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OZET

VENLAFAKSININ VE MIRTAZAPININ ERKEK REPRODUKTIF SISTEM
HUCRE DIZILERINDE TOKSISITESININ INCELENMESI
Recep Kadir YUCE
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Programi
Anadolu Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Ocak 2025

Danisman: Prof. Dr. Sinem ILGIN

flaglarin tedavide kullanildiklar1 etkilerine sekonder farkli sistemler {izerinde
indiikledikleri toksik/advers etkilerinin belirlenmesi ilag giivenilirligi agisindan biiyiik
Oonem tasimaktadir. Bir¢ok sistemde istenmeyen etkilere neden olabilen ilaglar hem
kadinlarda hem de erkeklerde fertiliteyi etkileyebilmektedir. Ozellikle reprodiiktif
yaslarda tekrarlayan dozlarda kullanilan ilaglarin fertiliteyi etkilemesi kagmilmazdir.
Serotonin-noradrenalin geri alim inhibitorii antidepresan ila¢ venlafaksinin ve atipik
antidepresan ila¢ mirtazepinin erkek reprodiiktif sistem iizerindeki istenmeyen etkilerini
degerlendiren az sayidaki ¢alismaya ek olarak reprodiiktif sistemde hiicresel diizeyde
etkilerini gosteren herhangi bir calisma bulunmadigi belirlenmistir. Bu noktadan
hareketle, bu tez ¢alismasinda venlafaksinin ve mirtazepinin TM3 (fare testis Leydig
hiicre dizisi) hiicre dizilerinde in vitro reprodiiktif toksisitesinin arastirilmasi ve olasi
toksisitenin mekanizmasinin aydinlatilmas1 amaclanmistir. Calismada, TM3 Leydig
hiicreleri lizerinde doza bagimli hiicre canliligt MTT deneyi ile test edilerek inhibitor
konsantrasyon 50 degeri belirlenmistir. Bu konsantrasyondan hareketle apoptozun
belirlenmesi icin Annexin V/Propidyum Iyodiir apoptoz testi gerceklestirilmis, reaktif
oksijen tiirleri iiretiminin belirlenmesi icin  Diklorofloresin-diasetat y&ntemi
uygulanmistir. TM3 Leydig hiicrelerinin 24 ve 48 saat siire ile venlafaksinin yiiksek
konsantrasyonlarina maruziyeti belirgin bir sitotoksik etkiye neden olmazken,
mirtazepinin sitotoksik etkiye neden oldugu belirlenmistir. Mirtazepinin TM3 Leydig
hiicrelerinde apoptotik hiicre olimiinii tetikledigi ve reaktif oksijen tilirleri {iretimini
indiikledigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak, venlafaksin ile olmasa da mirtazepin ile
reprodiiktif toksisiteyi isaret eden temel bulgular elde edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Venlafaksin, Mirtazepin, TM3 Leydig hiicreleri, Apoptoz,

Reaktif oksijen tiirleri.
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ABSTRACT

EVALUATION OF VENLAFAXINE AND MIRTAZAPINE TOXICITY IN MALE
REPRODUCTIVE CELL LINES
Recep Kadir YUCE
Department of Pharmaceutical Toxicology
Programme in Master
Graduate School of Anadolu University, January 2025
Supervisor: Prof. Dr. Sinem ILGIN

Determining the toxic/adverse effects that drugs induce on different systems secondary
to the impact of their use in treatment is of great importance in terms of drug safety. Drugs
that can cause undesirable effects on many systems can affect fertility in both women
and men. It is inevitable that medications used in repeated doses, especially during
reproductive ages, will affect fertility. In addition to a small number of studies evaluating
the undesirable effects of the serotonin-noradrenaline reuptake inhibitor antidepressant
drug venlafaxine and the atypical antidepressant drug mirtazapine on the male
reproductive system, it was determined that there were no studies demonstrating their
effects on the reproductive system at the cellular level. From this point of view, this thesis
aimed to investigate the in vitro reproductive toxicity of venlafaxine and mirtazapine in
TM3 (mouse testis Leydig cell line) cell lines and to elucidate the mechanism of possible
toxicity. In this study, dose-dependent cell viability on TM3 Leydig cells was tested by
MTT assay and inhibitory concentration 50 was determined. Based on this concentration,
Annexin V/Propidium lodide apoptosis assay was performed to determine apoptosis and
Dichlorofluorescein-diacetate method was applied to determine reactive oxygen species
production. Exposure of TM3 Leydig cells to high concentrations of venlafaxine for 24
and 48 hours did not cause a significant cytotoxic effect, whereas mirtazepine caused a
cytotoxic effect. Mirtazepine triggered apoptotic cell death and induced reactive oxygen
species production in TM3 Leydig cells. In conclusion, basic findings indicating
reproductive toxicity were obtained with mirtazepine but not with venlafaxine.
Keywords: Venlafaxine, Mirtazapine, TM3 Leydig cells, Apoptosis, Reactive

oxygen species.
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1 GIRiS VE AMAC

Reprodiiktif saglik bireylerin yasam kalitesini etkileyen bir durum olmasi yaninda gebelik
siiresince hem maternal hem fetal saglig1 gebelik sonrasinda infant, bebek ve cocuk
sagligini etkilemektedir. Bu anlamda son yillarda reprodiiktif saglik 6nemli bir arastirma
konusu haline gelmistir (Mascarenhas vd., 2012; EPA, 1996). Infertilite ise ne kadar
ihmal edilse de reprodiiktif sagligin kritik bir komponentidir. Diinya genelinde bir saglik
problemi olarak kabul edilse de biiyiikliigiinii, prevalansini ve etiyolojisini aydinlatmaya
yonelik ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir (Agarwal vd., 2014; Inhorn ve Patrizio, 2015).
Ozellikle toplumsal baskilar bunun temelini olusturmaktadir. Erkek infertilitesini tespit
etmek toplumsal baskilardan dolay1 ¢cok daha zordur (Agarwal vd., 2014). Ozellikle
tekrarlayan dozlarda maruz kalan ilaglarin erkek reprodiiktif sistem iizerine toksisitesinin
degerlendirilmesi 6nemli aragtirma alani olarak 6n plana ¢ikmaktadir (McPhee, 2000;

Pasqualotto vd., 2004).

In vivo c¢aligmalara alternatif in vitro calismalar ksenobiyoktiklerin toksisitesinin
taranmasinda hem zaman hem de maliyet acisindan avantajlar saglamaktadir. Hiicre
kiltlirii diizeyinde dokular1 olusturan farkli hiicrelerin fonksiyonlarina yonelik yapilan
calismalar da toksisitenin mekanizmasinin aydinlatilmasina 6nemli katki saglamaktadir
(Parks Saldutti vd, 2013; Reis vd., 2015). Bilindigi gibi erkek reprodiiktif sistem iizerine
toksik etkilerde spermatogenez siirecinin degerlendirilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Spermatogenez siirecinin devamlilig1 ise spermatogonium hiicrelerinin olgunlagsmasini
icermektedir. Ancak bu siiregte testikiiler yapinin diger bilesenleri olarak Sertoli ve
Leydig hiicreleri onemli rol oynamaktadir (Chang vd., 2017). Sertoli hiicreleri
spermatogenik hiicrelerin gelismesi i¢in nutrisyonel destek saglamaktadir. Bu kapsamda
folikiil stimiile edici hormonun (FSH) etkisi altinda androjen baglayict proteini
salivermektedir. Ayrica hipofizden FSH saliverilmesini baskilayan inhibin B hormonunu
da salivermektedir. Spermatogenezin parakrin ve endokrin kontroliinde rol oynamakta,
yani spermatogenezi dogrudan veya dolayli olarak kontrol etmektedir. Yapisal olarak
Sertoli hiicresinin bir diger 6nemli gorevi de kan-testis bariyerini korumaktir. Bu bariyer,
hepsi seminifer tiibiillerin bazal membraninda bulunan bitisik Sertoli hiicreleri arasindaki
sik1 baglantilardan olugsmaktadir (Wong ve Khan, 2024). Leydig hiicreleri ise erkeklerde
testosteron veya androjenlerin birincil kaynagidir. Bu fizyoloji, sperm iiretimi veya

spermatogenez, seksiiel gelisimi kontrol etme ve ikincil cinsiyet Ozelliklerini ve



davraniglarini siirdiirme dahil olmak iizere erkeklerde bir¢ok hayati fizyolojik siirecte
onemli bir rol oynamalarina olanak tanimaktadir (Aladamat ve Tadi, 2024). Erkek
reprodiiksiyonu, Leydig hiicre fonksiyonunun diizenlenmesi yoluyla yetersiz veya asiri
steroid hormon tretiminin kontroliiyle dogrudan iligkilidir. Steroidogenez, testosteron
tiretimini saglamak i¢in ¢esitli genlerin ifadesini kontrol eden farkli sinyal yolaklari
araciligiyla esas olarak LH tarafindan diizenlenen karmasik bir siirectir. Leydig hiicreleri
ayrica sitokrom P450 aromataz aktivitesi yoluyla testosteronun Ostrojene irreversibl
doniisiimii yoluyla dstrojen de iiretmektedir. Ostrojen seviyelerine ve testis hiicre tipine
bagli olarak, bu steroid hormon bir hayatta kalma veya pro-apoptotik faktor olarak
hareket edebilmektedir. Suprafizyolojik Ostrojen seviyeleri Leydig hiicre hipertrofisi ile
iliskilendirilmistir ve dstrojenik bilesikler germ hiicrelerinin 6liimiine neden olmaktadir

ve germ hiicrelerinin mitozunu/mayozunu bozmaktadir (De Santi vd., 2022).

Bu tez kapsaminda venlafaksin ve mirtazepinin Leydig hiicrelerinde toksisitesinin
degerlendirilmesi ve olasi toksisitenin mekanizmasinin aydinlatilmasi amaglanmaktadir.
Leydig hiicrelerinde venlafaksin ve mirtazepinin hiicre canliligina etkisi MTT testi ile 24
ve 48 saatlik maruziyet siireleri ile belirlenecektir. Devaminda apoptotik/nekrotik hiicre
Oliimlerinden hangisinin venlafaksin ve mirtazepin ile tetiklendigi FITC-Annexin V
yontemiyle akis sitometri analizi ile belirlenecektir. Bunlara ek olarak reprodiiktif toksik
etkilerin patogenezinde dnemli rol oynayan oksidatif stres ise hiicrelerde reaktif oksijen
tiirlerinin seviyesi diklorodihidrofloresein diasetat (DCFH-DA) yontemiyle akis sitometri

analizi ile Olciilerek degerlendirilecektir.



