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OZET

KARVEDILOLUN ERKEK REPRODUKTIF SISTEM HUCRE DIiZILERINDE
TOKSIiSITESININ DEGERLENDIRILMES]
Lubana HALAWANI
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Lisanstistii Egitim Enstitiisii, Mayis 2024
Danigsman: Prof. Dr. Bllent ERGUN

Reproduktif saglik ile iligkili problemler giiniimiizde insanlarin yasam kalitesini
etkilemektedir. Epidemiyolojik c¢alismalar son yillarda insanlarda sperm Kkalitesinin
azaldigim isaret etmektedir. Bu durum ilaclar dahil artan cevresel maruziyetler ile
iligkilendirilmistir. Tekrarlayan dozlarda maruz kalinan ilaglarin da insanlarda sperm
kalitesini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Bu tez ¢alismasinda, tekrarlayan dozlarda
kardiyavaskiiler hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilan karvediloliin in vitro olarak
TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicreleri Gzerindeki sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi
ve olasi toksisitenin altinda yatan bir mekanizma olarak hiicre dizilerinde reaktif oksijen
tlirlerinin miktarinin belirlenmesi amaglanmistir. Sonug¢larimiz karvediloliin hem TM3
Leydig hem TM4 Sertoli hiicrelerinde doza bagimli olarak sitotoksik etkili oldugunu
gostermistir. Diger taraftan TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hicrelerinde karvedilol ile
reaktif oksijen tdrlerinin dretiminin indiklenmedigi tespit edilmistir. Buna gore
karvediloliin testikiiler yapmin hlicresel bilesenleri olan Leydig ve Sertoli hiicreleri
Uzerinde direkt toksik etkilerinin oldugu soylenebilir. Oksidatif stresin bu ajan ile
indiiklenip indiiklenmedigini anlamak i¢in hiicresel antioksidanlarin da seviyelerinin

belirlenmesinin gerekliligi vurgulanabilir.

Anahtar Sozcukler: Karvedilol, Reproduktif toksisite, Oksidatif stres.



ABSTRACT

ASSESSMENT OF THE TOXICITY OF CARVEDILOL ON MALE
REPRODUCTIVE SYSTEM CELLS
Lubana HALAWANI
Department of Pharmaceutical Toxicology
Anadolu University, Institution of Graduate Schools, Mayis 2024
Supervisor: Prof. Dr. Bulent ERGUN

Reproductive health-related problems are currently affecting people's quality of
life. Epidemiological studies in recent years have indicated a decline in sperm quality
among humans. This condition has been associated with increased environmental
exposures, including medications. It is hypothesized that repeated exposure to certain
drugs can also impact sperm quality in humans. This thesis aims to evaluate the cytotoxic
effects of carvedilol, which is a drug that is commonly used in the treatment of
cardiovascular diseases, on TM3 Leydig and TM4 Sertoli cells in vitro, and to determine
the amount of reactive oxygen species in the cell lines as an underlying mechanism of
potential toxicity. Our findings indicate that carvedilol exhibits dose-dependent cytotoxic
effects on TM3 Leydig and TM4 Sertoli cells. However, it was observed that carvedilol
did not induce the production of reactive oxygen species in these cell lines. Accordingly,
it can be concluded that carvedilol has direct toxic effects on Leydig and Sertoli cells,
which are cellular components of the testicular structure. The necessity of determining
the levels of cellular antioxidants to understand whether this agent induces oxidative

stress is emphasized.

Keywords: Carvedilol, Reproductive toxicity, Oxidative stress.
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KISALTMALAR DIiZiNi
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[ 2", 7'-Diklorodihidrofluoresein diasetat

DMSO : Dimetil stlfoksit
DHT : Dihidrotestesteron
DMEM-F12 : Dulbecco’s Modified Eagle's Medyum ve Ham's F-12

Nutrient karigimi

DNA : Deoksiribonukleik asit

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay
FBS : Fetal Bovine Serum

FSH : Folikiil uyaric1 hormon

GnRH : Gonadotropin salgilatict hormon

Ho : Histamin-2

HAART - Yuksek Aktif Antiretroviral Tedavi
HIV : Insan Bagisiklik Yetmezligi Viriisii
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uM : Micromolar
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1. GIRIS VE AMAC

Hipertansiyon 6zellikle kalp, bobrek, beyin ve gozleri etkileyen u¢ organ hasara
yol agcan en yaygin hastaliklardan biridir. Hem erkeklerde hem de kadinlarda
hipertansiyon ile sekstel disfonksiyon arasindaki iliskiyi degerlendiren ¢ok sayida
caligma bulunmaktadir [1, 2]. Mevcut veriler hipertansiyon ile azalmis semen kalitesinde
arasinda bir iligki oldugunu diisiindiirmektedir. Hipertansiyon tanis1 alan erkeklerde,
hipertansiyon tanis1 almayan erkeklere gore daha diisiilk semen hacmi, sperm motilitesi,
toplam sperm sayisi ve motil sperm sayisi1 tespit edilmistir [2, 3].

Beta bloker bir ilag olarak karvedilol hipertansiyonun tedavisinde yaygin olarak
kullanilan bir ilagtir. Hem beta bloker hem de alfa bloker 6zelliklerine sahip olan bir non-
selektif beta blokerdir. Bu 6zellikleri sayesinde hem kalp hizin1 diistirmekte hem de kan
damarlarin1 genisleterek kan basincini diisiirmektedir [4]. Ayrica antioksidan etkileriyle
bilinen bir ilag olan karvedilol, bu 6zelligi nedeniyle farkli patolojilerde kapsamli bir
sekilde incelenmistir. Testikiiler toksisitenin indiiklendigi farkli modellerde karvediloliin
koruyucu etkilerinin arastirildig1 ¢alismalarda karvedilol antioksidan ve antiinflamatuar
etkileriyle steroidogenezi ve spermatogenezi artirarak ve apoptozu inhibe ederek
testikiiler yapida koruyucu bir etkiye sahip olabilecegi gosterilmistir [5, 6, 7]. Diger
taraftan farkli beta-blokerlerin spermatogenez sireci tzerindeki etkilerini arastiran bir
calisgma, karvedilol dahil olmak Uzere beta-adrenerjik reseptér blokerlerinin
spermatogenez lzerinde olumsuz etkileri oldugunu gostermistir [8]. Dolayisiyla
karvedilolin erkek reproduktif fonksiyonlar1 tizerine etkilerine dair ¢alismalarin
sonugclari celiskilidir.

Var olan bilgiler dogrultusunda hipertansiyonun erkeklerde reproduktif sagligi
olumsuz etkileyebilecegi asikardir. Bu nedenle hipertansiyon tedavisinde 6zellikle de
reproduktif yaslarda siklikla kullanilan bir ila¢ olarak karvediloliin salt reproduktif
toksisitesinin  belirlenmesi oldukca Onemlidir. Bu noktadan hareketle, bu tez
calismasinda; karvediloliin erkek reproduktif toksisitesinin in vitro degerlendirilmesi ve
olasi toksisitede rol alabilecek bir mekanizma olarak reaktif oksijen tirleri (ROT)
tretiminin belirlenmesi amaglanmistur. Karvediloliin Sertoli ve Leydig hiicrelerinde
hiicre canliligina etkisinin 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum bromar
(MTT) testi ile belirlenmesi ve ROT dretiminin ise 2',7'-diklorofloresin diasetat

(DCFDA) yontemi ile degerlendirilmesi amaglanmistir.

1



2. KAYNAK BILGIiSi
2.1. Karvedilol

Karvedilol, o adrenerjik bloke edici ajan igeren ii¢ilincii nesil, se¢ici olmayan bir 3
blokerdir. Ek aktiviteleri, anti- inflamatuar, antioksidan, anti- apoptotik ve calsium
antagonist 6zelliklerine sahiptir. Karvedilol, miyokard, bronsiyal ve vaskiiler diiz kastaki
beta- adrenerjik reseptorlerin ve daha az Olgiide vaskiiler diiz kastaki a1 adrenerjik
reseptorlerin - kompetitif bir antagonistidir. Ayrica periferik vazodilator etki
gostermektedir. Konjestif kalp yetmezligi, hipertansiyon, miyokard enfarktiisii ve
miyokard enfarktiisii sonrasi sol ventrikiil disfonksiyonu i¢in tek basma veya diger
ilaglarla birlikte kullanilir [9, 10].

B1 icin B2 adrenoseptorlerinden daha secicidir (6 -39 kat). B1 adrenoreseptor bloke
aktivitesi S enantiyomerlerine atfedilir; tersine, hem (S) hem de (R) enantiyomerleri a -
adrenoseptor bloke aktivitesine sahiptir, bu da rasemik karigimin farmakolojik etkiler
iretmek icin klinik olarak kullanilmasini saglar. a-bloker enantiyomerinin antioksidan
ozellikleri, karbazol bilesenine baghdir (Sekil 2.1) [9, 10].

