliklerini degistirir. Arastirmalar, glitazonlarm glikoz seviyeleri
iizerindeki etkilerinin insiilin varligina bagli oldugunu gostermistir. Bir ¢alismada, insiilin
uygulanmadig: siirece insiilin iiretimi olmayan siganlarda glitazonlarin etkili olamadig1
gosterilmistir.  Glitazonlarin  antihiperglisemik 6zelliklerinin  yan1 sira  vaskiiler
inflamasyon, oksidatif stres, endotel fonksiyonu ve lipid metabolizmas1 iizerinde de

yararl etkileri oldugu gosterilmistir (Verges B. ,2004).

Sekil 2.1

Tiyazolidindion tiirevi ilaglarin kimyasal yapilari

=
Nl S
=
Pioglitazon Rosiglitazon

Tiyazolidinedionlar, antilipidemik ve antihiperglisemik 6zellikleri nedeniyle klofibrik
asit analoglarmin arastirilmasi swrasinda kesfedilmis ve daha sonra niikleer hormon

reseptorii PPAR-y'nin ligandi oldugu tespit edilmistir (Day C.,1999).

Troglitazon kesfedilen ilk tiyazolidinediondur. Troglitazon, 2000 yilinda piyasadan
kaldirilmadan 6nce karaciger yetmezligine, karaciger toksisitesine ve FDA arastirmasina

gbre 61 Sliime ve 7 karaciger nakline neden olmustur (Bailey CJ.,2000). Arastirmalar



rosiglitazonun kardiyotoksik etkilere sahip oldugunu ve miyokard enfarktiisii riskini
artirdigini gostermistir (Nathan DM.,2007). Sonug olarak 2010 yil1 itibariyle rosiglitazon
iilkemizde ve Avrupa iilkelerinde recete edilmemektedir. Rosiglitazonun kullanimina
ABD'de ve diger birkag¢ lilkede belirli durumlarda hala izin verilmektedir (Tirkiye
Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi. Diabetes mellitus ve komplikasyonlarinin tani,

tedavi ve izlem kilavuz, 2018).
2.5 Pioglitazon

Pioglitazon, tiyazolidindion tiirevi bir ilactir. Molekiiler formiilii Ci19H20N203S olan
pioglitazonun kimyasal ismi, Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya Birligi
isimlendirmesine gore 5-[[4-[2-(5 etillpiridin-2-il)etoksi]fenil]metil]-1,3-tiazolidin-2,4-

dion’dur.
2.5.1 Pioglitazonun etki mekanizmasi

Etkileri periferik dokularda insiilin direncinin azalmasi ve karaciger ve kaslarda insiilin

duyarliliginm artmasiyla ortaya cikar. Insiilin “sensitezer” olarak da adlandirilmaktadr.

Pioglitazon, niikleer reseptor olan peroksizom proliferator aktive edici reseptore (PPAR)
baglanarak etkilerini gosterir. Peroksizom proliferatoriinii aktive eden reseptorler ii¢
gruba ayrilir: a, B/d ve y. Karaciger, PPARa ekspresyonunun birincil bolgesidir; iskelet
ve kalp kas1 daha kiiciik bir miktara sahiptir. PPARB/S ¢esitli organlarda bulunmasina
ragmen insiilin direncindeki rolii bilinmemektedir. PPARy'min iki izoformu vardir:
PPARY1 ve y2. Yag dokusu y2 igerirken, PPARy1 ¢esitli dokularda bulunur. Yag dokusu
diger dokulara gore daha yiiksek bir PPARY konsantrasyonuna sahiptir. insiiline yanit
veren glukoz ve yag metabolizmasinin diizenlenmesinde yer alan bir gen, PPARy niikleer
reseptorlerinin aktivasyonu ile transkripsiyonel olarak modiile edilir. Kas ve yag
dokusunda pioglitazon, insiilin varliginda glukoz alimini, GLUT-1 ve GLUT-4 reseptor
ekspresyonunu, insiilin sinyalini ve glikojen sentezi aktivitesini artirir. Ayrica TNF-a'y1,
serbest yag asitlerini, trigliserit klirensini ve hepatik glukoneogenezi azaltir. Adipoz
dokuyu preadipositleri adipositlere doniisiimiinii artirarak diizenler. PPARy’nin
konsantrasyonu serum insiilin konsantrasyonu ile paralel olup obez ve diyabetik
hastalarin iskelet kaslarinda fazladir. Yapilan c¢aligmalarda insiilinin siilfoniliire ve

metforminle birlikte tedavide kullanildiginda daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bu
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kombinasyonlardan 6zellikle insiilin-pioglitazon kombinasyonunda kalp yetmezligi

riskinin arttigma dair ¢alisma sonuglar1 da bildirilmistir (imamoglu S.,2009; http-1).

Pioglitazon, pankreas B hiicrelerindeki trigliserid (TRG) konsantrasyonunu azaltarak f3
hiicre fonksiyonlarinda iyilesme saglanmaktadir. Yiiksek olan proinsiilin/insiilin oraninin
pioglitazon tedavisi sonrasi diismesi, B hiicre fonksiyonlarindaki olumlu etkilerini

gostermektedir (Moore KJ vd.,2001).
2.5.2 Pioglitazonun farmakodinamik ozellikleri

Tek basina alindiklarinda aclik kan sekerini ve hemoglobin Alc'yl (HbAlc) dnemli
Olciide disiirtirler ve HbAlc diisiisii uzun siireli olur (Lebovitz HE.,2002; Miyazaki Y
vd.,2001). Glisemik kontroliin yani sira insiilin diren¢ sendromunun komponentlerinin

bircogunu iyilestirir (Miyazaki Y vd.,2001; Phillips LS vd.,2001).

Insiilin direnci olan saglikli bireylerde pioglitazon endotel fonksiyon bozuklugunu
tyilestirebilir, antiinflamatuar sitokinleri azaltabilir ~ve hiicresel antioksidan

mekanizmalar1 giiglendirebilir (Quinones, J vd.,2000; Shimazu, T vd.,2005).

Insiilin direncini azaltarak Tip 2 diyabetli kisilerin beta hiicrelerini kaybetme oranini
disiirdiigi diisiiniilmektedir. Ishida ve arkadaslar1 yaptigi bir calismada beta hiicre
Olimiinii azalttig1 ve oksidatif stresi azaltarak insiilin salgilama kapasitesini artirdigi

gosterilmistir (Ishida H vd.,2004).

Dikkate deger hipoglisemik etkilerine ek olarak, tiyazolidindionlar oksidatif stres,

vaskiiler inflamasyon ve lipid metabolizmasi i¢in de faydalidir (Verges, B., 2004).

Lipid metabolizmasini 6nemli 6l¢lide degistirirler (Day C.,1999). Serbest yag asitlerinin
konsantrasyonu azalmaktadir. Arastirma bulgular1 pioglitazonun lipit indekslerini 6nemli
Olciide iyilestirdigini gostermektedir. 5.000'den fazla hastay1 kapsayan bir arastirmada
Van Wijk ve ark. pioglitazonun trigliserid, total kolesterol ve LDL kolesterol diizeylerini
tyilestirdigini tespit etmisir. (Van Wijk jP vd.,2003) Goldberg ve ark. pioglitazonun HDL
kolesterolii ytikseltirken ayn1 zamanda LDL partikiil boyutunu ve konsantrasyonunu

iyilestirdigini kesfetmistir (Goldberg RB vd.,2005).

In vitro yiiriitiilen arastirmalar, PPARy agonistlerinin, hiicre farklilasmasinmn tesvik
edilmesi, Olim ve biiylimenin engellenmesi dahil olmak iizere bir¢ok antikanser

ozelligine sahip oldugunu gostermistir (Ohta K vd.,2001). Ancak kemirgenlerde yapilan
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caligmalarda PPARy agonistlerinin tiimorogenezi potansiyalize ettigi gOsterilmistir
(Rubenstrunk A vd.,2007). Epidemiyolojik arastirmalar ¢eliskili sonuglar vermektedir
(Koro C vd.,2007; Ramos-Nino ME vd.,2007). Ilaglarin piyasaya heniiz yeni ¢ikmus
olmasi ve yalnizca kisa siireli maruziyete bakilmasmin bu ¢eliskili sonuglarda etkilidir.
Pioglitazonlar bu nedenle insanlarda daha yiiksek veya daha diigiik kanser riskiyle

baglantili olabilir (Ramos-Nino ME vd.,2007).

Tablo 2.4

Pioglitazonlarin dokulardaki etkileri

Yag dokusu iskelet Kasi Karaciger

Glukoz alim 1 Glukoz alimi 1 Glukoz alimi |

Yag asiti alimi1 1 Yag asiti alimi1 1 Yag asiti alimi |

Lipogenez 1 Lipogenez 1 Lipogenez 1
Glukoz oksidasyonu 1 Glukoz oksidasyonu 1 Glukoz oksidasyonu 1

Kaynak: Karabag Kuru M.,2009
2.5.3 Pioglitazonun farmakokinetik ozellikleri

Pioglitazon dozlar1 giinde 15 ila 45 mg arasinda degisir. 15-30—45 mg tablet formlar1
vardir. Tek doz olarak yemekle birlikte veya yemek disinda alabilir. Oral pioglitazon
emilimi hizli ve etkili bir sekilde gergeklesir. Acken verildiginde 30 dakikada serumda
Olciilebilir (Hardy E ve Jabbour SA.,2004; Gillies PS ve Dunn CJ.,2000). Pioglitazon
serum konsantrasyonu, oral dozdan iki saat sonra zirveye ulagir (Tmaks). Yemekle birlikte

alindiginda Tmax 3-4 saate kadar ¢ikabilir (htttp-1).

Pioglitazonun biyotransformasyonundan sorumlu karaciger enzimleri CYP2CS8 ve
CYP3A4’tiir. Pioglitazon hidroksilasyon ve oksidasyon ile metabolize olur. Metabolitler
glukronid veya siilfat konjugatlarma doniisiir (http-1). M-I, M-IIT ve M-IV aktif
metabolitlerdir (http-2). M-IV'iin olusumu agirlikli olarak CYP2C8 tarafindan katalize
edilmektedir (Jaakkola T vd.,2006). Pioglitazonun hidroksi tiirevi olan metabolitleri
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Metabolit IT ve Metabolit I'V, pioglitazonun keto tiirevi metaboliti ise Metabolit III tiir. Bu

metabolitler hayvanlarda farmakolojik olarak aktiftir. Metabolit ITI ve IV ¢oklu dozlamay1

takiben insan serumunda bulunan metabolitlerdir. Bu aktif metabolitler kararli durum

konsantrasyonlarina 7 giin sonunda ulagilmaktadir. Pioglitazonun dagilim hacmi 0.63 +

0.41 L/kg’dr. Proteinlere yiiksek oranda (>%99) baglanir. Aktif metabolitleri dolasimda

pioglitazona esit ya da daha yiiksek konsantrasyonda bulunurlar.