2 GENEL BILGILER
2.1 Reprodiiktif Endokrinolojinin Genel flkeleri

Insanlarda germ hiicrelerinin olusumu embriyogenez sirasinda, ilk trimesterin 4.
haftasinda baglamaktadir. Baz1 hiicreler gelisimin erken donemlerinde gametlerin atasi
olarak secilmektedir. Bu ilkel germ hiicreleri, erkeklerde testisleri, disilerde
yumurtaliklar1 olusturacak olan ve gelismekte olan gonadlara farklilasmaktadir. Her iki
cinsiyette de gonadlarin ikili fonksiyonu bulunmaktadir. Bu fonksiyonlardan birincisi
gametogenezdir, boylece reprodiiktif sistem hiicreleri ve gametler tiretilmektedir. Bunlar
erkekte spermatozoon (¢ogulu spermatozoa, kisaca sperm ifadesi kullanilmaktadir) ve
diside ovumdur (yumurta). Ikincil fonksiyon olarak gonadlar, cogu kez cinsiyet
hormonlar1 ya da gonadal steroidler denilen steroid hormonlar1 salivermektedir. Cinsiyet
hormonlarinin iki ana smifi androjenler ve 0Ostrojenlerdir. Kadinlarda dolasimdaki
Ostrojen seviyeleri daha yliksekken, erkeklerin dolasimdaki androjen seviyeleri daha
yiiksektir. Ostrojenler &stradiol ve progesteron, androjenler testosteron ve

dihidrotestosterondur (Kocer vd., 2009).
2.2 Erkek Reprodiiktif Sistemi

Insan erkek reprodiiktif sistemi, erkegin pelvik bolgesi ¢evresinde yer alan, reprodiiktif
stirece katkida bulunan organlar toplulugudur. Erkek reprodiiktif sisteminin temel ve
dogrudan fonksiyonu, dollenme icin gamet veya spermatozoay: uretmektedir. Erkek
reprodiiktif sistemi testis, aksesuar kanallar, yardimci bezler ve skrotum ve penisten

olusmaktadir (Gunes vd., 2016).



Sekil 2.1
Erkek Reprodiiktif Sistem ve Testisin Yapisi

Kaynak: Hall ve Hall, 2021

Testislerin spermatogenez ve steroidogenez olmak iizere iki temel fonksiyonu
bulunmaktadir. Testisin seminifer tiibiilleri icerisinde spermatogenez ile spermatozoa
gelisimi  ve interstisyel kompartmanda steroidogenez veya testosteron sentezi
gerceklesmektedir. Spermatogenez seminifer tiibiillerdeki tabakali epitel igerisinde
gerceklesirken, testosteron iiretimi seminifer tiibiiller arasinda yayilmis olan Leydig
hiicreleri i¢inde gerceklesmektedir. Ayrica erkeklerde ikincil cinsiyet o6zelliklerinin,
sperm gelisiminin ve fertilitenin belirlenmesinde testosteron 6énemli bir rol oynamaktadir

(James vd., 2020).

Aksesuar kanallar; epididimis, seminifer tiibiiller, rete testis, efferent kanallar, vas
deferens, ejakiilator kanal ve iiretray1 icermektedir. Epididimis kivrimli, hilal seklinde;
vas deferensi testikiiler efferent kanallara baglayan hilal seklinde bir yapidir, insanlarda
yaklasik 3,8 cm uzunlugundadir ve tiim erkek siirlingenlerde, kuslarda ve memelilerde
bulunmaktadir. Epididimisin fonksiyonlar1 arasinda, spermatozoanin taginmasi,
depolanmasi ve olgunlastirilmasi yer almaktadir. Kauda epididimis, ejakiilasyondan dnce
fonksiyonel olarak olgun sperm hiicreleri i¢in bir depolama yeri olarak fonksiyon
gormektedir. Kauda epitel hiicreleri, depolama sirasinda spermleri pasif bir durumda

tutmak i¢in tasarlanmig bir liimen ortaminin korunmasma yardimci olan faktorler



salivermektedir. Ayrica epididimal gegis sirasinda sperm olgunlagmast meydana
gelmektedir. Spermler epididimiste hareketlilik ve bir oositin basarili bir sekilde

dollenmesi i¢in gerekli 6zellikleri kazanmaktadir (James vd., 2020).

Seminifer tiibiiller, testislerin i¢ yapisinda yer almakta ve spermatogoniumdan
spermatozoaya kadar olan tiim spermatogenik asamalarin gerceklestigi yer olarak ifade
edilmektedir. Seminifer tiibiiller bu siirecte Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri gibi diger
hiicrelerle de etkilesim halindedir. Seminifer tiibiillerde, sperm hiicrelerinin gelisim
stireci tiibiillerde bulunan Sertoli hiicrelerinin gerekli besin maddelerinin saliverilmesi ile
gerceklesmektedir. Ayrica seminifer tiibiillerde testislerin savunmasinda dnemli bir rolii
olan kan-testis bariyeri de bulunmaktadir (Rato vd., 2010).

Sekil 2.2

Seminifer Tiibiil Yapust

Baz membran  gortoli hiicreleri

Germinal epitel

Spermatagonyum (2n)
Primer spermatosit (2n)

Sekonder spermatosit (n)

Spermatidler

Kaynak: Hall ve Hall, 2021

Testislerin seminifer tiibiilleri, rete testis adi verilen yassilagsmis kanallardan olusan bir
odaya ac¢ilmaktadir. Rete testis, yeni saliverilen spermatozoa ve testikiiler seminifer
tiibiillerde iiretilen seminifer sivilar i¢in bir kanal ve ¢ikis noktasi1 gorevi gormektedir.
Olgun rete testis, sperm taginmasi i¢in bir kanal olmasinin yani sira, s1vi rezorpsiyonunda
da 6nemli bir rol oynamaktadir. Rete testis ve seminifer tiibiiller arasinda sivi bilesimi
onemli bir Olgiide degismektedir ve bu degisim siireci rete testis boyunca protein
emilimini i¢cermektedir. Bu nedenle rete sistemi, testisi terk ederken seminar sivi

bilesimini diizenlemede 6nemli rol oynamaktadir (Grisswold, 1998; Rato vd., 2010).



Efferent kanallar, erkek reprodiiktif sisteminde spermin testislerden epididimise
tasinmasinda kilit rol oynamaktadir. Efferent kanallar, silyali ve silyasiz epitel
hiicrelerinin bulundugu c¢ok katmanli bir yapidan olugsmaktadir. Bu hiicreler seminifer
stvinin yogunlastirilmasinda ve spermin epididimise dogru hareket etmesinde etkin rol
oynamaktadir. Ayrica efferent kanallardaki silyasiz hiicreler, suyun geri emilimini
saglayan aquaporin gibi su kanallarina sahiptir. Bu geri emilim fonksiyonu, seminifer
siviyr yogunlastirarak spermin epididimise daha konsantre bir sekilde ulagmasini
saglamaktadir. Efferent kanallar, silyali hiicreleriyle de spermin hareketini saglamaktadir

(Joseph vd., 2011).

Vas deferens, epididimisin kuyrugu ile devamlilik gdsteren ve prostatik iiretraya kadar
uzanan kalin duvarli, kivrimli bir tiiptiir. Vas deferens, epididimiste depolanan spermleri
iiretraya aktarmaktadir. Kanali ¢evreleyen kalin fibromiiskiiler tabaka, sempatik sinir
sistemi tarafindan innerve edilmektedir ve uyarildiginda, ejakiilasyon sirasinda spermin
kanal boyunca hizli bir sekilde ilerlemesini saglamak i¢in kasilmaktadir (Creasy ve

Foster, 2002).

Ejakiilator kanallar, ejakiilasyon sirasinda sperm ve seminal sivinin tasinmasinda gorev
almaktadir. Ayrica testislerde iiretilen sperm ile seminal vezikiillerde {iretilen seminal
stvinin birleserek iiretraya iletilmesinden ejakiilator kanallar sorumludur (Modgil vd.,

2016)

Uretranin fonksiyonu genel olarak idrar ve meni gegisini saglamaktir. Uretra, idrar kesesi
gibi liriner sistemin distal kisimlarini dig ortama baglamakta ve idrarin viicuttan atilmasin

saglamaktadir (Creasy ve Foster, 2002).
2.2.1 Gametogenez

Olgun reprodiiktif hiicrelerin olusum siireci gametogenez olarak adlandirilmaktadir.
Oncii hiicreler olarak da adlandirilan primordial germ hiicreleri, mitotik ve mayotik bir
dizi hiicre boliinmesinin ardindan hiicre farklilagsmasi gecirerek gamet haline gelmektedir.
Gametogenez siireci erkeklerde spermatogenez olarak adlandirilip, bu siirecin sonucunda
olgun spermotozoa olusurken, kadinlarda bu siire¢ oogenez olarak adlandirilmakta ve
oosit (yumurta) gelisimiyle sonuc¢lanmaktadir. Mitoz sirasinda bir hiicre genetik
materyalinin tam bir kopyasini olusturmakta ve hiicre boliinmesinden sonra her iki yavru
hiicre de ana hiicrenin genetik bilgisinin tam bir kopyasin1 almaktadir. Mayoz boliinme

ise iki asamal1 bir boliinme siirecidir, ilk adim DNA replikasyonunu i¢cermektedir (mayoz
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I, M1). Mayoz I sirasinda homolog kromozomlar eslesmekte ve genetik bilgi homolog
kromozomlar arasinda aktarilmaktadir (kromozomal g¢aprazlama). Mayoz II sirasinda
kardes kromatitlerin ayrilmasi gercekleserek; sperm ya da yumurta haline gelen haploid

hiicreler olusmaktadir (Larose vd., 2019).
2.2.2 Spermatogenez

Primordiyal germ hiicreleri, embriyonun gelisimi sirasinda testise gd¢ etmekte ve
seminifer tiibiillerde spermatogonyum adi verilen olgunlasmamis germ hiicrelerine
dontismektedir. Sertoli hiicrelerinin yapisal ve besinsel destegi; endokrin faktorlerin
hassas diizenlemesi altinda, seminifer tiibiiller igerisinde spermatogonianin olgun
spermlere doniligiimii spermatogenez olarak adlandirilmaktadir. Spermatogenez puberte
ile birlikte baglamakta ve yaslanma ile azalsa da devam edebilmektedir (Mruk ve Cheng,

2015).

Spermatogenez, 6n hipofiz hormonlarinin impulslar1 sonucunda, testiste seminifer
tiibiillerde meydana gelmektedir. Ilk evrede, spermatogoniumlar seminifer tiibiiliin
merkezine dogru Sertoli hiicreleri arasina yerlesmektedir. Spermatogoniumlar biiyiik bir
primer spermatosit olusturmak {izere biiyiimektedir. Ardindan mayoz boliinme sonucu
her primer spermatositten 2 sekonder spermatosit olugsmaktadir. Birka¢ giin sonra ise
sekonder spermatositler de boliinerek spermatidleri olusturmaktadir. Son olarak

spermatidler spermatozoaya (sperm) doniismektedir (Hall ve Hall, 2021).



