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OZET

ATORVASTATININ ERKEK REPRODUKTIF SISTEM
HUCRE DIZILERINDE TOKSIiSITESININ DEGERLENDIRILMESI

Ecz. Koray OZDEMIR
Farmasotik Toksikoloji Ana Bilim Dali

Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, EKim 2024
Danisman: Prof, Dr. Ozlem ATLI EKLIOGLU

Erkek tlireme sisteminin islevi, erkek iireme fonksiyonunu siirdiiren testosteron gibi
androjenler iiretmek ve spermatogenezi tesvik ederek dollenme icin disi iireme
sistemine taginmasini saglamaktir. Erkek dreme sisteminin fonksiyonel hcreleri,
testislerde bulunan Leydig ve Sertoli hiicrelerinden olusmaktadir. Bir statin tlirevi olan
atorvastatin, HMG-KoA rediktaz enzimi inhibitoridir. Karacigerdeki kolesterol
sentezini HMG-KoA’ ’nin mevalonata doniismesini engelleyerek azaltmaktadir. Bilimsel
ve tibbi literatiirde; hiperkolesterolemi hastalifina sahip erkeklerde statin tedavisinin,
steroid diizeylerinde ve sperm sayilari Uzerindeki etkileri; popilasyona, doza ve
komorbiditeye bagl olarak fazlasiyla degiskendir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, TM3
Leydig ve TM4 Sertoli hiicre hatlar1 tizerine doza bagimli hiicre canliigt MTT
deneyiyle test edilmistir. Atorvastatin kalsiyumun her bir konsantrasyonu icin %
inhibisyon degerleri hesaplanmis ve bu konsantrasyonlardan hareketle inhibitor
konsantrasyon 50 belirlenmistir. Sonu¢ olarak; atorvastatinin, MTT testinde TM3
Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerine uygulanan farkli konsantrasyonlarinda hiicre

canliligin1 6nemli dl¢ilide azalttigi gdzlenmistir.

Anahtar Sozcukler: Atorvastatin, TM3 Leydig hticreleri, TM4 Sertoli hiicreleri, MTT

testi



ABSTRACT

ATORVASTATIN IN MALE REPRODUCTIVE SYSTEM CELL LINES

ASSESSMENT OF TOXICITY

Phc. Koray OZDEMIR
Department of Pharmaceutical Toxicology

Graduate School of Anadolu University, October 2024
Supervisor: Prof. Dr. Ozlem ATLI EKLIOGLU

The function of the male reproductive system is to produce androgens, such as
testosterone that maintain male reproductive function and promote spermatogenesis,
allowing them to be transported to the female reproductive system for fertilization.
Functional cells of the male reproductive system consist of Leydig and Sertoli cells
located in the testicles. Atorvastatin, a statin derivative; it is an HMG-CoA reductase
enzyme inhibitor. It reduces cholesterol synthesis in the liver by preventing the
conversion of HMG-CoA to mevalonate. In scientific and medical literature; effects of
statin therapy on steroid levels and sperm counts in men with hypercholesterolemia; it is
highly variable depending on population, dose, and comorbidities. Within the scope of
this thesis study, dose-dependent cell viability was tested with MTT assay on TM3
Leydig and TM4 Sertoli cell lines. % inhibition values were calculated for each
concentration of atorvastatin calcium and the inhibitor concentration 50 was determined
based on these concentrations. In conclusion; it was observed that atorvastatin
significantly reduced cell viability at different concentrations applied to TM3 Leydig
and TM4 Sertoli cells in the MTT test.

Keywords: Atorvastatin, TM3 Leydig cells, TM4 Sertoli cells, MTT test
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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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Herhangi bir zamanda, caliymamla ilgili yaptigim bu beyana aykiri bir durumun
saptanmas1 durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi

bildiririm.
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1 GIRIS ve AMAC

Diisiik testosteron seviyelerinden ya da testosterona karst duyarsizliktan dolay1, erkek
ureme sisteminde problemler ortaya ¢ikmaktadir. Bu problemler de ejakilasyon
sikintilarma, kas kayiplarina, libido azalmasina, kemik yogunlugu seviyelerinde
azalmaya, kisirliga, viicuttaki killarin azalmasina ve cinsel gelisim siirecinin aksamasina
neden olabilmektedir. Problemler, ergenlikten 6nce ya da dogustan ortaya ¢ikmaktadir.
Enerji azalmasi, depresyon hali, anemi ya da viicut yaginin artmasi da diisiik testosteron
seviyesinin semptomlar1 arasinda yer almaktadir. Insiilin direnci, metabolik sendrom ve
ateroskleroz da diisiik testosteron seviyeleriyle ilgili diger komorbiditeler arasinda yer
almaktadir (Ross ve Bhasin, 2016; Lee ve Tillman, 2016).

Diisiik testosteron sebebiyle de olusabilen kisirlik oranlari, diinya c¢apinda farklilik
gostermektedir. Yaklasik her on ciftten birinin birincil veya ikincil kisirhga sahip
oldugu tahmin edilmektedir. Gelismekte olan iilkelerde daha fazla insan kisirliktan
etkilenmektedir. Ciinkii lireme sistemine zarar veren ve dogurganlik hizmetlerine
erisimin miimkiin olmadig1 ya da kisitli oldugu bulasici hastaliklar sebebiyle kisirlik
meydana gelmektedir (WHO, 2002, s. 25-27; WHO, 2003, s. 23).

Olgunlasmamis germ hiicrelerinin; haploid uzun spermatidleri olusturmas: igin
bolinme, farklilasma ve mayoz bolinmeye ugradigi siirece spermatogenez adi
verilmektedir. Testisin seminifer tiibiilleri igerisinde gerceklesen bu siireg, sertoli
hlcreleriyle baglantili olarak gergeklesmektedir. Germ hiicrelerinin gelisim  stireci
bittiginde, olgun spermatidler sertoli hiicrelerinden tiibiil limenine ge¢gmektedir. Daha
sonra rete testis boyunca ilerlemektedir. Spermatidler, epididimisten ge¢is esnasinda
dollenme kabiliyetine erismek ve hareketli bir sperm olabilmek igin birtakim
biyokimyasal stre¢ gegirmektedir (O’donnell vd., 2001).

Erkek reprodiiktif sistemin 6nemli hormonlarindan testosteronun Oncii maddesi olan
kolesterol, spermatogenez sirecinde yer almaktadir. Ayni zamanda sperm yapisi ve
seminal s1v1 i¢in kritik 6neme sahiptir (Scott vd., 1967; Yokoyama, 2000).
Kardiyovaskiiler hastaliklar tiim diinya genelinde, Oliimlerin baglica sebepleri
arasindadir. Bu kardiyovaskiiler rahatsizliklarin  gelisiminde ve ilerlemesinde,
hiperkolesterolemi yani kanda normal diizeylerden daha yiiksek miktarda kolesterol

bulunmasi rol oynamaktadir (Superko ve Krauss, 1994; Menotti vd., 2011).



Yapilan son c¢aligmalara gore; hiperkolesteroleminin goriilme sikligimin giderek arttigi
ve daha fazla etnik kdkenden ve diinyanin birgok farkli yerinden insanlari etkiledigi
goriilmiistiir (Hu vd., 2020).

Statin ilaclarinin piyasaya siiriilmesi, aterosklerotik damar hastaliginin tedavisini ve
onlenmesini 6nemli derecede etkilemistir. Statinler; lipid dlzeylerini azaltarak ve
koroner kalp hastalig1 riskini diistirerek, morbidite ve mortaliteyi diistirmede en etkili
ilag gruplar1 arasinda bulunmaktadir. Atorvastatin; hiperkolesterolemili hastalarda
onemli 6lglde lipit dizeylerini azaltmakta olan bir statindir. Bundan dolay1; koroner
kalp hastalig1 riskine sahip bireyler i¢in tedavide ilk tercih edilen ilaclar arasindadir.
Diger statin ilaglar1 gibi atorvastatinin de advers etkileri ¢ogunlukla kalict ve agir bir
sekilde gozlenmemektedir (van Leuven ve Kastelein, 2005). Atorvastatin kullanimi ile
miyopati ve rabdomiyoliz gorilme riski oldukga yukselmektedir (Jayatilaka vd., 2021).
Atorvastatinin testosteron iiretimini, sperm miktarimi1 ve kalitesini olumsuz ydnde
etkileyebilecegi  konusunda  tartigmalar ~ bulunmaktadir. = Bundan  dolayi,
hiperkolesterolemi tedavisi igin siklikla tercih edilen atorvastatinin, erkek reprodiktif
sistem hucre dizilerine yaptig: etkilerin aydinlatilmasi ihtiyact dogmustur (Pons-Rejraji
vd., 2014).

Bu tez c¢alismasinda; atorvastatinin erkek reprodiktif sistem hicre dizilerinde
toksisitesinin in vitro degerlendirilmesi ve olas1 toksisitenin mekanizmasinin
aydinlatilmas1 amaglanmaktadir. Calisma kapsaminda; Sertoli ve Leydig hiicrelerinde
atorvastatinin hiicre canlih@ina etkisi, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum
bromir (MTT) yontemi ile belirlenecektir. Ardindan olasi toksisitenin mekanizmasi
acisindan miimkiin yolaklar olan interlokin-18 (IL-1p), timdr nekroz faktéri a (TNF-

a) ve kaspaz-3 iliskileri molekiiler doking ile arastirilacaktir.



2 GENEL BIiLGIiLER
2.1 Atorvastatin

Bir statin tirevi olan atorvastatin; 3-hidroksi-3-metilglutaril Koenzim A (HMG-KoA)
rediiktaz enzimi inhibitoridiir. Karacigerdeki kolesterol sentezini HMG-KoA’nin
mevalonata doniismesini engelleyerek azaltmaktadir. Atorvastatin, hepatik hiicrelerin
ylzeyinde bulunan diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptorlerinin miktarmi
cogaltmaktadir (Mclver ve Siddique, 2017).

Sekil 2.1 Statinlerin etki mekanizmasi

Asetil KoA + Aseto Asetil KoA

HMG KoA
HMG KoA Rediiktaz « Statinler

Mevalonat

Izopentil Pirofosfat

s

Geranil Pirofosfat

s

Farnesil Pirofosfat
Skualen @ Geranilgeranil Pirofosfat

Kolesterol

Kaynak: Sirtori, 2014

Atorvastatin; anormal lipit profillerine sahip ve kardiyak riski olan hastalarda beslenme
degisimiyle ve egzersizle birlikte kullamlmakta olan Amerikan Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) onayl bir statindir (Raddino vd., 2010).

Atorvastatinin kimyasal formull CssHssFN20s’dir. Molekiil agirligi 546 g/mol, pKa
degeri ise 4.46’dwr. Atorvastatin, lakton 6n ilact olarak verilmemektedir. Aktif hidroksi
asidin kalsiyum tuzu olarak oral yoldan alinmaktadir. Atorvastatin kalsiyum, pH 4’iin
asagisindaki sulu ¢ozeltilerde ¢oziinmemektedir. Distile suda, ph 7.4 fosfat tamponunda
ve asetonitril icerisinde ¢ok az ¢cdzinmektedir. Etanolde az ¢cdziinmektedir. Metanolde
ise serbestgce cozlnebilmektedir. Klinik anlamda 10 mg ile 80 mg arasinda giinliik
kullanim1 vardir (Christian ve Purdy, 1962; Cilla Jr vd., 1996).



Sekil 2.2 Atorvastatinin kimyasal yapisi

HQ

.-H“‘OH

.-ll\“OH

Endojen kolesterol sentezi genellikle gece gergeklesmektedir. Lovastatin, fluvastatin ve
simvastatin gibi kisa yar1 Omiirlii statinlerin, gece yatmadan oOnce kullanilmasi
gerekmektedir. Fakat bu statinlere kiyasla daha uzun yar1 omiirlii olan atorvastatin,
yemekle birlikte veya yemekten bagimsiz, her giin ayn1 saatte olmak kosuluyla giiniin
herhangi bir saatinde kullanabilmektedir (Mclver ve Siddique, 2017).

Atorvastatin doz ayarlanmas1 yapilirken, LDL kolesterolii diisiirebilme etkisine gore
doz belirlenebilmektedir. Orta yogunluktaki statin 10-20 mg arasindaki dozu belirtirken,
40-80 mg arasindaki doz yiiksek yogunluktaki dozu belirtmektedir. LDL kolesterolii;
orta yogunluklu statinler yaklagik % 30-50 arasinda, yliksek yogunluklu statinler ise %
50 oranindan fazla diisiirebilmektedir (Stone vd., 2014).

Karaciger fonksiyon testleri, atorvastatine baglayan hastalara yapilmalidir. Ayrica lipid
paneli yapilmalidir. 6 haftadan sonra lipid paneli tekrarlanmalidir. Hastanin ilaci
kullanmas1 belli bir siireyi gecince lipit degerleri 6-12 ayda bir kontrol edilmelidir.
Atorvastatin tedavisi alan ve ayn1 zamanda diyabetli ya da diyabet riski olan hastalarin

seker seviyeleri de incelenmelidir (Mclver ve Siddique, 2017).
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Atorvastatinin kolesterol seviyesini diisiirme ve kardiyovaskiiler hastaliklari 6nlemesi
hastaya bagli olmaktadir. Yasam tarzinin ve diyetin degismesi de ilaca ilave olarak
tedavide biiylik 6nem tagimaktadir (Mclver ve Siddique, 2017).