Pioglitazonun yaklasik %15-30’u idrar yoluyla atilmaktadir. Geriye kalan kismin

degismeden safra yoluyla ya da metabolitleri halinde fecesle atildig1 diisiiniilmektedir.

Plazma yarilanma 6mrii (t1/2) pioglitazon igin 3-7 saat, aktif metabolitleri i¢in ise 16-24

saat arasinda degismektedir. Oral yoldan uygulanan pioglitazonun klirensi 5-7 L/saat’tir

(http-1).

Tablo 2.5

Pioglitazon metabolitleri

Metabolit Enzim aktivite Reaksiyon tipi

M-I - inaktif o-dealkilasyon

M-II Sitokrom P450 2C8 aktif oksidasyon
Sitokrom P450 3A4

M-III - aktif oksidasyon

M-IV Sitokrom P450 2C8 aktif oksidasyon
Sitokrom P450 3A4

M-V Sitokrom P450 2C8 inaktif oksidasyon
Sitokrom P450 3A4

M-VI Sitokrom P450 2C8 inaktif oksidasyon
Sitokrom P450 3A4

M-XI Sitokrom P450 2C8 inaktif oksidasyon

Sitokrom P450 3A4

Kaynak: Jaakkola T vd.,2006, Zhou SFvd.,2009

13



2.5.4 Pioglitazonun advers etkileri

Hepatik insiilin duyarhiligina katkida bulunduguna ve artan PPAR-gamma etkisi
nedeniyle, merkezi sinir sistemi lizerindeki etkisi tam olarak bilinmese bile, besin alimini
artirdig1 ve kilo alimma neden oldugu, bu da beslenmeyi destekledigine inanilmaktadir.
Bu, ilac1 kullanan kisilerin neden kilo aldigm a¢iklamaktadir (Lu M vd.,2011). Odem, su
tutulmasi ve kilo alimi (1-4£33 kg) sik goriilen olumsuz etkilerdir. Diliisyonel anemi,
akciger Odemi, konjestif kalp yetmezligi (06zellikle yogun insiilin tedavisiyle
birlestirildiginde), karaciger fonksiyon testlerinde yiikselme, pnomoni, kreatin
fosfokinazda (CPK) yiikselme ve diisilk yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterolde
yiikselme diger yan etkilerdir. New York Kalp Cemiyeti (NYHA) Class 11, I1I ve IV Kalp
yetmezligi, karaciger disfonksiyonu (ALT>normalin iist smirindan 2.5 kat yiiksek
olmasi), ciddi KBY, Tip 1 DM, gebelik, cocuklar ve adolesanlarda ilacin kullanimi
onerilmemektedir (Gardner DG ve Shoback D.,2004; Jameson JL.,2006).

Kirik riskini artirmasi en 6nemli olumsuz etkilerden biridir. 70 yas {istii kadinlarda daha
cok goriiliir. Osteoporotik kirik veya kirik risk faktorii olan hastalarda kullanimi ciddi

sekilde smirlandirilmalidir (Kayaalp, S.0.,2002).

Iskelet sisteminde goriilen kiriklar kemik olusumu ve artmus kemik rezorpsiyonu ile

iligkilendirilmistir (McDonough AK ve Rosenthal RS.,2008).

Diger antidiyabetik ilaglarla kombine edildiginde hipoglisemiye neden olabilir,
hematokrit ve hemoglobin diizeylerini azaltabilmektedir (Rizos CV vd.,2009).

Ilac etkilesimleri

Cok sayida ilacin inaktivasyonunda rol oynayan CYP3A4 enzimi pioglitazon tarafindan
indiiklenir. Kendisi de kismen bu enzimle yikildigindan, bu enzimi inhibe eden
ketokonazol, itrakonazol eritromisin ve diger ilaglarla, ayrica bu enzim tarafindan yikilan

diger ilaglarla etkilesebilmektedir (Kayaalp, S.0.,2002).

Pioglitazon ile birlikte kullanildiginda ilag etkilesimi goriilen ajanlar ve etkileri asagida

belirtilmistir; (El-Fayoumi S vd.,2021)

-Pregabalin ile birlikte kullanildiginda 6dem artabilmektedir
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-Aspirin ile birlikte kullanildiginda pioglitazonun hipoglisemik etkisini

artirabilmektedir.

-Seg¢ici serotonin geri alim inhibitorleri ile kullanildiginda pioglitazonun glikoz

disiriicti etkisini artirabilmektedir.

-Tiyazid veya tiyazid benzeri diiiretiklerle birlikte kullanildiginda pioglitazonun

glukoz diisiiriicii etkisini azaltabilmektedir.

-Topiramat ile birlikte kullanildiginda pioglitazonun serum konsantrasyonunun

azalmasina neden olabilmektedir.
Kontrendikasyonlar

Pioglitazon insiilin ile kombine olarak kullanildiginda, konjestif kalp yetmezligi
insidensini artirdigr tespit edildiginden konjestif kalp yetmezligi olan veya Oykiisi

bulunan hastalarda kullanilmamasi gerekir (Kayaalp, S.0.,2002).

Kilo alimi, kemik kiriklari, artan periferik 6dem ve konjestif kalp yetmezligi gibi olumsuz
sonuglar yani sira, erkek farelerde mesane kanseri riskini artirdigir da gosterilmistir
(Soccio RE vd.,2014). Aktif mesane kanseri olan kisilerde kullanilmamalidir ¢ilinkii iki
yildan uzun siire kullananlarda mesane kanseri riskini artirdig1 gosterilmistir (Lewis JD

vd.,2011).

Pioglitazona duyarliligi olan kisilerde kullanilmamalidir.

Pioglitazon etkinliginde insiilin varliginda gosterebilir. Bu nedenle tip 1 diyabette

kullanilmamalidir.

Hipoglisemi durumunda kullanilmamalidir, bu nedenle pioglitazon ile yapilan tedavilerde

diizenli olarak kan glukoz seviyesi kontrol edilmelidir.

Karaciger transaminaz diizeyi normal smirin 2,5 katindan fazla oldugunda ya da aktif

karaciger hastalig1 varliginda kullanilmamalidir.
Gebelikte kullanilmamalidir.

Beers kriterlerince pioglitazon bobrek yetmezligi olan yasl popiilasyon i¢in uygunsuz bir

ila¢ oldugundan kullanilmamalidir (Marks DH.,2013).
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2.5.5 Pioglitazonun toksisitesi

Alt1 ve yedi ay sonra pioglitazon kullanan iki hastada hepatotoksisite kaydedilmistir. Bu
nedenle pioglitazon tedavisi goren hastalarda serum aminotransferaz diizeyinin iki ayda

bir izlenmesi tavsiye edilmektedir (McCulloch DK.,2004; Gitlin N vd.,1998).

2003 yilinda, ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA), pioglitazon iireticisinden, pioglitazon
tedavisinin mesane kanseri riskini artirip artirmadigini degerlendirmek i¢in bir giivenlik
calismas1 yapmasii istemistir. FDA'nin talebi {izerine, ¢aligmanin 10 yil boyunca
yiriitiilmesi planlanmistir. 2011 yilinda sunulan ara rapora gore, iki yildan uzun siire
pioglitazon kullanan hastalarda, pioglitazonun mesane kanseri riskini artirdigi

saptanmustir (Lewis JD vd.,2011; Chinnam P vd.,2012).
2.6 Erkek Ureme Sistemi

Memelilerde erkek lireme sistemini olusturan birbirine bagimli bircok organin temel
gorevi, spermatozoa olusturmak ve onlar1 disi lireme organina ulastirmaktir. Testisler,
epididim, vas deferens, bezler (prostat, seminal vezikiiller) ve penis bu organlar

arasindadir (Hebert, D.C. vd.,1995).
2.6.1 Testisler

Testisler, karm boslugu disinda, fibromiiskiiler yapida bir kese olan skrotum igerisinde
Funiculus spermaticus (spermatik kordon) ile asili konumda, ovoid bigimli, 4-5 cm
uzunlugunda, 2- 3 cm eninde ve 15 g agirhginda bir ¢ift organdir (Armci K ve Elhan

A.,2001; Scudamore CL.,2014).

Testisler spermatogenez ve androjen liretiminde kullanilan organlardir. Her testiste fibroz

septalarla boliinmiis 400 segment vardir (http-3).

Sertoli, Leydig ve sperm hiicreleri testislerde bulunan {i¢ ana hiicre tipidir. Hipofiz
bezinden salgilanan folikiil uyarict hormon (FSH) ve hipofiz bezinden salgilanan
luteinize edici hormon (LH), testisleri sperm hiicresi ve testosteron iiretmesi i¢in uyarirm
(http-4). Leydig hiicreleri testosteron iiretiminden, sertoli hiicreleri ise sperm hiicrelerinin
iretiminden sorumludur. Testislerin seminifer tiibiillerinde spermatazoa olusur. Sperm,
seminifer tiibiillerin epitelindeki Sertoli hiicreleri arasinda bulunan spermatojenik
hiicrelerin gelismesiyle iiretilir (Ovalle vd.,2002). Erkek {ireme hiicrelerine sperm denir.

Memeli sperm hiicreleri 23 kromozoma sahiptir ve haploiddir. Disinin haploid yumurta
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hiicreleriyle birleserek diploid zigot hiicresini olustururlar. "Spermatozoa" hareketli,
flagella tastyan spermi ifade ederken, "spermatium" hareketsiz spermi ifade eder.
Spermin smirl bir mrii vardir ve boliinemez. Normalde 48 saat stiren dmrii kadin tireme

sisteminde 72 saate kadar uzayabilmektedir (Gilbert SF.,2006; Glover T.D.,1999).
2.6.2 Epididimis

Spermin depolanip hareketli hale geldigi organ epididimistir. Bas (Caput), goévde
(Corpus) ve kuyruk (Cauda) onu olusturan ii¢ parcadir. Testiste olusan spermatozoonlar
caput epididimise girerler ve cauda epididimise gecip burada depolanirlar (Jones R.,1999;

Robaire, B.,2002).
2.6.3 Vas Deferens

Epididimisin kuyruk boliimiiniin kalinlagmasi ile olusur. Genisleyen ve katmanl
mukozaya sahip olan terminal kismina ampulla ad1 verilir. Ampulla vezikiila seminalis
kanaliyla birleserek ejekiilator kanali olusturur. Bu kanal ile spermler ejekiilasyon
esnasinda vas deferenstan iiretraya aktarilir (Ross MH ve Pawlina W.,2014; Esrefoglu

M.,2021).
2.6.4 Seminal Vezikiiler

Mesanenin arka duvarindaki duktus deferens ampullaya paralel olan uzun, katlanmis
tiibiiler bir bezdir. Normal uzunlugu 15 cm'dir (Treuting PM vd.,2018; Drake RL
vd.,2007).