Sekil 2.3
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Kaynak: Hall ve Hall, 2021

Spermatogenik siire¢ adim adim meydana gelmekte ve parakrin, otokrin ve hormonal
uyarilarin etkilesimi ile diizenlenmektedir. Ayrica spermatogenezin baslangict ve
devamliligi; 6n hipofiz hormonlar1 olan FSH ve LH kontrolii altindadir. FSH, normal ve
fonksiyonel bir Sertoli hiicre popiilasyonu olusturmak i¢in, LH ise testosteron liretimini
tesvik etmek i¢in ozellikle onemlidir. Sertoli hiicreleri, spermatogenez igin gerekli olan
testis somatik hiicreleridir. Sertoli hiicreleri, dogrudan temas yoluyla ve seminifer tiibiiller
icindeki ¢evre ortamini kontrol ederek, germ hiicrelerinin spermatozoaya donlistimiinii
kolaylastirmaktadir (Dogantekin ve Ozcan, 2016). Erkeklerde Leydig hiicreleri,
hipotalamustan gonadotropin saliverici hormonun (GnRH) pulsatil saliverilmesine yanit
olarak 6n hipofiz bezinden saliverilen LH tarafindan uyarildiktan sonra; testosteron
iiretiminden ve saliverilmesinden sorumludur. Testosteron, spermatogenezin baslatilmasi
ve siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan androjendir ve olgun sperm {iretimi testisteki androjen

etkisi ile iligkilidir. Spermatogenezde kan-testis bariyerinin korunmasi, mayoz bdliinme,



Sertoli-spermatit adezyonu ve sperm salgisi i¢in testosteron gereklidir (Grisswold, 1998;

Mruk ve Cheng, 2015).
2.2.3 Hipotalamus-Hipofiz-Gonadal ekseni

Hipotalamus-hipofiz-gonadal (HHG) eksen hormonlari, fertilitenin diizenlenmesinden
sorumlu baglica hormonlardir. Hipotalamustan pulsatil olarak GnRH saliverilmesi
HHG’nin aktivitesini baglatmaktadir. GnRH, 6n hipofizden LH ve FSH saliverilmesini
saglamaktadir. Erkeklerde LH, Leydig hiicrelerinden testosteron saliverilmesini
uyarmaktadir. Buna karsilik FSH, Sertoli hiicreleri lizerindeki etkisiyle, seminifer tiibiil
ve spermatogenezin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Meethal ve Atwood, 2005;

Dwyer ve Quinton, 2019).

HHG ekseni, GnRH, LH ve FSH hormonlarinin néroendokrin kontrolii altindadir. GnRH,
gonadotropinlerin 6n hipofizden periferik dolasima saliverilmesi i¢in uyaricidir. LH ve
FSH, testislerde steroidler ve peptitlerin (6zellikle inhibin B) iiretimini indiiklemektedir.
Bu gonadal tirtinler de HHG ekseninin néroendokrin aktivitesini diizenleyen negatif geri
bildirim saglamaktadir. Gonadotropinlerin saliverilmesi, GnRH saliverilme sikliginin
veya miktarmimn azalmasiyla diizenlenebilmektedir. Interstisyel Leydig hiicreleri
tarafindan {tretilen testosteron, hipotalamus seviyesinde GnRH etkisini azaltmaktadir,
dolayisiyla hipofizden LH saliverilmesi azalmaktadir. FSH saliverilmesinin kontrolii
agirlikl olarak testikiiler Sertoli hiicreleri tarafindan saliverilen inhibin B ve ¢ok daha az
oranda Ostradiol ve testosteron tarafindan diizenlenmektedir (Vadakkadath ve Atwood,

2005; Dwyer ve Quinton, 2019).

LH ve FSH, spesifik transmembran reseptorleri araciliiyla etkilerini gostermektedir.
FSH tasiyict reseptor ekspresyonu agirlikli olarak Sertoli hiicrelerinde goriilmektedir.
Ancak LH tastyict reseptorler Leydig hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedir.
Hipofizden gelen gonadotropin yaniti, Leydig hiicrelerinden testosteron iiretimi ve Sertoli
hiicrelerinden non-steroidal inhibin {iretimi olmak {izere iki ana endokrin sinyal
tiretmektedir. Spermatogenezin klasik olarak belirlenmis endokrin diizenlenmesi LH ve
FSH araciligiyla gerceklesse de parakrin diizenleme inhibinler, aktivinler, follistatin
hormonlarinin koordineli etkisiyle gerceklesmektedir (Singh vd., 2017). Sekil 2.4.’te

hipotalamus-hipofiz-gonadal eksenin mekanizmalar1 gosterilmektedir.
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Kaynak: Singh vd., 2017
2.3 Reprodiiktif Advers Etkiler

Ilaglar, gida katki maddeleri ya da cevresel kimyasallar gibi ksenobiyotiklerin toksik
etkileri, insan ve toplum saglig1 agisindan 6nemli bir risk kaynagidir. Insanlarda genel
saglik durumunu direkt olarak etkileyebilen toksik etkilere ek olarak, yavru sagligi ve
fertilite lizerindeki olumsuz sonuglar da 6nemli olumsuz saglik etkileri arasinda kabul
edilmektedir. Diinya ¢apinda artan infertilite oranlar1 ksenobiyotik maruziyetlerinin
reprodiiktif saglik acisindan giivenliliginin degerlendirilmesini 6nemli kilmaktadir.
Infertilite vakalarmin yaklasik %30-50’si erkek infertilitesinden kaynaklanmaktadir.
Erkek reprodiiktif sisteminde seminifer epitel ve/veya spermatogenezi destekleyen
Leydig ve Sertoli hiicreleri, epididimal sperm olgunlagma siireci ve reprodiiktif endokrin

sistem ksenobiyotikler i¢in hedeftir (Mantovani ve Maranghi, 2005).
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2.3.1 Reprodiiktif advers etkilerin belirlenmesinde kullanilan belirtecler

Erkek reprodiiktif sistem toksisitesi sperm parametrelerinin ve reprodiiktif sistem

morfolojisinin bir biitiin olarak degerlendirilmesini gerektirmektedir (de Santi vd., 2021).
2.3.1.1 Spermatogenez ve hormonal diizenleme

Spermiyogenez, olgun spermatidin seminifer tiibiillere salindig1 ve 6zellikle androjenler
ve Ostrojenler olmak tlizere endokrin ve parakrin faktorler tarafindan diizenlenen ¢ok
asamal1 ve karmasik bir siirectir. Spermiyogenez ve spermatogenezin degerlendirilmesi

reprodiiktif advers etkilerin belirlenmesinde 6nemlidir (de Santi vd., 2021).

Testislerde sirasiyla spermatogenez ve steroidogenez olarak adlandirilan, oldukca
organize ve kontrollii iki olay gerceklesmektedir. Testiste spermatogenez, somatik Sertoli
hiicrelerinin yapisal ve besleyici destegi altinda seminifer tiibiillerde meydana gelen
oldukca karmasik, dinamik ve senkronize bir germ hiicresi ¢ogalmasi ve farklilagsmasi
stirecidir. Sertoli hiicreleri oncelikle kan testis bariyerinin olusumunda, testikiiler sivinin
salgilanmasinda, anormal germ hiicrelerinin fagozitozunda ve c¢esitli baglayici
proteinlerin (androjen baglayict protein, transferrin, seruloplazmin), hormonlarin ve
bliylime faktorlerinin ¢ogunun tiiretiminde rol oynamaktadir (Gupta ve Verma, 2018;

Suede vd., 2023).

Testisin interstisyel kompartmanindaki Leydig hiicreleri ise testosteron iiretiminden
sorumludur. Testiste spermatogenez, HHG ekseninden saliverilen hormonlarin kontrolii
altindadir. On hipofizden LH ve FSH gibi gonadotropinlerin biyosentezi ve saliverilmesi
ise hipotalamustan saliverilen GnRH’1n kontrolii altindadir. FSH, seminifer tiibiillerde
spermatogenezi desteklemek ic¢in dogrudan Sertoli hiicrelerine etki ederken, LH,
testosteronun biyosentezini ve saliverilmesini uyarmak icin interstisyel Leydig
hiicrelerine etki etmektedir. Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen testosteron, bazal
membran yoluyla interstisyel bosluga ve seminifer tiibiillere yayilmakta ve burada
dihidrotestosterona doniistiiriilmek {izere Sertoli hiicrelerine giris yapmaktadir. Hem
testosteron hem dihidrotestosteron Sertoli hiicrelerini terk ederek boliinen germ hiicreleri
etrafinda birikmektedir. Hem FSH hem de intratestikiiler testosteron, sinerjik olarak

spermatogenezde ¢cok dnemli bir rol oynamaktadir (Gupta ve Verma, 2018).
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2.3.1.2 Testisin histopatolojik incelenmesi

Seminifer tiibiillerde meydana gelen degisikliklerin histopatolojik olarak incelenmesi,
kabul gormiis, hassas bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir. Testisin histopatolojik
incelenmesi hem kalitatif hem de kantitatif prosediirleri icermektedir. Kalitatif analizler
icin, testisteki seminifer tiibiiller, degisikliklerin ciddiyetine bagli olarak dejenere ve
atrofik olarak gruplandirilmaktadir. Testikiiler toksisitede baslangicta gézlenen en yaygin
histolojik degisiklikler germinal epitelin gevsemesi, germ hiicrelerinin ddkiilmesi,
intraepitelyal vakuolasyon, c¢ok cekirdekli dev hiicrelerin olusumu, ¢ekirdeksiz dev
yuvarlak spermatidlerin ortaya ¢ikmasi, ayni tiibiilde spermatogenik dongiiniin farkli
asamalarinda (6zellikle IX, X ve XI asamalarinda) spermatidlerin bulunmasi,
spermiyogenezin basarisiz olmasi, anormal spermlerin Sertoli hiicresi tarafindan
fagositozu, germinal epitelde fokal hasar ve yuvarlak spermatidlerde kromatin

materyalinin yogunlagsmasini icermektedir (Gupta ve Verma, 2018).
2.3.1.3 Testiste oksidatif stresin belirlenmesi

Oksitadif stres, testikiiler toksisitesinin ve erkek infertilitesinin baslica nedenidir. Testiste
reaktif oksijen tiirleri olusumunu tetikleyen pek c¢ok faktor (kriptorsidizm, testis
torsiyonu, varikosel, hipertiroidizm, enfeksiyon, fiziksel efor, hormonal dengesizlik,
ksenobiyotiklerin etkisi) bulunmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri, 6zellikle laktat tiretimi
ve laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesinin modiilasyonu bakimindan, testiste apoptozun
ve glukoz homeostazindaki degisikligin temel nedenlerinden biridir. Oksidatif stresin
siddeti, testiste laktoperoksidaz seviyesinin ve siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin dl¢iilmesi ile belirlenmektedir (Gupta ve Verma,

2018; Roychoudhury vd., 2019).
2.3.1.4 Hormonal parametreler

Spermatogenezin bagarili bir sekilde ilerlemesi icin yiiksek intratestikiiler testosteron
seviyesi gereklidir. Bu baglamda, intratestikiiler ve serum testosteron seviyelerinin
Olclimii, sirastyla testisteki steroidojenik aktiviteyi ve cinsel organlardaki sekresyon
aktivitelerini belirlemek i¢in etkili bir yontemdir. Testisteki Ostrojen fazlaligi,
gonadotropinlerin ve steroidojenik enzimlerin down-regiilasyonu nedeniyle germ hiicre
apoptpozunu indiikleyerek spermatogenezde bozulmaya yol agmaktadir. Testosteron ve

estradiol seviyelerinden baska LH ve FSH seviyeleri ile sitokrom P450 (CYP450)
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aromataz enziminin ekspresyonu da reprodiiktif toksisitede belirteg olarak

kullanilmaktadir (Gupta ve Verma, 2018).
2.3.2 Reprodiiktif advers etkilere neden olan ila¢ 6rnekleri

Yiiksek tansiyon, psikiyatrik hastaliklar ve agr1 yonetimi gibi kronik rahatsizliklar i¢in
ilag alan yetigkin erkeklerin sayis1 her gegen giin artmaktadir. Elbette, bu ilaglarin
kullanim siklig1 sadece yasla birlikte artmaktadir. Ancak, bu tedavilerin uzun vadeli
endikasyonlarina ragmen, fertilite iizerindeki olumsuz etkisi 1yi bilinmemektedir. Cesitli
ilaglarin kemirgenlerde spermatogenez iizerindeki etkilerini inceleyen ¢ok sayida ¢alisma
bulunmakla birlikte hayvan modelleri potansiyel insan advers etkilerine tam olarak

yansimamaktadir (Gomeshi vd., 2023).