Karvedilol, gunde iki kez hizli salimli formda veya giinde bir kez kontrollii saliml1
formda tedavi i¢in kullanilan oral bir ilagtir. Dozaj, kan basincina ve kalp atis hiz1 yanitina
gore ayarlanir, ayrica tek basina veya diger - blokerler veya digoksin gibi kombinasyon
ilaglar1 olarak kullanilabilir, bu duruma bagl olabilir, doz giinde iki kez 3.125 mg ila
giinde iki kez 25 mg arasinda degisir. Tedavi izlenebilir; diisiik dozlarda baglanacak ve
kademeli olarak hasta toleransina bagli olarak etkili ve istenen bir doza titre edilecektir
[11-13].
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Sekil 2.1. Karvedilolin kimyasal yapis1 [10]



2.1.1. Karvedilolin farmakokinetik ozellikleri

Karvedilol oral uygulama ile iyi emilir; 1 -2 saat sonra pik plazma
konsantrasyonuna ulasilir; gida emilim hizini etkiler ancak ilacin etkinligini etkilemez;
karvediloliin eliminasyon yar1 6mrii genellikle 6-7 saattir; karaciger onu yogun bir sekilde
metabolize eder, metabolitler safra yoluyla diskiya atilir [9-13].

Non-selektif B bloker ve a1 bloker olan ve intrinsik sempatomimetik aktivite
uzerine etkisi olmayan karvedilol, konjestif kalp yetmezligi, anjina, hipertansiyon ve
miyokard enfarktiisii sonrasi sol ventrikiil disfonksiyonu gibi diger  blokerlere gore daha
fazla avantaja sahiptir ve daha fazla hastalik ve vakayi tedavi edebilir. Antioksidan,

antiapoptotik, antiinflamatuar ve kalsiyum antagonisti 6zelliklere sahiptir [10].

2.1.2. Karvediloliin endikasyonu ve etki mekanizmasi

Non-selektif B bloker ve a1 bloker olan ve intrinsik sempatomimetik aktivite
iizerine etkisi olmayan karvedilol, konjestif kalp yetmezligi, anjina, hipertansiyon ve
miyokard enfarktiisii sonrasi sol ventrikiil disfonksiyonu gibi diger B blokerlere gore daha
fazla avantaja sahiptir ve daha fazla hastalik ve vakayi tedavi edebilir. Antioksidan,
antiapoptotik, antiinflamatuar ve kalsiyum antagonisti 6zelliklere sahiptir [10].

Hem koroner siniis norepinefrin hem de trans- miyokardiyal norepinefrin karvedilol
ile azaltilir. Ayrica karvedilol, New York Kalp Birligi (NYHA), sol ventrikul ejeksiyon
fraksiyonu (LVEF), inme hacmi ve inme c¢alisma indeksinde daha 6nemli bir iyilesmeye
neden olmaktadir. B1, B2 ve a1 blokaji kardiyak adrenerjik aktiviteyi azalttigindan ve asag1
regiile B1 adrenerjik yolun hassaslasmasini 6nlediginden, karvedilol diger  blokerlere

kiyasla kalbi adrenerjik stimiilasyona kars1 daha iyi koruyabilmistir [10].

2.1.2.1. Hipertansif ve vaskuler hastaliklar

Tersine gevrilebilir bir B2 bloker olan ve ayn1 zamanda a1 'i inhibe eden karvedilol,
periferik vazodilatasyon ozelliklerine sahiptir; a1 bloke edici etkisine gore periferik
vaskiiler direnci azaltir, kardiyak debiyi arttirr, kan basincmi diisiiriir (negatif inotropik
ve kronotropik etkiler) ve renin salimimini inhibe eder. Periferik vazokonstriksiyona
neden olan diger P2 blokerlerin aksine, periferik vaskiiler direncin artmasmin istenmedigi

hipertansiyon hastalarinin tedavisinde faydalidir. Kan sekeri veya serum lipid seviyeleri



etkilenmez. Ayrica, kalp yetmezliginde avantajli olan arteriyel duvar kalinlasmasini ve

lipid peroksidasyonunu azaltir [12].

2.1.2.2. Kalp hastaliklar:

Karvedilol, sol ventrikiill performansini artirdigi, ilerleyici sol ventrikiil
geniglemesini Onledigi veya kismen tersine cevirdigi, apoptozu Onledigi, pulmoner
kapiller kama basincini ve kalp hizin1 diistirdiigii, sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunu
(LVEF) 1yilestirdigi, VO2 'yi artirdigi, diger nérohormonal vazokonstriktor sistemlerin
uyarilmasini azalttig1 ve ventrikiiler aritmileri ve ani 6limii 6nledigi i¢in hafif ila siddetli
konjestif kalp yetmezligi (KKY) olan hastalarda standart bir tedavi secenegi olarak
disiiniilmelidir. Kalp yetmezligini zamanla kétiilestirebilen sempatik stimiilasyonun kalp
iizerindeki etkilerini bloke eder, mortalite ve morbiditeyi azaltir, ayrica kalbi
kardiyotoksik etkilere neden olan artmis katekolaminlerden koruyarak kalp fonksiyonunu
artirir. Miyokardiyal beta-1 adrenoseptdrlerin yukari regiilasyonuna neden olur, hiicre i¢i
kalsiyum dagilimindaki anormallikleri diizeltir, siirekli nitrogliserin tedavisi alan KKY

hastalarinda karvedilol nitrat toleransinin gelismesini 6nleyebilir [9, 10, 13].

2.1.3. Karvediloliin kontrendikasyonlari

Siddetli hipotansiyon, ikinci veya tigiincii derece AV blok, siniis digimi
yetmezligi sendromu, fonksiyonel kalp pili yoklugunda siddetli bradikardi, inotropik ajan
ile tedavi gerektiren ciddi dekompanse kalp yetmezligi, metabolik asidoz ve
feokromositoma (a blokaji ile yeterince kontrol edilmedikge), asir1 duyarlilik reaksiyonu
Oykiisii olan hastalar, astim, Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH), bronkospazm
veya reaktif hava yolu hastaligi oykiisii olan hastalar; ayrica beta - bloker 0zellikleri
nedeniyle aktif hiriltili hastalarda kullanimdan kagmnir ve siddetli karaciger yetmezligi
olan hastalarda kontrendikedir. Karvediloliin hamile veya emziren kadinlarda
kontrendike olduguna dair bir kanit yoktur, ancak diger ilaglar1 kullanmak daha

guvenlidir [9, 11, 13].

2.1.4. Karvedilolin ilag-ilag etkilesimleri
Antidepresanlar (fluoksetin, duloksetin, paroksetin ve bupropiyon) CYP2D6 'nin
giiclii inhibitorleridir; hipotansiyon, bradikardi gibi olumsuz etki riskini artiran plazma

karvedilol seviyesini artirabilir [11].



Klonidin, karvediloliin etkilerini azaltabilir ve kan basincini ve kalp atig hizini
artirabilir. Kalsiyum kanal blokerleri (diltiazem veya verapamil) ile karvedilol
uygulandiginda iletim bozukluklar1 olusabilir. Reserpin ve monoamin oksidaz
inhibitorleri, karvedilol ile birlikte verildiginde, hipotansiyona ve/veya ciddi bradikardiye
neden olabilir. Rifampin ile birlikte uygulandiginda karvedilol plazma seviyesi
diisebilirken, simetidin ile birlikte uygulandiginda artabilir [9].

Karvedilol kan sekerini artirabilir, bu da instlin ve oral hipoglisemiklerin etkisini
azaltabilir. Karvedilol, siklosporinin plazma seviyelerini artirabilir [9].

Karvedilol ile uygulandiginda digoksin plazma seviyesi artabilir, yavas AV
iletimine neden olabilir; 6te yandan, hem karvedilol hem de digoksin AV iletimini
yavaglatabilir ve kalp atis hizin1 diistirebilir, bu nedenle kombinasyon bradikardi riskini

artirabilir [9, 11].

2.1.5. Karvediloliin advers etkileri

Diger B- blokerlerle karsilastirildiginda, karvediloliin doza bagli daha az yaygin yan
etkisi vardir. Iyi tolere edilen bir ilagtir. a-blokerleri ve vazodilator etkileri nedeniyle, en
sik goriilen yan etkiler siddetli hipotansiyondur; semptomlar arasinda bas agrisi,
yorgunluk ve bas donmesi bulunur. B-blokaj 6zelliklerinin dispne, bronkospazm,
bradikardi, halsizlik ve asteni gibi baska olumsuz etkileri de vardir. Diger advers
reaksiyonlar arasinda iktidarsizlik, depresyon, hafiza kaybi, kilo alimi, asteni, 6dem,
bradikardi, hipotansiyon, senkop, anjina, ishal, bulanti, kusma, hiperglisemi, anormal
goérme, AV blok, hiperestezi, parestezi, somnolans, dispne, anemi, postiral hipotansiyon
ve trombositopeni bulunur. ilacin aniden kesilmesi rebound hipertansiyona yol acabilir.
Karvedilol hepatotoksisitesi nadirdir; aminotransferaz seviyelerinde hafif ila orta dereceli
yukselmeler meydana gelebilse de asemptomatiktir, karvedilole veya metabolitlerine

kendine 6zgii bir yanitla iligkili olabilir ve tedaviye devam edilse bile iyilesebilir [9, 11].