Insanda ejekiilatin %50-70’lik boliimii bu bezin salgisidir. Seminal bezler fruktozdan
zengin viskoz, sarimsi bir siv1 salgilar. Ayrica sivi igerisinde C vitamini, aminoasitler ve

prostaglandinler bulunur (Ross MH ve Pawlina W.,2014; Esrefoglu M.,2021).
2.6.5 Prostat

Prostat rektumun Oniinde ve mesanenin altinda bulunur. Salgiladig: alkali sivida ¢inko,
spermin, kolesterol, proteazlar, asit fosfataz, sitrik asit ve fosfolizin bulunur. Bu salginin
gerceklesmesi ddllenmenin gerceklesebilmesi icin ¢ok dnemlidir. Ureter i¢ taraftadir ve
rektum, mesane tabanmin arkasmda yer alan seminal vezikiiliin arkasindadir.
Salgilanmas1 spermatozoanin biiylimesi i¢in ¢ok Onemlidir (Kadioglu A vd. ,2004;

Niederberger C.,2011).
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2.6.6 Penis

Gorevleri arasinda ejakiilatin  vajinaya tasinmasit ve viicuttan atilacak idrarin
uzaklagtirilmasi yer alir. Cinsel agidan uyarilan hassas sinir uglarini igerir (White B ve

Porterfield S.,2012).
2.6.7 Spermatogenez

Gonadotropik hormon uyarimi ergenlik doneminden baslayarak testislerin seminifer
tiibiil epitelinde gergeklesen spermatogenezi tetikler. Yetiskin erkek testislerinde ve
epididimiste bu siire yaklasik 64-74 giin stirer (White B ve Porterfield S.,2012; Johnson
LR ve Byrne JH.,2003).

Erkek tireme kok hiicresi olan Spermatogonium, mitoz yoluyla iki diploid hiicreye
boliintir: Bir hiicre "Spermatogonium B" hiicrelerine doniisiir, digeri "Spermatogonium
A" hiicresi olarak kalir. Daha sonra "Birincil spermatositler" tiretilir. Mayoz I gecirdikten
sonra her diploid spermatosit, iki haploid sekonder spermatosite farklilagir. Dort haploid
spermatid hiicresi ve kiiresel spermatid olusturmak i¢in ikincil spermatositler mayoz
II'den geger ve yuvarlak spermatidleri olustururlar. Yuvarlak spermatid hiicreler
spermiyogenez adi1 verilen ¢ekirdek olgunlagsmasi ve hiicre zarma dogru hareket etmesi,
akrozom olusumu ve diger farklilasma mekanizmalarindan olusan bir siirecten gecer.
Spermiyogenezden sonra sperm olarak adlandirilirlar ve epididimise aktarilirlar.
Epididimiste gelisimlerini tamamladiktan sonra hareketli hale gelirler (White B ve

Porterfield S.,2012; Niederberger C.,2011; Hai Y vd.,2014).

Spermatogenez ergenlik doneminde LH ve FSH'nin tiretilmesiyle baslar. FSH'nin Sertoli
hiicreleri iizerindeki bazi reseptorlerle etkileserek spermatogonia ve Sertoli hiicrelerinin
miktarmi artirdig1 ve spermatogonyal olgunlasmayr tesvik ettigi diistiniilmektedir.
Testisler LH salinimina yanit olarak testosteron iiretir. Testosteron, testislerdeki diploid
spermatogonianin (46 kromozom) spermatositlere olgunlastig1r ve bu asamada diizenli
mayoz ve mitoz ge¢irdigi siireci diizenler (Niederberger C.,2011; O'Shaughnessy PJ
vd.,2010).
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2.6.7.1 Spermatogenezde Rol Alan Hormonlar
2.6.7.1.1 Gonadotropin salict hormon

Hipotalamustan salgilanir. Folikiil uyarici hormon (FSH) ve luteinize edici hormon (LH)

salimimi gonadotropin salict hormon tarafindan diizenlenir (Niederberger C.,2011).
Gonadotropin salict hormonun (GnRH), GnRH 1 ve GnRH2 olmak iizere iki alt birimi

bulunmaktadi.GnRH I, FSH ve LH saliniminda rol oynar. GnRH II ise GnRH
salmiminda parakrin kontrolii sagladig1 diisiintilmektedir (White B ve Porterfield S.,2012;
Tanriverdi F vd.,2004).

2.6.7.1.2 Folikiil stimiile edici hormon

On hipofizdeki gonadotroplar, FSH olarak bilinen glikoprotein hormonunu iiretir ve
salgilar. Gonadotropin salgilayan hormon, salinimimi (GnRH) diizenler (Agarwal A
vd.,2005). FSH-a ve FSH-f iki bilesenidir; a bileseninde 92 amino asit bulunmaktadir
(http-5).

Ureme sirasinda folikiil uyarici hormon ve LH uyum i¢inde ¢alisir. FSH, erkeklerde
Sertoli hiicrelerinden androjen baglayici proteinin salinmasini uyarir. Sonug¢ olarak

spermatogenezde ¢ok dnemli bir rol oynar (Heindel JJ ve Treinen KA.,1989).
2.6.7.1.3 Liiteinize Edici Hormon

"Lutropin" olarak da anilir. LH proteininin iki bileseni LH-o. ve LH B'dir. On hipofizdeki
gonadotroplar LH iiretir. Glikoprotein i¢eren bir hormondur. GnRH bunun saliimmini

diizenler. Hem erkek hem de disi iiremesi LH'ye baghdir.

Kadinlarda yumurtlamaya neden olur, erkeklerde ise Leydig hiicrelerinin testosteron
iiretimini artirir. Spermatogenez siireci i¢in ¢ok Onemlidir (White B ve Porterfield

S.,2012; Niederberger C.,2011; http-6).
2.6.7.1.4 Testosteron

Erkeklerin testislerinin Leydig hiicreleri ve kadmlarin yumurtalik tekal hiicreleri,
androjen grubuna ait bir steroid hormon olan testosteronu iiretir. Her iki cinsiyetin
plasentalar1 ve adrenal korteksin zona retikiilaris bolgesi testosteron iiretir. Tipki diger

steroid hormonlar gibi kolesterolden yapilmistir (De Groot LJ vd.,2000).
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Fetal donemde skrotumun olugmasini, prostatin, seminal keseciklerin ve mesanenin
gelismesini, dogum sonrasi cinsel organlarin gelismesini, ergenlik déoneminde ikincil
cinsel Ozelliklerin gelismesini ve testislerde spermatogenezin baslamasini saglar

(Welshons WV vd. ,2003; Aranda A ve Pascual A.,2001).
2.6.8 Reprodiiktif Toksisite

Reprodiiktif toksisite, kimyasal veya fiziksel etkenlere maruz kalan kadin ve erkeklerin

reprodiiktif sistemlerindeki olumsuz etkileridir (Dixon, R.L ,1980).

Kadin ve erkek iireme sistemlerinin anatomik ve fonksiyonel normalligi dogurganlhigin
on kosuludur. Infertilite, iireme sistemlerinden birinin herhangi bir nedenle saglikl
islemediginde ortaya ¢ikar. Bir y1l boyunca korunmasiz cinsel aktiviteden sonra hamile
kalamama, infertilitenin geleneksel tanimidir. Her iki cinsiyetin de gebe kalmay:
engelleyebilecek cok sayida faktorden bir veya daha fazlasini paylagsmasit miimkiindiir

(Anafarta K ve Gogiis O.,1998; Tiirk Uroloji Yeterlilik kurullari, Ders Notlar1, 2006).

Erkek infertilitesi iizerine yapilan arastirmalar, bu durumun ¢ok yonlii oldugunu ve
kalitsal faktorlerin yani sira yasam tarzi ve ¢evresel faktorlerin de iireme fonksiyonlari
iizerinde etkili olabilecegini ortaya koymustur. Erkek infertilitesinin nedenleri ise soyle:
%32,6's1 idiyopatik, %26,6's1 varikosel, %15,3'0 obstriiksiyona bagli, %10,7'si normal
sperm degerlerine ragmen agiklanamayan infertilite, geri kalan %14,8'1 ise torsiyon,

enfeksiyon endokrin ve kriptorsidizm benzeri kaynakhidir (Hamada A vd.,2011).

Erkek tireme sisteminde cesitli maddeler, kimyasallar, ¢cevredeki kirleticiler, enfeksiyon
etkenleri, kronik hastaliklar, kanserler, travmalar, genetik bozukluklar ve anatomik
anormallikler neden olabilir. Tablo 2.6 bu kosullar1 gostermektedir (Nieschlag E
vd.,2010).
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Tablo 2.6

Erkek Ureme Sistemi Bozukluklar:

Hipotalamus ve hipofiz ve bezi

Kallmann sendromu
Hipogonadizm
Gecikmis puberte

Hormon salgilanmasinda bozukluklar

Testisler

Konjenital bozukluklar

Klinefelter sendromu

Steroid sentez bozukluklar1

Yapisal kromozal anomaliler
Testikuler ttmorler

Ekzojen kaynakli sistemik bozukluklar
Idiyopatik infertilite

Geg baslangigli hipogonadizm

Seminal kanallar ve bezler

Enfeksiyonlar
Kistik fibrozis

Immiinolojik infertilite

Androjen hedef organlari

Jinekomasti,

Androjen insensitivite sendromu
Estrojen rezistansi

Estrojen eksikligi

Androjenik alopesi

Kaynak: Nieschlag E vd.,2010



2.6.8.1. Semen analizi

Erkek iireme toksisitesini degerlendirmeye yonelik tekniklerden biri semen analizidir.
Seminal vezikiillerden, prostat Cowper bezlerinden ve liretral bezlerden gelen sperm ve
salgilar, ejekiilasyon sirasinda salgilanan organik bir sivi olan meni i¢inde bulunur
(Kadioglu A vd.,2011). Erkek infertilitesinin degerlendirilmesi, epididimis, yardimc1
cinsiyet bezleri ve seminifer tiibiillerin igleyisi hakkinda fikir veren birincil parametre

olan semen analizidir (Esteves SC ,2014).