Atorvastatin ve metabolitleri renal eliminasyona ugramadigindan dolayi, hastalardaki
renal fonksiyonlarin diismesi halinde, atorvastatinde doz ayarlamasi yapilmasina gerek
duyulmamaktadir.  Atorvastatin  plazma proteinlerine baglandigindan  dolayi,
hemodiyaliz bu ilaci elimine etmemektedir (Mclver ve Siddique, 2017).

2.1.1 Atorvastatinin endikasyonlari

Hiicresel homeostazi dengede tutmak icin gerekli olan lipit, kolesteroldiir. Steroid
hormonlarmin 6nciisiidiir. Plazma membranlarinin énemli bir bilesenidir (Brown ve
Goldstein, 1986; Ikonen, 2008).

Cok sayida insan hiicresi tarafindan sentezlenen kolesterol, baslica karacigerde
sentezlenen 6nemli bir steroldiir. Hiicre zar1 igin 6nemli bir bilesendir. D vitamini, safra
asitleri ve steroid hormonlarinin sentezlenmesinde Oncii olarak gorev almaktadir.
Plazmada ilk olarak LDL formunda tasinmaktadir. Dokulardan karacigere ise yiiksek
yogunluklu lipoproteinler (HDL) ile tasinmaktadir. Daha sonra safra yoluyla
atilmaktadir. Saglikli insanlarda kolesterol seviyesi 200 mg/dl’nin altindadir. 200-239
mg/dl arasi ise sinirda yiiksek olarak kabul edilmektedir. 240 mg/dl ve tizeri kolesterol
seviyesi ise; yliksek tansiyon, kalp krizi, kardiyovaskiiler hastaliklar, felg, periferik arter
hastalig, tip 2 diyabet gibi hastaliklar i¢in biyobelirteg islevi gérmektedir (Narwal vd.,
2019).

Kolesteroliin kanda tasmmasi lipoprotein denilen molekiillerle gergeklesmektedir.
Lipoprotein, lipit ve proteinden olusmaktadir. U¢ ana tip lipoprotein bulunmaktadir
(Pundir ve Narwal, 2018).

LDL, koétii kolesterol olarak tanimlanmaktadir. Kolesterolii karacigerden alip viicudun
farkli hiicrelerine tagimaktadir. Serum seviyesi ylikseldiginde, arteriyel hastalik riskinin
arttigini gostermektedir (Menotti vd., 2011).

HDL ise iyi kolesterol olarak tanimlanmaktadir. LDL’nin arteriyel hastalik riskini

azaltmaktadir. Viicudun farkli hiicrelerinden kolesterolii karacigere tasimaktadir
(Myant, 1981).



Trigliseritler ise, gidalarda bulunan yagin bir¢cogu bu kimyasal formda bulunmaktadir.
Alman gidalarin, viicut tarafindan tiiketimi olmazsa trigliserite doniistiiriilmektedir.
Daha sonra ise yag hiicrelerinde depo edilmektedir (Myant, 1981).

Diinya genelinde kardiyovaskiiler hastaliklar, Olimlerin baglica sebeplerindendir.
Ateroskleroz, koroner kalp kalp hastaliginn (KKH) ve felcin baslica sebebidir.
Aterosklerozun ve KKH’nin ilerlemesinde en Onemli faktorlerden birisi
hiperkolesterolemidir. Toplam serum kolesteroliiniin artmasi ya da LDL kolesterol
seviyesinin artigl, aterosklerotik hastaligin ve KKH’nin ortaya ¢ikma riskini
artirmaktadir. Hiperkolesteroleminin tedavisi, HMG-Ko0A rediktaz inhibitorlerinin yani
statinlerin  kullanilmasiyla farmokolojik tedavide Onemli bir boyut kazanmistir.
Aterosklerozun ve KKH’nin ilerlemesi; statinlerin regineler, fibratlar veya nikotinik asit
tiirevleriyle birlikte veya birlikte olmadan kullanilmasiyla geciktirilebilmektedir
(Superko ve Krauss, 1994; Levine vd., 1995; Gotto Jr, 1995).

Atorvastatin; homozigot veya heterozigot ailesel hiperkolesterolemi, ailesel olmayan
hiperkolesterolemi, mikst dislipidemi veya izole hipertrigliseridemiye sahip hastalarda
toplam kolesterolii, LDL kolesterolii, apolipoprotein B’yi, ¢ok diisiik yogunluklu
lipoproteini (VLDL) ve trigliseritleri azaltirken, HDL miktarini da artirmaktadir. Ayrica
disbetalipoproteinemi hastalarinda orta yogunluklu lipoproteini (IDL) azalttig

gosterilmistir (Karvaly vd., 2021).
2.1.2 Atorvastatinin farmakokinetigi

Atorvastatin, oral olarak alindiktan sonra cabuk bir sekilde emilmektedir. 1-2 saat
icerisinde  maksimum  plazma  konsantrasyonuna ulasmaktadir. Ik  gecis
metabolizmasina ugramaktadir. Bundan dolay1 biyoyararlanimi disiiktiicr ve % 14
civarindadir. Plazma proteinlerine yaklasik % 98 oraninda baglanmaktadir ve neredeyse
380 litrelik bir dagilim hacmine sahiptir. Fizyolojik agidan atorvastatinin bagirsaktaki
gecirgenligi, bagirsak liimeni pH’1 olan pH 6’da yiiksektir (Kearney vd., 1993; Amidon,
1995; LennernAs, 1997).

2.1.3 Atorvastatinin metabolizmasi

Atorvastatin ve metabolitlerinin eliminasyonunda esas olarak karaciger gorev
almaktadir. Bobrekten atilim ise ikinci yol olmaktadir. Yaklagik % 1°lik bir kismin idrar
yoluyla atildig1 gosterilmektedir (Stern vd., 1997). Atorvastatinin oral olarak alimi
sonucunda; safra ve plazmada metabolitlerine rastlanmaktadir. Atorvastatin igin
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yapilmig bir c¢aligmada, ilacin ve metabolitlerinin atiliminin safradan oldugu
gosterilmistir (Le Couteur vd., 1996; Karvaly vd., 2021).

Aktif metabolitlerin olusumunda gorevli esas enzim sitokrom P450 3A4 (CYP3A4) dur
(Jacobsen vd., 2000). Atorvastatin ve metabolitleri, karacigerde g¢esitli metabolik
yollardan ge¢mektedir. CYP3A4 ile oksidasyon, B-oksidasyon, hidroliz ve UGT ile
glukuronidasyon’a ugrayabilmektedir (Prueksaritanont vd., 2002).

Atorvastatinin metabolizmasina yonelik ¢alismalar, hidroksilasyonun ana metabolik yol
oldugu iki ana metaboliti tanimlamaktadir. Bunlar orto ve para hidroksillenmis
metabolitlerdir. Plazmada, 2-hidroksi-atorvastatin asit ve 4-hidroksi-atorvastatin asit
olmak tzere ikisi de inaktif lakton formlariyla dengede bulunan iki aktif metaboliti
bulunmaktadir (Kantola vd., 1998; Jacobsen vd., 2000). 2-hidroksi-atorvastatin asit ve
lakton formu plazmada bulunan baskin metabolitlerdir (Lilja vd., 1999).

Spesifik CYP inhibitorleri ve izole CYP enzimleri kullanilarak yapilan in vitro
caligmalar, CYP3A4’iin iki aktif metabolitin ac¢iga ¢ikmasmi saglayan ana enzim
oldugunu gostermektedir (Jacobsen vd., 2000). Atorvastatin asidin CYP3A4
enzimlerine kars1 goreceli olarak daha az afinitesi bulunmaktadir (Christians vd., 1998).
Atorvastatin laktonun ise; asit formuna gére, CYP3A4 enzimlerine daha fazla afinitesi
bulunmaktadir (Jacobsen vd., 2000). Atorvastatinin yar1 omrii yaklagik 14 saat, aktif
metabolitlerinin ise 20-30 saat arasindadir (Karvaly vd., 2021).

2.1.4 Atorvastatinin advers etkileri ve toksisitesi

Atorvastatin kullanan hastalarda dispepsi, bulanti, ishal, idrar yolu enfeksiyonu,
nazofarenjit, uykusuzluk, artralji ve ekstremitelerde agr1 gibi yaygin advers etkiler
gorulebilmektedir. Kaslarda agri, hassasiyet veya zayiflik dahil miyopatiler
olusmaktadir. Miyopatik etki, ilacin artan dozuyla ve kandaki konsantrasyonunu artiran
durumlarla birlikte artmaktadir (McClure vd., 2007). Atorvastatin kullanan hastalarda
kreatin fosfokinaz yiiksekligi normal degerden on kat daha fazladir. Ayrica bu ilact alan
hastalarda rabdomiyoliz gdzlemlenmistir (Nemati vd., 2021). Rabdomiyoliz gelisme
riski, bobrek fonksiyonlarinda bozukluk olan hastalarda yiikselmektedir. Ayrica
atorvastatinin plazma konsantrasyonunu artiran ilaglarla, atorvastatinin beraber

kullanilmas1 miyopati ve rabdomiyoliz riskini ylikseltmektedir (Jayatilaka vd., 2021).



Yapilan ¢aligsmalar, statinlerin diyabet gelisme riskini ve aglik serum glikozunu artirdig1
gOstermektedir. FDA 2012 senesinde statinlerin glvenlik etiketlemelerine bu
degisiklikleri eklemistir (Chogtu vd., 2015).

Atorvastatin, karacigerdeki fonksiyonlarn anormallesmesine sebep olabilmektedir.
Atorvastatin kullanan hastalarin serum transaminazlar1 normalden 3 kat daha fazla
artarsa, plazma konsantrasyonlari daha c¢ok gozlemlenmelidir ya da tedavideki doz
diistiriilmeli veya tedavi birakilmalidir (Filppula vd., 2021).

Pediyatrik hastalarda atorvastatin ile ilgili fazla degerlendirme yapilmamistir. 65 yas
ustli geriyatrik hastalarin plazmadaki atorvastatin konsantrasyonu geng yetiskinlere
kiyasla daha fazla olabilmektedir. Bundan dolay:1 statin kaynakli miyopati riski
artabilmektedir (Mclver ve Siddique, 2017).

Farkli dozlarda atorvastatin, farkli etkiler gostermektedir. Diisiik dozda kullanilan
atorvastatin, antiinflamatuar ve antioksidan etkilere neden olabilmektedir. Fakat ytksek
dozda kullanilan atorvastatin, sperm morfolojisini ve motilitesini olumsuz
etkileyebilmektedir (Wassman vd., 2002; Pons-Rejraji vd., 2014; Klinefelter vd., 2014;
Hamzeh vd., 2018;).

Atorvastatin i¢in doz agimi1 durumunda panzehiri bulunmamaktadir. Doz asimi oldugu
takdirde hastalar advers durumlar bakimindan gézlemlenmelidir (Mclver ve Siddique,
2017).

2.1.5 Atorvastatinin ila¢c-gida etkilesimleri

Cizelge 2.1 Statinlerin ilag etkilesimleri

, Simva
Ilaglar Atorvastatin Serivastatin Fluvastatin Lovastatin Pravastatin ot
statin

Siklosporin

+ + - + + +
A
Digoksin + hayir — — — +
Fibratlar + + - + + +
Varfarin - - + + - +

Not*: +: etkilesim rapor edilmistir. —: etkilesim bildirilmemistir. hayir: veri mevcut degildir

Kaynak: Paoletti vd., 2002



CYP3A4 inhibitorii ilaglarla atorvastatinin beraber kullanilmasi, atorvastatin plazma
konsantrasyonunu artirabilmektedir. Bunun sonucunda da miyopati gibi advers olaylar
meydana gelmektedir. CYP3A4 indikleyici ilaglar ise atorvastatin plazma
konsantrasyonlarinin azalmasina sebep olabilmektedir. Atorvastatin biyoyararlanimini
organik anyon tastyict polipeptit 1B1 (OATP1B1) inhibitorleri artirabilmektedir.
Atorvastatin, etinil estradiol ve noretindronun ila¢ konsantrasyonunu artirabilmektedir
(Hirota vd., 2020; Bozina vd., 2021).

HIV proteaz inhibitorleri, fibratlar, siklosporin, makrolid antibakteriyeller ve azol
antifungalleri gibi ilaglarla atorvastatin kullanimi, rabdomiyoliz potansiyelini ciddi
derecede artirmaktadir (Omar vd., 2001).

Yapilan bir vaka caligmasina gore, atorvastatin ve fusidik asit birlikte kullanildiginda,
hastada akut rabdomiyoliz ger¢eklesmistir (Wenisch vd., 2000).

Atorvastatin ile digoksinin beraber kullanimi, 6nemli bir etkilesim olusturmasa da
plazma digoksin seviyesinde az diizeyde bir artis gozlemlenmistir ve kardiyak
aktivitede artis olmustur (Walker, 1989; Boyd vd., 2000).