2.2. Erkek Reproduktif Fizyolojisi ve Spermatogenezi

Spermatogenez, hiicresel siirecleri ve niikleer doniisiimleri iceren bir¢ok adimi olan
cok karmasik bir biyolojik mekanizmadir. Mitotik ve mayotik hiicresel cogalmay1 ve
sonucta bir ovumu dolleyebilen ve yavru Uretebilen genetik olarak benzersiz bir erkek
gamet iireten 6nemli hiicre yeniden sekillenmesini igerir. Birgok intrinsik ve ekstrinsik

etki bunu siirdiiriir ve endokrin, parakrin ve otokrin faktorler arasindaki karmasik bir
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etkilesim spermatogeneze neden olabilir. Spermatogenez, kan-testis bariyeri tarafindan
olusturulan bir mikro ¢evrede gergeklesir; testis Leydig, Sertoli ve germ hiicrelerinden
olusan Onemli bagisiklik bolgeleridir; sperm seminifer tiibiillerde iiretilir. Bu siire¢
hipotalamik-hipofiz-gonad (HPG) ekseni tarafindan baslatilir; hipotalamus,
spermatogenez i¢in onemli olan luteinize edici hormon (LH), folikiil uyarict hormon
(FSH), adrenokortikotropik hormon, prolaktin, biiylime hormonu ve tiroid uyarici
hormonun salgilanmasini diizenleyen gonadotropin salgilayan hormonu (GnRH) salgilar.
LH, testosteron sentezlemek i¢cin Leydig hiicreleri ile etkilesime girerken, FSH olgun
sperm tiretmek i¢cin Sertoli hiicreleri ile etkilesime girer. Geri bildirim mekanizmalar1
spermatogenezi etkiler [14-16].

Testosteron, optimum spermatogenezi etkileyen bir bilesendir. LH kolesterolii
testosterona doniistiiriir ve Leydig hiicreleri tarafindan salgilanan testis i¢indeki
testosteron konsantrasyonu yeterli oldugunda, negatif bir geri bildirim mekanizmas1 FSH
ve LH'nin hipofizden saliniminda bir azalmaya neden olur, ayrica GnRH saliniminda bir
azalma olur, bu da testosteron seviyelerini diisiiriir. FSH, siklik adenozin monofosfata
bagimli protein kinazi uyaran siklik adenozin monofosfat seviyelerini arttirir; sonug
olarak, androjen baglayici proteinin (seks hormonu baglayici globiilin [SHBG]) ve
testosteronu Ostradiole doniistiiren aromataz enzimi CYP19 'un {iretiminde bir artis vardir.
Ostrojen kemik metabolizmasi, viicut yag regiilasyonu ve erkek cinsel fonksiyonunda
hayati 6neme sahiptir. Ayrica, testosteron Sa-rediiktaz ile dihidrotestosterona (DHT)
indirgenir; bu metabolit oldukca gucludur ve testosteronun kritik biyolojik aktivitelerinin
cogunu olusturur. Sertoli hiicreleri tarafindan tiretilen inhibin ve aktivin, en olumsuz geri
besleme FSH yanitlaridir; inhibin, FSH sekresyonunu inhibe eder, bdylece aktivin
tarafindan FSH stimiilasyonunu etkiler. Hipofiz bezinde sentezlenen follistatin, aktivine
baglanir ve fonksiyonunu inhibe eder. Androjen reseptdr mutasyonlari, testislerde
testosteron ve DHT'nin etkisini etkileyerek veya gonadotropin Uretimini etkileyerek
fertiliteyi etkileyebilir [17].

Spermatogenez sona erdikten ve olgun bir sperm Urettikten sonra tUreme sureci
ejakiilasyon ve ereksiyon yoluyla devam eder. Parasempatik sinir sistemi erektil
fonksiyonu kontrol ederken, sempatik sinir sistemi emisyon ve ejakilasyondan

sorumludur. Seminifer tiibiiller, olgun spermatozoaya sahip seminal siviy1 epididime, vas



deferens izerinden ejakiilasyon kanallarina ve iiretraya yiikler. Seminal sivi, periiiretral

kasin kasilmasiyla iiretradan disar1 ve disi tireme kanalina piiskiiriir [15].

2.2.1. Erkek fertilite problemleri

Erkek fertilitenin yeterliligi, spermatogenezin etkinligi, steroid hormon tiretimi ve
sperm Ozelliklerinin kalitesi (sperm sayisi, motilite, morfoloji ve sperm DNA
fragmantasyonu, apoptoz gibi) ile belirlenir; spermatogenezin hassas sireglerinde
meydana gelen herhangi bir bozukluk, hormonlarin etkisi veya sperm tagmnmasi (erektil
disfonksiyon, empotans veya ejakiilasyon bozukluklar1 gibi) infertillteye yol agabilir.
Cevresel faktorler, fiziksel aktivite, beslenme, terapoétik ilaglar, uyusturucu bagimliligs,
radyasyon, toksik maddeler, hormonlar ve bunlarin metabolitleri ve bazi hastaliklar
(edinsel, konjenital veya genetik hastaliklar) spermatogenezi azaltabilir veya tamamen
inhibe edebilir ve ¢esitli mekanizmalarla infertiliteye neden olabilir [14-16].

Infertilite nedenleri asagida listelenmistir.

v' HPG eksenini etkileyen ve hormon bozukluklarina neden olan testis 6ncesi.

v’ Testis hiicresi hasar1 olan testis. Edinilmis testis yetmezligi (testis torsiyonu, orsit,
varikosel veya testisin vaskiiler yapisia zarar veren ameliyatlar) veya konjenital
yetmezlik (testis disgenezi, kriptorsidizm veya genetik anormallikler) olabilir.

v’ Testis sonrasi, ejakiilasyon yetmezligi veya sperm verme kisitlamasidir.

v' lIdiyopatik infertilitenin bu durumda bilinmeyen bir nedeni vardir, ancak sperm
parametresi zayiftir; buna oligoastenik-teratozoospermi denir.

v Klinefelter sendromu veya azospermi faktoriindeki mikrodelesyonlar gibi genetik
anormallikler.

v' Oksidatif stres asir1 ROT olusumundan kaynaklanir. Akrozom reaksiyonu ve
dollenme igin ROT gereklidir; bununla birlikte, diisiik klirens ve genis nesil,
sperm hucrelerinde DNA hasarina ve membran biitiinliigiiniin bozulmasina neden
olarak lireme potansiyelinin azalmasina neden olabilir [14-16].

[laglar gibi ksenobiyotiklerin fertilite iizerinde dnemli bir etkisi oldugu ifade
edilmistir. Bu etki histolojik degisiklikler, degismis androjen Uretimi ve spermatozoa

kalitesinde bir diisiis ile karakterizedir. Daha da 6nemlisi, bu etkiler kalicidir [18].



2.2.2. flaclarn erkek fertilitesi Uzerindeki etkileri

Insiilin sperm olgunlasmasi igin gereklidir ve insiilin replasman tedavisi testosteron
biyoyararlanimini artirabilir ve sperm kalitesini ve reprodiiktif indeksini iyilestirebilir.
Oral hipoglisemik ajanlar da iireme sistemi {izerinde ayn1 etkiye sahiptir. Ornegin, bir
biguanid olan metformin, bir stlfonil Gre olan glimepirid ve bir tiazolidinedion olan
pioglitazon, hepsi oksidatif stresi azaltabilir ve testis fonksiyonlarini ve sperm kalitesini
cesitli mekanizmalarla iyilestirebilir [17].

Non-spesifik fosfodiesteraz inhibitorlerinin, 6zellikle kafein, pentoksifilin ve
teofilin gibi metilksantinlerin, in vitro olarak sperm motilitesini arttirdig1 gosterilmistir
ve yapay dollenmedan 6nce spermi tedavi etmek i¢in kullanilir, ancak yiiksek seviyelerde
kafein laboratuvar hayvanlarinda tireme islevini bozar; sperm DNA fragmantasyonu ve
anoploidiye neden olabilir. Sildenafil ve tadalafil gibi spesifik fosfodiesteraz-5
inhibitorleri erektil disfonksiyon tedavisinde faydalidir. Sildenafil serum testosteron,
dihidrotestosteron ve Ostradiol seviyelerini yiikseltir; testis tizerinde dogrudan bir etki
bunu ve belki de adrenal steroidogenezi gergeklestirir [17-20].

Digoksin, testosteron serum konsantrasyonunu azaltarak erektil fonksiyonu etkiler;
antikolinerjik 6zellikleri ile diiz kas gevsemesini engelleyebilir [17, 18].