Infertilite icin yapilan semen analizlerinde sperm sayisi, hareketliligi ve morfolojisi
incelenen parametreler arasmdadir. Bu degiskenler Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
tarafindan belirlenen standartlar kullanilarak degerlendirilmektedir (Niederberger

C.,2011; Menkveld R.,2010; Lamb DJ.,2010; Menkveld R vd.,2011).

2010 yilinda yaymnlanan DSO rehberine gdre sperm parametreleri i¢in normal degerler

Tablo 7.’de yer almaktadir (Menkveld R,2010).

Tablo 2.7
DSO sperm parametreleri
Parametre Normal degerler
Hacim 1,5ml
Toplam Sperm Sayist 39x108
Sperm Konsantrasyonu 15x10°¢
Toplam Motilite %40
Ileri Dogrusal Motilite %32
Canlilik %58
Sperm Morfolojisi %4

Kaynak: Menkveld R,2010

2.6.9 In vitro reprodiiktif toksisite testleri

[lag endiistrisinde klinik &ncesi giivenlik testlerinin ana amac1 klinikte ortaya ¢ikabilecek
toksisiteleri onlemektir. Ilag kesfi ve gelistirme asamasinda gelisimsel ve iireme
toksisitesini degerlendirmek i¢in doku ve embriyo kiiltiirii veya memeli olmayan

modellerle yapilan testler olmak {izere yontemler gelistirilmektedir. Alternatif gelisimsel
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ve lireme toksisitesi modelleri risk degerlendirmesi i¢in kullanilacak olan hayvanlar1 3 R
ad1 verilen azaltma iyilestirme ve degistirme ilkesi uyumlu olmaktadir. Uluslararasi
uyumlastirma konseyi (ICH) S5(R2) kilavuzunda belirtildigi gibi tibbi iiriinler i¢in lireme
toksisitesi ve erkek infertilitesinin tespitinde ¢ok sayida hayvan kullanilmasi
gerektiginden  hayvan  kullannommi  azaltmak i¢in  alternatif  yaklasimlarin

degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir (Parks Saldutti vd.,2013).

Dogum oncesi gelisimsel toksisite caligmalari, tek nesil c¢aligsma, iki nesil caligma,
ireme/gelisimsel toksisite tarama testi, lireme ile birlikte doz toksisitesi caligmasi
Aktif/gelisimsel toksisite calismast OECD test kilavuzlarma gore kullanilan geleneksel
reprodiiktif toksisite tayin testleridir (OECD ,2001; Baker V,2001).

Ozellikle endokrin bozucu olarak nitelendirilen ajanlar i¢in reprodiiktif sistem saglig
calismalarinda in vivo tarama testlerinin tercih edilme orani sayis1 son yillarda dnemli
olciide artmustir. /n vitro testlerde incelenen sistemin tamamimi modellemek miimkiin
olmasa da ayr1 ayr1 incelemek i¢in kullanisli metodlar mevcuttur. Reprodiiktif sistemde

kullanilan in vitro testler tablo 8 de 6zetlenmistir.

Tablo 2.8

In vitro reprodiiktif tayin testleri

Hedef hiicreler/organlar  Test sistemi
Spermatogonya Birincil hiicreler

Hiicre hatlar1

(GC-1 spg)
Spermatositler Birincil hiicreler
Semen Birincil hiicreler
Spermatositler Birincil hticreler
Sertoli hicreleri Hiicre hatlari(15p-1,TM
4)
Leyding hiicreleri Leyding hiicre hatlar1

(MA10;RC2,TM3,MLTC)

Kaynak: Brown N.A. vd., 1995
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Monokiiltiirler

Germ hiicre monokiiltiirleri, gen ekspresyonunu ve testis faktorlerinin farklilasmadaki
rollerini anlamak i¢in idealdir. Hormonlardan ve biiyiime faktorii takviyesinden yoksun
oldugundan kisa siirelidir; 24 saat sonra hiicrelerin %50'sinden fazlas1 canliligini
kaybeder. Genellikle farklilagmanin ani belirtilerini ve in vitro fertilizasyon i¢in hiicre

uygunlugunu tespit etmek i¢in kullanilir (Hunter, D vd., 2012).
Besleyici Hiicreler

Besleyici hiicreler olarak gelistirilen hiicrelerden testis hiicrelerinin yetistirilmesinde
kullanilan en basarili hiicrelerden biri Vero hiicreleridir; bu hiicrelerin spermatozoa
olgunlasma kiiltiirlerinde siradan ortamdan daha iyi performans gosteren sartlandirilmig
bir ortam iirettigi rapor edilmistir; bu etki, FSH ve testosteronun desteklenmesi
durumunda daha da artar. Spermatogoniyal kok hiicre kiiltiirleri i¢in, STO fare
fibroblastlarinin da muhtemelen LIF ve Wnt ailesi liyelerinin salgilanmasi yoluyla

farklilagsmay1 tesvik etmek icin yeterli oldugu goriilmektedir (Hunter, D vd.,2012).
Seminifer tiibiil kiiltiirii

Spermatogenezin tiim asamalarini destekleme kapasitesine sahiptir ve tiim doku ile
spermatogenik dongiiniin es zamanl gozlemlenmesini saglar. Ancak biiyliime faktorleri,
metabolitlerin kinetiklerinin degisimi gibi nedenlerden dolay1 birka¢ gilinden fazla

muhafaza edilmesi zordur (Oatley, J.M vd.,2004).
Testis parcalarinin eksplant kiiltiirii

Testis pargalarmin eksplant kiiltiirii ile spermatogonyadan baslayarak tamamen islevsel
spermatozoa elde edilebilir. Androjen iireten Leydig hiicreleri de dahil olmak iizere testis
parakrin sisteminin tiim bilesenleri eksplant kiiltiirlerinde mevcuttur ve yalnizca fetal sigir
serumu ve antibiyotiklerle desteklenen Dulbecco'nun Modifiye Eagle Ortami (DMEM)
gibi oldukg¢a basit ortamlarda germ hiicresi ¢ogalmasini siirdiirebilir (Sato, T vd.,2011;

Carruthers M vd.,2008).
Ortak Kiiltiir

Ortak kiiltlirlin avantaj1 toksisite tespitinde primer hedef sertoli ve germ hiicrelerse hizl

ve kolay tespit edilebilir fakat 6te yandan bilesigin metabolitlerinin toksisitesini
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aydinlatmak icin yetersiz kalmaktadir. Bununla birlikte uzun siireli maruziyet sonuglari,
hormonal bozulma, olgun spermatidlerde bozulmay1 tespit miimkiin degildir (Parks

Saldutti vd.,2013).
Uc boyutlu kiiltiir yaklasimlar

Sertoli/germ hiicre ortak kiiltiirlerini igermektedir. Bu kiiltiir sistemleri, bu kompleks
dokuda gerekli olan karmasik biyokimyasal ve fizyolojik sistemleri siirdiiremedigi i¢in
testis dokusu tepkisinin kisa degerlendirmeleri i¢in kullamilmistir (Parks Saldutti

vd.,2013).
2.7 Pioglitazon-Erkek Reprodiiktif Sistem Toksisitesi Tliskisi

Erkeklerde diisiik testosteron diizeyinin insiilin duyarliliginin azalmasi ile baglantili
oldugu diisiiniilmektedir (Kapoor D vd.,2005). Insiilin direncine bagli diyabetlerde kas
kiitlesinin ve kuvvetinin azalmasmin nedeninin diisiik testosteron seviyesine bagl

miyoglobin azalmasinin olabilecegi diistiniilmektedir (Carruthers M vd.,2008).

Diyabet tedavisinde kullanilan pioglitazon ile yapilan ¢aligmalar sonucunda konjestif
kalp yetmezligi, osteoporoz, kilo alimi, 6dem ve anemi gibi istenmeyen etkiler tespit
edilmistir. Bu farkli etkilerin incelenmesi sonucunda pioglitazonun, endokrin sistem ve
metabolik etkilerinin testosteron biyosentezini ve testosteronun islevini olumsuz
etkiledigi ve bu olumsuz etkinin de istenmeyen etkilere neden oldugu 6ne stiriilmiistiir.
Yapilan c¢alismalara gore tip 2 diyabetus mellitus hastalarinda yaygm bir sekilde
kullanilan pioglitazon birden fazla doku ve organda patofizyolojik degisiklikler
yapmaktadir. Androjenlerin insan seks hormon baglayict globulinine baglanmasini
artirarak ve androjen reseptor aktivasyonunu azaltarak androjen eksikligine yol agtig1 ve

fizyolojik etkilerini azalttig1 diistiniilmektedir (Carruthers M vd.,2008).

Glitazon grubu ilaglarin saglikli erkek bireylerde total testosteronu ve dihidrotestosteronu
azalttig1 gorilmiistiir (Vierhapper H vd.,2003). Pioglitazon insan adrenal NCI-H295R
hiicrelerinin steroid profilini degistirerek androjen biyosentezinde 6nemli rolii olan
P450C17 ve 3Betahsd2 enzimlerinin aktivitelerini ve inhibe etmektedir (Carruthers M
vd.,2008).
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3 GEREC ve YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Pioglitazon Bilim Ila¢ Sanayii ve Ticaret A.S.
DMEM-F12Medium WisentBioProducts
Penisilin-Streptomisin ¢ozeltisi WisentBioProducts

Fotal sigir serumu CapricornScientific
Tripsin-EDTA ¢6zeltisi CapricornScientific

Dulbecco’s fosfat tamponlu serum fizyolojik Sigma-Aldrich

(DPBS) (Ca+2 ve Mg+2 icermeyen)

Fosfat tamponu ¢6zeltisi (PBS) tableti Bioshop
Tripan mavisi Bio-Rad
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Carlo Erba
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil Serva

tetrazolyum bromiir)

3.2 Kullamilan Aracg ve Geregler

Biyogiivenlik kabini Heal Force

Mikroplaka okuyucusu Biotek

Inkiibator (CO2 doniisiimlii) ThermoFisherScientific
Otoklav Hirayama

Sogutmali santrifiij Eppendorf

Hiicre sayim cihazi Bio-Rad

Hiicre sayim slayt1 Bio-Rad

Hassas terazi Ohaus

Hiicre kiiltiir sisesi Nest
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96 kuyucuklu hiicre plakasi Nest

Otomatik pipetler Eppendorf

Pipet uglar1 Vertex

Steril polipropilen santrifiij tiipii Nest

Steril rezervuar Axygen

Siringa ucu filtre (0,22 uM) Aisimo Corporation

3.3 Kullanilan Hiicre Hatlan

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

3.4 Yontemler

Hiicreler, %35 horse serumu, %2,5 fotal sigir serumu ve %1 penisilin streptomisin ¢ozeltisi

iceren DMEM-F12 (1:1) besiyerinde inkiibe edildi (37 °C, %5 CO2).
Deneylerde pasaj numaralar1 4-10 olan hiicreler kullanild1.
3.4.1 Hiicre hatlarinin ¢ogaltilmasi

Deneylerde kullanilan TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinin deneye hazir hale

gelmesi i¢in 2-3 giinde bir pasajlama islemi yapildi.

