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Amag: Bu derleme kapsaminda erkek iireme sistemi toksisitesi ¢alismalarinda kullanilan geleneksel
in vitro yontemler, yenilik¢i in vitro modeller ile degerlendirme siireglerine entegre edilen in silico
yvaklasimlardan bahsedilmistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Erkek tireme sistemi toksisitesi, spermatogenezis siireci ve spermatozoon
fonksiyonlart iizerinde olumsuz etkilere neden olan ekzojen ve endojen faktorleri kapsar. Seminifer
epitel, Leydig ve Sertoli hiicreleri, epididimal spermatozoa olgunlagsmasi ve endokrin sistem bu
stirecte temel hedeflerdir. Giiniimiizde tireme toksisitesinin degerlendirilmesi genellikle in vivo
yontemlerle gerceklestirilmektedir, ancak bu yontemler yiiksek maliyetli, zaman alict ve etik agidan
tartismalidwr.  Alternatif yaklasgimlara duyulan ihtiyag, ozellikle Avrupa’daki  diizenlemeler
kapsaminda vurgulanmis, deney hayvanmi kullamimini azaltmaya yonelik ¢alismalarin onemini
artirmigtir.  Ureme  siirecinin ¢ok asamali ve hassas bir yapiya sahip olmasi, toksisite
degerlendirmesini karmasik hale getirmektedir. Kullanilan in vivo ve in vitro yéntemler toksik
etkileri dngérme konusunda sumrly bir kapasiteye sahiptir. Daha iyi tasarlanmg, giivenilir
modellere ihtiyag duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Erkek tireme sistemi toksisitesi, in silico, in vitro

ABSTRACT

Objective: This review discusses traditional in vitro methods used in male reproductive toxicity
studies, innovative in vitro models, and in silico approaches integrated into toxicity assessment
processes.

Result and Discussion: Male reproductive toxicity encompasses exogenous and endogenous factors
that adversely affect spermatogenesis and sperm function. Key targets in this process include the
seminiferous epithelium, Leydig and Sertoli cells, epididymal sperm maturation, and the endocrine
system. Currently, the assessment of reproductive toxicity is predominantly conducted through in
vivo methods,; however, these approaches are costly, time-consuming, and ethically controversial.
The need for alternative approaches has been particularly highlighted within the scope of
regulations in Europe, increasing the importance of studies aimed at reducing the use of
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experimental animals. The multi-stage and highly sensitive nature of the reproductive process
complicates toxicity assessment, and both in vivo and in vitro methods have limited predictive
capacity. Therefore, there is a pressing need for well-designed and reliable models.

Keywords: Male reproductive system toxicity, in silico, in vitro

GIRIS

Ureme toksisitesi (reproduktif toksisite), bir maddenin {ireme ddngiisiiniin herhangi bir
asamasinda iireme fonksiyonlarmin bozulmasimna yol agma potansiyelini ifade eder. Bu kavram,
embriyonik gelisimde biiylime geriligi, malformasyonlar ve 6lim gibi olumsuz etkileri de kapsar [1].
Erkek iireme sistemi toksisitesi ise ekzojen ve endojen faktorlerin seminifer epitel, spermatogenezis
siireci, Leydig ve Sertoli hiicreleri, epididimal spermatozoa olgunlagmasi ve endokrin sistem gibi ¢oklu
hedefler lizerindeki etkileriyle spermatozoa ve testislerde yapisal ve fonksiyonel bozulmalara yol agan
durumlarn kapsar. Spermatozoa hareketliligi, konsantrasyonu, canlilig1 ve sayisinda azalma gibi sperma
parametrelerindeki anormalliklerin yani sira artan DNA hasar1 ve anormal morfoloji, testikiiler hasarin
gostergesi olarak kabul edilir [2,3].

Erkeklerin yaklagik %7’sini etkileyen kisirtlik olgularmin %23’ ¢esitli patofizyolojik
durumlardan kaynaklanmaktadir [4]. Bu duruma yol agan baglica etkenler arasinda ilaglar, gevresel
kirleticiler ve toksik maddelere mesleki maruziyet bulunmaktadir [5,6]. Ayrica, mevcut ilreme
toksisitesi caligmalar1 veritabanlar1 {izerinde yapilan ¢esitli analizler, testisin genellikle ekzojen
maruziyetlere karsi en hassas organlardan biri oldugunu ve risk degerlendirmesinin baslangi¢ noktasi
olan en dislik gozlenen advers etki diizeyinin (Lowest Observed Adverse Effect Level, LOAEL)
belirlenmesine olanak sagladigini géstermistir. Bu nedenle testis, alternatif analizlerin gelistirilmesi i¢in
kesinlikle 6ncelikli bir organdir. Bu kapsamda, Ekonomik Is Birligi ve Kalkinma Teskilati (Organisation
for Economic Co-operation and Development, OECD) ve Uluslararas1 Uyumlastirma Konferansi
(International Conference on Harmonisation, ICH) test rehberleri halen biiyiik 6lglide hayvan verilerine
dayansa da in silico ve in vitro alternatif yontemler, tehlike ve risk degerlendirme siireglerinde
destekleyici ve tamamlayici yaklasimlar olarak giderek daha fazla dikkate alinmaktadir [7].