Greyfurt suyunun, atorvastatinin plazma seviyesini neredeyse 3 kat artirdigi

bulunmustur (Lilja vd., 1999).
2.1.6 Atorvastatinin kontrendikasyonlar:

Atorvastatine hassasiyeti olan hastalarda kontrendikasyon gelisebilmektedir. Aktif
karaciger hastaligina sahip hastalarda kontrendikasyon gelisse de, hepatit ve yagh
karaciger hastaliklarinda lipit diistiriicii tedavinin faydalari, muhtemel risklerden daha
onemli olup ila¢ kullanimi gerekmektedir (Tandra ve Vuppalanchi, 2009). Alkole baglh
kronik karaciger hastaligina sahip insanlarda, atorvastatin plazma konsantrasyonlarinda
artiglar olustugu belirlenmistir. ilaca maruziyet oran1 Child-Pugh smif A olan hastalarda
4 kat, Child-Pugh smif B olan hastalardaysa 11 kat daha fazladir. Aktif karaciger
hastaligina sahip olan hastalarda, atorvastatin kontrendikedir (Filppula vd., 2021).

Kadm hastalarda hamilelik slrecinde atorvastatin kontrendikedir. Atorvastatin tedavisi
alan kadin hastalara, hamile kalmalar1 durumunda fetiise verebilecegi riskler goz ardi
edilmemelidir ve hasta bilgilendirilmelidir. Hamile kadmlarin en riskli donemi ilk 3
aylik donemdir. Bundan dolay1 kadin hastalar hamile olmadan en az 3 ay oncesinden
atorvastatin tedavisini birakmasi gerekmektedir. Hamile kaldig: takdirde de ilaci hemen

kesmelidir. Ayrica kadin hastalarin emzirme doneminde bu ilact kullanmamasi



gerekmektedir. Eger mutlaka bu tedaviyi kullanmas1 gerekliyse emzirme birakilmalidir

(Zarek ve Koren, 2014).
2.1.7 Atorvastatinin erkek Gireme sistemine etkisi

Steroller, erkek tireme fizyolojisinde Onemli bir yer tutmaktadir. Steroidogenez,
spermatogenez ve fertilizasyon igin gerekmektedir. Sterol olan kolesterol;
spermatogonia ¢ogalmasi, farklilasmasi ve spermin tamamen gelismesi i¢in gereklidir.
Sperm hareketliligini daha kolay hale getirmek i¢in epididimdeki lipit zarmnin yeniden
dizenlenmesi gerekmektedir. Kapasitasyon icin de plazma zarindan kolesterol akisi
gerekmektedir. Bozulmus olan lipit metabolizmasi bu etkileri bozabileceginden dolay1
kisirliga neden olabileceginden; statinler, lipit metabolizmasimi diizeltme kabiliyetini
kullanarak bu metabolizmay1 diizeltebilmektedir. Fakat spermatogenez icin gerekmekte
olan testosteron steroid bir hormondur. Onciil olarak kolesterol gerektirmektedir. Fakat
statinler de kolesterol seviyesini diisiirmektedir. Bu durum, atorvastatin ve diger tiim
statinlerin erkek lireme sistemi lizerinde etkisi acgisindan olumsuz etki yaratabilecegi
diisiincesini meydana getirmistir (Brewis vd., 2005; Fraser, 2010; Kim vd., 2017,
Omolaoye vd., 2022).

Statin ilaglar1, serum kolesterol seviyelerini diisiirmelerinin yaninda, dolikol ve koenzim
ql0’u da azaltmaktadir. Azalmis olan koenzim @10 konsantrasyonu sperm
hareketliligini, canliligini ve sayisin1 azaltmaktadir (Littarru ve Langsjoen, 2007; Brault
vd., 2014; Gvozdjakova vd., 2014).

Lipit metabolizmas1 hastaliklar1 dogurganligin bozulmasi ya da farklilasan sperm
sayilartyla baglantilidir. Bu ylizden teorik olarak statin tedavisi, dislipidemi anlaminda
sperm sayilarinda iyilesmeye olanak tanimaktadir. Bununla beraber, statin ilaclarinin
testosteron {retimini bozabilecegi ve testikiiler sperm {retimini ve kalitesini
etkileyebilecegi de tartigma konusu olmaktadir. Bilimsel ve tibbi literatiirde;
hiperkolesterolemi hastaligina sahip erkeklerde statin tedavisinin, steroid diizeylerinde
ve sperm sayilar1 tizerindeki etkileri, popiilasyona, doza ve komorbiditeye bagli olarak
fazlasiyla degiskendir. Ek olarak, son 30 yilda, statinlerle ilgili ¢aligmalar erkek
dogurganhigi acisindan meni kalitesinden ziyade steroidogeneze etkilerine
odaklanmigtir. Atorvastatinin erkek ilireme sistemine etkisiyle ilgili ¢aligmalar da
olduk¢a sinirlidir (Padron vd., 1989; Ramirez-Torres vd., 2000; Niederberger, 2005;
Cowling, 2013; Pons-Rejraji vd., 2014).
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2.2 Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi i¢ yapi olarak testis, epididim, vas deferens, seminal vezikiil,
bulboiiretral bezler ve prostattan, dis yap1 olarak ise skrotum ve penisten olugmaktadir.
Bu yapilar; erkek gelisimi i¢in 6nemli androjenler iiretmek, dollenme igin spermin
olusumunu, depolanmasini ve bosalmasmi desteklemek iizere bircok bez ve kanalla
vaskiilarize edilmistir (Mawhinnet ve Mariotti, 2013; Tiwana ve Leslie, 2017).

Erkek tlireme sisteminin islevi, erkek lireme fonksiyonunu siirdiiren testosteron gibi
androjenler iiretmek ve spermatogenezi tesvik ederek dollenme icin disi iireme
sistemine taginmasimni saglamaktir. Testisler androjen iiretiminden ve sperm Uretimi ve
tasinmasindan sorumlu olduklarindan dolayr hem endokrin hem de ekzokrin organ

olarak gorev yapmaktadir (Gurung vd., 2022).
2.2.1 Testis

Testis, interstisyel dokulardan ve seminifer tiiblillerden olusmaktadir. Seminifer
tubdller; peritibdler miyoid hiicreler, sertoli hiicreleri ve germ hicreleri olmak tzere (¢
hiicre ¢esidinden meydana gelmektedir. Interstisyel dokular ise Leydig hiicreleri, kan ve
lenf damarlarindan olusmaktadir ve komsu seminifer tiibiiller arasinda bulunmaktadir
(Hai vd., 2014).

Testis bir bolmeyle ikiye boliinmiistiir. Her bolme bir erbezi igerir. Bir erbezi yaklasik
on loba ayrilmis olup, her bir lob seminifer tiip¢iikler igermektedir. Seminifer tiip¢ligiin
icerisinde az gelismis germ hiicreleri bulunmaktadir. Bu germ hiicreleri
spermatogonyum  olarak isimlendirilmektedir.  Ergenlik cagina erisildiginde
spermatogonyum cogalmaya ve farklilagmaya baglamaktadir. Yaklasik 74 giin siiren bu
olgunlagsma siirecinde olusan hiicrelere spermatozoa denilmektedir. Spermler en son
Sertoli hiicresi denen biyiuk hicrelerin iginde farklilasmaktadir. Sertoli hiicreleri
seminifer tiibiillerin bazal membraninda bulunmaktadir (Elftman, 1963).

Morfolojik olarak Sertoli hiicreleri poligonaldir. Farkli uzunluklarda degisik filamentli
cikitilara ve diizensiz sekli olan cekirdeklere sahiptir. Sertoli hiicreleri elektronik
mikroskop altinda incelendiginde, geligsmis bir niikleolusa sahiptir. Ayrica ¢ok sayida
lipid damlaciklarma, mitokondriye, piiriizsiiz endoplazmik retikuluma ve hiicreler

arasinda baglant1 komplekslerine sahiptir (Elftman, 1963; Chui vd., 2011).

Sertoli hiicreleri aktivin ve inhibin iiretmektedir. Inhibin hormonu folikiil stimiilan

hormonunun (FSH) hipofizdeki iiretimini baskilamaktadir. Leydig hiicreleri seminifer
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tiipgliklerin dis araliklarinda bulunmaktadir. Testosteron hormonunu Leydig hiicreleri
iretmektedir. Testosteron ve testosterondan iiretilen lireme hormonlarina androjenler
denilmektedir. Androjenlerin kanda derisimi fazla oldugu takdirde, hipofizden luteinize
edici hormon (LH), hipotalamustan gonadotropin salgilayan hormon (GnRH) retimini
baskilayabilmektedir. Spermlerin gelisimini tamamladigr yer epididimdir. Olgun
spermler burada depolanmaktadir. Spermlerin disar1 atilmasi gerektigi zaman burada
bulunan diiz kaslar kasilmaktadir ve spermleri vaz deferense dogru itmektedir. Vaz
deferens epididimin altindan devam eden bir kanaldir. Spermler burada da depo
edilebilmektedir. Bosalma esnasinda etkili kasilmalar yaparak spermleri penise dogru
hareket ettirmektedir. Vaz deferens ile seminal vesikiil kanallar1 ejekiilator kanali
olusturmaktadir. Bu kanallar gelen salgilar1 {iretraya dogru firlatmaktadir. Ejekiilator
kanal1 ve iiretra prostatin icerisinden ge¢cmektedir. Semene siit rengini prostat salgilari
vermektedir. Penis, semenin ve idrarin viicut disma aktarimasini saglamaktadir

(Gurung vd., 2022).
2.2.2 Sertoli ve Leydig hicreleri

Erkek Ureme sisteminin fonksiyonel hucreleri, testislerde bulunan Leydig ve Sertoli
hiicrelerinden olusmaktadir. Leydig hiicreleri testislerin interstisyumunda, seminifer
tiibiillerin bitigsinde bulunmaktadir. Pembe renkli bir sitoplazmasi bulunur ve pembe
renkli Reinke Kristalleriyle taninabilmektedir (Al-Agha ve Axiotis, 2007). Leydig
hiicrelerinde {iretilen testosteron, baslica erkek androjenidir. Testosteron farkh
dokularin hiigre i¢i reseptorlerine baglanarak ve protein ekspresyonunu dizenleyerek
etkisini gosteren bir steroid hormondur. Sertoli hucreleri ise seminifer tubillerin
cevresinde bulunmaktadir. Tibiillerin ¢evresinde basglayan spermatogenezi tesvik
etmektedir. Sertoli hiicrelerinin beslenmesinin korunmasina ve intertiibiiler mikro damar
sistemindeki kan akismin diizenlenmesinde Leydig hiicreleri destek saglamaktadir
(Middendorff vd., 2002). Sertoli hiicreleri, yakinlarda bulunan germ hiicrelerinden ¢ok
daha biyuktir ve daha az belirgin cekirdeklere sahiptir. Germ hcreleri
(spermatogonyum) seminifer tiibiillerin i¢ kisminda siralanir ve olgunlastik¢ca liimene
dogru ilerler. Bu hiicreler belirgin, koyu ve yogun g¢ekirdeklere sahiptir (Al-Agha ve
Axiotis, 2007; Dimitriadis vd., 2015).
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Leydig hucreleri testisin interstisyumundaki konumlarima gore tanimlanabilmektedir.
Yuvarlak bir ¢ekirdek, belirgin niikleolus ve Reinke kristallerinin varligi ile ayirt
edilebilmektedirler (Kaler ve Neaves, 1978).

Leydig hiicreleri ii¢ asamada gelismektedir. Ilk asamada Leydig hiicre onciilleri
cogalmaktadir. Bu hiicre Onciillerine kok Leydig hiicreleri de denilebilmektedir. Daha
sonra bunlarin olgunlasmamis Leydig hiicrelerine farklilagsmasi agamasi gelir. Son
asamada ise yetiskin Leydig hiicrelerine farklilagmaktadir (Chamindrani Mendis-
Handagama ve Siril Ariyaratne, 2001).

Leydig hiicreleri, seminifer tiibiiller arasindaki interstisyel boslukta bulunmaktadir. Bu
hiicreler androjenlerin birincil kaynagidir (Shima vd., 2013). Androjenler, seminifer
tiblillere ve kan damarlarma yayilmaktadir.  Hipotalamik-hipofiz-gonadal
dizenlenmeyle peritibuler miyoid hicreler ve sertoli hiicrelerinde bulunan androjen
reseptorlerine baglanmaktadir. Boylece erkek germ hiicrelerinin sinyal yollarmi kontrol
etmektedirler. Androjenler bu sayede spermatogeneze katilmaktadir (De Gendt vd.,
2004; Welsh vd., 2009; O'shaughnessy vd., 2010; Willems vd., 2015).