Erektil bozukluklar, Peroksizom proliferattr aktive reseptorini a (PPAR-a) aktive
ederek ortaya ¢ikabilir; fibratlar testosteron esterlesmesini indiikler. Statin, kolesterol
sentezinde yer alan ve steroid hormonlarmin 6nciisii olan B-Hidroksi B-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA) rediiktaz1 inhibe ederek erektil disfonksiyona neden olur ve testosteron
seviyelerini diislirlir. Atorvastatine bagli yan etki bildirilmemistir [18].

Parasetamol sperm anormalliklerine, sperm DNA hasarma ve seminifer tiibiil
yikimma neden olabilir [17]. Nonsteroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAID'ler),
asetilsalisilat, diger NSAID'ler gibi geri doniisiimlii ve doza bagimhdir; testikiler
steroidogenezde ve spermatogenezin diizenlenmesinde ve spermatozoanin sperm
akrozomal reaksiyonlarinda gerekli olabilecek hasarli prostaglandin sentezine yol agarak
siklooksijenaz enzimini inhibe ederler ve sperm sayisini, motilitesini, canliligini ve
morfolojisini azaltarak sperm kalitesini etkilerler [17, 18].

Inflamatuar vakalarda immiinsiipresan olarak kullanilan siilfasalazin, HPG eksenini
etkileyerek serum testosteron seviyesini diisiirebilir, sperm sayisini, motilitesini ve

morfolojisini azaltabilir, stilfasalazinin bir metaboliti olan sulfapiridin, sperm kalitesini
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etkileyen oksidatif strese neden olabilir; kesin mekanizma agiklanamamistir, ancak bu
etkiler geri doniisiimlii olabilir [17, 18].

Psikotrop ilaglar, bircok etki mekanizmasi yoluyla erkek infertilitesine neden
olabilir. Basta erektil, ejakilator fonksiyonu ve libido olmak iizere cinsel islev tizerinde
olumsuz etkileri vardir; bu ilaglarin ¢cogu antikolinerjik, a-bloker veya dopaminerjik
Ozelliklere sahiptir. Selektif serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI'lar) ve trisiklik
antidepresanlar (TCA'lar), dopamin seviyelerini artirarak, dopamin reseptorlerini bloke
ederek, dopamin alimini inhibe ederek ve merkezi olarak dopamin ve prolaktin salgilayan
faktorleri artirarak hiperprolaktinemiye neden olabilir. Bu durum HPG eksenini baskilar
ve sonug olarak testosteron seviyelerini ve FSH hormonlarini azaltir ve luteinize edici
hormonun Leydig hiicrelerine baglanmasini bozar, bu da hormon baglayici proteinlerin
seviyelerini degistirerek Seks steroid seviyelerinin biyoyararlanimmi etkiler. Ayrica
sperm parametrelerini etkileyerek sperm sayisini, motilitesini ve morfolojisini
degistirerek sperm DNA fragmantasyonuna neden olmuslardir. SSRI'lar ayrica diger
mekanizmalarla erektil disfonksiyona neden olabilir; NO Gretimini inhibe eder ve
norepinefrin seviyelerini arttirir [17, 19]. Lityum uygulamasi sperm konsantrasyonunu,
motilitesini ve morfolojisini azaltarak sperm canliligmi azaltir. Monoamin oksidaz
inhibitorleri (MAOQOI'ler) daha az hiperprolaktinemi Uretir, bu nedenle nadiren erektil
bozukluklara neden olurlar [19].

Tipik antipsikotik ilaglar, santral dopamin salimimmi inhibe ederek,
hiperprolaktinemi iireterek ve dolayli olarak hipogonadizme neden olarak trisiklik
antidepresanlar ve SSRI'lar gibi tam mekanizma ile libido, ejakllasyon ve ereksiyon
bozukluklarmin azalmasina neden olabilir. Olumsuz etki, antikolinerjik ve a-adrenerjik
iletim 6zelliklerinin bloke edilmesinden kaynaklanir; spermatogenezi ve sperm kalitesini
etkilerler. Atipik antipsikotik ilaglar, eger varsa, prolaktin seviyelerini dar bir sekilde
yukseltebilir, bu nedenle daha az olumsuz etkiye sahiptirler [18].

Antiepileptik ilaclar c¢esitli sekillerde erkek infertilitesine neden olabilir.
Noroendokrin bozukluklarla iligkilidirler, bu nedenle erkek iireme fonksiyonlarini
degistirirler, sperm parametrelerini etkilerler ve spermatogenezi etkilerler. Bazi
antikonvilsanlar (hepatik enzim indiikleyicileri), testosteron tasinmasinda yer alan seks
hormonu baglayic1 globiilin (SHBG) protein sentezini arttirir; toplam testosteron

konsantrasyonunu arttirir, ancak kullanildiginda gézlenen biyoaktif serum testosteron



seviyesini disiiriir. Karbamazepin dogrudan germ hiicre nekrozuna neden olur. Valproat,
testis boyutunu azaltir, spermatogenezi bozar, artan serum androjen seviyelerine gore
negatif geri bildirim ile LH seviyelerini diisiiriir ve ayrica L-karnitin/T-karnitin oraninda
bir azalma ile iligkilendirilmistir [18, 19].

Sedatif olarak benzodiazepinler, merkezi dopaminerjik yolu inhibe ederek erektil
bozukluklara neden olabilir. Serum gonadotropinlerini ve testosteron seviyelerini
diistirtir, bu da sperm anormalliklerinin artmasina, sperm motilitesinin hasar gormesine,
sperm sayilariin azalmasina ve canliligin azalmasima katkida bulunabilir [17, 18].

Kortikosteroidlerin erkek reproduktif Gzerindeki etkilerinin sperm kalitesi ve
fertiliti acisindan yetersiz sonuglar verdigi gosterilmistir; ¢esitli ¢aligmalar
kortikosteroidlerin anti-sperm antikorlarin1 kontrol etmek ve dolayisiyla erkek
infertilitesini 1yilestirmek icin kullanilabilecegini gostermistir; ayrica, kortikosteroidlerle
nakil reddinin tedavisinde testosteronda bir azalma gorulmiistiir. Birkag ¢alisma, kronik
enflamatuar hastaliklar i¢cin uzun siireli prednizon tedavisinden sonra testosteron
seviyelerinin azaldigini bulmustur. Deksametazon endokrin bozulmasina neden olabilir
ve testosteronu azaltabilir [17]. Genellikle organ implant reddini 6nlemek i¢in kullanilan
Sirolimus, seminifer tdbal distrofisine neden olabilir ve sperm parametrelerini
degistirebilir, StAR ekspresyonunu azaltabilir, kolesterol sentezini ve sonug olarak
testosteron seviyesini etkileyebilir, spermatogoni asamasinda spermatogenezi inhibe
edebilir, KISS sistemine zarar verebilir ve bdylece hipotalamustan pulsatil salmnimli
GnRH'ye neden olabilir [17, 18, 21].

Kanser tedavisinin erkek infertilitesine neden oldugu; spermatogenezi etkiledigi,
antineoplastik ilaglarin hem germ hiicrelerini hem de Sertoli hiicrelerini yok edebildigi ve
cogu kemoterapi tedavisinin hemen ardindan siddetli oligozoospermi veya azoospermi
ile sonuclandigy; alkilleyici antineoplastik ilaclarin ¢ogunun kok hiicreler i¢in sitotoksik
oldugu ve DNA'y1 ¢apraz baglama potansiyelleri nedeniyle uzun siireli azoospermiye
neden oldugu bildirilmektedir. Metotreksat ile tedavi edildiginde diisiik sperm sayisi
gbzlenmistir. Ayrica siklofosfamid spermde oksidatif strese ve DNA hasarina neden olur.
Gonad toksisitesi hidroksiiire ile tedaviden sonra ortaya c¢ikmus, testis atrofisi,
spermatogenezde hasar ve diisiik sperm kalitesi ile sonuglanmigtir [17, 18, 21]. So-
rediiktaz inhibitorleri benign prostat hiperplazisini tedavi etmek icin kullanilir.

Testosteronun dihidrotestosterona doniisiimiinii engeller. En 6nemli iki ila¢ olan
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finasterid ve dutasterid semen hacmini etkiler, sperm DNA'sina zarar verir ve sperm
sayisini, konsantrasyonunu, motilitesini ve morfolojisini degistirir. Ayrica ejakiilasyon
disfonksiyonu, erektil bozukluk ve jinekomastiye neden olurlar [17-19]. Siproteron,
prostat kanseri igin yatistiric bir tedavi olarak kullanilir. Merkezi olarak antigonadotropik
etki testiste testosteron sentezini bloke eder ve gucli antiandrojen, 5a-
dihidrotestosteronun hedef hiicrelerdeki sistolik reseptdriine baglanmasini kompetitif
olarak inhibe eder. Sperm konsantrasyonunu, motilitesini ve morfolojisini azaltarak
sperm parametrelerini etkiler; azospermi de goriilebilir. Bu ilacin yan etkileri olarak
erektil disfonksiyon ve libido bozuklugu da ortaya ¢ikabilir. Non-steroidal
antiandrojenler herhangi bir antigonadotropik etkiye sahip olmadigindan, cinsel bozulma
goriilmemistir; aslinda, bu ilaglar prostati hedef almaktadir [17, 18].