Proton pompa inhibitorii ilaclarin (PPI) etkilerine iliskin insan verileri oldukca azdir;
ancak, mevcut literatiir PPI'larin sperm parametreleri iizerinde potansiyel olarak zararl
bir etkisi oldugunu 6ne siirmektedir. Popiilasyona dayali bir vaka kontrol ¢alismasinda
uzun siireli PPI kullanim1 motil sperm sayisinin azalmasiyla iligkilendirilmistir (Huijgen
vd., 2016). Farkli bir ¢alismada, omeprazol tedavisinin saglikli erkeklerde gonadal
fonksiyonu degistirmedigi, testosteron, FSH, LH ve prolaktin seviyelerinin bazal
Ol¢timlerden farkli olmadigr bulunmustur (Mokshagundam ve Minocha, 1997).
Sicanlarda esomeprazol uygulamasi normal morfolojili sperm yiizdesini ve sperm
hareketliligini azaltmistir (Mumtaz vd., 2022). Lansoprazol de sicanlarda sperm
hareketliligini azaltirken, sperm canliligini etkilememistir (Banihani ve Khasawneh,

2018).

Opioidler, HHG eksenindeki opioid reseptorlerine baglanmakta ve cinsiyet
hormonlarinin fonksiyonlarini etkileyebilmektedir. GnRH’1n pulsatil saliverilmesinin
inhibisyonu ve buna bagli olarak ©6n hipofizden FSH ve LH hormonlarinin
saliverilmesindeki azalma, opioidlerin reprodiiktif sistem {izerinde bilinen advsers
etkileridir (Ghasemi-Esmailabad vd., 2022). Opioid maruziyeti ile iligkili olarak
sicanlarda seminifer tiibiillerin diizensizlestigi, spermatojenik hiicre sayisinin azaldig ve
fertilitenin neredeyse yok oldugu goézlenmistir (Takzare vd., 2016). Kodein, fertilite
indeksinde belirgin bir azalmaya neden olabilmektedir. Kronik kodein kullaniminin,
vaskiiler konjesyon, germ hiicre kayb1 ve germ hiicre olgunlagsmasinin durmasinin yani
sira dolasimdaki testosteron seviyesinin azalmasina, ayrica testikiiler dejenerasyona

neden oldugu gosterilmistir. Ek olarak, kodeinin sperm kalitesini azalttigi, sperm DNA
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hasarin1 ve apoptozunu indiikledigi belirtilmistir (Hamed vd., 2023). Non-steroidal
antiinflamtuar ilaglar1 (NSAIi) kullanan hastalarda sperm hacminin ve sperm
hareketliliginin azaldig1 tespit edilmistir (Martini vd., 2003). Benzer sekilde, aspirin
tikketimi de hastalarda sperm hareketliliginde azalmaya neden olmustur (Stutz vd., 2004).

Kalsiyum kanal blokerlerinin, sperm canliligini ve hareketliligini azalttig1, ayrica
spermatozoa-oosit etkilesimini etkileyebilerek spermin dolleme kapasitesini azalttigt
belirtilmektedir (Semet vd., 2017). Ayrica nifedipin, verapamil veya diltiazem uygulanan

siganlarda sperm sayisinin ve sperm hareketliliginin azaldigi tespit edilmistir (Morakinyo

vd., 2009).

Beta-laktam grubu antibiyotikler, penisilin G ve seftriakson’un sican ve farelere
uygulanmas1 sperm kalitesinin azalmasina neden olmustur (Hou vd., 2024). Kinolon
grubu antibiyotik siprofloksasin, ofloksasin ve perfloksasin uygulamasinin sperm
parametrelerini etkiledigi, sperm sayisi, sperm hareketliliZi ve normal sperm
morfolojisini azalttig1 gosterilmistir (Khaki, 2015). Nitrofurantoinin saglikli yetigkinlerde
hafif ila orta derecede spermatojenik duraklamaya neden oldugu tespit edilmistir
(Popoola vd., 2023). Gentamisin uygulamasi ise sperm sayisi ve hareketliligini

azaltmistir. Ayrica gentamisin uygulamasi serum LH seviyesinin de diigmesine neden

olmustur (Khaki, 2015).
2.4 Antidepresan Ilaclarin Neden Oldugu Reprodiiktif Advers Etkiler

Antidepresan ilaglar depresyonun, obsesif-kompulsif bozuklugun, sosyal fobinin, panik
bozuklugun, yaygin anksiyete bozuklugunun ve travma sonrasi stres bozuklugunun
tedavisinde kullanilmaktadir. Antidepresan ilaglar selektif serotonin geri alim
inhibitorleri (SSRI), serotonin/noradrenalin geri alim inhibitorleri (SNRI) (venlafaksin),
atipik antidepresanlar (mirtazepin), serotonin modiilatorleri, trisiklik antidepresanlar,
monoaminoksidaz inhibitoérleri, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor agonistleri olarak
siiflandirilmaktadir (Sheffler vd., 2023). Tiim antidepresan siniflarinin hem erkeklerde
hem de kadinlarda cinsel fonksiyon bozukluguyla iligkili oldugu bilinmektedir.
Erkeklerde en belirgin cinsel advers etkiler arasinda libido bozuklugu, erektil
disfonksiyon, gecikmis ejekiilasyon veya ejekiilasyonun olmamasi yer almaktadir. Bazi
antidepresan ilaglarin semen parametreleri tizerindeki etkilerine dair veriler mevcuttur

(Beeder ve Samplaski, 2020).

14



Sitalopram, esitalopram, fluvoksamin, paroksetin, fluoksetin, sertralin ve dapoksetin gibi
SSRI'lar uzun yillardir kullanilmaktadir. SSRI'lar, serotoninin presinaptik hiicrelere geri
emilimini sinirlayabilmekte, bu da sinaptik bosluktaki serotonin seviyelerini arttirmakta
ve hiicre dis1 serotonin aktivitesini gliclendirmektedir (Sheffler vd., 2023). SSRI'larin
semen kalitesini etkileyip etkilemedigini degerlendirmek i¢in yliriitiilen bir meta-analizde
SSRI'larin sperm konsantrasyonu, sperm morfolojisi, sperm hareketliligi ve sperm DNA
fragmentasyon indeksi gibi semen kalitesi lizerinde istatistiksel olarak anlamli advers
etkilerinin oldugunu ancak semen hacmi {izerinde herhangi bir advers etkisinin

olmadigin1 gdstermistir (Xu vd., 2022).

SSRI'lar1 ve insan spermini arastiran tek bir in vitro ¢alisma bulunmaktadir. Kumar ve
arkadaslar1 bu g¢alismada insan semenini in Vvitro olarak degisen konsantrasyonlarda
paroksetin, fluoksetin, sertralin, sitalopram ve fluvoksamin ile inkiibe etmislerdir. Tiim
SSRI'larin spermisidal aktivite gdsterdigi, ancak sperm sayilari lizerinde hi¢bir olumsuz

etki gdstermedigi tespit edilmistir (Kumar vd., 2006).

Hayvan modellerinde yiiriitiillen birden fazla caligma, SSRI'larin erkek fertilitesi
tizerindeki olumsuz etkilerini gostermistir. SSRI'lar {izerine yapilan ¢alismalarin ¢ogu
fluoksetin ile ilgilidir ve ¢ogu bir dereceye kadar gonadotoksik etki gdstermektedir

(Bataineh ve Daradka, 2007; Alzahrani, 2012; Sakr vd., 2015).

Bir ¢alismada si¢anlara sertralin uygulamasi sperm DNA hasari, testis dejenerasyonu,
anormal sperm morfolojisi ve azalan sperm sayisi ile sonuglanmistir (Atli vd., 2017).
Benzer sekilde sitalopram uygulanan siganlarda sperm sayisinda azalma, anormal sperm
morfolojisinde artis ve DNA hasarinda artig tespit edilmistir (Attia ve Bakheet, 2013;
Ilgin vd., 2017). Insan verileri de erkek infertilitesi ile SSRI kullanimi arasinda iliskiyi
SSRI tedavisi altindaki hastalarda azalan semen kalitesi ve artan sperm DNA
fragmentasyonu ile desteklemektedir (Tanrikut ve Schlegel, 2007; Safarinejad, 2008;
Tanrikut vd., 2010; Elnazer ve Baldwin, 2014; Akasheh vd., 2014; Drobnis ve Nangia,
2017).

Amitriptilin, nortriptilin, imipramin, desipramin gibi trisiklik antidepresanlar, beyindeki
belirli nérotransmitterlerin, 6zellikle de serotonin ve noradrenalin seviyelerini artirarak
etki gostermektedir (Behnia, 2024). Trisiklik antidepresanlari kullanan erkek ve
kadinlarda cinsel fonksiyon bozukluklarinin meydana gelme insidans1 %30’dur. Trisiklik

antidepresanlarin semen kalitesi {izerindeki etkilerine iligkin kanitlar yetersizdir.
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Desipramin ve amitriptilin hakkinda az sayida ¢aligma bulunmaktadir, ancak nortriptilin,
amoksapin, doksepin, imipramin, protriptilin veya trimipramin hakkinda hig¢bir ¢alisma
bulunmamaktadir (Beeder, 2020). Amitriptilin uygulanan siganlarda sperm
konsantrasyonunun ve canliliginin azaldig tespit edilmistir (Bandegi vd., 2018). Ayrica
amitriptilin uygulamasi farelerin germ hiicrelerinde mutajenik etkilere neden olmustur

(Chowdary ve Rao, 1987; Hassanane vd., 2012).

Insanlarda monoamin oksidaz-A (MAO-A) ve monoamin oksidaz-B (MAO-B) olmak
tizere iki tip monoamin oksidaz bulunmaktadir. Serotonin, melatonin, noradrenalin ve
adrenalin Oncelikle monoamin oksidaz-A ile deamine edilirken, fenetilamin ve
benzilamin ise monoamin oksidaz-B ile deamine edilmektedir. Her iki form da dopamin,
tiramin ve triptamini esit oranda deamine etmektedir (Shulman vd., 2013). Monoamin
oksidazin inhibisyonu, substratlarinin seviyelerinin artmasina neden olmakta ve bdylece
noradrenalin, serotonin ve dopamin dinamigini degistirmektedir (Yamada ve Yasuhara,
2004). Bu sinifa ait ilaglar arasinda selegilin, izokarboksazid, fenelzin ve tranilsipromin
bulunmaktadir. Monoamin oksidaz enzim inhibit6rii kullanan erkek ve kadin hastalarin
yaklasik %40'imda cinsel fonksiyon bozuklugu gozlenmektedir (Beeder ve Samplaski,
2020). Ancak selejilinin, erkek fertilitesi lizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu bir sigan
calismasi ile gosterilmistir. Siganlarda selejilin uygulamasi testis kiitlesinde, sperm

sayisinda ve canliliginda artisa neden olmustur (Mihalik vd., 2015).