1. Olii hiicreler ve metabolik artiklardan uzaklastirmak icin inkiibatorden alman hiicre
kiiltiir sisesi besiyerine artiklarin ge¢mesi i¢in hafifce ¢alkalandi. Steril bir pipetle kiiltiir

sisesi i¢indeki besiyeri alinarak atildi.

2. Kiiltiir sisesine 5 ml fosfat tamponu ilave edilerek yikama islemi yapildi. Yikama islemi

sonrast yikama ¢0zeltisi ortamdan uzaklastirildi.

3. Kiiltiir sisesine proteaz aktivasyonu gosteren tripsin EDTA ¢ozeltisi (75 cm?2’lik kiiltiir
siselerine 32ml) ilave edildi. EDTA ile hiicreler bulundugu yiizeyden ve birbirinden
koparilarak, hiicrelerin homojen siispanse edilebilmesi saglandi. EDTA ilavesi sonrasi

kiiltiir sisesi hafifce ¢alkalanip inkiibatorde yaklasik 5 dakika bekletildi (37 °C, %5 CO2).
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4. Inkiibatérden alinan kiiltiir siselerine 20-25 ml besiyeri ilave edildi ve hiicreler
stispanse edildi. Hiicreler 1:20 ila 1:200 oranlarinda boliinerek yeni kiiltlir siselerine

alindi.

5. Kiiltiir siseleri inkiibasyona birakildi (37 °C, %5 CO2).

3.4.2 Hiicre canhh@inin belirlenmesi

Hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla MTT yontem kullanilda.

Hiicre canlilig1 testleri arasinda sik¢a kullanilan yOntemlerden biridir. Hiicrelerde
dehidrogenaz enzim aktivitesiyle indirgenir mor renkli ve suda ¢oziinmeyen formazan
kristalleri olusturur. Bu kristallerin ¢6ziinmesi i¢in dimetil siilfoksit (DMSO)
kullanilmaktadir. Meydana gelen hiicre canliliklar1 ile orantili renk olusumlar

spektrofotometrede dlgiilmektedir (Menkveld R vd.,2011).
Hiicre kiiltiirlerinin plakaya ekilmesi

1. Inkiibatérden alman hiicre kiiltiir sisesi, hafifce calkalanarak &lii hiicrelerin besiyeri
coOzeltisine gegmesi sagland1 ve steril bir pipetle kiiltiir sisesi i¢cindeki besiyeri alinarak

atildi.

2. Kiiltiir sisesine tripsin-EDTA ¢ozeltisi 2 ml eklenerek proteaz aktivasyonu saglandi ve

hafifce calkalandiktan sonra inkiibatore birakildi.

3. Inkiibatdrden alian kiiltiir siselerinin icine ilave edilen tripsin-EDTA ¢6zeltisinin en
az iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi. Boylece enzim aktivasyonu durduruldu ve

sonrasinda pipet yardimiyla kiiltiir sisesi icerigi santrifiij tiipiine alind1.

4. Santriftij sonrasinda hiicre pelleti taze besiyeri ile slispande hale getirildi. Hiicre
stispansiyonundan 10 pL alind1 ve 10 pL tripan mavisi ilave edildi. Otomatik hiicre sayma

cthazinda sayildi.

5. 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre plakasima ekilerek 24 saat

inkiibasyona birakildi.
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3.4.2.1 MTT sitotoksisite testinin uygulanmast

1. Pioglitazonun 0,1-500 uM ve 10-500 uM olmak iizere 5 seri konsantrasyonu (¢ozeltiler
DMSO i¢inde hazirlandi) biiyiime kontrol ve c¢dziicii kontrol ile birlikte plakalara
uygulandi. 24 saat inkiibasyona birakildi (37 °C, %5 CO2).

2.24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre plakasinin iist kismi ters gevrilerek artiklar

uzaklastirildi.

3. Hiicreler fosfat tamponu ile yikandi ve yikama islemi sonrasi yikama ¢ozeltisi

ortamdan uzaklastirildi.

4. MTT cozeltisi (5 mg/mL) ve besiyeri 1:10 oraninda karistirildi. Hiicre plakasma 100
pL/kuyucuk olacak sekilde MTT ve besiyeri karisimindan ilave edildi. 3 saat inkiibasyona
birakildi (37 °C, %5 CO2).

5.3 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda plakalar ters ¢evrilerek artiklar uzaklastirildi.

6. Hiicre plakasina DMSO ¢ozeltisi 100 pL/kuyucuk olacak ilave edildi ve kuyucuklarin

mikroplaka okuyucuda 540nm’de absorbans degerleri okundu.

7. Pioglitazonun her bir konsantrasyonu i¢in % inhibisyon degerleri hesaplandi. Non
lineer regresyon analizi ile maddelerin inhibitér konsantrasyon 50 degerleri hesaplandi.

Bu hesaplama yapilirken

1nhibisyon % =100 _[(ODtest bilesigi ODbos cozelti /ODcézﬁcﬁ kontrol—ODb0$ cézelti) X 100]
formulii kullanilmistir. (Acar Cevik vd., 2018).

3.4.3 Molekiiler doking calismalan

Pioglitazon ile gergeklestirilen doking ¢alismalarinda TNF-a (PDB ID:2AZ5) (He, M. M.
vd,2005) ve IL-1B (PDB ID:8C3U) (Blank, J vd.,2023) ve Kaspaz-3 (PDB ID:4QTX)
(Cade, C vd.,2014) kristalleri kullanilmistir. Yap1 temelli in siliko doking ¢aligmalari i¢in
ilgili kristaller protein data bank (http-7) araciligi ile elde edilmistir. PBD ID:2AZ5 ve
PBD ID:8C3U kristalleri i¢in pozitif kontrol olarak protein data bankasinda kullanilan
ligandlar secilmistir. Bunlar sirasi ile 6,7-Dimetil-3-[(metil {2-[metil({1-[3-(triflorometil)
fenil]-1H-indol-3-il} metil) amino] etil} amino)metil]-4H-kromen-4-on ve (S)-4'-
hidroksi-3'-(6-metil-2-okso-3-(1 H-pirazol-4-il) indolin-3-il)-[1,1'-bifenil]-2,4-
dikarboksilik asit olarak belirlenmigtir. PBD ID:4QTX kristali i¢in ise staurosporin
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molekiilii pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Pasovic, L vd.,2013). Ilk olarak kristal
yapilara Schrodinger Suite 2020 Update 2'de (Schrodinger Release, 2020) Maestro ara
yiizli ile (Schrodinger Suite, 2020) yer alan “Protein Preparation Wizard” protokolii
uygulanmis ve kristal yap1 doking ¢aligmalarina hazir hale getirilmistir. Daha sonra bag
uzunluklar1 OPLS3e kuvvet alan1 kullanilarak diizenlenmis ve yiiklii amino asitlerin
iizerindeki atomlarin belirtilen ortam kosullarindaki olasi yiikleri otomatik olarak
belirlenmigtir. LigPrep 3.8 (L. Schrodinger ve LigPrep ,2016) modiilii ile molekiiler
doking ¢alismalar yiiriitiilecek bilesikler doking i¢in hazirlanmistir. Grid olusturulurken
Glide 7.1 (L. Schrédinger ve Glide,2016) kullanilmis ve yine ayn1 modiiliin yardimi ile

single precision (SP) ile doking ¢caligmalar1 tamamlanmistir.
3.4.4 Verilerin analizi

IBM SPSS 27.0 istatistik yazilimi kullanilarak yapildi. Tiim veriler normal dagilim
acisindan Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi; varyansin homojenligi ise Levene testi

ile kontrol edildi.

4 BULGULAR

4.1 Sitotoksite Testleri

4.1.1 MTT sitotoksisite testi ve Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler IBM SPSS 27.0 istatistik yazilimi kullanilarak gerceklestirildi.
Istatistiksel analiz sonucuna gére; Shapiro-Wilk testi ile verilerin normal dagilim
sagladig1 gdzlenmistir. Deney gruplar1 arasindaki farkliliklarin anlamliligini belirlemek
icin Levene testi ile varyans homojenligine bakilmistir. Levene testi sonuglarina gore
varyans homojenligi saglanamadigindan dolay1 parametrik bir post hoc testi olan Welch
testi kullanilmigtir. Welch testinin sonucuna gore gruplar arasi anlamhi farkliliklar
gozlenmistir. Ikili karsilastirmalar icin Games-Howell testi uygulanmistir. Games Howell
testi sonuglarma gore tim gruplarm ikili olarak birbirinden ve kontrol grubundan

istatistiksel olarak dnemli 6l¢tide anlaml1 farklilik oldugu saptanmistir (p<0.01).
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Sekil 4.1

TM3 Leyding Hiicreleri MTT Testi

TM3 Leyding Hicreleri

MTT Testi
120 Kontrol
100
100
S
= 80
)9 * %k * %k
= 62,02 61,58
% 60 * %
(8] 44,23
) %%
G 40 32,62
S
I
20 %
1,1
0 ——
0 1 10 125 250 500

Konsantrasyon (UM

*: p<0,05 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml farklilik

**: p<0,01 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide anlamli farklilik

MTT testi, farkli konsantrasyonlardaki Pioglitazon maddesi ile muamele edilen
TM3 Leydig hiicrelerinin canliligin1 6l¢gmek i¢in kullanilmistir. MTT testi sonucuna gore
Sekil 4.1°de gosterildigi gibi, hiicre canliligi Pioglitazon tarafindan doz-bagimli bir
yanitla etkilenmistir ve pioglitazonun IC50 degeri TM3 Leyding hiicrelerinde 98,21 uM
olarak hesaplanmistir. Pioglitazon uygulanan hiicrelerde, sirasiyla 1, 10, 125, 250, 500
UM konsantrasyonlar i¢in hiicre canliligi %62,02 %61,58 %44,23, 9%32,62, %9,53, %1,1
olarak dlgiilmiistiir. Istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasinda ve tiim gruplar ile

kontrol grubu arasinda Onemli Olglide anlamli derecede fark oldugu bulunmustur
(p<0,01).
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Sekil 4.2