Simetidin, histamin-2 (H2) reseptorlerini bloke eden bir antihistamindir;
antiandrojen 6zellikleri dihidrotestosteron reseptorlerini kompetitif bir sekilde inhibe
eder; spermatogenez anormalliklerine neden olur, semen Kalitesini etkiler ve testis
hasarma neden olur. Proton pompasi inhibitérlerinin (PPI'lar) iireme giivenligi belirgin
degildir; motil sperm sayilarini azaltabilirler [18, 20].

Ekzojen testosteron veya diger androjenler uygulamasinin HPG ekseninin negatif
geri bildirimi ile spermatogenezi onledigi diisiiniilmektedir; Sertoli hiicreleri FSH ve
testosteron reseptorleri igerdiginden Leydig hiicrelerini testosteron sentezlemek icin
uyaran LH'yi azaltarak endojen testosteron sentezini etkiler, hormonlar da Sertoli hiicre
aktivitesini degistirerek germ hiicrelerini degistirebilir. Erkek hormonlarmi veya bunlarin
tiirevlerini igeren herhangi bir ilag, sperm proliferasyonunu ve olgunlagsmasmi bozma,
anormal sperm motilitesine ve morfolojisine neden olma, spermatogenezi azaltma ve
testis fonksiyonunu bozma potansiyeline sahiptir, bu da oligozoospermi veya azoospermi
ile sonuclanabilir [20, 21].

a-adrenerjik blokerler, benign prostat hiperplazisinde alt idrar yolu semptomlarini
tedavi etmek icin kullanilir; distal {ireterin diiz kasinin, mesanenin intrinsik sfinkterinin,
boyun ve erkek reme yolunun ve prostatin sempatik innervasyonunu bloke eder.
Ejakiilasyon disfonksiyonu ile iligkilidirler: retrograd ejakiilasyon ve anejakiilasyon.
Retrograd ejakiilasyon, mesane boynunda diiz kas tonusu azalmasi meydana geldiginde
ortaya cikabilir. Anejakiilasyona neden olan bir ilacin en yaygin 6rnegi tamsulosindir.

Merkezi yerlesimli serotonin ve dopamin reseptorleri ile etkilesim mekanizmasindan,
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mesane boynu kapanma bozuklugundan, seminal vezikiil ve bulbospongiosus kasinin
kasilmalarindan ve vaz deferenslerin kasilmalarindaki degisikliklerden kaynaklanabilir.
Ayrica sperm kalitesini diislirirler ve sperm sayisini, motilitesini, morfolojisini ve
viskozitesini etkilerler. Erektil disfonksiyona neden olduklarina dair bir rapor yoktur [17-
19].

Nitrofurantoin, primer spermatositler ve spermatidler diizeyinde gonadotoksik bir
etkiye sahiptir ve spermatogeneze zarar verir. Yiksek dozlarda oksijen ve karbonhidrat
alimin1 inhibe ederek germ hiicre olgunlagmasini durdurur ve sperm kalitesini etkiler.
Amoksisilin-klavulanik asit, kan damar1 tikanikliginin azalmasina ve spermatozoa ve
piknotik hiicrelerin sayisinda bir azalmaya neden olabilir; bu, bazi seminifer tiibiillerin
atrofisinin yani sira seminifer tiibiillerde spermatojenik hiicrelerin diizensiz ve dejeneratif
degisiklikleri ile ilgilidir; ayrica anormal sperm morfolojisi ortaya ¢ikacaktir. Tetrasiklin,
ireme organi agirliklarimi ve histoarsitektonin etkileyen sperm anormalliklerine ve
oksidatif strese neden olabilir. Eritromisin sperm motilitesini etkilemistir.
Aminoglikozitler spermatogenezi etkiler; birincil asamada mayoz duracak ve anormal
morfoloji artacak, oksidatif stresi artiracak ve semen kalitesini, sperm sayismni ve
motiliteyi etkileyecektir. Silfasalazin antiinflamatuar ve antibiyotik 6zelliklere sahiptir;
spermatotoksik etkiye sahiptir, kotli sperm kalitesine, testosteron seviyesinde azalmaya,
testiste oksidatif strese neden olur ve sperm membran olgunlagsmasini etkileyebilir.
Sefalosporinler daha diisiik sperm konsantrasyonuna yol agabilir. Metronidazol kisirliga
neden olarak spermatogenezi ve seks hormonlarini baskilamakta; sperm anormallikleri
meydana gelmekte, DNA'ya zarar vermekte, morfolojiyi etkilemekte, sperm
konsantrasyonunu ve sperm motilitesi azalmaktadir. Ayrica HPG eksenini bozar ve
gonadotropinleri ve testosteron seviyelerini azaltir [17-20].

Ketokonazol, steroidogenez icin gerekli olan sitokrom P450 enzimlerinin etkisini
inhibe eder; 17a-hidroksilaz ve 17-20 desmolaz enzim komplekslerini bloke ederek
androjen ve intratestikuler testosteron sentezini azaltir; ayrica sperm parametresini etkiler
ve Leydig hiicreleri tarafindan testosteron iiretimini azaltir [17-19].

Antiretroviral ilaclar sperm parametrelerini, 6zellikle motiliteyi etkiler. Ribavirin,
kronik hepatit C'yi tedavi etmek i¢in kullanilir, sperm motilitesini ve morfolojisini geri
doniigiimli olarak etkilir, DNA ve RNA'da guanozin trifosfatin biyosentezinde dnemli

olan bir enzim olan inozin monofosfat dehidrojenazi inhibe ederek hiicre biiyiimesini
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bozulur; bu, seminal epitelin germ hiicrelerinde apoptoz, kusurlu ¢ogalma ve hiicresel
farklilagmaya neden olacaktir. Yiiksek aktif antiretroviral tedavi (HAART), insan immiin
yetmezlik viriisiinii (HIV) yonetmek ve tedavi etmek i¢in kullanilan bir ilag rejimidir;
olimciil bulasict hastaligin kendisinin fertiliteyi etkilerken, HAART kullaniminin
fertiliteyi daha da kotiilestirdigi diisiiniilmektedir. HAART (lamivudin, stavudin ve
nevirapin) kombinasyonu histo -arsitektonin paternlerde yaygin seminifer tiibiiler atrofi,
nekroz ve hiposeliilariteye neden olur, HAART testislerde tlbtler atrofiye neden olan
yikic1 histopatolojik degisikliklere yol agar ve morfometrik indeksleri degistirir,
calismalar farkli HAART kombinasyonlarinin (tenofovir + lamivudin, atazanavir +
ritonavir, zidovudin + lamivudin + nevirapin ve tenofovir + lamivudin + efavirenz) tireme
sistemini olumsuz yonde degistirdigi, testis ve epididim agirligmin azalmasma, sperm
sayisinin ve motilitesinin azalmasina, sperm DNA'sinin par¢alamasi artmasimna, LH, FSH
ve testosteron seviyesinin azalmasina neden olabilecegi sonucuna varmistir [18].
Hipertansiyon ve erkek infertilitesi arasinda bir iliski vardir; bozulmus
spermatogenez, zayif semen kalitesi, azalmis cinsel davranislar ve azalmis testosteron;
ayrica, bazi antihipertansif ilaglar erkek infertilitesi ile iligkilidir. Anjiyotensin
dontistiiriicii enzim inhibitorleri (ACEI'ler), fertilite lizerinde minimum olumsuz etkiye
sahip, hipertansiyon i¢in birinci basamak tedavi olarak kabul edilir. Baz1 ¢alismalarda
sperm konsantrasyonunun tedavi edilmeyen gruba gére daha yiiksek oldugu, tedavi edilen
grupta seminifer epitelin hacimsel yogunlugunun tedavi edilmeyen gruba gore daha
yiiksek oldugu, sperm motilite yiizdesinin daha yiiksek oldugu ve anormal morfolojide
azalma oldugu goriilmiistiir. Vaskiilojenik erektil disfonksiyon tedavisinde kullanildi.
Bazi istatistikler hacim ve motilitede azalma oldugu sonucuna varmaktadir [18, 22, 23].
Kalsiyumun fertilizasyonde onemli bir rol oynadigi gergegine goére, olgun
spermatidlerin ve Sertoli hiicrelerinin sayisi1 azaltmasi, kalsiyum transmembran
hareketini etkileyerek spermatozoa - oosit etkilesimini inhibe etmesi, azospermi ve
oligozoospermiye neden olan spermatogenezi etkilemesi, sperm konsantrasyonunu,
canlilig1 ve motiliteyi azaltmasi nedeniyle kalsiyum kanal blokerlerinin (KKB'ler) erkek
infertilitesi ile iligkili oldugu agiktir; bunlar testosteron, LH ve FSH'nin azalmasindan
kaynaklanabilir. Ayrica, sperm plazma zarmin lipid ¢ift katmanmi degistirerek
spermatozoonun ovuma baglanmasimni engelleyebilir. KKB'ler erektil disfonksiyona