2.2.3 Kan-testis bariyeri

Testiste fonksiyonel bir kan-testis bariyeri bulunmaktadir (Fawcett 1973). Kan-testis
bariyeri, seminifer tublllerin germinal epitelinin bazal membraninin yakininda
bulunmaktadir (Lie vd., 2011). Memeli canlilarin dokularinda en siki kan-doku
bariyerlerinden biri olarak bilinmektedir. Endotel hiicreleri arasinda neredeyse tamami
sik1 baglantidan olusan kan-beyin ve kan-retina gibi diger kan-doku bariyerlerinden
farkli olarak kan-testis bariyeri bir arada var olan 6zellesmis hiicrelerden olusmaktadir
(Su vd., 2011). Suyun, elektrolitlerin, iyonlarin, hormonlarm, parakrin faktorlerin ve
diger eksojen biyomolekiillerin hiicre i¢i ve hiicre i¢i difiizyonunun sinirlandirilmasini
saglamaktadir. Bu sayede spermatogenez i¢in benzersiz bir ortam sunmaktadir ve
testislerin normal fizyolojik fonksiyonunu saglamaktadir (Mao vd., 2020).

Kan-testis bariyeri, spermatogenez i¢in gerekli besinlerin glandiiler limene tasmndig:
cesitli biyolojik makromolekiillerin taginmasini diizenleyebilmektedir. Ek olarak, kan-
testis bariyerinde biiyiik ila¢ tasima aglari bulunmaktadir ve ilaglar1 aktif olarak
uzaklastirmak i¢in disar1 akan ilag tasiyicilari kullanilmaktadir. Bu da bu maddelerin
testislerdeki biyoyararlanimini sinirlamaktadir (Su vd., 2011). Sertoli hiicreleri bu ilag

tastyicilarina ilave olarak, immiinsiipresif biyomolekiiller salgilamaktadir. Bu da kan-
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testis bariyerine immiin Ozellikler kazandirmaktadir. Bu sayede glandiiler liimende
bulunan germ hiicrelerini dolasim ve lenfatik sistemlerden izole etmektedir (Li vd.,
2012).

2.2.4 Hipotalamus-hipofiz-testis aks1 ve hormonlar:

Normal (reme fonksiyonunun slrddrilmesi; hipotalamus, hipofiz ve testis
kademesindeki hormonlarm koordineli salinimma baghdir. GnRH, bazal bolgedeki
noroendokrin hucrelerden hipofiz portal kan sistemine pulsatil bir dizende
salimmaktadir. GnRH, hipotalamusta bulunur ve 6n hipofizdeki gonadotroplar1 uyararak
iki peptid hormonunu sentezleyip serbest birakmaktadir. Bu hormonlar FSH ve LH
hormonlaridir ve leydig ile sertoli hiicrelerinin membran reseptdrlerinde etkilerini
gostermektedir. Bu iki hormon da hiicreleri uyarmak i¢in adenilil siklazi aktif hale
getiren ve hiicre siklik adenozin monofosfat (CAMP) miktarini yiikselten bir G protein
reseptorind aktif hale getirerek fizyolojik etkilerini gostermektedir. LH, testislerin
interstiyumunda bulunan Leydig hiicrelerini kolesterolden testosteron Uretmesi igin
uyarmaktadir. Testosteron, LH ve FSH salgilanmasimi diisiirmek igin hipotalamus ve 6n
hipofizde negatif geri beslenme yoluyla etki etmektedir. FSH, sperm iiretimini artirmak
ve inhibin salgilanmasi i¢in Sertoli hiicrelerini uyarmaktadir (Heindel ve Treinen, 1989;
Goldstein ve Schlegel, 2013).

Buyume faktorleri, testosteron ve ndrotransmiterler; Leydig hucrelerinden sertoli
hiicrelerine, komsu leydig hiicrelerine, lamina propriasina salgilanmaktadir (Jegou,

1992; De Kretser ve Kerr, 1994; Sharpe, 1994;).

Hipofiz ve hipotalamus, GnRH’in pulsatil salgilanmasiyla ve LH’nin saliverilmesiyle
spermatogenezin lokal olarak diizenlenmesini kontrol etmektedir. Hem LH hem de FSH
tam bir spermatogenez i¢in gereklidir. Hipofiz, Leydig hiicrelerinin salg1 aktivitesini
diizenlemektedir. Hipofizden salgilanan LH, Leydig hiicrelerini uyarmaktadir. Hipofize
geri bildirim saglayan testosteronu Leydig hiicreleri Uretmektedir. Testosteron da Sertoli
hiicreleri iizerinden spermatogenezi desteklemektedir. Hipofizden salgilanan FSH, germ
hiicrelerinin olgunlagmasi igin gerekmektedir. Ayrica sertoli hiicrelerini uyararak
spermatogenezi desteklemektedir. Sertoli hiicreleri inhibin salgilar. inhibin, hipofize
geri bildirim mekanizmasinda gorev yapmaktadir. FSH salgilanmasi da inhibinin

kontrolundedir (Bellve ve Zheng, 1989; Sharpe, 1990; Sharpe, 1992).

14



Endokrin ve parakrin mekanizmalar arasinda gerceklesen etkilesimlerle testikiiler

fonksiyon belirlenmektedir (Bellve ve Zheng, 1989; Sharpe, 1990; Sharpe, 1992).
2.2.5 Spermatogenez

Spermatogenez, germ hiicrelerinin olgunlagsmasma ve ¢ogalmasia bagli olan dinamik
ve karmagik bir siirectir. Spermatogenez siirecinin tamamlanma zamani tiirler arasinda
farklilik gostermektedir (de Kretser vd., 2000). Ornegin; spermatogenez siireci farelerde
yaklagik 35 giin, siganlarda yaklagik 50 giin, insanlarda ise yaklasik 70 giin stirmektedir
(JP Jarrow, 1990). Spermatogenez, birbirine bagimli olan germ hiicrelerinin mitoz ve
mayoz yollariyla spermatozoa trettigi bir siiregtir. Spermatogenez ergenlik doneminde
baslayip yashiliga kadar devam etmektedir. Spermatogenez siireci sarmal seminifer
tibillerde gerceklesmektedir (Song vd., 2011).

Spermatogenez ii¢ asamada gerceklesmektedir. Ilk asamada spermatogonyum bir diger
adiyla germ hiicrelerinin, mitozu yani cogalma ve farklilagma siireci gerceklesmektedir.
Bu hiicreler geliserek mayoz boliinmeye hazir hale gelmektedir. Birincil spermatosit
olarak da adlandirilan bu hiicreler mayoz boliinme gegirerek n kromozomlu ikincil
spermatositleri olusturmaktadir. Olusan bu hiicrelerin de mayoz gecirmesinden sonra

spermatidler olusmaktadir (Sharma ve Agarwal, 2011).
2.2.5.1 Spermatogenezin dizenlenmesinde Leydig hicrelerinin roll ve mekanizmast
2.2.5.1.1 Androjenler

Leydig hiicrelerinden salgilanan androjenler, erkeklerin cinsel davranisinda ve
farklilasmasinda kritik bir oneme sahiptir (Bagatell vd., 1994; Antonio-Cabrera ve
Paredes, 2012). Spermatogenez siirecinin baglatilmasi, devam edilmesi ve diizenlenmesi
icin androjenlerin bulunmasi esastir (Jarow ve Zirkin, 2005).

Testiste bulunan androjen konsantrasyonu belirli bir diizeyin altina gerilediginde,
Sertoli hiicrelerinde bulunan androjen reseptor seviyesi de biiylik oranda azalmaktadir.
Bundan dolay1 da spermatogenezin tikanmasina sebep olmaktadir (Manna vd., 2013;

Zhong vd., 2013; Abarikwu vd., 2013).
2.2.5.1.2 Testosteron

Memelilerde spermatogenezin ilerlemesini dizenleyen ana androjenlerden biri
testosterondur (Turner vd., 1984). Testosteron; erkek fetuste testisler, epididimis, vas

deferens ve seminal vezikiiller haline gelen Wolffian kanallarin gelisiminin
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uyarilmasinda onemli bir rol oynamaktadir. Testosteron ayrica eritropoez, pubertal
bliylime atagi, kemik yogunlugu, epifiz plaklarinin kapanmasi, sesin kalinlagsmasi, kas
kiitlesinin artmasi, erkek fiziki gelisimi ve libidodan da sorumludur (Nassar ve Leslie,
2018).

Testosteronun spermatogonyal ¢ogalmada higbir etkisinin olmadig1 gibi goriinmektedir
fakat mayotik ilerlemeyi daha kolay hale getirmektedir (Haywood vd., 2003).
Testosteronun kaybi1 halinde; deoksiribonukleik asit (DNA) onarmmi, ribonukleik asid
(RNA)’in islenmesi, hiicre sinyalleri, apoptoz ve mayozda gorevleri olan proteinlerde
farklilagmalara sebep olmaktadir. Bu olay, germ hiicrelerinin gelismesi ig¢in
testosteronun onemini yansitmaktadir (Stanton vd., 2012).

Testosteron spermatogenezi li¢ yolla etkilemektedir. Birinci yol olgun sperm salmimini
regule etmektir. Sperm olgunlastiginda spermatositlerden ayrilarak seminifer tiibiillerin
limenine dogru hareket etmektedir. Olgunlasmis sperm, testosteron sinyal
gondermediginde, Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilmektedir (Holdcraft ve
Braun, 2004; O’Donnell vd., 2009). Kan-testis bariyerinin korunmasi ikinci yoldur.
Kan-testis bariyeri, Sertoli hiicre zarmin yiizeyinde siki bir sekilde konumlanmis
proteinlerden olusmaktadir. Ugiincii yol testosteronun, sertoli hiicreleriyle yuvarlak
spermatidler arasinda bulunan konneksin ekspresyon seviyesini etkilemesi ve
spermatositlerin spermden ayrilmasimi regiile etmesidir. Yuvarlak spermatidler, erkek
germ hiicrelerinin gelismesi ve farklilagmasi i¢in gerekli olan besin ve sitokinlere sahip
olmak i¢in Sertoli hiicrelerine yapismaktadir.

Testosteron diizeyi azaldiginda, erkek germ hiicreleriyle Sertoli hiicrelerinin arasindaki
konneksin miktar1 azalmaktadwr. Bu durum, yuvarlak spermatidlerin Sertoli
hiicrelerinden daha kisa silirede baglarmin kopmasmma ve uzun spermatidlere

farklilasamamasina neden olmaktadir (Kopera vd., 2010; Pelletier, 2011).
2.3 Erkek Reprodiiktif Sistem ve Kolesterol Iliskisi

Hiicrelerde; hiicre zar1 kararlilii, geg¢irgenligi ve hareketliligi i¢in kolesterol ihtiyaci
bulunmaktadir. Reprodiiktif sistemde Leydig hiicreleri tarafindan retilen testosteronun
oncii maddesi de kolesteroldur. Spermatogenez siirecinin islemesinde de kolesterolun
roli blyuktir (Payne ve Youngblood, 1995; Yokoyama, 2000). Ayni zamanda
spermatogenez siirecindeki kolesterol orani ile sperm hareketliligi ve miktar1 arasinda

da baglant1 oldugu bildirilmistir. Kolesterol ayrica sperm hasarlaria kars1 da koruyucu
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gorevdedir. Seminal sivida da kolesterol bulunmaktadir ve bunun prostat, seminal
vezikiil ve lenften kaynaklandig1 gsterilmektedir (Scott vd., 1967).

Hiperlipidemi tedavisi i¢in ilag ve anabolik steroid kullanmayan bir erkek
popiilasyonunda yapilan arastirmada erkek semen yapisi incelenmistir. Elde edilen
verilere gore serum Kkolesterol seviyeleri normal olan erkeklerde; semen kalitesi ile
seminal sividaki kolesterol seviyesi arasinda dogru oranti oldugu goriilmiistiir. Fakat
serum kolesterol seviyesi ile seminal sividaki kolesterol seviyesi arasinda bir baglanti
goriilmemistir. Bu verilerin kesinligi i¢in birtakim c¢aligmalara daha ihtiya¢ oldugu

vurgulanmaktadir (De Neergaard vd., 2018).
2.4 Erkek Reproduktif Sistem Toksisitesi

Herhangi bir kimyasal ajanin ireme Kabiliyetini etkilemesi reproduktif toksisite olarak
adlandirilmaktadir. Bu toksisitenin en yaygin goriilen etkisi erkeklerde infertilitedir
(Phillips ve Tanphaichitr, 2008).

Son yillarda erkek reprodiktif sistem toksisite oranlari giderek artmaktadir. Erkek
reprodiktif sistemi etkileyen kimyasal ajanlar, sperm kalitesi ve sayisini etkilemektedir.
Bu etkiler kullanilan kimyasalin ya da ilacin dozuna ve siiresine gore degisiklik
gostermektedir (Oakes vd., 2002; Joshi ve Sharma, 2011).

Erkek reprodiktif sistemin toksisitesi hakkinda bilgi sahibi olmak amaciyla
spermatogenez siireci incelenebilmektedir. Sperm konsantrasyonu ve sayisindan
toksisite degerlendirmesi genellikle en iyi secenek olarak kabul edilmektedir. Fakat
incelenen ornekler arasinda oldukga farklilik bulunmasindan dolayi reprodiiktif sistem
degerlendirmesi icin yeterli olmayan bir secenek olmaktadir. Herhangi bir ilag veya
kimyasal ajana maruziyet sonrasi sperm sayilarindaki degisiklik incelenerek
hesaplamalar yapilmaktadir. Sperm morfolojisi ve motilitesinin de degerlendirilmesi bir

secenektir (Working, 1988).
2.4.1 In vitro reproduiktif toksisite modelleri

Farmasotiklerin ve ilaglarin, gelisimsel ve tUreme glvenlik testleri giiniimizde in vivo

olarak sadece hayvan modelleri araciligryla gerceklestirilmektedir. Bu testte kullanilan

hayvanlar genellikle sican ve tavsanlardir (Collins, 2006).