TM4 Sertoli Hiicreleri MTT Testi

TM4 Sertoli Hucreleri MTT Testi

120
Kontrol

100

100
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68,47 63,64
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52,76
40 47,57
2
42,13
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Konsantrasyon (uM

Hiicre Canliligi (%)

o

*: p<0,05 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlaml farklilik

**: p<0,01 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide anlamli farklilik

MTT testi, farkli konsantrasyonlardaki Pioglitazon maddesi ile muamele edilen TM4
Sertoli hiicrelerinin canliligmi 6lgmek i¢in kullanilmistir. MTT testi sonucuna gore Sekil
4.2°de gosterildigi gibi, hiicre canlilig1 Pioglitazon tarafindan doz-bagimh bir yanitla
etkilenmistir ve pioglitazonun IC50 degeri TM4 Sertoli hiicrelerinde 165,29 uM olarak
hesaplanmistir. Pioglitazon uygulanan hiicrelerde, sirasiyla 10, 20, 125, 250, 500 uM
konsantrasyonlar i¢in hiicre canliligi %68,47 %63,64 %52,76, %47,57, %42,13 olarak
olciilmiistiir. Istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasinda ve tiim gruplar ile kontrol

grubu arasinda dnemli 6l¢iide anlamli derecede fark oldugu bulunmustur (p<0,01).
4.2 Molekiiler Doking Cahsmalar

Pioglitazon ile gergeklestirilen doking c¢alismalarinda hedef olarak TNF-a (PDB
ID:2AZ5) (He, M. M vd.,2005), IL-1B (PDB ID:8C3U) (Blank, J. vd.,2023) ve Kaspaz-
3 (PDB ID:4QTX) (Cade, C. Vd.,2014) secilmistir. Her ii¢ kristal ile gerceklestirilen
doking ¢aligmalarinda elde edilen skorlar Tablo 4.1°de sunulmustur. Tabloda kontrol-1
bilesigi PDB ID:2AZ5 i¢in ligand olan 6,7-Dimetil-3-[(metil{2-[metil({1-[3-
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(triflorometil)fenil]-1 H-indol-3-il} metil)amino]etil } amino)metil]-4 H-kromen-4-on

molekiiliidiir. Kontrol-2 bilesigi PDB ID:8C3U i¢in ligand olan (S)-4'-hidroksi-3'-(6-
metil-2-okso-3-(1H-pirazol-4-il)indolin-3-il)-[ 1,1'-bifenil]-2,4-dikarboksilik asit
molekiiliidiir. Kontrol-3 bilesigi ise PDB ID:4QTX i¢in ligand olan staurosporin
molekiiliidiir. Elde edilen veriler pioglitazon molekiiliiniin PDB ID:2AZS5 kristali (TNF-
a) icin doking skorunun -3.705 oldugunu gostermektedir. TNF-a doking skorunun kontrol
bilesiginin doking skoru (-3.813) ile kiyaslandiginda olduk¢a yakin olduklar:
goriilmektedir. Yani pioglitazon bilesigi icin enzime kontrol grubu ile benzer afinite
gosterdigini soylemek miimkiindiir. Pioglitazon molekiiliiniin PDB ID:8C3U kristali (IL-
1B) i¢in doking skorunun -4.730 oldugu goriilmektedir. Bu kontrol bilesigin doking skoru
(-9.894) ile kiyaslandiginda daha biiyiik bir degerdir. Daha yiiksek afinite gostedigini
sOylemek miimkiindiir. Son olarak pioglitazon molekiiliinin PDB ID:4QTX kristali
(kaspaz-3) i¢in doking skorunun -4.730 oldugu goriilmektedir. Bu kontrol bilesigin
doking skoru (-4.042) ile kiyaslandiginda ¢ok benzer bir degerdir. Pioglitazon molekiilii

kaspaz-3 enzimine karsi ciddi bir afinite gostermektedir.

Tablo 4.1

Pioglitazon molekiiliiniin TNF-a (PDB ID:2AZ5), IL-1B (PDB ID:8C3U) ve kaspaz-3 (PDB ID:4QTX)
kristalleri igin doking skorlar

PDB ID:2AZ5 PDB ID:8C3U PDB ID:4QTX
Bilesik Doking Glide Glidee- Doking Glide Glidee- Doking Glide Glide e-
skoru scoru model skoru scoru model skoru scoru model
Pioglitazon -3.705 4464 -36.971 -5.432  -5.652  -60.255 -4.730  -5.490 -58.967
Kontrol-1 -3.813  -4.659 -41.440 - - - - - -
Kontrol-2 - - - -9.894  -9.894 -134.925 - - -
Kontrol-3 - - - - - - -4.042 4163 -48.122

Pioglitazon molekiiliiniin TNF-a (PDB ID:2AZ5), IL-1B (PDB ID:8C3U) ve kaspaz-3

(PDB 1ID:4QTX) kristalleri ile yapilan doking c¢alismalar1 sonucunda elde edilen
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etkilesimler Tablo 4.2’de sunulmustur. Doking ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen pozlarin
iki boyutlu ve ii¢ boyutlu gorselleri Sekil 4.3- 4.8 arasinda sunulmustur.

Tablo 4.2

Pioglitazon molekiiliiniin TNF-a (PDB ID:2AZ5), IL-1B (PDB ID:8C3U) ve kaspaz-3 (PDB ID:4QTX)
kristalleri igin aminoasit etkilesimleri ve tipleri

Kristal Pioglitazon molekiiliiniin aminoasit etkilesim cesitleri
PDB ID:2AZ5 Tyr119 ile hidrojen bagi; Tyr151 ile aromatik hidrojen bag:
PDB ID:8C3U Lys97 ile hidrojen bagi; Lys97 ile tuz kopriisii; Lys94 ile hidrojen bagi; Pro57 ile

aromatik hidrojen bagi; Lys93 ile aromatik hidrojen bagi; Lys92 ile aromatik hidrojen

bagi

PDB ID:4QTX Ser120 ile hidrojen bagi; Arg64 ile hidrojen bagi; GIn161 ile hidrojen bagi; Ser205

ile aromatik hidrojen bagi; Arg207 ile iki adet aromatik hidrojen bagi; Trp206 ile pi-

pi etkilesimi; Trp206 ile aromatik hidrojen bagi
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Sekil 4.3

Pioglitazon ile TNF-a (PDB ID:2AZ5) etkilesiminin iki boyutlu gorseli

120 = iR
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. Charged (negative) Polar == Distance —& Pi-cation
) Charged (positive) o) Unspecified residue —» H-bond — Salt bridge
Glycine Water Halogen bond Solvent expasure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination
) Metal X Hydration site (displaced) & Pi-Pi stacking

35



Sekil 4.4

Pioglitazon ile TNF-a (PDB ID:2AZ5) etkilesiminin ii¢ boyutlu gérsel

S
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Sekil 4.5

Pioglitazon ile IL-1B (PDB ID:8C3U) etkilesiminin iki boyutlu gorseli
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Sekil 4.6

Pioglitazon ile IL-1B (PDB ID:8C3U) etkilesiminin ii¢ boyutlu gérseli
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Sekil 4.7

Pioglitazon ile kaspaz-3 (PDB ID:4QTX) etkilesiminin iki boyutlu gorseli
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Sekil 4.8

Pioglitazon ile kaspaz-3 (PDB ID:4QTX) etkilegsiminin ii¢ boyutlu gérseli
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5 TARTISMA ve ONERILER

Pioglitazon MTT testinde TM3 Leyding hiicrelerinde ve TM4 Sertoli hiicrelerinde
anlaml1 hiicre canlilig1 azaltmis ve sitotoksik etki gostermistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2).

5.1 Tartisma

Ulkemizde diyabetus mellitus goriilme siklig1 beklenenin iistiinde artmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitii, Tiirkiye’de 2000 yilinda yaklasik 3 milyon olan diyabetus mellitus
hastasmin sayismin 2030 yilinda 6,5 milyona ulasacagin1 tahmin etmis, ancak 2014
yilinda diyabetus mellitus hasta sayisinin tahmin edilen bu degerden fazla oldugu
goriilmiistiir (Longo, D.L vd.,2012). Ureme ¢agindaki diyabetli erkeklerin sayisindaki
artis ve hastaligin cocuklarda, genglerde ve gen¢ yetigskinlerde artan prevalansi, anti-
diyabetik ilaclarin erkek iireme saghiginin kritik bilesenleri iizerindeki giivenligini

degerlendiren arastirmalara duyulan ihtiyacin altini ¢izmektedir (Covilha,2015).

Diyabetus mellitus tedavisinde kullanilan pioglitazon, tiyazolidindion grubunda yer alan
peroksizom proliferator aktive edici reseptdr gama agonisti, iskelet kasinda, karaciger ve
yag dokusunda insiilin direncini azaltan, insiilinin dokulardaki etkinligini artirarak etki
gosteren bir oral antidiyabetik ajandir (Imamoglu, (2006 ;2019); Whitcomb RW
vd.,1971). Diyabetus mellituslu hayvanlarda yapilan ¢alismalarda pioglitazonun insiilin
direnci ile birlikte goriilen hiperglisemi, hiperinsiilinemi ve hipertrigliseridemiyi de
azalttig1, aclik kan sekerinde ve diyabetin uzun dénem belirteci olan HbAlc degerinde
diisiis sagladigi goriilmiistiir (Sugiyama Y vd.,1990; Kemnitz JW vd.,1994).Tedavi
basladiktan sonra a¢lik kan sekeri ve HbAlc i¢in 2.haftada anlaml diistislerin goriilmeye
basladig1 ve 14.haftada ise HbAlc de istatiksel olarak anlamli bir fark gorildigi
bildirilmistir (Aronoff S vd.,2000). Tip 2 diyabet tedavisinde yasam tarzi degisikliginden
sonra en ¢ok tercih edilen ilag metformin olsa da yapilan bir ¢alismada metformin ile
pioglitazonun kombine kullaniminin daha kalici glisemik kontrol sagladigi ortaya
koyulmustur (Abdul-Ghani MA vd.,2015). Pioglitazonun glisemik kontrol iizerindeki
etkisi, diger antidiyabetik ilaclara gore diisiik maliyetli olmas1 gibi sebepler ilaca olan

ilgiyi artirmaktadir (DeFronzo RA vd.,2019).