neden olmaz, ancak retrograd ejakllasyona neden olabilir [17, 18, 20, 22, 23].
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Spironolakton, adrenal ve testikuler sitokromlar P450 'yi inhibe ederek testosteron
sentezini etkileyen antiandrojen 6zelliklere sahip potasyum tutucu bir diiiretiktir; ayni
zamanda hedef reseptdrdeki androjenlerin kompetitif bir inhibitoridir. Antiandrojen
ozelliklerine gore libidonun azalmasina, erektil disfonksiyona ve arzunun azalmasina
neden olabilir; ayrica sperm motilitesini azaltabilir. Tiyazid diiiretikler de erektil
disfonksiyona neden olur, ancak daha sikintilidir. Geng erkeklerde, bu bozukluklarin
olusumunu smirlamak i¢in farkli bir antihipertansif sinifi kullanmak daha giivenlidir [17,
18]. Metildopa gibi merkezi etkili antihipertansif ilaglar, hiperprolaktinemi Uretme
stirecinde HPG eksenini inhibe ederek; erektil disfonksiyon, pre- sinaptik o.- adrenerjik
reseptorleri uyararak, bdylece merkezi sempatik tonusu azaltarak veya periferik o-
adrenerjik reseptorlerin uyarilmasini ortaya ¢ikararak ortaya c¢ikabilir [17, 18]. a-
blokerleri semen hacminde bir azalmaya neden olabilir ve en ¢ok godzlenen olumsuz etki
retrograd ejakilasyondur [23].

B-blokerler sempatik vaskulatiir Gzerindeki etkilerine gore cinsel disfonksiyon
iretir ve diiz kas gevsemesini bloke ederek corpora cavernosa'nin vazodilatasyonunu
Onler. Ayrica spermatotoksik etkileri ve bozulmus gonadal gelisimleri vardir; semen
hacmini, konsantrasyonunu ve motilitesini azaltarak sperm kalitesini bozarlar, toplam
sperm sayisini ve motilitesini azaltirlar ve merkezi sinir sisteminin etkilerini etkileyerek
testosteron salgilanmasini azaltirlar, toksik etki segiciliklerine gore farklilasir, non-
selektif bir beta-bloker olan propranolol, epididimal, prostat ve seminal vezikil
agrhiklarinin azalmasina neden olabilir, libidoya neden olabilir ve testosteron, FSH ve
luteinize edici hormon seviyelerinin azalmasma neden olabilir. B-blokerler erektil
disfonksiyona neden olabilir; non-selektif karvedilol, diger B-blokerlere kiyasla erektil
disfonksiyona daha sik neden olur, ancak kardiyoselektivite B-blokerlerin erektil

fonksiyon tizerinde daha az etkisi vardir veya hig etkisi yoktur [17-19, 23].

2.3. Karvedilol ile indiiklenen Erkek Reprodiiktif Sistem Advers Etkileri

Karvediloliin erkek iireme sistemini etkiledigi kanitlanmistir; bu toksik etki f-

reseptdr bloke edici aktivitesi ile iliskili olabilir. Karvediloliin erkek {ireme sistemi
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iizerindeki toksik etkileri hakkinda ¢ok az arastirma oldugu i¢in toksik etkileri ve
mekanizmalari iyi anlagilamamustir [24, 25].

Karvediloliin erkek tireme sistemini etkileyebilecegi; sperm sayisini ve motilitesini
azaltarak sperm hucrelerini etkileyen spermatotoksik ve anti-spermatojenik bir ajan
olabilecegi gosterilmistir [24]. Ayrica hormon seviyelerini etkileyebilir, testosteron, LH
ve prolaktin seviyelerini azaltabilir ve FSH ve Ostradiol seviyelerini artirabilir. Bilindigi
gibi bu hormon seviyelerindeki herhangi bir degisiklik spermatogenez siirecini bozabilir
[26-28]. Ayrica viicut agirhgimin azalmasina neden olabilir [24].

Bazi arastirmalar karvediloliin testis agirliginda azalmaya neden oldugunu tespit
etmistir; bu toksik etkinin B-reseptorleri iizerindeki etkilerine atfedildigini diistinmektedir
[25].

Karvediloliin canlilik yiizdelerinde veya morfolojik olarak anormal sperm
hiicrelerinde 6nemli bir degisiklie neden olmadigi tespit edilmistir. Bu durum ilacin
seminifer tibuller ve epididimal fonksiyonlardaki spermatojenik sirecglere midahale
edemeyecegi ve bunun da spermatogenez iizerine etkilerinin olmamasina yol agtigi
diistincesinden kaynaklaniyor olabilir [24].

Sperm motilitesi ve sperm sayisi spermatogenezde en kritik faktorler oldugundan,
bunlar1 etkileyebilecek herhangi bir degisiklik veya kimyasal madde spermatogenezi
bozabilir. Sperm hareketliligi karvedilol ile Onemli 0&lgiide azalmistir; sperm
hareketliligindeki bu 6nemli azalma sperm DNA fragmantasyonu ile iliskili olabilir.
Ayrica, bu, ilacin kan-testis bariyerine niifuz edebilecegini ve seminifer tiibiillerin mikro
ortaminda bir degisiklige neden olabilecegini gostermektedir. Bu oneri, baz1 kimyasal
ajanlarm kan-testis bariyerine niifuz ederek seminifer tiibiillerin duvarinin i¢ kisminda
sperm motilitesini azaltan dis kisimdan farkli bir mikro ortam olusturmasindan
kaynaklanmigtir. Karvedilol sperm sayisinda azalmaya neden olur. Bilindigi gibi
spermatogenez, gonadotropin salgilatict hormon, luteinize edici hormon ve androjen ile
ilgili hipotalamik-hipofiz-Leydig hiicre ekseni tarafindan kontrol edilir. Bu nedenle,
karvedilol tarafindan indiiklenen sperm sayisinda onemli bir degisiklik veya azalma,
karvedilolin  hipotalamik-hipofiz-Leydig  hiicre ~ eksenini  etkileyebilecegini
gostermektedir [24].

Bazi arastrmalar testosteron seviyelerinde onemli bir degisiklik olmadigini

belirtmis ve belki de karvediloliin Leydig hiicrelerinde hormon tretim yolunu diizenleyen
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mekanizmay1 inhibe etmedigini soyleyerek bunu acgiklamislardir [24]. Diger aragtirma
sonuglari, testosteron seviyelerinde spermatogenezi etkileyebilecek bir degisiklik
oldugunu goéstermektedir [26-28].

Karvedilol, erektil disfonksiyona, empotansa ve cinsel aktivitenin azalmasina
neden olabilir [28, 29].
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3. GERECLER

3.1. Kullanilan Maddeler ve Sarf Malzemeler

Karvedilol : Bilim Ila¢ San. ve Tic. A.S.
DCFDA/ H,DCFDA Cellular ROT Assay Kit : Abcam
Dimetilstlfoksit (DMSO) : Carlo Erba
DMEM-F12 Medium : Wisent BioProducts
Fotal s1gir serum : Capricorn Scientific
Horse serum : Capricorn Scientific
Penisilin-streptomisin ¢ozeltisi : Wisent BioProducts
Fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) tableti : Bioshop
MTT(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil : Serva

tetrazolyum bromiir)

Tripan mavisi : Bio-Rad
Tripsin-EDTA solusyonu : Capricorn Scientific
Hucre kaltdr sisesi : Nest

96 kuyucuklu hiicre kultir plakasi - Nest

Steril rezervuar : Axygen

Otomatik pipetler : Eppendorf

Steril polipropilen santrifiij tipu - Nest

Hiicre sayim slayti : Bio-Rad

Pipet uglar1 . Vertex

Polipropilen tlp : Isolab

Steril serolojik pipet :LP

Siringa ucu filtre (0,22 uM) . Aisimo Corporation

3.2. Kullanilan Cihazlar

Hassas terazi : Ohaus

Mikroplaka okuyucusu : Biotek

Hicre sayim cihaz1 : Bio-Rad

Floresan 151k mikroskobu . Leica

Inkiibatdr (CO, déniisiimlii) : Thermo Fisher Scientific
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Biyoguvenlik kabini : Heal Force

Otoklav : Hirayama
Sogutmali santriftij : Eppendorf
Vorteks : Scilogex

3.3. Kullanilan Hiicre Hatlan

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

4, YONTEMLER

TM3 (CRL-1714™) fare Leydig hiicreleri ve TM4 (CRL-1715™) fare Sertoli
hiicreleri, ATCC, ABD'den elde edildi. Hiicreler, %5 horse serumu, %2,5 fetal bovine
serumu (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin ¢Ozeltisi iceren DMEM-F12 (1:1) besiyerinde
inkiibe edildi (37 °C, %5 CO2). Deneylerde pasaj numaralar1 4-12 olan hicreler
kullanild.