Ilaglarin, yeni ve mevcut kimyasallarin kaydi igin klinik &ncesi giivenlik degerlendirmesi
zorunludur; ancak lireme toksisitesinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan mevcut in vivo yontemler, ¢ok
sayida hayvan kullanimim gerektirdigi gibi maliyetli ve zaman alici siire¢lerdir [7-9]. Alternatif
yontemlere olan ihtiyacin farkindaligi, Avrupa'daki yeni kimyasal giivenlik mevzuati ve Kimyasallarin
Kaydi, Degerlendirilmesi, Yetkilendirilmesi ve Kisitlanmasi (Registration, Evaluation, Authorisation
and Restriction of Chemicals; REACH)’nin uygulanmasiyla artmistir. Avrupa Kimyasallar Biirosu, ¢ok
nesilli caligmalarda kullanilan yavrularin sayilmasina dayanarak, REACH’e goére deney hayvani
kullaniminin %65'inin yalmzca tireme ve gelisimsel toksisite degerlendirmesi i¢in olacagini dngoren
tahmini veriler yaymlamistir. Bu durum iireme toksisitesi ve gelisimsel toksikolojiyi alternatif
yontemler gelistirmek i¢in yiiksek dncelikli bir alan haline getirmektedir [7].

Bu derleme c¢alismasinda, erkek {ireme toksisitesine yonelik arastirmalarda kullanilan hayvan
alternatifi yontemler avantaj ve dezavantajlariyla ele alinmis, ayrica bu yontemlerle yapilmis
calismalardan ornekler sunulmustur. /n vitro ve in silico sistemler basliklar1 altinda anlatilan
yontemlerin toksisite belirlemede kullanildigi, ancak testis icindeki karmasik hiicre-hiicre iletisimini
yansitabilen; farkli ilag molekiillerinin erken donemde taranmasi ve toksik maddelerin etkilerinin
incelenmesi i¢in daha giivenilir modellere ihtiya¢ duyuldugu belirlenmistir. Bu dogrultuda, s6z konusu
eksiklikleri gidermeyi hedefleyen calismalarin artan bir sekilde stirdiigii gézlenmistir [4].

In Vitro Sistemler

Testis fonksiyonlari, ¢esitli hiicre popiilasyonlarina sahip olmalart nedeniyle bir¢ok fizyolojik ve
anatomik faktorden etkilenir. Spermatogenezis siireci, testis igindeki germ hiicreleri ve Sertoli
hiicrelerini barindiran seminifer tiibiillerde meydana gelir. Sertoli hiicreleri kan-testis bariyerini
olusturarak cesitli besinleri, hormonlar1 ve biiylime faktorlerini seminifer tiibiillere salgilar ve
spermatogenezis siirecini diizenlemede 6nemli bir rol oynar. Leydig hiicreleri ise testosteron veya
endokrin faktorlerin birincil kaynagi olarak spermatogenezis siirecini destekler ve seminifer tiibiilleri
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cevreleyen bag dokusunda bulunur. Sertoli hiicreleri, Leydig hiicrelerinde steroidogenezi ve bu
steroidlerin islevlerini diizenleyen ¢esitli faktorleri iiretir [10]. Su ana kadar, testis dokusundaki bu
karmasik yapinin tamamini in vitro ortamda yeniden olugturmak miimkiin olmamistir. Bu zorluklar
daha yonetilebilir hale getirebilmek igin arastirmacilar, inceledikleri testis hiicre tiirlerinin sayisini
sinirlamaktadir [7].

Testis toksisitesine iliskin hipotezleri test etmek i¢in Sertoli hiicrelerinden zenginlestirilmis
kiiltiirler, germ hiicrelerinden zenginlestirilmis kiiltiirler, Leydig hiicre kiiltiirleri, Sertoli-germ hiicre ko-
kiiltiirleri ile Leydig-Sertoli hiicre ko-kiiltiirleri gibi birgok sistem tanimlanmaktadir [11]. Bu amagla
daha cok kemirgen kokenli hiicrelerin kullanmildigi goriilmektedir. Kemirgen modelleriyle yapilan
calismalar, testisin diizenlenmesinde rol oynayan sinyal yollar1 ve molekiiler mekanizmalar hakkinda
onemli bilgiler saglamaktadir. Ancak tiirler aras1 farkliliklar nedeniyle, testis gelisimi, fonksiyonu ve
tireme bozukluklarinin arastirllmasinda insan testis dokular1 veya hiicrelerinin kullanildigi deneysel
yaklagimlara ihtiyac duyulmaktadir [12]. In vitro calismalarda insan kaynakli hiicrelerin de
kullanilabilmesi, tireme {izerine toksik etkenleri daha iyi degerlendirebilecek, daha giivenilir modeller
olusturulmasina olanak saglamaktadir [13]. n vitro sistemler Sekil 1°de gosterilmistir.