Tiyazolidindionlarin uzun siireli kullanimi; kilo alimi, 6dem, konjestif kalp yetmezligi,
hepatotoksisite, kanser riski artigi, teratojenik potansiyel, steroid hormon iiretiminde

bozukluklar ve iireme sorunlar1 gibi doza bagh yan etkilerle iligkilidir. Ancak, saglk
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diizenleme kurumlar1 pioglitazon ve rosiglitazonun toksisiteleri ile iliskili yeterli kanit
bulamamistir. Bu nedenle, tiyazolidindionlarin 6zellikle diyabetik erkeklerde iireme
saglig1 iizerindeki etkilerini anlamak, gilivenli kullanimin1 saglamak, dozaj suistimali
potansiyelini incelemek ve testikiiler hiicrelerdeki etki mekanizmalarini agiklamak biiyiik
Oonem tagimaktadir. Pioglitazon ile yapilan ¢calismalar sonucunda, pioglitazonun endokrin
sistem ve metabolitik etkilerinin birden fazla doku ve organda patofizyolojik degisiklikler
yaptig1 tespit edilmistir. Pioglitazon androjenlerin seks hormon baglayici globuline daha
fazla baglanmasina, reseptorlerin aktivasyonunun azalmasina neden olur ve sonug olarak
erkek reprodiiktif sistemde etkili olan testosteronun biyosentezi ve islevi azalir
(Carruthers M vd.,2008). FDA, gelistirilmekte olan PPAR agonistlerinin ¢ogunlugunun
tiyazolidinedionlar olmadigini belirtmektedir. Gegtigimiz yillarda, bu ilaglari gelistirme
projelerinin ¢ogu, giivenlik nedenleriyle sona ermistir ve onay alamamistir. Androjenin
kok hiicrelerin miyositlere, vaskiiler endotele, eritroid kok hiicrelere ve osteoblastlara
farklilagsmasmi saglama ve aymi zamanda adipositlerin farklilagsmasmi destekleme
yetenegini azaltan etki, pioglitazonun kalp ve diger organlar {izerindeki zararh etkilerini
aciklamaktadir. Bu ilacin metabolik aktiviteleri olumsuz klinik sonuglariyla dogrudan

iligkilidir (Carruthers M vd.,2008).

Sertoli hiicreleri kan-testis bariyerini olusturdugundan germ hiicrelerinin gelisimi igin
gerekli destegi sunarlar. Ayrica transferrin, anti-Miillerian hormonu (AMH), glial hiicre
kaynakli norotrofik faktér (GDNF), androjen baglayici protein (ABP), ayrica inhibin ve
aktivin salgilarlar. Epididimiste spermatogenezin baglamasi ve sperm olgunlasmasi, bu
hormonlarin seminifer tiibiillerdeki yiiksek konsantrasyonuyla miimkiin olur. Androjen
baglayan proteinlerin sentezi FSH tarafindan diizenlenir. Ek olarak sertoli hiicreleri,
spermiyogenezden kalan sitoplazma artiklarmin uzaklastirilmasini saglayan fagositik
aktivite sergiler (Barden, C.W. vd.,1988; Tindall, D.J. vd.,1985). Leydig hiicreleri
dihidroepiandrosteron, androstenedion ve testosteron salgilar. LH bu androjenlerin
salinimin1 uyarir. Leydig hiicrelerinin testosteron iliretmesine ve salimma izin veren
kolesteroliin pregnenolon'a doniisiimii, LH'nin neden oldugu kolesterol desmolaz
aktivitesindeki artisla miimkiin olur (Knobil, E. ve Neill, J.,1988; Handelsman DJ
vd.,2020). Sertoli ve leyding hiicrelerinin bahsedilen etkileri sebebiyle pioglitazonun
reprodiiktif sistem iizerindeki etkilerini degerlendirebilmek i¢in pioglitazonun hiicreler

uzerindeki toksisitesi Onem arz etmektedir.

42



Aragtirmalar, rosiglitazonun siganlarda 15 giin boyunca 5 mg/kg/giin dozunda ve saglikli
pubertal erkeklerde 7 giin boyunca 8 mg/giin dozunda testis hiicrelerini ve testosteron
sentezini inhibe ettigini gostermektedir. Ayrica, tiyazolidindionlarin in vitro olarak 48 saat
boyunca 2,5-10 uM konsantrasyonlarda tedavisi, insan adrenal NCI-H295R hiicrelerinde
androjen sentezini inhibe etmektedir (Kempna vd., 2007). Tiyazolidindionlarin erkek
dogurganhig: tizerindeki farkli etkileri, dozaj, tedavi siiresi, deneklerin saglik durumu

(saglikli veya diyabetik) ve hiicre kiiltiirii kosullar1 gibi ¢esitli faktorlere baghdr.

PPAR’1n hipofiz bezindeki varlig1 ve hipofiz hiicrelerindeki antiproferatif etkileri ortaya
konmustur. Pioglitazonun tedavide kullanilmasi PPAR 1 hipofizdeki roli
disiiniildiigiinde prolaktin, bliylime hormonu, FSH, LH salgilarim1 etkileyerek iireme
sistemini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Seminifer tiibiil hiicreleri (Sertoli ve germ
hiicreleri) ve Leydig hiicrelerinin her ikisi de yiiksek diizeyde PPAR ekspresyonu
sergilemektedir. Yapilan bir baska calismada ise, testis dokusunun pioglitazon ile
inkiibasyonu mRNA seviyesinde bir diisiise neden olmustur. mRNA seviyesindeki bu
diisiisiin pioglitazonun reprodiiktif toksisitesi ile iliski olabilecegi diistiniilmektedir (

Froment, P. vd.,2024).

Calismamizda pioglitazonun erkek iireme sisteminde Onemli rolleri bulunan TM3
Leyding ve TM4 Sertoli hiicrelerindeki toksisitesi MTT hiicre canlilik tayin yontemi ile
incelenmistir. Calismamiz sonucunda elde ettigimiz bulgulara gore pioglitazonun
reprodiiktif toksisitesi degerlendirilmistir. Pioglitazonun TM3 Leyding ve TM4 Sertoli
hiicrelerinde sitotoksik etkisi bulundugu, TM3 Leyding hiicrelerindeki sitotoksik
etkisinin TM4 Sertoli hiicrelerindeki sitotoksik etkisinden fazla oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.1, Sekil 4.2). Pioglitazon ile yapilan diger ¢alismalarda da ¢aligmamizda oldugu
gibi TM3 Leyding ve TM4 Sertoli hiicrelerinde bir toksik etkisinin olabilecegi sonucuna
varilmis (Sekil 4.1, Sekil 4.2) ve tespit edilen reprodiiktif toksisitenin sebeplerinden biri

olarak pioglitazonun androjen biyosentezini ve etkinligini azaltmas1 gdsterilebilmektedir.

Molekiiler doking sonuglarimiza gore ise pioglitazonun olasi mekanizmasmin altinda
TNF-a, IL1-B ve kaspaz-3 {izerinde etkilesimlerinin olabilecegi sonucuna varimistir

(Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Molekiiler doking, yapisi bilinmeyen hedef modiilatorlerin molekiiler diizeyde ligand-

hedef etkilesimlerini, yapi-aktivite iligkilerini belirleyerek yeni bilesiklerin
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kesfedilmesine katkida bulunan, ila¢ kesfinde yaygin olarak kullanilan in siliko tabanl
bir yontemdir (Pinzi L vd.,2019). Ilaglarin advers etkilerinin erken tespit edilmesi ilag
kesfinde &nemli olan konulardan biridir. Ila¢ adaylarmin birgogunun beklenmedik
etkilesimler sonucu goriilen advers etkiler nedeniyle basarisiz oldugu goriilmektedir.
[laglarin klinik ¢aligmalarda belirlenemeyen giivenlik riskleri, ilacin onay alip kullanima
sunulmasi ile tespit edilebilmektedir (Klein, E. ve Bourdette, D.,2013). Ilaclarin
kullanima sunulmasi ile yapilan yan etki analizlerine yardimei oldugu diisiiniilen ¢esitli
hesaplama yontemleri mevcuttur. Ancak bu yontemler ilgili ilaca ait biyoaktivite verisi
ve bildirilmis advers etkilere ihtiya¢c duymaktadir (Yoo, S. vd.,2018; Ekins, S.,2004).
Molekiiler doking yontemi ile advers etkilerin tespit edilmesi i¢in ise hedefin yapisal
bilgileri yeterlidir. Bu nedenle ilag¢ kesif ¢alismalarinin erken asamalarinda bilesiklerin
potansiyel advers etkilerinin tahmin edilmesi i¢in 6nemli bir yaklasimdir (Xu, X.

vd.,2018; Li, C.Y. vd.,2007).