4.1. TM3 Leydig ve TM4 Sertoli Hicrelerinde Hiicre Canhihigimin Belirlenmesi

4.1.1. TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinin ¢ogaltilmasi

Deneylerde kullanilan TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinin gogaltilmasi ve
deneye hazirlanmasi i¢in 2 — 3 giinde bir rutin olarak pasajlama islemi yapilda.

1. Inkiibatdrden alman hiicre kiiltiir sisesi, Olii hiicrelerin besiyeri ¢dzeltisine
gecmesini saglanmak icin hafifce ¢alkalandi ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sisesi
icindeki besiyeri alinarak atildi.

2. Hiicrelerin yikanmasi i¢in kiiltiir sisesine 5 ml fosfat tamponu ilave edilerek
yikand1 ve yikama ¢6zeltisi ortamdan uzaklastirildi.

3. Kiiltiir sisesine tripsin EDTA ¢6zeltisi (1X) (75 cm?2’ lik kiiltiir siselerine 3-5 ml,
25 cm?2’ lik 1-3 ml) konularak hafifce calkalandiktan sonra inkiibatorde yaklasik
5 dk. bekletildi (37 °C, %5 CO2).

4. Inkiibatérden alman kiiltiir siselerinin {izerine 2025 ml besiyeri ilave edilerek
hiicreler siispanse edildi ve 1:2, 1:3 boliinerek yeni kiiltiir siselerine alind.

5. Kiiltiir siseleri inkiibatore konularak inkiibasyona birakildi (37 °C, %5 CQO?2).
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4.1.2. TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hicrelerinin plakaya ekilmesi

1.

Inkiibatorden alman hiicre kiiltiir sisesi, olii hiicrelerin besiyeri ¢Ozeltisine
gegmesi saglanmak icin hafif¢e calkalandi ve sonra steril bir pipetle kiiltiir sisesi
icindeki besiyeri alinarak atild1.

Kiiltiir sisesine tripsin-EDTA ¢ozeltisi (1X) (75 cm?’ lik kiiltiir siselerine 3-5 ml,
25 cm?’ lik 1-3 ml) konularak hafifce calkalandiktan sonra inkiibatorde yaklasik
5 dk. bekletildi (37 °C, %5 CO,).

Inkiibatérden alnan kiiltiir siselerinin icine besiyeri ilave edilerek (ilave edilen
tripsin-EDTA ¢ozeltisinin en az iki kati kadar besiyeri ilave edildi) pipet
yardimiyla santrifiij tiipiine alind1.

Santrifiij tiipii igindeki hiicre siispansiyonu ¢alkalandiktan sonra 10 uL alinarak
otomatik hiicre sayma cihazinda sayildi.

Hiicre silispansiyonu kiivetlere alindi ve 200 pL/kuyucuk olacak sekilde hiicre
kiiltiir plakasma dagitilarak (5x10° hiicre/100 pl/kuyucuk) 24 saat inkiibasyona
birakildi (37 °C, %5 CO»).

4.1.3. TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hicrelerine MTT sitotoksisite testinin

uygulanmasi

1.

Karvedilolin 0.1 uM-200 uM 8 seri konsantrasyonu (¢ozeltiler DMSO iginde
hazirland1) biyime (besiyeri) kontrol ve ¢oziict kontrol ile birlikte plakalara
uygulandi. 24 saat inkiibasyona birakildi (37 °C, %5 COy).

24 saatlik inkiibasyon siresi sonunda hicre kultir plakasinin st kismi ters

cevrilerek atildi.

3. Hiicreler fosfat tamponu ile yikandi ve yikama ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirildi.

MTT cozeltisi (5 mg/ml) ve besiyeri 1:10 oraninda karistirildi. Hiicre kiiltiir
plakasma 100 pL/kuyucuk olacak sekilde bu ¢ozelti karigimindan ilave edildi. 3
saat inkiibasyona birakildi (37 °C, %5 CO»).

3 saatlik inktibasyon suresi sonunda plakalar ters gevrilerek tist kismi atild1.
Hiicre kiiltiir plakasma DMSO ¢ozeltisi pl/kuyucuk olacak ilave edildi ve
kuyucuklarm ELISA’da 540 nm’ de OD degerleri okundu.
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7.

Karvediloliin her bir konsantrasyonu i¢in inhibisyon degerleri hesaplandi. Non-
lineer regresyon analizi ile maddelerin inhibitér konsantrasyon %50 (1K50)

degerleri hesaplandi.

4.2. TM3 Leydig ve TM4 Sertoli Hucrelerinde ROT Uretiminin Belirlenmesi

4.2.1.
1.

4.2.2.

TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinin plakaya ekilmesi
Yukarida belirtildigi gibi TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinin hiicre
stispansiyonlar1 hazirland1.
Hiicre stispansiyonu kiivetlere alindi ve 100 pL/kuyucuk olacak sekilde hiicre
kiiltiir plakasma dagitilarak (2.5x10* hiicre/100 pL/kuyucuk) 24 saat inkiibasyona
birakildi (37 °C, %5 CO,).

TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hicrelerine DCFDA/H2DCFDA testinin

uygulanmasi

Deneyler DCFDA / H2DCFDA- Cellular ROT Assay Kit belirtilen prosediire

uygun olarak gerceklestirildi.

1.

24 saatlik inkibasyon siresi sonunda hicre kultir plakasinin tist kismi ters
cevrilerek atildi.

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

1 X Tampon ¢dzeltisi ortamdan uzaklastirildi ve seyreltilmis DCFDA ¢6zeltisi 100
uL/kuyucuk olacak sekilde eklendi ve karanlikta 37°C'de 45 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda DCFDA ¢dzeltisi ortamdan uzaklastirildi. 1X Tampon
cozeltisi 100 pL/kuyucuk olacak sekilde eklendi.

Karvedilolin 1C50/2 — IC50 - IC50*2 konsantrasyonlar:t ile deneyler
gerceklestirildi. TM3 hiicreleri i¢in sirastyla 28,40 uM — 56,80 uM — 113,60 uM
karvedilol konsantrasyonlar1 ve TM4 hucreleri igin ise sirasiyla 25,26 uM — 50,52
uM — 101,03 uM Karvedilol konsantrasyonlar1 ile birlikte ¢oziicii kontrol ve
pozitif kontrol [tert-Butilhidroperoksit (TBHP), 100 uM] plakalara uygulandi. 4
saat inkiibasyona birakildi (37 °C, %5 CO>).

Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarm floresan intensitesi, floresan plaka

okuyucusu kullanilarak 6l¢iildii (eksitasyon: 485 nm/ emisyon: 535 nm).
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7. Tum o6lgimlerden blank okumalar ¢ikarildi ve assay kontroliinden fold change

belirlendi.

5. BULGULAR
5.1. TM3 Leydig ve TM4 Sertoli Hicrelerinde MTT Sitotoksisite Testi Sonuclar

TM3 Leydig Hucreleri
(MTT Testi)

120

100

0]
o

N
o

Hiicre canliligi (%)
D
o

N
o

o

0.1 05 1 10 25 50 100 200
Konsantrasyon (uM)

Sekil 5.1. Karvedilolin TM3 Leydig hiicrelerinde hiicre canlilig1 tizerine etkileri (%)

0,1 — 200 uM olmak tiizere 8 farkli konsantrasyonda TM3 Leydig hiicrelerine
uygulanan karvedilol konsantrasyon bagimli olarak hiicre canliligmi anlamli olarak
azaltmistir. Bu grafige gore karvediloliin iIK50 degeri TM3 Leydig hiicrelerinde 56,80

1M olarak hesaplanmaistir.
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TM4 Sertoli Hicreleri
(MTT Testi)
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Sekil 5.2. Karvedilolin TM4 Sertoli hiicrelerinde hiicre canlilig1 tizerine etkileri (%)

0,1 — 200 uM olmak tiizere 8 farkli konsantrasyonda TM4 Sertoli hicrelerine
uygulanan karvedilol konsantrasyon bagimli olarak hiicre canliligmi anlamli olarak
azaltmustir. TM3 Leydig hiicrelerinden farkli olarak karvedilol daha disiik
konsantrasyonlarinda TM4 Sertoli hiicrelerinde hiicre canlilig1 azalmistir. Bu grafige gore

karvediloliin IK50 degeri TM4 Sertoli hiicrelerinde 50,52 uM olarak hesaplanmistir.
5.2. TM3 Leydig ve TM4 Sertoli Hiicrelerinde DCFDA/H2DCFDA Testi Sonuglari

TM3 Leydig Cells

Fold Change
w

1
B B B =

Control TBHP 1C50/2 IC50 2XIC50

Sekil 5.3. Karvediloliin TM3 Leydig hlcrelerinde ROT Uretimi Uzerine etkisi.
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TM3 Leydig hiicrelerinde ROT testi igin konsantrasyonlar iK50/2, iIK50 ve 2*IK50
olarak secilmistir. Buna goére karvedilol ile TM3 Leydig hicrelerinde kontrol grubuna

gore ROT dretimi indiikklenmemistir.