SNRI'ler hem serotonin hem de noradrenalinin sinaptik araliktaki tasiyicilarina
baglanarak bu ndrotransmiterlerin geri alimini segici olarak inhibe etmekte ve bu nedenle
santral sinir sisteminde serotonin ve noradrenalinin etkinligini artirmaktadir (Dell’Osso
vd., 2010). Bu ilag¢ sinifi desvenlafaksin, duloksetin, levomilnasipran ve venlafaksini
icermektedir. SNRI'ler ile tedavi edilen hastalarda cinsel fonsiyon bozuklugunun
insidans1 %58-70’tir ve genel olarak SSRI'lar ile tedavi edilen hastalara oran daha

seyrektir (Beeder ve Samplaski, 2020).

Bir ¢calismada SNRI reprodiiktif advers etkileri ile iligkili risklerini degerlendirmek i¢in
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Gida ve ila¢ Dairesi Olumsuz Olay Bildirim Sistemi
veritabanini sistematik olarak incelenmistir. Venlafaksinin, 6zellikle erektil disfonksiyon
ve ejekiilasyon bozukluklarinda duloksetinden daha yiiksek reprodiiktif hasar riskine
sahip oldugu ve etkilenen bireylerin daha geng oldugu tespit edilmistir (Xi vd., 2024).

Diger taraftan venlafaksin uygulanan farelerde sperm parametreleri acisindan herhangi
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bir advers etki tespit edilmemistir (Bandegi vd., 2018). Insanlarda duluoksetin tedavisinin
cinsel fonksiyonlar ve sperm parametreleri agisindan herhangi bir olumsuz etkiye neden

olmadig1 belirlenmistir (Punjani vd., 2021).
2.4.1 Venlafaksin ve reprodiiktif advers etkileri

SNRI olarak smiflandirilan venlafaksin, ABD Gida ve ilag Dairesi tarafindan major
depresif bozuklugu, sosyal anksiyete bozuklugu ve panik bozuklugu tedavi etmek icgin
onaylanmistir. Ayrica, venlafaksin dikkat eksikligi bozuklugu, fibromiyalji, diyabetik
noropati, kompleks agri1 sendromlari, ates basmasi, migreni 6nleme, travma sonrasi stres
bozuklugu, obsesif-kompulsif bozukluk ve adet dncesi disforik bozukluk gibi durumlar
icin de genellikle etiket dig1 kullanilmaktadir. Venlafaksin, tek basina veya diger ilaglarla
kombinasyon halinde tedavide kullanilabilmektedir (Singh ve Saadabadi, 2024).

Venlafaksin, tasiyici proteinleri bloke ederek ve presinaptik terminalde geri alimlarini
engelleyerek santral sinir sisteminde serotonin ve noradrenalin seviyelerini
arttirmaktadir. Bu durum nihayetinde postsinaptik reseptorlerin uyarilmasinin artirmasina
yol agmaktadir. SNRI'ler Oncelikle serotoninerjik ve noradrenerjik ndronlari
etkilemektedir, kolinerjik veya histaminerjik reseptorler {izerinde ¢ok az veya hig etkisi
yoktur. Venlafaksin, noradrenalin geri alimindan daha gii¢lii bir serotonin geri alim
inhibitoriidiir. Venlafaksin, diisiik dozlarda serotonin geri alimini inhibe etmekte ancak
daha yiiksek dozlarda hem noradrenalini hem de serotonin geri alimini etkilemektedir

(Suwala vd., 2019; Coutens vd., 2022)

Venlafaksin esas olarak karaciger tarafindan, 6zellikle CYP2D6 enzimi olmak {izere
sitokrom P450 sistemi araciligiyla metabolize edilmektedir. O-desmetil venlafaksin
primer metabolitidir ve degismeden ve glukuronit konjugatlar halinde viicuttan elimine

edilmektedir (Ereshefsky ve Dugan, 2000; Sangkuhl vd., 2014).

Sicanlara 40 ve 150 mg/kg dozlarda 70 giin siire ile venlafaksin uygulamasi sperm
konsantrasyonunu ve normal morfolojiye sahip sperm yiizdesini azaltmistir. Ayrica
venlafaksin uygulanan si¢anlarda serum FSH ve LH seviyeleri azalirken, testosteron
seviyesi artmistir (Saleem vd., 2020). Diger bir ¢alismada da 30 mg/kg dozda venlafaksin
35 ve 65 giin siire ile siganlara uygulanmistir. 35 giin siire ile venlafaksin maruziyeti
normal sperm morfolojisini, sperm konsantrasyonunu ve sperm hareketliligini
azaltmistir. Diger taraftan 65 giin siire ile venlafaksin maruziyeti ile sadece sperm

hareketliliginde azalma gozlenmistir. Ayrica 35 giin siire ile venlafaksin uygulanan
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sicanlarda intratestikiiler testosteron ve Ostrojen seviyeleri artarken, 65 giin siire ile
venlafaksin uygulanan sicanlarda intratestikiiler testosteron ve dstrojen seviyeleri kontrol
grubundan farksiz degerlere ulasmistir (de Santi vd., 2021). Farelere 60 mg/kg dozlarda
70 giin siire ile venlafaksin uygulamasi sperm konsantrasyonunu ve sperm hareketliligini
azaltmistir. Es zamanli venlafaksin ve selenyum uygulanan farelerde ise sperm

parametrelerinde anlamli iyilesmeler tespit edilmistir (Kaur vd., 2021).

Major depresif bozukluk, travma sonrast stres bozuklugu ve panik bozukluk dykiileri olan
ve 14 ay boyunca venlafaksin tedavisi alan bir hastada, venlafaksin tedavisinden sonra
testosteron seviyesinin azaldig1 tespit edilmistir. Venlafaksin tedavisi kesilen hastada 3
hafta siire ile sertralin tedavisine baslanmis, hastada testosteron seviyesinin normal
seviyelere ulastigr gozlenmistir. Bu noktada venlafaksinin testosteron seviyesinde

azalmaya neden olabilecegi vurgulanmistir (Shebak ve Varma, 2014).

Laktasyonel donemde venlafaksine maruz birakilan erkek sicanlarda sperm
hareketliliginde azalma belirlenmistir. Erkek sicanlarda seksiiel davranislarda bir farklilik
gozlenmezken, hipotalamik androjen reseptor ekspresyonun azaldigi tespit edilmistir (da

Silva Moreira vd., 2023).
2.4.2 Mirtazapin ve reprodiiktif advers etkileri

Atipik bir antidepresan olan mirtazapin major depresif bozuklugun tedavisinde
kullanilmaktadir. 1996 yilinda ABD Gida ve lIlag Dairesi tarafindan orta ve siddetli
depresyonu tedavi etmek i¢in onaylanmistir (Ottman vd., 2018). Mirtazepinin sedatif,
antiemetik, anksiyolitik ve istah acici etkileri de bulunmaktadir. Bu nedenle insomni,
panik bozukluk, travma sonrasi stres bozuklugu, obsesif-kompulsif bozukluk, yaygin
anksiyete bozuklugu, sosyal anksiyete bozuklugu, bas agrilar1 ve migren gibi endikasyon

dis1 kullanimi1 da s6z konusudur (Nutt, 2002).

Tetrasiklik bir antidepresan ila¢ olan mirtazapinin farmakolojik etkisi presinaptik alfa-2
adrenerjik reseptorleri bloke ederek noradrenalin ve serotoninin ndrotransmisyonu
arttirmasi ile meydana gelmektedir. Bu ilag, noradrenerjik ve spesifik serotonerjik
antidepresan olarak smiflandirilmaktadir. Ayn1  zamanda spesifik olarak 5-
hidroksitriptamin-2 (5-HT2) ve 5-hidroksitriptamin-3 (5-HT3) reseptorlerini antagonize
etmektedir. Bu durum, serotonin aktivitesini 5-hidroksitriptamin-1A (5-HT1A)
reseptorlerine yoOnlendirerek antidepresan ve anksiyolitik etkiler saglamaktadir.

Mirtazepin histamin H1 reseptorlerini bloke ederek sedasyona da neden olmaktadir. Bu
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durum, uykusuzluk c¢eken depresyon hastalarinda fayda saglamaktadir (Schwasinger-

Schmidt ve Macaluso, 2019).

Ayrica periferik alfa-1-adrenerjik ve muskarinik reseptdrlerini orta ila zayif diizeyde
antagonize etmektedir. Diger bir¢ok antidepresanin aksine, mirtazapin serotonin,
dopamin veya noradrenalin geri alimimi inhibe etmemektedir. Cogu trisiklik
antidepresanin aksine, sodyum veya kalsiyum kanallarini bloke edici veya antikolinerjik
aktivite gostermemektedir (Gorman, 1999). Mirtazapin, karacigerde demetilasyon,
hidroksilasyon, konjugasyon ve sitokrom P450 enzimleri (CYP1A2, CYP2D6 ve
CYP3A4) tarafindan metabolize edilmektedir. Baslica metabolitlerinden biri

desmetilmirtazapindir (Timmer vd., 2000).