Insan Kullanimma Yonelik Farmasotiklere {liskin Teknik  Gereksinimlerin

Uyumlastirilmasma Iliskin Uluslararas1 Konsey (ICH) kilavuzunda ilaglarm giivenlik

degerlendirmesi agiklanmistir. Belirli bir popilasyonda, ilaglarm ICH S5 kilavuzuna
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gore iireme siirecinin tiim evrelerinde testlere tabi tutulmasi gerekmektedir. Bu testin
icerigi dogurganlik ve erken embriyonik gelisim, embriyo-fetal gelisim ve dogum
oncesi ve sonrasi gelisimdir. Bilesikler bu ilgili periyotlar suresince uygulanmaktadir.
Sonucunda ise ebeveyn hayvan ve yavrularin dstiindeki etkilerin karakterizasyonu
belirlenmektedir. Bu c¢aligmalar test basma 16-20 litre kemirgen ve tavsan
gerektirmektedir. Bunlarin uygulanmasi ICH M3 (klinik dis1 glivenlik ¢aligmalari), S6
(biyofarmasotikler) ve S9 (kanser ilaglari) kilavuzlarina eklenmistir (Niethammer vd.,
2022).

Glniimiizde, Avrupa Birligi Hayvan Testlerine Alternatifler Referans Laboratuvari
tarafindan gergeklestirilen Hayvan Deneylerinde Alternatif Yontemler Veritabani,
gelisimsel toksikoloji testleri i¢in ii¢ dogrulanmig in vitro yontem icermektedir. Bu
yontemler; sigan uzuv tomurcugu mikrokiitlesi (MM) testini, sigan implantasyon sonrasi
tam embriyo kiltiri (WEC) testini ve fare embriyonik kok hicre testini (EST)
icermektedir (Niethammer vd., 2022).

MM testinde; sigan embriyolarindan iskelet progenitor hiicreleri izole edilerek,
kondrositlere ayristirilmaktadir. Yalnizca iskelet gelisimindeki toksikolojik sonuglar
incelenebilmektedir. WEC testinde de sigan embriyolar1 kullanilmaktadir. Erken organ
sistemi  gelisimi  (kalp, kulak, g6z gibi) g0zlemlenerek embriyotoksisite
incelenebilmektedir. Embriyonun tamamu igin toksikolojik degerlendirmeler saglam
embriyolar ile daha genis kapsamli modellenebilmektedir (New, 1978; Flint ve Orton,
1984). EST, blastosist evresindeki embriyolarin implantasyondan onceki i¢ hiicre
kitlesinden tiretilen fare embriyonik kok hicrelerini kullanmaktadir. Bu testte
kardiyomiyositlere farklilagsmanin inhibisyonu ve fare embriyonik kok hiicreleri ile
fibroblastlar tizerindeki sitotoksik etkiler karsilastirilmaktadir (Doetschman vd., 1985;
Spielmann vd., 1997)

Dogrulanmus ti¢ in vitro yontemin hepsi, in vivo ¢alismalara kiyasla daha az maliyetlidir
ve daha kisa siirede gergeklesmektedir. % 70-80 arasinda bir tahmin gergekligine sahip
olsalar da kanitlanmig ii¢ in vitro yontemin diizenleyici gelisimsel toksikolojide
kullanilmas1 genis ¢apta kabul gormemektedir. Ciinkii tek basina alternatif olarak uygun
degildir. Ilag endiistrisi, performans ve kullanim kolaylig1 sebebiyle dzellikle EST yi ve
ayrica bilesik taramalar1 ve dahili kararlara yol gostermek amaciyla sigan WEC testi ve
zebra baligi tam embriyo kiiltiiriinii uygulamaktadir (Genschow vd., 2002; Whitlow vd.,
2007; Paquette vd., 2008).
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Her ne kadar bireysel in vitro testler, reme slrecinde bulunan tiim asamalari
modelleyemese de, bir test stratejisine dahil edilebilmektedirler. Bunun igin insan
gelisimi ya da biitiin lireme siireci, her biri ilgili biitiin toksisite mekanizmalarini dahil
eden spesifik analizlerle temsil edilen ve dolayistyla bireysel analizlerden daha iyi bir
degerlendirme saglayan iyi tanimlanmis asamalara ayrilabilmektedir (Rajagopal vd.,
2022).

Gegctigimiz son on senede, embriyonik gelisimsel modelleme ve mekanik anlayistaki
gelisme, arttk daha modern yoOntemlerin test stratejisinin bir parcasi olarak

degerlendirilmesini meydana getirmektedir (Niethammer vd., 2022).
2.4.2 Sitotoksisite testleri

Sitotoksisite tahmin yontemlerinde hayvan testlerinin yerine kullanilabilen gesitli in
vitro testler bulunmaktadir (Walum vd., 1994). Bir maddenin toksisite tespiti igin
secilecek yontemde; in vitro hicre kiltir cesitleri, ajanin fizikokimyasal yapisi,

sitotoksisite mekanizmasi gibi etkenler rol oynamaktadir (Jain vd., 2018).
2.4.2.1 MTT testi

MTT testi, hiicresel canlilig1 tespit edebilmek i¢in kullanilan kolorimetrik bir testtir.
Canli hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan mitokondriyal dehidrojenazin etkisiyle mor
renkli formazana indirgenmekte olan bir tetrazolyum tuzudur. Suda ¢tzlinebilmektedir.
Sar1 renklidir. Mor renge sahip formazan kristallerini ¢ozebilmek i¢in organik bir
¢cozlcu olan dimetil silfoksit (DMSO) kullanilmaktadir. Spektrofotometreyle tespit
edilen formazan miktar1 ile canli hiicre sayis1 arasinda dogru orant1 bulunmaktadir

(Mosmann, 1983; Morgan, 1998).
2.4.2.2 Notr kirmuzi boya alimu testi

Bir kiiltiirdeki canli hiicre sayis1 hakkinda bilgi veren bir diger test ise nétr kirmizi boya
alim testidir. Notr kirmizi boya hiicre membran yapilarindan gegebilen ve hiicre iginde
lizozomlara ulagan bir boyadir. Hiicre membran yapisiin zarar gérmesiyle boya alma
orani azalmaktadir. Olgiim spektrofotometre ile yapilir ve 6lii hiicrelerin boya alimmin

azalmastyla canlilik degerlendirilmesi yapilmaktadir (Repetto vd., 2008).
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2.4.2.3 Propidyum iyodiir alim testi

Bir hiicre siispansiyonundaki cansiz hiicreleri tespit etmek icin genellikle kullanilan bir
testtir. Propidyum iyodiir canli hiicre zarindan gegememektedir. Cansiz hiicrelerin aldigi

boya miktarmnin 6l¢iimii ile degerlendirme yapilmaktadir (Jain vd., 2018).
2.4.2.4 Laktat dehidrogenaz testi

Canli hiicrelerin ¢ogunlugunda laktat dehidrogenaz (LDH) bulunmaktadir. Bu enzim
hiicrenin pargalanmasi sonucunda olusmaktadir. Zarar goren hiicrelerde artan LDH

miktarmnin 6l¢liimiine dayanan bir testtir (Wroblewski ve Ladue, 1956).
2.4.2.5 Tripan mavisi diglama testi

Tripan mavisi canli hiicre zarmdan ge¢ememektedir. Sadece hasar gérmiis zardan
gecebilmektedir. Hiicre i¢inde proteinlerle baglanarak mavi bir renk olusturmaktadir.
Degerlendirmede cansiz hiicreler, canli hiicrelerden daha biiylik ve mavi renkli olmalar1
ile ayrilmaktadir (Strober, 1997).

Aragtirilan  bir maddenin mutasyon asamalarmin incelenmesi ve genotoksik
potansiyelinin belirlenmesinde kullanilan in vitro test yontemleri de bulunmaktadir.
Bunlar; comet testi, mikroniikleus testi, kromozomal sapma testi, kardes kromatid
degisim testi, hiicre dongiisii ve DNA i¢erik analizi, apoptoz tespiti gibi testlerdir (Jain
vd., 2018).
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3 GEREC ve YONTEM
3.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Atorvastatin kalsiyum

Dimetil sulfoksit (DMSO)
DMEM-F12Medium

Fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) tableti
Penisilin-Streptomisin ¢ozeltisi

Fotal sigir serumu

Tripsin-EDTA ¢0zeltisi

Sodyum klortir (NaCl)

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

Tripan mavisi

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

Notral kirmizi (NK) ¢ozeltisi (% 0,33)
DCFDA/H.DCFDA Cellular ROS Assay Kit
Hidroklorik asit (% 36,5-38)

Absoli etanol

Glasiyel asetik asit

Formaldehit ¢ozeltisi (% 37)
Tris(hidroksimetil)aminometan

Kalsiyum Klortir dihidrat

Normal erime noktali agar

Sodyum hidroksit (NaOH)

Tris-HCI

Triton X-100

Diisiik erime noktali agar
Etilendiamintetraasetik asit disodyum tuzu
(EDTA-Na.)

Hidrojen peroksit (H20-) (%30)

SYBR Green I boyas1
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Bilim ilag Sanayii ve Ticaret A.S.
Carlo Erba

WisentBioProducts

Bioshop

WisentBioProducts
CapricornScientific
CapricornScientific
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Bio-Rad

Serva

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

Serva

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

Merck

Invitrogen



3.2 Kullanilan Arag ve Gerecler

Inkiibator (CO- doniisiimlii)

Otoklav

Sogutmali santrifiij
Otomatik pipetler
Biyoguvenlik kabini
Mikroplaka okuyucusu
Pipet uglar1

Lam

Lamel

pH metre

Ters mikroskop

Hiicre sayim cihazi
Hiicre sayim slayt1
Hassas terazi
Elektroforez tanki
Elektroforez gii¢ kaynagi

ThermoFisherScientific
Hirayama
Eppendorf
Eppendorf

Heal Force

Biotek

Vertex

Menzel
Thermo-Scientific
MettlerToledo
Leica

Bio-Rad

Bio-Rad

Ohaus
CleaverScientific

Thermo-Scientific

Floresan 151k mikroskobu Leica

Steril rezervuar AXxygen

Kilitli kapakli mini santrifiij tiipleri (2 ml) Microcult

Siringa ucu filtre (0,22 uM) Aisimo Corporation
CometAssay IV gorlntl analiz sistemi Perceptive Instruments
Hiicre kiiltiir sisesi Nest

96 kuyucuklu hiicre plakasi Nest

Polipropilen tlp Isolab

Steril polipropilen santrifij tupu Nest

Steril serolojik pipet LP

3.3 Kullanilan Hiicre Hatlan

TM3 (CRL-1714TM) fare Leydig hiicreleri ve TM4 (CRL-1715TM) fare Sertoli
hicreleri Amerikan Tipi Kultur Koleksiyonu (ATCC) kurulusundan temin edildi.
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3.4 YOntemler

Hicreler; %7,5 fotal sigir serumu, %5 horse serumu ve %1 penisilin-  streptomisin
cozeltisi iceren Dulbecco'nun Modifiye Eagle Ortami (DMEM-F12) (1:1)
besiyerinde inkibe edildi (37 °C, %5 CO.).

3.4.1 Hiicre hatlarinin cogaltilmasi

Stvi nitrojen tankinda -130°C’nin altinda dondurulmus olan TM3 Leydig ve TM4
Sertoli hiicreleri tanktan cikarildi. Alman hiicreler su banyosunda oda sicaklifina
getirildi.

Oda sicakligmna getirilen hiicrelerin bulundugu santrifiij tiiptine, 4-5 mL medyum
eklendi. Hiicreler, 5 dk ve 130 g hizinda santrifiij edildi. Ustte kalan s1v1 uzaklastirilds.
Santriftj tipine tekrardan medyum eklendi ve hiicreler flasklarin igerisine alindi. Flask
icerisindeki hicreler, invert mikroskop altinda incelendi ve ¢ogalmalar: igin 24 saat
inkiibasyona birakildi (%5 CO2, 37°C).

24 saat inkiibatorde kalan flasklar, invert mikroskop altinda g&zlemlendi. Flask
yiizeyinde hiicrelerin tutuldugu ve hiicrelerin ¢ogaldig1 gozlendi. Flasklardan, i¢cinde
bulunan medyum pipetorle uzaklastirildi ve 13-14 mL yeni medyum eklendi. Daha
sonra flasklarin iginde bulunan hiicreler tekrardan inkiibasyona birakildi (%5 CO.,
37°C).

24 saat inkiibasyondan sonra hiicrelerin ¢ogalmasi tekrardan invert mikroskop altinda
gbzlemlendi. Hiicrelerin deney ig¢in yeterli sayida olmasi i¢in flask i¢indeki medyum
pipetorle uzaklastirildi ve yeni medyum eklendi. Daha sonra tekrardan 24 saat
inkiibasyona birakild1 (%5 CO., 37°C).