Tiimor nekrozis faktér alfa, dogal bagisiklik icin Onemli bir mekanizma olan
inflamasyonda etkin olarak yer alan bir sitokindir. Hiicre 6liimiinii destekleyen faktor
olarak kesfedilmistir (Baud V ve Karin M.,2001; Carswell EA vd.,1975). Tiimor nekrozis
faktor alfa monositler, makrofajlar, b hiicreleri, nétrofiller gibi bagisiklik sisteminde rolii
olan hiicreler tarafindan iiretilmektedir (Richter F vd.,2019). Otoimmiin ve inflamatuvar
hastaliklarda konsantrasyonu artmaktadir (Fernandez-Ruiz M ve Aguado JM.,2018).
Interldkin-1 salmimmi artirir, bu etki TNF-a’nimn sistemik etkilerindendir (Makhatadze,
N.J.,1998). TNF-o’nin fare testisinde interstisyumda bulunan monositler ve makrofajlar
tarafindan da tretildigini gosteren ve tiimor nekroz faktorlerinin reseptorlerinin Sertoli
hiicrelerinde bulundugunu ifade eden ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢alismalarda TNF-o’nin
Sertoli hiicrelerinde kan testis bariyerinin yeniden yapilandirilmasini sagladigi ve
spermatogenezi diizenledigi ancak yiiksek konsantrasyonda da hiicre 6liimiinii tetikledigi
goriilmektedir (Hutson JC.,1993; Lydka M vd.,2012). Sertoli hiicrelerindeki
mikroflamentleri olusturan F-aktin TNF o’ya kars1 yliksek duyarlilik gostermektedir
(Wen Q vd.,2018). Bu duyarlilik neticesinde bozulan kan testis bariyeri ile mayoz ve
spermiyogenez, germ hiicre apoptozunda artig goriiliirken ilerleyen siirecte sperm hiicre
sayisinda ve sperm canliliginda diisiise neden olmaktadir (Hu S. vd.,2021). Semendeki
TNF-a artisinin azalmis sperm sayisi, sperm hareketliligi ve sperm morfolojisi ile iligkili
oldugu da yapilan yeni ¢aligmalarda gosterilmistir (Gruschwitz MS vd.,1996; Sanocka D.
vd.,2003).
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Apoptozu indiikleyen TNF-a gibi IL-1 de enflamatuar sitokindir ve TNF-a ile ayni
gorevleri paylasir (Cudicini C. Vd.,1997). interlokin-1 monositler, endotel hiicreleri,
keratinositler, notrofiller, b lenfositleri tarafindan salgilanir, kaspaz-1 enzimi ile aktiflesir
(Andreas L. vd.,2007; Dinarello CA ,1984). IL-1 sitokin ailesi, IL-1a, IL-1b, IL-1Ra (IL-
1 reseptor antagonist), IL-18 ve IL 13 gibi 6nemli sitokinleri igerir (Taylor JJ. vd.,2000).
IL-1b; inflamatuar yaniti, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve apoptozunu
diizenlemede etkin rol oynar. Hiicreleri uyararak inflamasyonun yayilmasini saglar
(Mendiola, A.S. ve A.E. Cardona,2018). IL-1b nin, glukoz metabolizmasinda diizenleyici
etkisi vardir. Insulinin, glukoz alimina bagli olarak sekresyonunu saglar. Metabolik
sendrom ile stirekli uyarilan IL-1b, pankreatik (3 hiicrelerinin fonksiyonunu bozar ve Tip2
diyabetus mellitus olusumuna neden olur (Wiedemann SJ vd.,2022). Naz ve Evans
tarafindan yapilan ¢alismalarda interlokin 12'nin sperm yogunlugu ve sperm morfolojisi
ile iliskili oldugu ve interlokin seviyesinin infertil erkeklerde arttigi belirtilmistir.
Semendeki yliksek seviyedeki belirli sitokinlerin siklikla seminolojik parametrelerin
kalitesindeki diistisle baglantili oldugu diistiniilmektedir (Sikka SC.,2001; Naz RK ve
Evans L.,1998). Artan sitokin seviyesi, beta hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilagmasi,
T hiicrelerinin ve dogal 6ldiirticii hiicrelerin proliferasyonu sonucunda semende apoptoza
neden olmaktadir. interlokin1 alfa (IL-1 a) ve interlokinl beta (IL1p) da beta hiicrelerinin
proliferasyonu ve farklilasmasi, 16kositlerin enflamasyon bdlgesine kemoatraksiyonu ve
notrofil ve monosit olusumunun indiiklenmesi yoluyla semende apoptozu indiikler. Bu
sitokinlerin semen kalitesini de olumsuz etkiledigi goriilmiistiir. Bildirilen bir baska
calismada, IL-1p diizeylerindeki artigsin sperm hareketliliginde azalma ile iliskili oldugu

belirtilmistir (Kocak I. vd.,2002).

Kaspazlar (sisteinil aspartat spesifik proteinazlar), insan seminifer epitelinde apoptozisin
diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar. Bunlar inaktif proenzimler olarak ifade edilir ve
pro-apoptotik sinyallere yanit olarak tetiklenen bir kaskada katilirlar. Bugiine kadar, 14
kaspaz insan apoptotik yol kaskadinda rol oynamistir (Tamer vd.,2004). Bunlar arasinda
kaspaz-3, sistein-proteaz grubu enzimlerdir ve apoptotik hiicre 6liimii esnasinda 6nemli
rol oynarlar (Nicholson DW vd.,1995). Apoptozis molekiiler, endokrin ve fiziksel
faktorler yoluyla yakm bir kontrol, hiicre biiylimesi ve dliimiiniin homeostazini saglar
(Tamer vd.,2004). Kaspaz kaskadinin uygun sekilde diizenlenmesi, sperm
farklilagmasinda ve testis olgunlugunda 6nemli bir rol oynar. Ancak, kaspazlar bozulmus

spermatogenez, azalmis sperm motilitesi ve artmig sperm DNA parcalanmasi seviyeleri,
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testis torsiyonu, varikosel ve immiinolojik infertilite gibi birden fazla androlojik

patolojinin patogenezinde de rol oynamistir (Tamer vd.,2004).

Kaspaz-3 apoptoz siirecinde iistlendigi rol ile meme kanseri, inme baslangici ile beyin
parankiminde ortaya ¢ikan hiicre 6liimii ve doku hasarinin rol oynadigi diabetus mellitus
gibi apoptoz siirecini iceren patolojik durumlar ile iligkilendirilmektedir (Pu X vd.,2017;

Shoukheba MY vd.,2016).

Pioglitazonun inflamatuar sitokinler olan tiimor nekroz faktor o, interlokin 6 ve interlokin
1 B ekspresyonunu iizerine etkilerine ¢esitli calismalarda deginilmistir (Zamanian MY

vd.,2022; Aksakal O vd.,2010; Farin Malekifard vd.,2018; Hong SW vd.,2018).

Bu calismalarda cesitli modellerin olusturulmus olmasi, ekstrapole edilmelerinin zorlugu
ve maruziyet sekli ve miktarlarmin giinlimiizde kullanilan pioglitazon tedavi secenegine
ne kadar uyum gosterecekleri arastirilmasi gereken bir konu olarak karsimiza

¢cikmaktadir.

Pioglitazonun PPAR-y agonisti olarak, akt-1 proteini ve fosforilasyon seviyesini
disiirdiigli, sitokrom c¢ salmimini artirdigi ve kaspaz-3 aktivasyonunu saglayarak
apoptozu indiikledigini gosteren c¢aligmalar da mevcuttur (Tavares RS vd.,2019).
Pioglitazonun 48 saat boyunca 5 pM'yi asan konsantrasyonlarda uygulanmasi,
olgunlasmamis kok hiicrelerde hiicre sagkalimi, metabolik aktivite, biiylime ve hiicre
dongiisii ilerlemesini belirgin sekilde azaltmaktadir. Pioglitazon tedavisi kesildiginde,
sertoli hiicre proliferasyonunun baskilandigi ve sertoli hiicre canliliginin arttigi
gozlemlenmistir. Tiyazolidindionlar, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artis1 yoluyla
mitokondri aracili kaspaz apoptozunu indiiklemekte ve siklinler yoluyla hiicre

biiyiimesini inhibe ederek hepatosit fonksiyonunu bozmaktadir (Rachek, L. I. vd.,2009).

Pioglitazonun da sertoli hiicrelerine adinopektin seviyelerinin artisi ile antiproliferatif etki
gosterdigi ve reaktif oksijen tiirlerinin artisinin da buna aracilik ettigi ifade edilmistir
(Zhang, J. J. Vd.,2022). Kaspazlar, apoptoz siirecinde kritik bir rol oynayan sistein
proteaz smifindadir. Ekstrinsik ve intrinsik apoptotik yollar, kaspaz 8 ve 9 ile baslar ve

kaspaz 3 son efektor olarak gorev yapar (Bruedigam C vd.,2011).

Rosiglitazon, kaspaz bagimli apoptozu indiikleyerek mineralize hiicre 6liimiine yol

acmaktadir. Aragtirmalar, pioglitazon tedavisinin ve PPARY asir1 ekspresyonunun, kaspaz
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8 ve 3/7'yi aktive ederek ekstrinsik kaspaz yolu iizerinden apoptoza neden oldugunu

ortaya koymaktadir (Wan, J.vd.,2014).

Diabetus mellitus gibi komplike bir metabolizma hastaliginin erkek reprodiiktif sistem
iizerinde olumsuz etkilerinin oldugunu gosteren c¢alismalar ile birlikte diinya ¢apinda
hastaligin artisi goz Onilinde bulunduruldugunda endise verici bir sonu¢ ortaya
cikmaktadir. Diabetus mellitus tedavisinde kullanilan ajanlarin glisemik kontroldeki
etkileri kanitlanmis olsa da reprodiiktif sistem tizerindeki olumsuz etkilerin tedavi ile
giderilip giderilmedigi konusunda bir bilgi mevcut degildir (Tavares RS vd.,2019). Bu tez
calismasinda pioglitazonun sertoli ve leydig hiicrelerine toksisitesinin gozlemlendigi ve
olas1 mekanizma olarak One stiriilen inflamatuar gostergelerden TNF-a, IL-1p ve kaspaz-

3 ile sik1 bir iliski icinde oldugu gosterilmistir.
5.2 Oneriler

Tez calismasi kapsaminda, pioglitazonun reprodiiktif toksisitesini isaret eden bulgular
elde edilmistir. Prevalans1 yiiksek olan Diyabetes mellitus tedavisinde kullanilan
pioglitazonun, diger in vitro toksisite testlerinin de incelenmesi ve deney hayvanlarinda
insan dozlarina esdeger maruziyetlerde reprodiiktif sistem tizerindeki etkilerinin daha
ayrintili bir sekilde tanimlanmasi gerekmektedir. Ayrica, tedavilerinde pioglitazon
kullanan Diyabetes mellitus hastalarinin fertilite potansiyelleri, sperm parametreleri ve
reprodiiktif hormon seviyeleri de epidemiyolojik ¢alismalarla degerlendirilmelidir.
Pioglitazon tedavisi ile iliskilendirilebilecek olas1 reprodiiktif advers etkiler, hastalarmn
fertilite agisindan diizenli takip edilmesinin gerekliligine dikkat ¢ekmektedir. Bu sayede,
olas1 fertilite problemleri icin alternatif tedavi yoOntemlerinin gelistirilmesine
odaklanilacaktir. Bu ¢alismada, erkek ilireme sistemi toksisitesi agisindan énemli bir in
vitro model olan Leydig ve Sertoli hiicreleri ile ¢alisilmis ve pioglitazonun bu hiicreler
iizerindeki toksik etkileri gosterilmistir. Ancak daha gergekei ve giivenilir sonuglar elde
edebilmek icin daha detayli ve gelismis modellere ihtiya¢ vardir. Ayrica, mekanistik
calismalar agisindan Onemli bir in siliko yaklasim olan molekiiler doking yontemi
kullanilarak, pioglitazonun TNF-a, interlokin 1B ve kaspaz-3 gibi biyogdstergelerle
iliskisi incelenmistir. Bu inceleme sonucunda, pioglitazonun 6zellikle interlokin 1 beta ve
kaspaz-3 ile yiiksek derecede iliskili oldugu sonucuna varilmistir. Bu dogrultuda, daha
detayli bir sekilde tasarlanacak yeni ¢alismalarla, bu yolaklar hakkinda literatiirdeki

celiskili sonuglarin aydinlatilmasi gerekmektedir.
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