Nitrofurazon ile sicanlarda testis hasarinin indiiklenmesinden 1 hafta once proflaktik
mirtazapin uygulamasi nitrofurazona kiyasla sperm sayisinda ve canliliginda artisa neden
olmustur (El-Sisi vd., 2017). Diger taraftan sisplatin ile si¢anlarda indiiklenen testis
hasarinda mirtazapinin proflaktik etkisi degerlendirilmis ve mikroskobik olarak
mirtazapinin sitoprotektif etkinligi gosterilmistir (Fekry vd., 2019). Fenilhidrazin ile
farelere indiiklenen testikiiler hasarda fenilhidrazin ile es zamanli1 30 mg/kg dozda 35 giin
stire ile mirtazapin uygulamasi sperm konsantrasyonu, sperm hareketliligi ve normal

morfolojili sperm ylizdesi agisindan koruyucu etki gostermistir (Mohammadi, 2024).
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3 GERECLER

3.1 Kullamilan Kimyasal Maddeler
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il1)-2,5-difenil)
DMEM/Ham’s F-12

Tripan Mavisi

Penisilin-Streptomisin ¢ozeltisi
Fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) tableti
Tripsin-EDTA ¢ozeltisi
Dimetilsiilfoksit (DMSO)

Fotal s1igir serumu

Absolii etanol

Mirtazapin

Annexin V Apoptoz Belirleme Kiti

Reaktif Oksijen Tiirleri Belirleme Kiti

3.2 Kullanilan Arac ve Gerecler
Giic kaynag1

Hassas terazi

Steril rezervuar

Hiicre sayim cihazi

Inkiibatdr (CO2 déniisiimlii)
Mikroplaka okuyucu

Hiicre sayim slayti

Biyogiivenlik kabini

Sogutmali santrifiij
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: Serva, Almanya

: Capricorn, Almanya

: Bio-Rad, ABD

: WisentBioProducts, Kanada
: Bioshop, Kanada

: Capricorn, Almanya

: Carlo Erba, Italya

: Capricorn, Almanya

: Sigma Aldrich, Almanya

: Bilim ilag San. ve Tic. As., Tiirkiye
: BD Biosciences, ABD

: Abcam, Birlesik Krallik

: Thermo Scientific, ABD
: Ohaus, ABD

: Axygen, ABD

: Bio-Rad, ABD

: Lab Companion, ABD

: Biotek, ABD

: Bio-Rad, ABD

: Heal Force, Cin

: Eppendorf, ABD



Otoklav

Vorteks

Floresan 151k mikroskobu
Hiicre kiiltiir kab1 (25 ve 75 cm?)
Otomatik pipetler

Hiicre plagi (96 kuyucuklu)
Hiicre plagi (6 kuyucuklu)
Pipet uglar1

Lam

Steril serolojik pipet
Polipropilen tiip

Akis sitometri analiz yazilimi

3.3 Kullanilan Hiicre Hatlar:

TM3 (CRL-1714TM) fare Leydig hiicreleri American Type Culture Collection (ATCC)

kurulusundan temin edildi.
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: Hirayama, Japonya
: Heildolph, Almanya
: Leica, Almanya

: Nest, Isvicre

: Eppendorf, Almanya
: Nest, Isvicre

: CPL, ABD

: Vertex, ABD

: Menzel, Almanya

: LP, Italya

: Isolab, Almanya

: BD FACSDiva Software, ABD



4 YONTEMLER

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

iceren DMEM-F12 (1:1) besiyerinde, 37 °C ve %5 CO?2 igeren inkiibatorde inkiibe edildi.
4.1 Hiicre Hatlarimin Cogaltilmasi

Deneylerde kullanilan TM3 Leydig hiicreleri, 2-3 giinde bir rutin pasajlama yapilarak
cogaltild1 ve deneylere hazirlandi. Hiicreler iki-ii¢ giin araliklarla incelendiginde flasktaki
konfluens oraninin %70-80 diizeyinde oldugu goriildiigiinde hiicrelere pasajlama islemi
yapildi. Sicak su banyosunda hiicrelere uygun DMEM-F12 besiyeri ve tripsin enzimi 37
°C’ye getirildi. Flask %70 etanolle silinerek laminer akis kabinine alindi. Besi yeri
dikkatle uzaklastirildi ve 5 ml PBS ile flask zemini yikandi. Optimum sicakliga ulasan
tripsinden 2 ml flaska alindi. Tripsin enziminin, flask zemininin her yerine ulasmasi i¢in;
flask ileri ve geri hareket ettirildi. Inkiibatére alman flask {ic dakika sonra ters faz
mikroskop altinda yeniden incelendi. Goriinen hiicrelerin karakteristik mekik sekli aldigi
goriiliince tripsinizasyonun sonlandirilmasi i¢in flask yeniden kabine alindi. 12 ml
besiyeri eklendi ve birka¢ kere pipetlenerek zeminden heniiz kopmamis hiicrelerin

toplanmasi saglandi. Flasklara boliiniip inkiibatore alindi.
4.2 MTT Hiicre Canlihg: Testi

MTT reaktifi (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir), iki fenil
parcasi ve bir tiyazolil halkasi i¢eren {i¢ aromatik halka ile ¢evrili dort azot atomu igeren
pozitif yiiklii kuaterner tetrazol halka cekirdeginden olusan bir mono-tetrazolyum
tuzudur. MTT nin indirgenmesi, tetrazol halkasinin bozulmasina ve formazan adi verilen
menekse rengi suda ¢oziinmeyen kristalleri olusturmaktadir. MTT reaktifi, pozitif yiikii
ve lipofilik yapisi sayesinde hiicre zarinin yani sira canli hiicrelerin mitokondriyal i¢
zarindan da gecebilmekte ve metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan formazana
indirgenmektedir. Bu reaksiyonun kromojenitesi sayesinde, hiicre i¢i formazan {iretimi
kolorimetrik olarak Ol¢iilebilmektedir. MTT deneyi tipik olarak hiicrelerin MTT ile
birka¢ saatlik inkiibasyonundan sonra gerceklestirilmektedir. Ortaya c¢ikan suda
¢Oziinmeyen formazan daha sonra dimetil siilfoksit (DMSOQO) gibi bir ¢oziicii ile
coziindiiriilmektedir. Hiicre canliligi ile olusan formazan kristallerinin yogunlugu dogru
orantilidir. Absorbans Sl¢timii yapilarak % inhibisyon degeri hesaplanmaktadir (Ghasemi

vd., 2021).
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4.2.1 MTT sitotoksisite testinin uygulanmasi

1. Hiicre hatlar1 ¢ogaltilarak 1 x 10*/ 100 ul olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlandi
ve hiicreler 96 kuyucuklu plakaya ekildi ve 24 saat inkiibasyona birakild1 (37°C, %5
COy).

2. Venlafaksinin 100 — 250 — 500 — 1000 — 1500 — 2000 — 2500 — 3000 mM olmak iizere
8 farkli konsantrasyonu ve mirtazepinin 10 — 31,6 — 100 — 316 — 1000 mM olmak {izere 5
farkli konsantrasyonu ile birlikte biiylime kontrol (besiyeri) ve ¢oziicii kontrol (%]l
DMSO) plakalara uygulandi, 24 ve 48 saat inkiibasyona birakildi1 (37°C, %5 CO»).

3. 24 ya da 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda plakanin iist kismi ters g¢evrilerek
uzaklastirildi. Hiicreler fosfat tamponu ile yikandi ve yikama c¢ozeltisi ortamdan
uzaklastirildi.

4. MTT ¢ozeltisi (Smg/ml) ve tam besiyeri 1:10 olacak sekilde dikkatlice karistirildl ve
96 kuyucuklu hiicre plakasina 100 pl/kuyucuk olacak sekilde ilave edildi ve 3 saat
inkiibasyona birakildi (37°C, %5 CO,).

5. Inkiibasyondan sonra plakalarin iist kismi1 uzaklastirildi ve DMSO ¢ozeltisi 100
ul/kuyucuk olarak ilave edildi. 540 nm’de absorbans degerleri okundu.

6. Venlafaksin ve mirtazapinin her bir konsantrasyonu i¢in % inhibisyon degerleri
hesaplandi. Non-lineer regresyon analizi ile maddelerin inhibitér konsantrasyon 50

degerleri hesaplandi.
4.3 Apoptoz Belirleme Yontemleri

Apoptoz yani programli hiicre 6liimii, normal hiicre dongiisii, bagisiklik sisteminin
diizgiin gelisimi ve isleyisi, hormona bagli atrofi, embriyonik ve beyin gelisimi gibi
bircok biyolojik siirecten sorumlu olan bir siirectir. Apoptoz, bir organizmanin segici
hiicre uzaklagtirma yontemidir. Apoptoz i¢in kritik olan proteinlerin ¢ogu tanimlanmastir,
ancak apoptotik indiiksiyon ve inhibisyonun molekiiler mekanizmalar1 tam olarak
anlagilamamistir, bu nedenle bu konu devam eden arastirmalarin odak noktasi olmaya

devam etmektedir (Huerta vd., 2007; Martinez vd., 2010).
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Sekil 4.1

Apoptozun Mekanizmasi

Oliim Sinyalleri “{)liim reseptirleri” Yasamsal faktorlerin geri ¢ekilmesi Radyasyon, sitotoksikler
(Fas, TNF vb) (interlokin-3, growth faktirler vb)
. Hiicre zan
Kaspaz- 2
Sitokrom ¢
L4
.
Diizenleyici genler Bcl-2 ‘
aspaz-8
v &>
Apaf-1/Kaspaz-9 \
| Nukleus zan

v
DNA Hasan

Uygulayic kaspazlar
Hiicre biiziismesi
Hiicre-iskeleti degisiklikleri
Hiicre yiizeyi degisiklikleri
Endoniikleaz aktivasyonu
DNA yanklanmast

Uygulayici mekanizmalar

Kaynak: Tomatir, 2003

Apoptozun belirlenmesinde, hematoksilen-eozin boyama yontemi, giemsa boyama
yontemi, floresan mikroskopi yontemi, elektron mikroskopi yontemi, faz kontrast
mikroskopi, anneksin V yontemi, TUNEL yontemi, M30 yontemi, Kaspaz-3 yontemi,
Agaroz jel elektroforezi ve Western blot yontemi ve akim sitometri yontemi

kullanilmaktadir (Giiles ve Eren, 2008).
4.3.1 Annexin V/Propidyum iyodiir ile apoptozun belirlenmesi

Bu test apoptoz geciren hiicrelerin sayisin1 belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Apoptoz,
hiicrelerin 6nce annexin V ve propidyum iyodiir ¢ozeltileri ile boyanmasi ve ardindan
akis sitometrisi analizi ile tespit edilmektedir. Normal hiicreler i¢ membranin
sitoplazmaya bakan tarafinda fosfatidil serin eksprese etmektedir. Ancak apoptoz
durumunda fosfatidil serin dig membranda agiga ¢ikmaktadir. Agiga ¢ikan fosfatidil serin,
annexin V tarafindan tespit edilmekte ve propidyum iyodiir, sizmig DNA igerigine sahip
nekrotik hiicreleri boyayarak apoptotik ve nekrotik hiicrelerin ayirt edilebilmesini

saglamaktadir (Miller, 2004).
4.3.2 Annexin V/Propidyum iyodiir apoptoz belirleme deneyinin uygulanmasi

1. Hiicre siispansiyonu 2 x 10° / kuyucuk olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakasina dagitilarak 24 saat inkiibasyona birakildi (%5 CO2, %95 nem ve 37°C).
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2. Mirtazepinin 100 ve 250 mM olmak tizere 2 farkli konsantrasyonu ile birlikte iiytime
kontrol (besiyeri) ve ¢oziicii kontrol (%1 DMSO) hiicre dizilerinin ekildigi plakalara 2
tekrarli olacak sekilde uygulandi ve 24 saat inkiibasyona birakildi (%5 CO2, %95 nem ve
37°C).

3. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kiiltiir plakalarinin st kismi atilmadan

santrifiij tliplerine toplandi.

4. Plakalara 500 pl tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edilerek 3 dakika inkiibe edildi (%5 CO.,
%95 nem ve 37°C).

5. Inkiibatorden alinan plakalarin igine besiyeri ilave edilerek pipet yardimiyla santrifiij

tiipline alind1 ve +4°C, 1200 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

6. Santrifiij tiiptindeki besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti 1ml fosfat tamponu

ile siispanse edildi ve sonra tekrar +4°C, 1200 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

7. Fosfat tamponu uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti 1X Annexin V Binding Buffer ile

1 x 10 hiicre/ml olacak sekilde stispanse edildi.

8. Farkl1 bir tiipte birbirine karismayacak sekilde 5 ul Annexin V ve 5 pl PI ilave edildi

ve sonrasinda 100 pl hiicre siispansiyonu ilave edildi.