Inkiibasyonda cikarilan hiicrelerin invert mikroskop altinda incelenmesiyle, deney icin

yeterli sayida oldugu gézlemlendi. Pipetorle, medyum flasktan uzaklastirildi.
3.4.2 Hiicre canhhi@inin belirlenmesi

MTT testi, mitokondriyal dehidrojenaz enzimi performans Ol¢iimiiyle, canli hiicrelerin
cogalmasini ve metabolik aktivitesini dlgmek i¢in kullanilan kolorimetrik sitotoksisite
testidir. MTT testi, hiicre canlihigmm tespiti i¢in kullanilan en yaygin yontemlerden
biridir. 1983 yilinda Mosmann tarafindan gelistirilmistir. MTT, sar1 renkli ve suda
¢ozundr bir maddedir (Jorge vd., 2004; Fotakis ve Timbrell, 2006; Li vd., 2015).
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Canli hiicrelerdeki sitokrom b ve ¢ bolgelerindeki mitokondriyal dehidrojenaz, tetrazol
halkasin1 pargalamaktadir ve mor renkli formazan Kristalleri Uretmektedir. Olusan
formazan kristalleri, DMSO ve diger organik ¢oziiciilerde ¢oziinmektedir. Fakat suda
coziinmemektedir. Olusan formazan kristal yogunluguyla hiicre canliligi arasinda
pozitif bir korelasyon bulunmaktadir (Jorge vd., 2004; Fotakis ve Timbrell, 2006; Li
vd., 2015).

Hucre kdlturlerinin plakaya ekilmesi asamasinda; flask icerisinde bulunan hucreler,
PBS (Fosfat Tamponlu Salin) ile ozmotik basinci dengelemek i¢in yikandi. Daha sonra
PBS uzaklastirildi.

Flask igerisindeki hucrelere 2 mL tripsin ¢0zeltisi eklendi ve 1 dk inbiikasyona birakildi
(%5 COz, 37°C). Inkiibatdrden cikarilan hiicrelerin, invert mikroskop altinda tripsin
ilavesiyle yiizeyden ayrilip ayrilmadigi kontrol edildi.

Pipetor yardimiyla 2 mL tripsin igerisindeki hiicre, santrifiij tiipiine alindi. 6 mL
medyum santrifiij tiplne ilave edildi. Karisim 5 dk santrifiij edildi. Ustte kalan siv1 atik
kabina atildi. Altta kalan c¢okelek kisma medyum eklendi. Besiyeri eklenen hiicre
stispansiyonundan 10 pL alindi ve 10 pL tripan mavisi ¢ozeltisiyle karistirilip hiicre
sayimi, otomatik hiicre sayim cihazi yardimiyla yapildi. % 93 oraninda TM3 Leydig ve
% 90 oraninda TM4 Sertoli hiicre canlilig1 tespit edildi.

Her kuyucukta 1 x 10* hiicre/100uL olacak sekilde hesaplamalar yapildi. 96 kuyucuklu
plakalara hiicreler ekildi. 24 saat inkiibasyona birakildi (%5 CO-, 37°C).

3.4.2.1 MTT sitotoksisite testinin uygulanmasi

Inkiibasyondan sonra; Atorvastatin kalsiyumun 0,1-500 pg/mL 6 seri konsantrasyonu,
blytme kontrol ve ¢ozicl kontrol (% 0.1 ve % 1 DMSO iceren besiyeri) ile birlikte
plakalara eklendi ve hiicrelerle karistirildi. 24 saat inkiibasyona birakildi (%5 CO-,
37°C).

5 mg/mL konsantrasyonda MTT ¢ozeltisi PBS ile hazirlandi. Bu ¢ozelti 1:10 oraninda
medyum ile seyreltildi. Hiicre plakalarma 100 pL/kuyucuk olacak sekilde cozelti
karigimindan eklendi. 3 saat inkiibasyona birakildi (%5 CO2, 37°C).

3 saatlik inkiibasyondan sonra plakalar ters ¢evrilerek iist kismi uzaklastirildi.

Hiicre plakasina DMSO (100pL/kuyucuk) cozeltisi eklendi ve mikroplaka okuyucuda

540 nanometrede absorbans degerleri okundu.
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Atorvastatin kalsiyumun her bir konsantrasyonu i¢in % inhibisyon degerleri hesaplandi.
Non-lineer regresyon analizi ile maddelerin inhibitér konsantrasyon 50 (IK50) degerleri

hesaplandi.
Inhibisyon % =100-[(O Drest bilesigi ODbos cozelti /0 ngzUcU kontrol—OD ¢ ciszeri ) X 100] (Acar
Cevik vd., 2018).

3.4.3 istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler IBM SPSS 27.0 istatistik yazilimi kullanilarak gergeklestirildi.
Istatistiksel analiz sonucuna gdre; Shapiro-Wilk testi ile verilerin normal dagilim
sagladig1 gozlenmistir. Deney gruplar1 arasindaki farkliliklarin anlamliligini belirlemek
icin Levene testi ile varyans homojenligine bakilmistir. Levene testi sonuglarma gore,
varyans homojenligi saglanamadigindan dolay1 parametrik bir post hoc testi olan Welch
testi kullanilmistir. Welch testinin sonucuna gore gruplar arasi anlamli farkhiliklar
gozlenmistir. Ikili karsilastirmalar icin Games-Howell testi uygulanmistir. Games
Howell testi sonuglarma gore tiim gruplarin ikili olarak birbirinden ve kontrol

grubundan istatistiksel olarak onemli Ol¢iide anlamli farklilik oldugu saptanmistir

(p<0.01).
3.5 Molekiiler Doking Calismalar

Atorvastatin ile gergeklestirilen doking ¢alismalarinda timor nekroz faktori o (TNF-o)
(PDB 1D:2AZ5) ve IL-1p (PDB 1D:8C3U) (Blank vd., 2023) ve Kaspaz-3 (PDB
ID:4QTX) (Cade vd., 2014) kristalleri kullanilmistir. Yap1 temelli in siliko doking
caligmalar1 igin ilgili kristaller protein data bank (http-1) aracilig: ile elde edilmistir.
PBD ID:2AZ5 ve PBD ID:8C3U kristalleri icin pozitif kontrol olarak protein data
bankasinda kullanilan ligandlar segilmistir. Bunlar siras1 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-(1H-pirazol-4-il)indolin-3-il)-[1,1'-
bifenil]-2,4-dikarboksilik asit olarak belirlenmistir. PBD 1D:4QTX kristali i¢in ise
staurosporin molekili pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Pasovic vd., 2013). Ilk
olarak kristal yapilara Schrodinger Suite 2020 Update 2'de (Schrodinger Release 2020-
3) Maestro ara yizi ile (Schrodinger Suite 2020) yer alan “Protein Preparation Wizard”

protokolii uygulanmis ve kristal yap1 docking ¢alismalarina hazir hale getirilmistir.
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Daha sonra bag uzunluklar1t OPLS3e kuvvet alani kullanilarak diizenlenmis ve yiikli
amino asitlerin iizerindeki atomlarm belirtilen ortam kosullarindaki olas1 yiikleri
otomatik olarak belirlenmistir. LigPrep 3.8 (L. Schrddinger, LigPrep, Version 3.8)
modiilii ile molekiiler docking c¢alismalar1 yiiriitiillecek bilesikler docking i¢in
hazirlanmistir. Grid olusturulurken Glide 7.1 (L. Schrodinger, Glide, Version 7.1)
kullanilmig ve yine aynt modiliin yardimi ile single precision (SP) ile docking

calismalar1 tamamlanmaistir.
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Sekil 4.2°te gosterildigi gibi, hiicre canlilig1 atorvastatin tarafindan doz-bagimli bir
yanitla etkilenmistir ve atorvastatinin IK50 degeri TM4 Sertoli hiicrelerinde 1,08 pM
olarak hesaplanmistir. Atorvastatin uygulanan hiicrelerde, sirasiyla 0.1, 1, 20, 125, 250,
500 uM konsantrasyonlar i¢in hiicre canlihigi % 69,82, % 48,1, % 25,64, % 18,25, %
9,53, % 9,75 olarak olglilmiistiir.

Istatistiksel analiz sonucunda gruplar arasinda dnemli 6lgiide anlamli derecede fark

oldugu bulunmustur (p<0,01).
4.2 Molekiiler Doking Calismalar

Atorvastatin ile gergeklestirilen doking c¢alismalarinda hedef olarak TNF-o (PDB
ID:2AZ5) (He vd., 2005), IL-1p (PDB ID:8C3U) (Blank vd., 2023) ve Kaspaz-3 (PDB
ID:4QTX) (Cade vd., 2014) secilmistir. Her tii¢ kristal ile gergeklestirilen doking
caligmalarinda elde edilen skorlar Tablo-4.1.’de sunulmustur. Tabloda kontrol-1 bilesigi
PDB ID:2AZ5 icin ligand olan 6,7-Dimetil-3-[(metil{2-[metil({1-[3-
(triflorometil)fenil]-1H-indol-3-il}metil)amino]etil}amino) metil]-4H-kromen-4-on

molekilidir. 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
molekilidir. Kontrol-3 bilesigi ise PDB ID:4QTX i¢in ligand olan staurosporin
molekilidir. Elde edilen veriler atorvastatin molekilinin PDB ID:2AZ5 kristali (TNF-
a) icin doking skorunun -4.974 oldugunu gostermektedir. Bu kontrol bilesigin doking
skoru (-3.813) ile kiyaslanildiginda daha kontrol bilesigine gore daha az afinite
gosterdigi yorumu yapilabilir. Atorvastatin molekiiliiniin PDB ID:8C3U kristali (IL-1p)
icin doking skorunun -5.170 oldugu goriilmektedir. Bu kontrol bilesigin doking skoru (-
9.894) ile kiyaslanildiginda daha gii¢lii bir ilgisi oldugunu gostermektedir. Son olarak
atorvastatin molekulinin PDB ID:4QTX kristali (kaspaz-3) icin doking skorunun -
7.051 oldugu goriilmektedir. Bu kontrol bilesigin doking skoru (-4.042) ile
kiyaslanildiginda daha uzak bir degerdir. Atorvastatin molekiilii kaspaz-3 enzimine

afinitesinin kontrol bilesiginden daha az oldugu diisiiniilebilir.
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Cizelge 4.1 Atorvastatin molekiluntin TNF-o (PDB ID:2AZ5), IL-15 (PDB 1D:8C3U) ve kaspaz-3 (PDB 1D:4QTX) kristalleri icin doking skorlar:

PDB ID:2AZ5 PDB 1D:8C3U PDB ID:4QTX
Bilesik
Doking skoru  Glide scoru  Glide e-model Doking skoru  Glide scoru  Glide e-model  Doking skoru  Glide scoru  Glide e-model
Atorvastatin -4.974 -4.974 -46.182 -5.170 -5.170 -63.420 -7.051 -7.051 -81.125
Kontrol-1 -3.813 -4.659 -41.440 - - - - - -
Kontrol-2 - - - -9.894 -9.894 -134.925 - - -
Kontrol-3 - - - - - - -4.042 -4.163 -48.122
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Atorvastatin molekulinin TNF-a (PDB ID:2AZ5), IL-1p (PDB 1D:8C3U) ve kaspaz-3
(PDB ID:4QTX) kristalleri ile yapilan doking calismalari sonucunda elde edilen
etkilesimler Cizelge 4.2°de sunulmustur. Doking g¢aligmalar1 sonucunda elde edilen
pozlarm iki boyutlu ve {i¢ boyutlu gorselleri Sekil 4.3-4.8 arasinda sunulmustur.

Cizelge 4.2 Atorvastatin molekiliniin TNF-« (PDB ID:2AZ5), IL-15 (PDB 1D:8C3U) ve kaspaz-3 (PDB
ID:4QTX) kristalleri igin aminoasit etkilesimleri ve tipleri

Kristal Atorvastatin molekiiliiniin aminoasit etkilesim cesitleri
PDB ID:2AZ5 Tyr59 ile pi-pi etkilesimi; GIn149 ile hidrojen bagi
PDB ID:8C3U Asn102 ile ikili hidrojen bagi; Lys55 ile tuz kopriisii; Lys94 ile katyon-pi

etkilesimi; GIu50 ile aromatik hidrojen bagi; Lys92 ile aromatik hidrojen bagi;

Ser45 ile aromatik hidrojen bagi

PDB ID:4QTX Phe256 ile iki adet pi-pi etkilesimi; Ser251 ile hidrojen bagi; Trp206 ile pi-pi
etkilesimi; Ser205 ile hidrojen bagi; Arg207 ile hidrojen bagi; Arg64 ile hidrojen

bagi; Arg64 ile tuz kopriisii; GInl61 ile hidrojen bag:
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5 TARTISMA
5.1 Atorvastatinin Erkek Reprodiiktif Sistem Toksisitesinin Degerlendirilmesi

Kolesterolii diisiirebilmek i¢in kullanilan ilk tercih ilag statinlerdir. Statinler, yillardir
hiperkolesterolemi tedavisinde en ¢ok tercih edilen ilag grubu olmuslardir ve
kardiyovaskuler hastaliklarin birincil ve ikincil Onlenmesinde en fazla kullanilan
ilaglardandir (Ference vd., 2017). Atorvastatin en c¢ok tercih edilen statin grubu
ilaglardan biridir ve HMG CoA rediiktaz enzimini inhibe ederek etkisini gostermektedir.
10 mg, 20 mg, 40 mg ve 80 mg dozlarinda dislipidemi tedavisinde regete edilmektedir
(Svvs vd., 2013). Diisiik dozlarda kolesterol diisiiriicii etkisine ilave olarak, terapotik
yararli pleiotropik etkileri de bulunmaktadir (Zhou ve Liao, 2010). Ornegin;
antiinflamatuar ve antioksidan ozellikleri diisik dozlarda ortaya ¢ikmaktadir.
Atorvastatin icin antiinflamatuar, antioksidan, kardiyoproteksiyon, nefroproteksiyon,
immiinosupresif, antitlimoral gibi biyolojik ve farmakolojik 6zellikler rapor edilmistir
(Crevar-Sakac vd., 2016).