TM4 Sertoli Cells

Fold Change
w

1
0 . | ] _—

Control TBHP 1C50/2 IC50 2XIC50

Sekil 5.4. Karvedilolin TM4 Sertoli hiicrelerinde ROT Uretimi Uzerine etkisi

TM4 Sertoli hiicrelerinde ROT testi igin konsantrasyonlar 1K50/2, IK50 ve 2*1K50
olarak secilmistir. Buna gore karvedilol ile TM4 Sertoli hiicrelerinde kontrol grubuna

gore ROT dretimi indiikklenmemistir.

6. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

6.1. Sonug

Karvedilol MTT sitotoksisite testinde TM3 Leydig hiicrelerinde ve TM4 Sertoli
hiicrelerinde anlamli hiicre canliligini azaltmus, sitotoksik etki gostermistir. Karvedilolln
hem TM3 Leydig hiicrelerinde hem de TM4 Sertoli hicrelerinde ROT (Uretimi zerine

herhangi bir anlaml1 etkisi gdzlenmemistir.

6.2. Tartisma

Son yillarda yapilan arastirmalar, erkeklerde reprodiiktif saglik diizeyinde olumsuz
degisikliklerin diinya capinda artig gosterdigini ortaya koymaktadir. Sperm kalitesindeki
diisiis, 6zellikle endiistrilesme, ¢evresel kirlilik, diizensiz beslenme aliskanliklari, obezite,
stres ve kimyasal maruziyet gibi gesitli faktorlerle iliskilendirilmistir. Bu konudaki
aragtirmalar, erkeklerde sperm sayisinin, konsantrasyonunun, motilitesinin ve normal

morfolojisinin azaldigin1 géstermektedir. Bu durum, fertilite sorunlariyla ve dolayisiyla
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da toplumun genel sagligiyla ilgili ciddi endiseler dogurabilmektedir [30-34]. Bu noktada
sperm Kalitesinin erkek fertilitesinin ana belirleyicisi oldugu vurgulanmali [35],
dolayisiyla erkek infertilitesinin de diinya ¢capinda yayginlastig1 ifade edilmelidir. Sperm
kalitesindeki azalmanin Onemli nedenleri arasinda pestisidler, agir metaller, hava
Kirleticileri ve endokrin bozucular gibi gevresel kirleticilere maruziyet, obezite, sigara
icimi ve alkol tiiketimi gibi yasam tarzi ile iligkili faktOrler ve genetik yatkinlik
sayilmaktadir [35-37]. Diger taraftan tedavide kullanilan bir¢ok ilacin da sperm kalitesini
olumsuz etkiledigi rapor edilmistir [38]. Reprodiktif yastaki bircok erkek klinik
uygulamada kardiyovaskiiler hastaliklar, depresif bozukluklar gibi ¢esitli hastaliklar igin
uzun sureli ila¢ tedavisine ihtiya¢ duymaktadir. Ancak ila¢ tedavisinin erkek fertilitesi
tizerindeki etkileri cogu zaman yeterli degerlendirilmemektedir [39]. Ilaclar erkeklerde
fertiliteyi dogrudan gonadotoksik etkiler, HPG eksenindeki degisiklikler, ejekiilasyon ve
erektil fonksiyonlardaki bozukluklar ve libido tzerindeki olumsuz etkiler olmak (izere
dort temel mekanizma ile etkileyebilmektedir [39, 40]. Ilaclar gonadotoksik etkileri ile
testisteki germ hiicrelerine dogrudan zarar vererek veya destekleyici Sertoli hiicrelerinin
fonksiyonunu inhibe ederek spermatogenezi etkileyebilmektedir [40, 41]. Ayrica
hipotalamus-hipofiz eksenini veya Leydig hicreleri araciligiyla testisin endokrin
fonksiyonunu bozarak testosteron seviyesindeki degisiklikler ile de spermatogenezi
etkileyebilmektedir. Son olarak intratestikuler vaskilarizasyonu veya epididimal
fonksiyonu degistirerek de sperm parametrelerini etkileyebilmektedir [41]. Bu etkiler
siklikla sperm {iiretiminin baskilanmasina veya optimal olmayan sperm olgunlasmasina,
hareketliligine veya morfolojisine neden olmaktadir [40].

Caligmamizda MTT testi sonuglarma gore karvedilolin TM3 Leydig hucrelerinde
ve TM4 Sertoli hiicrelerinde hiicre canliligini 6nemli 6lgiide azalttig: tespit edilmistir.
Seminifer tiibiillerin bazal bolimiinde yer alan Sertoli hiicreleri testis gelisiminde ve
spermatogenezde Onemli rol oynamaktadir [42-44]. Sertoli hicreleri sadece
spermatogonia proliferasyonu ve farklilasmasinin diizenlenmesi i¢in fonksiyonel
proteinleri salivermekte kalmaz, ayn1 zamanda inhibin B ve anti-Mullerian hormonu gibi
hormonlar1 da salivermektedir. Aslinda laktatlar ve lipitler de dahil olmak iizere
spermatogenez icin gerekli besinlerin ¢ogunlugu Sertoli hiicreleri tarafindan
saglanmaktadir [43]. Ayrica Sertoli hiicreleri, spermatogenez i¢in ayr1 bir mikro ortam

saglamak iizere bir kan-testis bariyeri olusturmak veya gelisimlerini diizenlemek tizere
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germ hiicrelerine baglanmak i¢cin kendi aralarinda veya germ hiicreleriyle hiicre
baglantilar1 olusturmaktadir [42, 43]. Bu nedenle Sertoli hiicrelerinin sayisi,
spermatogenezin ve dolayisiyla erkek fertilitesinin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan germ
hiicrelerinin popiilasyon biyiikliiginii tanimlamaktadir [43]. Diger taraftan Leydig
hicreleri erkek reprodiiktif sisteminin gelisimi ve saghgi i¢in gerekli olan androjeni
sentezlemekte ve salivermektedir. Androjen sentezi ve saliverilmesinde birgok
mekanizma rol oynamasina ragmen Leydig hiicrelerinin canlilig1 testosteron tiretimini
belirleyen en 6nemli faktordur [45]. Leydig hicreleri, testosteron dretimiyle testis
gelisimine, spermatogeneze ve erkek fertilitesine katkida bulunmaktadir [44]. Dolayisiyla
Leydig ve Sertoli hicrelerine zarar veren ksenobiyotiklerin spermatogenez ve
steroidogenezi olumsuz olarak etkileyebilecegi asikardir. Calismamizda karvediloliin
TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerindeki sitotoksik etkisi ilacin reprodiiktif
toksisitenin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Hiicresel ROT {iretimi hiicre dliimiine ve DNA hasarina katkida bulunan bir etken
olarak ifade edilmektedir [46, 47]. Calisma sonuglarimiz, karvedilole maruz birakilan

TM3 Leydig ve TM4 Sertoli hiicrelerinde ROT uretiminin indiiklenmedigini gostermistir.

6.3. Oneriler

Tez ¢alismas1 kapsaminda karvediloliin reprodiiktif toksisitesini isaret eden temel
bulgular elde edilmistir. Ancak reprodiiktif yaslarda tekrarlayan dozlarda hipertansiyonun
tedavisinde siklikla kullanilan bir ilag olarak karvedilolin deney hayvanlarinda insan
dozlarma es deger maruziyetlerde reprodiiktif advers etkilerinin tanimlanmasi
gerekmektedir. Bu noktada sadece testikiiler diizeydeki etkilerinin degil ayni1 zaman HPG
ekseni iizerindeki etkilerinin de yani pretestikiiler advers etkilerinin de aydmlatilmas1
gerekmektedir. Ayrica Karvedilol tedavisi altindaki hipertansiyon hastalarinin fertilite
potansiyelleri, sperm parametreleri ve reprodiktif hormon seviyeleri epidemiyolojik
calismalar ile degerlendirilmelidir. Elbette hipertansiyon da erkeklerde reprodiktif
patolojiler icin bir risk faktorudir. Hipertansiyon ek olarak karvedilol tedavisi ile
iliskilendirilebilecek reprodiiktif advers etkiler hastalarin fertilite agisindan takip
edilmesinin gerekliligine dikkat ¢ekecektir. Dahas1 hastalarda olasi fertilite problemleri
icin alternatif tedavi protokolleri ya da fertiliteyi potansiyelize edebilecek stratejilerin

gelistirilmesine odaklanilacaktir.
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