9. Tiipler 15 dakika oda 1s1sinda 1s1ktan korunarak bekletildikten sonra 400 pl 1X Annexin

V Binding Buffer ilave edilerek akig sitometri cihazinda analiz edildi.
4.4 Hiicre I¢i Reaktif Oksijen Tiirleri Uretiminin Belirlenmesi

Oksidasyon-rediiksiyon (redoks) homeostazi, yasamsal fonksiyonlar i¢in 6nemlidir.
Hiicre ici ve hiicre disinda, fizyolojik veya patofizyolojik durumlar, es zamanli olarak
aktif olan redoks sistemlerinin farkli kontrol noktalar1 ile karakterize edilmektedir.
Kontrol noktalar1 i¢in bir 6rnek indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)
sistemidir. Reaksiyonlar arasinda akis oldugu siirece termodinamik dengeden bir sapma
olmakta ve bu sapmanin akisin biyiikliigli ile dogru orantili oldugu belirtilmektedir.
Termodinamik dengeden belirgin sapmalar biyomolekiillere zarar verebilmekte ve
fizyolojik redoks sinyalleri iizerinde olumsuz etkilere neden olabilmektedir (Sies vd.,

2017).

Genel olarak prooksidanlar ve oksidanlar reaktif oksijen tiirleri ve reaktif nitrojen tiirleri

(ROS/RNS) olarak adlandirilirlar. Metabolik reaksiyonlar sirasinda iiretilen en énemli
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serbest radikaller oksijenden tiiretilen radikallerdir. Serbest radikaller, atom ¢ekirdeginin
etrafinda en dis orbitalinde en az bir eslenmemis elektron igeren ve bagimsiz olarak var
olabilen tiirlerdir. Serbest radikallere 6rnek olarak siiperoksit, hidroksil, alkoksi radikali,

peroksil radikali, nitrik oksit ve nitrojen dioksit verilmektedir (Phaniendra vd., 2014).

Oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar arasinda oksidanlar lehine olan, redoks
sinyalizasyonunun ve kontroliiniin bozulmasina yol agan; molekiiler hasara yol agabilen
bir dengesizlik durumu olarak tanimlanmaktadir. Cok sayida calisma, oksidatif stresin
kardiyovaskiiler bozukluklardan kansere kadar cesitli patolojilerin baslamasina ve
ilerlemesine katkida bulundugu gosterilmistir. Oksidatif stres ayrica DNA yapisinda baz
lezyonlari, DNA-protein ¢apraz baglanmalari, DNA iplik kirilmalar1 gibi ¢esitli mutasyon

ve modifikasyonalara neden olabilmektedir (Sies, 2020).

ROT’larin hiicresel seviyelerinin tahmin edilmesinde florojenik problar kullaniimaktadir.
Hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri ve peroksil radikalleri DCFDA (5-(ve -6)-
karboksi-2',7'-diklorodihidrofloresein diasetat) ile boyamanin ardindan o6l¢lilmektedir.
DCFDA hiicre i¢ine diflize olmakta ve burada hiicre i¢i esterazlar tarafindan hidrolize
edilmektedir. Bu hidroliz {iriinii hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek floresan DCF
(2',7'-diklorofloresein) iiretmektedir. Hiicreler tarafindan tretilen ROT miktari, akis
sitometri veya floresan plaka okuyucu kullanilarak, DCF’nin floresan yogunlugu ile

hesaplanmaktadir (Katerji vd., 2019).
4.4.1 DCFDA/H2DCFDA testi ile reaktif oksijen tiirleri iiretiminin belirlenmesi

1. Hiicre siispansiyonu 2,5 x 10* / kuyucuk olacak sekilde 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakasina dagitilarak 24 saat inkiibasyona birakildi (%5 CO2, %95 nem ve 37°C).

2. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre plakasinin {ist kismi ters cevrilerek
uzaklastirildi.
3. 1X Tampon ¢ozeltisi 100 pL/kuyucuk olacak sekilde eklendi, ortamdan uzaklastirildi.

4. 25 uM DCFDA ¢ozeltisi (taze hazirlanmali — 10 pL. 20 mM DCFDA stok ¢ozelti + 10
ml 1X Tampon ¢ozeltisi) 100 uL/kuyucuk olacak sekilde eklendi ve 45 dakika karanlikta
inkiibe edildi (%5 CO2, %95 nem ve 37°C).

5. Inkiibasyon siiresi sonunda DCFDA ¢ozeltisi ortamdan uzaklastirild.

6. 1X Tampon ¢ozeltisi 100 pL/kuyucuk olacak sekilde eklendi, ortamdan uzaklastirildi.
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7. Mirtazepinin 100 ve 250 mM olmak iizere 2 farkli konsantrasyonu ile birlikte ¢oziicii
kontrol (%1 DMSO) ve pozitif kontrol [tert-Butilhidroperoksit (TBHP), 100 uM] 100
uL/kuyucuk olacak sekilde plakalara uygulandi ve 4 saat inkiibasyona birakildi (%5 CO»,
%95 nem ve 37°C).

8. inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklarin floresan intensitesi, floresan plaka okuyucusu

kullanilarak 6l¢iildii (Eksitasyon: 488 nm / emisyon: 530 nm).
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S BULGULAR
5.1 MTT Hiicre Canlihig: Testi Sonuc¢lar:

5.1.1 Venlafaksinin MTT sitotoksisite testi sonuclari

TM3 Leydig hiicreleri 100 — 3000 uM aralifinda olmak iizere venlafaksinin 8 farkl
konsantrasyonuna 24 saat siire ile maruz birakilmistir. Siire sonunda venlafaksinin hiicre
canliligini azalttig1 ancak en yiiksek konsantrasyon olan 3000 uM konsantrasyonda bile
hiicre canliligin1 %40,95 oraninda azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 5.1). Bu nedenle
venlafaksinin IK50 degeri TM3 Leydig hiicrelerinde hesaplanamamustir.

Sekil 5.1
Venlafaksinin TM3 Leydig Hiicrelerinde Hiicre Canliligi Uzerine Etkileri (24 Saat)

TM3 hiicreleri1(24 saat)
100

£ (=) =4
[—] (=} (=}

% Inhibisyon

[
[—}

100 250 500 1000 1500 2000 2500 3000
Konsantrasyon (uM)

TM3 Leydig hiicreleri 100 — 3000 uM aralifinda olmak iizere venlafaksinin 8 farkl
konsantrasyonuna 48 saat siire ile maruz birakilmistir. Siire sonunda venlafaksinin hiicre
canliligini azalttig1 ancak en yiiksek konsantrasyon olan 3000 uM konsantrasyonda bile
hiicre canliligin1 %53,56 oranin azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 5.2). Buna gore 48 saatlik
maruziyet siiresi sonunda venlafaksinin IK50 degeri TM3 Leydig hiicrelerinde 2728,60
uM olarak hesaplanmaistir.
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Sekil 5.2
Venlafaksinin TM3 Leydig Hiicrelerinde Hiicre Canlilig: Uzerine Etkileri (48 Saat)

TMS3 hiicreleri1(48 saat)
100
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100 250 500 1000 1500 2000 2500 3000
Konsantrasyon (uM)

5.1.2 Mirtazepinin MTT sitotoksisite testi sonuclari

TM3 Leydig hiicreleri 10 — 1000 uM araliginda olmak {izere mirtazepinin 5 farkl
konsantrasyonuna 24 saat siire ile maruz birakilmistir. Siire sonunda mirtazepinin hiicre
canliligin1 doza bagimli olarak azalttig1 tespit edilmistir (Sekil 5.3). Mirtazepinin IK50
degeri TM3 Leydig hiicrelerinde 228,11 uM olarak hesaplanmuigtir.

Sekil 5.3
Mirtazepinin TM3 Leydig Hiicrelerinde Hiicre Canlilig: Uzerine Etkileri (24 Saat)

TM3 hiicreleri [1(24 saat)
100
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TM3 Leydig hiicreleri 10 — 1000 uM araliginda olmak {izere mirtazepinin 5 farkl
konsantrasyonuna 48 saat siire ile maruz birakilmistir. Siire sonunda mirtazepinin hiicre
canliligin1 doza bagiml olarak azaltti1 tespit edilmistir (Sekil 5.4). Mirtazepinin 1K50
degeri TM3 Leydig hiicrelerinde 207,55 uM olarak hesaplanmistir.

Sekil 5.4
Mirtazepinin TM3 Leydig Hiicrelerinde Hiicre Canliligi Uzerine Etkileri (48 Saat)

TM3 hiicreleri [1(48 saat)
100
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10 31.6 100 316 1000
Konsantrasyon (uM)
5.2 Annexin V/Propidyum Iyodiir Apoptoz Testi Sonuclar1

Annexin V/propidyum iyodiir apoptoz testi mirtazepinin 100 ve 250 mM

konsantrasyonlari ile uygulanmistir.

Venlafaksinin 100 mM’1i¢in nekrotik hiicre %2,3, gec apoptotik hiicre %12,3, canli hiicre
%82,7 ve apoptotik hiicre %2,7’dir. Venlafaksinin 250 mM’1 i¢in nekrotik hiicre %1,9,
gec apoptotik hiicre %10,9, canli hiicre %85,5 ve apoptotik hiicre %1,7 dir.
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Sekil 5.5
Mirtazapinin TM3 Hiicrelerinde Akis Sitometrik Analiz Diyagrami

~ Gate: (R2in all) ~ Gate: (R2in all)
E "% 401-UL
Y LY 2.9%
% %
% %
fo %
o o
o % Sy
"3 "3
X X
W wl W W wt WS S W2 W owl wl W wt WS WS W72
FITC-A FITC-A
Kontrol DMSO
~ Gate: (R2in all) 2 Gate: (R2 in all)
"3 1-UR = mo1-UL
© w::. 2 2.3%
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2 2 |
E 1-LR E 31-LR
X ' X
W wl W W wt WS S W2 W ol w0 W wt WS WP W2
FITC-A FITC-A
100 pM mirtazepin 250 pM mirtazepin

Ust Sol Kadran Nekrotik (Q1-UL; Anneksin V-negatif/PI-pozitif); Ust Sag Kadran Geg Apoptotik Hiicreler
(Q1-UR; Anneksin V-pozitif/PI-pozitif); Alt Sol Kadran Canli Hiicreler (Q1-LL; Anneksin V-negatif/PI-negatif) ve
Alt Sag Kadran Apoptotik Hiicreler (Q1-LR; Anneksin V-pozitif/PI-negatif)

5.3 DCFDA/H2DCFDA Testi Sonuclar:

TM3 Leydig hiicrelerinde ROT testi i¢in mirtazepin konsantrasyonlar1 100 ve 250 mM
olarak sec¢ilmistir. Buna gore mirtazepinin TM3 Leydig hiicrelerinde konsantrasyon
bagimli olarak ROT iiretimini indiiklemistir. Mirtazepinin 250 mM konsantrasyonunda

100 mM konsantrasyonuna oranla TM3 hiicrelerinde daha fazla ROT {iretimini

indiiklemistir.
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Sekil 5.6
Mirtazepinin TM3 Leydig Hiicrelerinde ROT Uretimi Uzerine Etkileri