Atorvastatin yiiksek dozda alindiginda; sperm sayisinda, sperm canliliginda, sperm
hareketliliginde ve seminal s1v1 igeriginde olumsuz etkiler ve nefrotoksisite, testis agrisi,
erektil disfonksiyon gibi durumlar ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica miyalji, kas atrofisi ve
rabdomiyoliz gibi advers etkiler gézlenmektedir. Atorvastatinin insan Ureme sistemi
iizerindeki etkileri tartisma konusudur. Hiperkolesterolemik hastalarm bu ilaci
kullanmas1 durumunda dolasimdaki testosteron konsantrasyonu ve sperm Kkalitesi
azalabilmektedir (Solomon ve Freeman, 2008; Pons-Rejraji vd., 2010; Naeimi vd.,
2017; Omolaoye vd., 2022). Atorvastatinin; oksidatif strese karsi koruma saglayan
enzim olan koenzim ql0 iizerinde inhibitor etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bu
durum, atorvastatinin erkek tireme fonksiyonlarma etkisi bakimindan endise meydana
getirmektedir (Littlefield vd., 2014; Omolaoye vd., 2022).

Sertoli hiicrelerinin, siganlarin testisinde spermatogenezin hormonal diizenlenmesinde
kritik bir 5nem tasidig1 diisiiniilmektedir. Insan dokusundan saf hiicre popiilasyonlarinin
izolasyonundaki zorluk sebebiyle, insanlardaki Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlar:
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Lipshultz vd., 1982). Glnimuzde, insan
gonadotropinlerinin Sertoli veya Leydig hucreleri Uzerindeki fonksiyonel etkilerini
degerlendirmek i¢in tasarlanmig in vitro birlestirilmis prepubertal testis benzeri

biyomimetik organ kiiltlirii sistemi bulunmamaktadir. Boyle bir modele erigmenin,
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erkek infertilitesinin tedavisi i¢in yeni yaklasimlarin gelistirilmesine yardimer olacagi
belirtilmistir. Sertoli hiicreleri esas olarak FSH ve testosteronun diizenlenmesi altinda
spermatogenezi desteklemektedir. Reseptorleri yalnizca Sertoli hiicrelerinin tizerinde
bulunan FSH, Sertoli hiicre fonksiyonunun ana hormonal diizenleyicisidir ve ayni
zamanda Leydig hiicreleri tarafindan androjen iiretimini modiile ederek spermatogeneze
dogrudan ve dolayli olarak katkida bulunmaktadir (Arato vd., 2018).

Sertoli hiicrelerinin testis fonksiyonundaki etkin rolleri vurgulanmaktadir. Germ hiicresi
farklilagmasi i¢in in vitro kiiltiir sistemlerinin gogunlugunda Sertoli hiicreleri gereklidir.
Ayrica Sertoli hiicrelerinin sayis1 testislerin destekledigi germ hiicrelerinin
popuilasyonuyla dogrudan iligkilidir. Bu karmasik hiicresel ve molekiiler etkilesimlerin
arastirilmasi, spermatogenik fonksiyon bozuklugunun sebeplerini daha iyi anlamak ve
erkek kisirliginin klinik yorumlanmasi ve tedavisi i¢cin yeni bir yaklasimi temsil etmek
acisindan ¢ok onem tasimaktadir (Griswold, 1998).

Calismamizda; Leydig ve Sertoli hiicrelerine karsi atorvastatinin sitotoksik etkisi
gozlenmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Bu sitotoksik etki Sertoli hicrelerinde, Leydig
hicrelerine gore daha fazla gériilmiistiir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Yapilan onceki bir ¢calismada; glinde 10 mg atorvastatinin 17 gen¢ ve saglikli erkege
etkisi bes aylik siire boyunca degerlendirilmistir. Toplam sperm sayisinda diisiis ve
morfolojik olarak anormal spermatozoada artma bildirilmistir. Atorvastatin tedavisinden
sonraki 3 aya kadar spermin kapasitasyonunu da olumsuz anlamda etkilemistir (Pons-
Rejraji vd., 2014). Mevcut literatiirdeki ¢aligmalar; atorvastatin kullanilmasindan sonra
gbzlemlenen olumsuz etkiyi, esas olarak bozulmus hormonal dengeye ve daha
sonrasinda spermatogenezin bozulmasina, testis ve spermatogenetik yapilarin
degismesine baglamaktadwr (Klinefelter vd., 2014). Leydig hiicreleri testosteron
hormonunu salgilamaktadir. Steroidogenez esnasinda Leydig hiicreleri LDL reseptorleri
yoluyla ya da de novo sentez yoluyla kolesterolii kandan emmektedir. Bununla beraber
atorvastatin uygulanmasi tizerine dolagimdaki LDL kolesterol azalmaktadir. Bu da
Leydig hiicrelerinde daha az sayida kolesterol bulunmasma yol agmaktadir. Yapilan
caligmalar atorvastatin uygulanmasindan sonra LDL reseptorlerinde bir azalma
oldugunu gostermistir (De Graaf vd., 2004). LDL reseptorlerinin kolesteroliin Leydig
hiicrelerine  taginmasma yardim edememesi, bu hiicrelerdeki kolesteroliin
biyoyararliligin1 bozmaktadir. Dolayistyla Leydig hiicreleri sadece kolesteroliin yeniden

sentezine bagimli hale gelmistir. Bundan dolayi, testosteron sentezi i¢in kolesterol
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biyoyararlanimmnin ~ olmamasi1  sonradan  testosteronda  azalma  meydana
getirebilmektedir. Bu durum da libido azalmasmma ya da bazi durumlarda erektil
disfonksiyona yol agabilmektedir (Rastrelli vd., 2018; Omolaoye vd., 2023).

Sicanlar tizerinde yapilan onceki bir ¢aligmada; atorvastatin 20 mg/kg/giin kullanilmis
ve on iki haftanin sonunda spermatogenetik aktivite agisindan sonuglar
degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak; Sertoli hiicrelerinde spermatogonia, spermatosit,
seminifer tiiblil capinda azalma goriilmiistiir. Ayrica testislerde hiicresel sinirlarda kayip
yasanmistir. Genel olarak spermatogenez siirecine zarar verildigi goriilmiistiir (Akdeniz
vd., 2020).

Yapilan bir baska caligsma; atorvastatin tedavisi esnasinda ve tedavinin birakilmasindan
3 ay sonrasinda toplam sperm sayisi, canliligi ve hareketliligi gibi parametrelerde
onemli derecede degisiklik oldugunu gdostermistir. Ayrica; atorvastatin tedavisi
esnasinda deneklerin %35’inde ve tedavi kesildikten sonra hastalarin %65 ’inde en az bir
degisen semen parametresinde degisiklik oldugu goriilmiistiir. Bu durum, atorvastatinini
erkek reprodiiktif sistem bakimindan giivensiz oldugunu diistindiirmiistiir (Pons-Rejraji
vd., 2014).

Hem hayvan hem de insan ¢aligmalarindan elde edilen bulgular; dolagimdaki testosteron
azalmasinin, proinflamatuar sitokinlerin liretiminde bir artisga sebep oldugunu ileri
stirmektedir (Mohamad vd., 2018). Atorvastatinin testis agrisma neden olabilecegi
bildirilmistir ancak mekanizmas:1 bilinmemektedir (Linnebur ve Hiatt, 2007).
Atorvastatinin, testis agrisina sebep olma olasiligimi1 dogru bir sekilde saptamak igin
gecirgenligi ya da testis mikro ortamina tasinmasi arastirilmalidir (Leite vd., 2018).
Testosteron seviyesindeki azalma; erkek reprodiiktif sistemin islevinin degismesi, testis
fonksiyonunun ve spermatogenezin bozulmasi gibi patolojilerle iligkilidir (Klinefelter
vd., 2014). Yapilan ¢alismalar; dolasimdaki testosteronun azalmasinin, proinflamatuar
sitokinlerin {iretiminin artmasiyla iligkili oldugunu géstermistir. Yapilan hipogonadizmli
bir hayvan modeli ¢aligmasinda; azalan testosteron seviyeleri, 1L-6, IL-1 ve TNF-a
gibi yiliksek inflamatuar sitokinlerle iliskilendirilmistir. Testosteron tedavisi sonrasinda
sadece IL-6 azaldigi gorilmistir (Kelly vd., 2013). Benzer sekilde, insan
caligmalarindan elde edilen bulgular hipogonadizmde inflamatuar sitokinlerin arttigini
gostermistir (Bobjer vd., 2013). Bu durum azalan LH’a baglh olarak ortaya ¢ikan
bozulmus steroidojenezin, pro-inflamatuar sitokinlerin toplanmasinin baglatilmasina

yardimct olabilecegi ve bunun da daha sonra uzun siireli patolojik durum {izerine
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inflamasyonla sonuglanacagi anlammna gelmektedir (Omolaoye vd., 2023). Inflamasyon
ve agrinin ¢ift yonlii bir iliskiye sahip oldugu agiklanmistir. Ancak atorvastatin
kullaniminin testis agrist da dahil olmak {izere herhangi bir agriya sebep olup

olamayacagi konusunda tartismalar sirmektedir (Camargo vd., 2022).
5.2 Molekiiler Doking ve Toksikoloji I¢in Onemi

Pestisitler, organik kimyasallar ve agir metaller gibi ¢evrede bulunan toksik maddeler
insan sistemine zararh etkilere sebep olmaktadir. Deney hayvanlar1 genellikle ¢evresel
kimyasallarin glivenlik profilini arastirmak i¢in kullanilmaktadir. Fakat hayvanlar
istliinde yapilan calismalarin bazi sinirlart bulunmaktadir. Bundan dolayr alternatif
yaklagimlara ihtiya¢ dogmustur. Doking ¢alismasi, hayvanlara gerek kalmadan belirli
bir reseptoriin aktif kismindaki molekiillerin baglanma afinitesini tahmin eden alternatif
yontemlerdendir. Bu yontem ek olarak cevresel toksik maddelerin biyolojik hedeflere
yonelik etkilesimlerini kontrol etmek i¢in de kullanilabilmektedir. Molekiiler doking
icin piyasada farkli kullanic1 dostu yazilimlar bulunmaktadir. Fakat az sayida toksikolog

bu yontemleri toksikoloji alaninda kullanmaktadir (Gupta vd., 2020).
5.2.1 Doking testinde kullamlan yolaklar

5.2.1.1 IL-18

Ozel proteinlere baglanan ve lokositler arasindaki hiicreler arasi baglantida rol alan
proteinlere interlokin denir. Proinflamatuar proteinlerin indiksiyonu, hematopoez, Th17
hlcrelerinin farklilasmasi, fare dalaklarinda ve mezenterik lenf diigiimlerinde IL-10
iireten Breg hiicrelerinin gelisimi gibi bir¢ok islevi bulunmaktadir. IL-1 tip-1 reseptori
ve IL tip-2 resoptorii olmak tizere 2 ¢esit reseptorii bulunmaktadir (Akdis vd., 2016).

IL-1 ilk olarak atese neden olan bir protein olarak tanimlanmis, insan lokosit pirojeni
olarak isimlendirilmistir. Bu protein IL-la ve IL-1P olarak adlandirilan 2 ana
proteinden  meydana  gelmektedir. Bu iki proteinin  lokalizasyonlarinda,
olgunlagmalarinda ve salgilanmalarinda temel farkliliklar bulunmaktadir. IL-1a,
biyolojik agidan aktif form olan pro-IL-la‘ya doniigmektedir. IL-1B; inflammasom ve
kaspaz-1 aktivasyonu tarafindan islenene kadar higbir biyolojik aktivitesi olmayan pro-
IL-1B’ye doniismektedir. Her iki interlokin de IL-1 tip 1 reseptOriine baglanarak yakin
etkiler gostermektedir. IL-1 sitokin grubu; IL-1a, IL-1p, IL-18, IL-33, IL-360, IL-36f
ve IL-36y olmak iizere 7 proinflamatuar agonist ve IL-1Ra, IL-36Ra, IL-37 ve IL-38
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olmak Uzere antiinflamatuar aktiviteler uygulayan 4 tanimlanmig veya varsayimsal
antagonistle birlikte toplam 11 Gyeden meydana gelmektedir (Akdis vd., 2016).

5.2.1.2 TNF-a

TNF-a; konak savunmasinda, inflamasyonda ve apoptozda gorev alan kritik bir
pleiotropik sitokindir. Gugclt bir inflamatuar yanit1 baslatan pro-inflamatuar bir
medyator olarak gérev yapmaktadir. Ayni1 zamanda otoimmiin hastaliklarin ve tiimoriin
meydana gelmesini engelleyen bir immunosupresif medyatdr olarak hareket etmektedir.
Inflamatuar asamalarmn kapsamini ve zamanmi kisitlayarak bagisiklik homeostaziin
korunmasinda kritik bir gorev almaktadir. Mycobacterium tuberculosis ve Listeria
monocytogenes gibi hiicre ici bakteriyel enfeksiyonlara kars1 viral, bakteriyel, fungal ve
parazitik patojenlere karsi konak savunmasinda kritik bir gorev almaktadir. TNF-o
konsantrasyonunun artmasi; 1s1, sislik, kizariklik, agri ve fonksiyon kaybi gibi
inflamasyonun 5 ana belirtisini ortaya cikarmaktadir. TNF-o alerjik hastaliklarin
ozellikle astim ve atopik dermatitin ortaya ¢ikmasinda gorev almaktadir (Akdis vd.,

2016).
5.2.1.3 Kaspaz-3

Kaspaz-3, belirlenen hedef proteinlerin parcalanmasma baglant1 kurulmasmi saglama
kabiliyetleriyle taninan Sistein-ASPartik proteASES (sistein proteazlari) ailesinin bir
uyesidir. Kaspazlar ilk olarak inaktif zimogenler olarak tiretilmektedir. Zimogenler ayni
zamanda prokaspazlar olarak isimlendirilmektedir. Uretim sonrasinda bircok cesitli
belirli i¢ ve/veya dis sinyaller tarafindan aktivasyona tabi tutulmaktadir. Prokaspaz-3’iin
molekiil yapisi; bir N-terminal prodomain ve p20 olarak adlandirilan bir biiytik, digeri
p10 olarak adlandirilmakta olan bir kiigiik birim olmak tizere iki alt birim icermektedir.
Bu iki alt birim, olgun proteazin katalitik bakimdan aktif cebini olusturmaktadir
(Sakamaki ve Satou, 2009; Julien ve Wells, 2017; Eskandari ve Eaves, 2022).

Kaspaz-3 sistein-aspartik asit proteazidir. Doku farklilagmasi, rejenerasyonu ve sinir
gelisimindeki onemli rollerinden dolayr son donemlerde fazlaca ilgi gdrmektedir.
Kanser, kalp yetmezligi ve norodejeneratif bozukluklar gibi bazi hastaliklarin
yonetilmesinde kaspaz-3’iin terapotik kullaniminda ¢ok sayida gelisme gozlemlenmistir
(Asadi vd., 2022).
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5.2.2 Erkek reproduktif sistem igin IL-1p, TNF-a ve Kaspaz-3’iin 6nemi

TNF-a, Leydig hiicrelerinin steroidogenezinde gonadal fonksiyonlarinda inhibitor
olarak gorev yapmaktadir. TNF-a’nin testikiiler steroidogenezi diizenledigi
mekanizmalarin anlagilmasi, erkek tireme bozukluklarmin tedavisi ve engellenmesi i¢in
yeni klinik miidahalelerin tasarlanmasinda yardimei olacaktir (Sadasivam vd., 2015).
IL-1B; fizyolojik kosullar altinda Leydig hiicreleri, testis makrofajlari, Sertoli hiicreleri
ve farklilagma siireglerindeki germ hiicreleri gibi ¢esitli testis hiicrelerinde
bulunmaktadir. IL-1B’nin germ hiicrelerinin ve Leydig hiicrelerinin ¢ogalmasimni
etkiledigi gosterilmistir (Huleihel ve Lunenfeld, 2002; Lysiak, 2004; Syriou vd., 2018).
Kaspazlarin sperm farklilasmasi ve testis olgunlugundaki rolleri ilgi c¢ekmektedir.
Kaspaz-3’tin anormal sperm parametresi, tertis torsiyonu, varikosel ve germ hicreli
timorler gibi birden fazla androlojik patolojinin patogenezinde rol oynadigi bilinmesine
ragmen, anormal apoptozisli insan testislerindeki rolleri hakkinda simdilerde fazla bilgi

bulunmamaktadir (Said vd., 2004; Kim vd., 2007).
5.2.3 Atorvastatinin; TNF-a, IL-1p ve Kaspaz-3 ile iliskisi

Bu tez calismasmin sonuglarina gore, atorvastatin ile IL-1p  iliskisinin kuvvetli
goriindiigii ve olast mekanizma olarak bu molekiille etkilesiminin {izerinde
durulabilecegi belirlenmistir. Atorvastatin ile yapilmis 6nceki ¢alismalarla atorvastatinle
sitokin cevabi arasinda net bir iliski ortaya konmamustir (Jamel vd., 2013).

Yapilan galismalarda; atorvastatin, belirli yolaklar Gistiinden hem oksijenaz-1’i aktif hale
getirerek lipopolisakkarit (LPS) kaynakli TNF-o ekspresyonunu ve Qretimini
azaltabildigi gosterilmistir. Bu durum atorvastatinin 6zellikle aterosklerotik hastaligi
olanlarda sepsis gibi inflamatuar hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegini
diistindiirmektedir (Wang vd., 2014). Atorvastatinin; sistemik lupus eritematozus (SLE)
hastalarinda TNF sistem molekiillerinin plazma seviyelerini azaltmadaki etkinligini
O0lgme amaciyla yapilan caliymada, atorvastatin TNF-o’nin ¢oziiniir reseptorlerinin
sayisini azalttig1 gosterilmistir. Bu da, TNF-o’nin plazma seviyelerinin SLE aktivitesi
ve aterosklerozda gorev yapabilecegini ve yeni tedaviler icin bir segenek olarak
degerlendirilebilmektedir (Ferreira vd., 2016). Fakat baz1 durumlarda da atorvastatinin
arteriyel hiicre duvari inflamasyonunu azaltamadigi ve ilgili sitokinleri etkilemedigi

sonucuna varilmistir (Hoogeveen vd., 2021).
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Vendz tromboembolizm (VTE) ve inflamasyon arasinda iliski oldugu bulunmustur.
VTE riskini diisiirebilecek ilag olan atorvastatinin, kardiyovaskiler risk durumunda olan
hastalarda antiinflamatuar ~ 6zellik  gosterdigi  kesfedilmistir.  Atorvastatinin
antiinflamatuar etkilerinin VTE hastalarinda goriiliip goriilemeyecegi arastirilmistir.
Sonug olarak; VTE hastalarinda 3 giinliik atorvastatin kullanilmasit durumunda, C-
reaktif protein seviyelerinde azalmaya sebep olmadan inflamasyonu azaltmaktadir. Aort
koarktasyon onarimma sahip olan olgularda 4 haftalik atorvastatin tedavisi
uygulanmistir. Tedavi sonucunda dolasimdaki IL-1B diizeyleri azalmistir. Atorvastatin
endotel fonksiyonunu ciddi derecede iyilestirmis, sistemik inflamasyon durumunu
baskilamustir (Brili vd., 2012; Zoékcinski vd., 2013; Liberale vd., 2019).

Ote yandan, statinlerin antiinflamatuar rolii yaygin olarak kabul edilmesine ragmen,
yapilan cesitli caligmalar bu molekiillerin paradoksal agidan bagisiklik hiicrelerinde
protein prenilasyonunun diismesinin bir sonucu olarak en Onemli proinflamatuar
sitokinler arasinda bulunan IL-1p 0retimini gogaltabilecegini gostermistir. IL-1P
atorvastatin ile tedavi olan yag dokusunda insiilin direncini indiiklemek ic¢in
gerekmektedir (Henriksbo ve Schertzer, 2015; Henriksbo vd., 2019).

Statinlerin IL-1p ile iliskisi, inflammasom aktivasyonu iizerinden ger¢eklesmektedir.
Statinler, 06zellikle NLRP3 inflammasomunu aktive ederek, IL-1B iretimini
artrrabilirler. Statinler, mevalonat yolunda prenilasyon adi verilen bir siirecte rol
oynayan isoprenoidlerin sentezini inhibe eder. Bu slreg, IL-1p iiretimini artiran bir
mekanizmadir. Ancak statinler tek basina inflammasomun tam aktivasyonu i¢in yeterli
degildir; bakteriyel LPS gibi dig uyaranlarla inflammasomun olgunlasmasi gerekir.
Fluvastatin gibi baz1 statinler uzun siireli kullanildiginda insiilin direncine yol acabilir
ve IL-1p tiretimini artirabilir. Bunun yani sira, lovastatin gibi statinler de reaktif oksijen
tarleri (ROS) Uretimini artirarak, LPS ile sinerji i¢inde IL-1p salinimni artirabilir. Statin
kaynakli inflammasom aktivasyonu ve IL-1f iiretimi, diyabet gibi metabolik
hastaliklara yol acabilmektedir (Liberale vd., 2019).

Kaspaz-3, iskemi reperflizyon hasarinin inflamasyonu ve apoptozunda gorev alan kritik
bir molekiildiir. Atorvastatinin, iskemi reperfiizyon hasarini 6nledigi bilinmektedir.
Fakat etki mekanizmasmin nasil oldugu hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir. Kaspaz-3
aktif protein par¢alanmasini ya da S-nitrozilasyonunu etkilemeden, atorvastatin direkt
olarak kaspaz-3 aktif enzimini in vitro doza bagimli olarak inhibe etmistir.

Atorvastatinin bu yeni inhibitér mekanizmasi, iskemik bdbreklerde reperfiizyon
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toleransini iyilestirmektedir. Ayrica transplant alicilarina yarar saglayabilmektedir
(Haylor vd., 2011; Yang vd., 2015).

Ote yandan, olas1 toksisite s6z konusu oldugunda ise atorvastatinin mitokondriyal
membran potansiyelini belirgin sekilde azalttigini, Bcl-2 ailesi protein dengesini
bozdugunu, sitozolde sitokrom c¢ salinimini arttirdigini, Apafl, kaspaz-9, -3, boliinmiis
PARP proteini seviyelerini arttirdigini ve sonugta apoptotik hiicre 6liimiine yol agtig1
gosterilmektedir. Bu calisma, atorvastatinin MAPK'lar, mitokondri ve ER bagiml
sinyal yolu araciligiyla karaciger dokusu toksisitesini indiikledigini, kalsiyum iyonlar1
ve ROS'un apoptotik sinyalin 6nemli aracilar1 olarak hareket ettigini ortaya koymaktadir
(Pal vd., 2015).
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6 SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada; atorvastatinin, MTT testinde TM3 Leydig ve TM4 Sertoli
hicrelerine uygulanan farkli konsantrasyonlarinda hiicre canliligimn1 6nemli Olcude
azalttig1 gozlenmistir. Leydig ve Sertoli hiucreleri spermatogenez stirecinde énemli rol
oynamaktadir. Bu hiicrelerin  inhibisyonu spermatogenez  siirecini olumsuz
etkilemektedir. Hiperlipidemi tedavisinde siklikla kullanilan atorvastatinin, erkek
reproduktif parametreler bakimindan toksik etkilere yol acabilecegi TM3 Leydig ve
TM4 Sertoli hiicre canlilig1 sayisindaki azalmadan anlasilmistir. Ciinkii bu hiicrelerin
sayisindaki azalma, spermatogenez surecini olumsuz olarak etkileyip erkeklerde sperm
tretimini azaltacaktir. Atorvastatin kullanan hastalarda reprodiiktif fonksiyonlarin ve
muhtemel fertilite seviyelerinin klinik agidan tammlanma ihtiyaci bulunmaktadir. Ote
yandan olas1 mekanizma olarak atorvastatin ve IL-1p etkilesimi bu ¢alismayla ortaya
konmustur. Alternatif calismalarla da bu biyogosterge iizerine gereken Onem
verilmelidir. Calismalarla; hastalarda atorvastatin kullanmaya baslanmadan once ve
atorvastatin  kullandigi  donem slresince sperm parametreleri incelenmelidir.
Atorvastatinin sperm kalitesine yaptig1 etkiler konusunda hastalar bilgilendirilmelidir.
Ayrica hastalarin hormon diizeyleri de incelenmeli, LH ve FSH gibi spermatogenez
stirecinde 6nemli rol oynayan hormonlarin bu tedaviden nasil etkilenebilecegi hastalara
aciklanmalidir. Bu baglamda; saglik sektoriindeki personellerin atorvastatin tedavisi
alan ve ayn1 zamanda iireme potansiyeli olan hastalara, atorvastatinin potansiyel advers
etkilerini anlatmas1 gerekmektedir. Sonug¢ olarak; atorvastatinin doza bagli olarak erkek
reprodiiktif sistem iizerine olumsuz etki gosterdigi yapilan calismada gosterilmistir.
Fakat hiperlipidemik ve ayni zamanda reprodiiktif donemdeki hastalarin atorvastatin
tedavisinden gorecegi etkilerin incelenebilecegi, daha kapsamli deneysel arastirmalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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