TM3 Leydig HiicreleriZ ROT Testi
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6 SONUC, TARTISMA VE ONERILER
6.1 Sonuc¢

MTT testi ile TM3 Leydig hiicrelerinin 24 ve 48 saat siire ile venlafaksinin yiiksek
konsantrasyonlarina maruziyeti belirgin bir sitotoksik etkiye neden olmadigi
belirlenmistir. Diger taraftan MTT testi ile TM3 Leydig hiicrelerinin 24 ve 48 saat siire
ile mirtazepinin 5 farkli konsantrasyonlarina maruziyeti sitotoksik etkiye neden oldugu
gozlenmistir. Bu noktada annexin V/propidyum iyodiir apoptoz testi mirtazepinin 100 ve
250 mM konsantrasyonlarinin TM3 Leydig hiicrelerinde apoptotik hiicre o6liimiinii
tetikledigi belirlenmistir. Mirtazepinin 100 ve 250 mM olan calisma konsantrasyonlari

TM3 Leydig hiicrelerinde ROT iiretimini indiiklemistir.
6.2 Tartisma

Diinya ¢apinda yapilan bir¢ok caligmada insan sperm kalitesinde bir diisiis yasandigina
dikkat ¢ekilmektedir. Sperm kalitesindeki azalmanin erkek fertilitesini olumsuz
etkilemesi ka¢iilmazdir (Xio vd., 2019). Zaten erkek fertilitesinin degerlendirilmesinde
semen kalitesi analiz edilmektedir, yani ¢esitli semen parametreleri saptanmaktadir
(Crafa vd., 2022). Gozlemlenen anormal semen parametreleri arasinda azalmis sperm
sayist, sperm hareketliligi ve normal sperm morfolojisi, azalmis ejakiilat hacmi ve uzamis
sperm sivilagtirma siiresi yer almaktadir (Levine vd., 2023). Azalmis, baskilanmis veya
tamamen eksik spermatogenez, erkek fertilitesi ile iligkili en 6nemli etkendir (Samplaski
ve Nangia, 2015). Sigara ve alkol tiiketimi gibi sagliksiz yasam tarzi ve pestisidler ve
radyasyon gibi ¢evresel faktorler azalmis, baskilanmis veya tamamen eksik
spermatogenez neden olmakta ve erkeklerde fertiliteyi etkilemektedir (Ding vd., 2017;
Huang vd., 2023). Tedavide kullanilan bir¢ok ilacin da spermatogenezi olumsuz
etkileyerek ve gegici veya kalict infertiliteye yol ac¢tig1 ifade edilmektedir (Amory, 2007,
Samplaski ve Nangia, 2015). Klinik pratikte, reprodiiktif yastaki bircok erkek,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, hiperlipemi, depresif bozukluk gibi ¢esitli
hastaliklarin uzun siireli tedavisi i¢in ila¢ kullanimina ihtiya¢ duymaktadir. Ancak, ilag
tedavisinin erkek fertilitesi lizerindeki etkileri genellikle iyi degerlendirilmemektedir.
Ilaglar, dogrudan gonadal toksisiteye, HHG ekseninde dengesizlige, cinsel fonksiyon
bozukluguna ve libido lizerinde olumsuz etkilere neden olarak erkek fertilitesini
etkileyebilmektedir (Mo vd., 2023). Spermatogonyumlara, Sertoli hiicrelerine veya

Leydig hiicrelerine zarar veren herhangi bir ilag, spermatogenez ve sperm olgunlasma
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stireclerini etkileyebilmektedir. Testislerin veya epididimisin mikro ¢evresinde zararli
degisikliklere neden olan ilaglar, spermatogenezi ve sperm olgunlagsmasini da etkileyerek

fertilite tizerinde olumsuz etkilere yol agabilmektedir (Ding vd., 2017).

Bu noktadan hareketle bu tez calismasi kapsaminda reprodiiktif yaglarda depresyon
tedavisinde tekrarlayan dozlarda kullanilan venlafaksinin ve mirtazepinin TM3 Leydig
hiicrelerinde in vitro reprodiiktif toksisitesinin degerlendirilmesi amag¢lanmigtir. TM3
Leydig hiicre dizileri BALB/c fare testisinden elde edilmekte ve yerinde Leydig
hiicreleriyle morfolojik ve hormonal 6zellikleri agisindan benzerlik gostermektedir

(Uchida vd., 2001).

Calismamizda MTT testi sonuglarina gére TM3 Leydig hiicrelerinde venlafaksin hiicre
canliligin1 anlaml sekilde etkilemezken, mirtazepin hiicre canliligini doz bagimli olarak
onemli Olglide azaltmistir. Somatik testis Leydig hiicreleri erkek reprodiiktif organlarinin
gelisimi ve erkek fertilitesinde O6nemli rol oynamaktadir. Bu hiicreler dis genital
organlarin gelisimi ve spermatogenezin baslangici icin gerekli olan testosteronu
uretmektedir (Jambor vd., 2014). Dolayisiyla Leydig hiicrelerine zarar veren
ksenobiyotiklerin spermatogenez ve steroidogenezi olumsuz olarak etkileyebilecegi
asikardir. Bu noktada venlafaksinin CYP2D6 tarafindan aktif O-desmetilvenlafaksine
metabolize edildigi vurgulanmalidir (Dean, 2015). Dolayisiyla TM3 Leydig hiicrelerinde
bu aktif metabolitin olusmadig1 ifade edilebilir. TM3 Leydig hiicrelerinin CYP2D6
enzimini ekspresyonunu degerlendiren herhangi bir ¢alisma olmadig1 vurgulanmalidir.
Kaldr ki bu enzimi ekspre etse bile deney kosullarinda herhangi bir toksik etkiyi
indiikleyebilecek seviyede O-desmetilvenlafaksin olusmamis olabilir. Bu sonuglar
dogrultusunda venlafaksinin TM3 Leydig hiicrelerinde herhangi bir toksik etkisinin
olmadig1 ifade etmek ¢ok da dogru degildir. Ancak ¢alismamizda MTT test sonuglarina
gbre mirtazepinin TM3 Leydig hiicrelerinde sitotoksik etkisi oldugu belirlenmistir. Farkli
caligmalarda da mirtazepin uygulamasinin farkli hiicre dizilerinde sitotoksisiteye neden
oldugu gosterilmistir. Insan periferik kan lenfositlerinin 24 ve 48 saat siire ile remeronun
(mirtazepin) farkli konsantrasyonlarina maruz birakildig1r bir ¢alismada, remeronun
(mirtazepin) konsantrasyona bagl bir sekilde hiicrelerde mitotik indeks ve g¢ekirdek
boliinme indeksinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma sonuglarina gore
remeronun (mirtazepin) insan periferik kan lenfositleri iizerinde sitotoksik etkilerinin

oldugu ifade edilmistir (Norizadeh-Tazehkand ve Topaktas, 2015). Insan osteosarkom
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hiicrelerinin mirtazapine maruziyeti hiicresel depolardan Ca2+ saliverilmesine ve
ekstraseliiler alandan Ca2+ akigina neden olarak hiicrelerde Ca2+ artisina neden
olmustur. Ayrica mirtazapinin yiiksek konsantrasyonlarda osteosarkom hiicrelerinde

sitotoksik etkiye neden oldugu gozlenmistir (Pan vd., 2006).

Tiim canli organizmalar hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak ROT {iretilmektedir.
Mitokondri ve NADPH oksidazlar hiicre ici ROT'un baslica kaynaklar1 olarak ifade
edilmektedir (Holmstrém vd., 2014). Ilging bir sekilde, her iki kaynak arasinda oksidatif
stresin kademeli ilerlemesine katkida bulunan etkilesimler bulunmaktadir (Daiber vd.,
2017). Diger ROT kaynaklar1 arasinda uncoupled nitrik oksit sentaz, sitokrom p450,
ksantin oksidaz, endoplazmik retikulum, peroksidazlar ve siklooksijenazlar sayilmaktadir
(Cervantes Gracia vd., 2017; Forstermann vd., 2017). ROT'un hiicre proliferasyonu,
inflamasyonu, metabolizmasi ve hiicre 6liimii gibi ¢esitli hiicre i¢i yollara aracilik ettigi
bilinmektedir (de Almeida vd., 2022; Sies vd., 2022). Calisma sonuglarimiz, mirtazepine
maruz birakilan TM3 Leydig hiicrelerinde ROT {iretiminin arttigini isaret etmektedir.
Yapilan bir ¢alismada Daphnia magna'nin mirtazepin ile maruziyeti oksidatif stresi
indiikledigi gosterilmistir (Duan vd., 2022). Ancak oksidatif stresin indiiklendigi farkl
patolojilerde mirtazepinin oksidatif stres parametreleri agisinda koruyucu etkisi oldugu

gbzlenmistir (Bilici vd., 2009; Gulec vd., 2013; Wang vd., 2024).

Kimyasal maddeler ile indiiklenen hiicre oliimiiniin birden fazla moduyla iliskili
olabilecegi artik kanitlanmis olsa da baslangicta toksik hiicre 6liimiiniin nekrotik tipte
oldugu diisliniilmekteydi. Ancak ¢ok sayida kimyasal maddenin apoptozu indiikleyerek
de toksisiteye neden olmaktadir. Hiicre i¢ci Ca2+ homeostazinin bozulmasi veya hafif
oksidatif stresin baslatilmas1 kimyasal maddelerin apoptozu indiikleyici etkilerine
aracilik etmektedir (Orrenius vd., 2011). Apoptoz, ¢cok hiicreli organizmalarin gelisimi
ve hayatta kalmasi i¢in gerekli olan oldukc¢a diizenlenmis bir siirectir (Redza-Dutordoir
ve Averill-Bates, 2016; An vd., 2024). Calismamizda mirtazepin maruziyeti ile TM3
Leydig hiicrelerinde apoptotik hiicre dliimiiniin tetiklendigi gozlenmistir. Bu noktada
mirtazepin ile indiiklenen apoptotik hiicre 6liimiiniin TM3 hiicrelerinde indiiklenen hafif

artmis ROT seviyeleri ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir.
6.3 Oneriler

Tez caligmasi kapsaminda venlafaksin ile olmasa da mirtazepin ile reprodiiktif toksisiteyi

isaret eden temel bulgular elde edilmistir. Reprodiiktif yaslarda tekrarlayan dozlarda
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depresyon tedavisinde siklikla kullanilan ilaglar olarak hem venlafaksinin hem
mirtazepinin deney hayvanlarinda insan dozlarina es deger maruziyetlerde reprodiiktif
advers etkilerinin tanimlanmas1 gerekmektedir. Bu noktada bu ilaglarin sadece testikiiler
diizeydeki etkilerinin degil ayn1 zaman hipotalamus-hipofiz ekseni lizerindeki etkilerinin
de yani pretestikiiler advers etkilerinin de aydinlatilmasi gerekmektedir. Ayrica
venlafaksin ve mirtazepin tedavisi altindaki depresyon hastalarinin fertilite potansiyelleri,
sperm parametreleri ve reprodiiktif hormon seviyeleri epidemiyolojik c¢alismalar ile

degerlendirilmelidir.
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