iki boyutlu (2D) kiiltir

" 2D ko-kiiltiir

@,
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Sekil 1. /n vitro sistemler

iki Boyutlu (Two-Dimensional, 2D) ve U¢ Boyutlu (Three-Dimensional, 3D) Kiiltiirler

Hiicre kiiltiirleri, hiicre davranisinin in vivo kosullarda temelini olusturan mekanizmalarin daha
iyl anlasilmasi amaciyla yaygin olarak kullanilan in vitro yontemlerdir. Geleneksel 2D hiicre kiiltiiri,
hiicrelerin genellikle cam veya polistiren petri kab1 gibi diiz bir yiizeye tutunarak mekanik destek
saglamasi prensibine dayanir [14]. 2D kiiltiirlerin avantajlar1 arasinda diisiik maliyetleri ve kolay
uygulanabilir test performanslari gosterilebilir [15]. 2D kiiltiir yontemleri, testis biyolojisi ve
toksikolojisi hakkinda 6nemli bilgiler saglasa da ¢ogu zaman organa 6zgii toksisiteyi tam olarak taklit
edemez. Bu kiiltiirler, genellikle sert ve diiz yiizeylerde yetistirildiginden, hiicrelerin dogal mimarisini
degistirerek uygun olmayan ve biyolojik agidan alakasiz hiicre-hiicre etkilesimlerine neden olabilir
[16,17].

Ug boyutlu testis organoidleri, 2D kiiltiir sistemleri ile hayvan modelleri arasinda k&prii
niteliginde birer platformdur. Bu organoidler, hiicreler arasi etkilesimleri, doku gelisimini ve
morfogenez siirecini fizyolojiye daha uygun kosullarda incelemeye olanak tanir. Ayrica, biyolojik
acidan daha anlamli ve giivenilir sonuglar sunarak ilag ve toksisite taramalarinin daha verimli
yapilmasina imkén saglarlar [4,10]. Ancak, 3D Kkiiltiir tekniginin kullanimi i¢in gerekli olan &zel
ekipmanlar, bu yontemin maliyetini 6nemli 6l¢iide artirmaktadir. Ayrica, bu kiiltiirlerin uygulanmasi
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hem teknik agidan bazi zorluklar igermekte hem de zaman alici bir siireg¢ gerektirmektedir. Bu nedenle,
bazi ¢alismalar 3D kiiltlirlerin belirli kosullarda 2D kiiltiirler kadar verimli sonuglar vermedigini
gostermektedir [18]. Erkek lireme sistemi toksisitenin degerlendirilmesinde kullanilan modellere ait bazi

ornekler Tablo 1°de sunulmustur.

Tablo 1. Erkek iireme sistemi toksisitesinin degerlendirilmesinde kullanilan in vitro modellere drnekler

Spermatogonial
Hiicreleri

Oliimsiizlestirilmis
Hiicre Hatlan
(TM3, TM4 ve
C18-4), 2D, 3D

hiicre hatlart ile in
vitro 3D ko-kiiltiir
modelinin
olusturulmasi

(Immiinositokimyasal incelemeler)
Hiicre canlihig1 (Ureme iizerine toksik
etkili 32 kimyasalin olusturulan
modelde degerlendirilmesi)
Data bankalarindan in vivo toksisite
verilerinin incelenmesi ve elde edilen
in vitro veriler ile karsilagtiritlmasi

iizerine toksik etkili
kimyasallarin
taranmasinda
kullanilabilecegi
bildirilmistir.

Kullamilan in Calismanin Amaci Degerlendirilen Parametreler Calismanin Sonucu Referans
Vitro Sistem
Leydig, Sertoli ve Glifosat bazli bir Adenilat kinaz diizeyi Test edilen glifosat bazl [19]
Germ Hiicreleri herbisitin sigan Kaspaz 3/7 diizeyi herbisit, olgun si¢an testis
testis hiicrelerinde DNA analizi hiicrelerinde nekroz ve
Primer Kiiltiir, 2d toksisitesinin 3B-HSD aktivitesi apoptozu tetiklemis; daha
degerlendirilmesi Testosteron diizeyi diisiik konsantrasyonlarda
Aromataz, androjen ve Ostrojen testosteron diizeyini
reseptorii o ve f'nin mRNA azaltmustir.
ekspresyonu
Sertoli ve Leydig Gilimiis Hiicre canlilig Test edilen [20]
Hiicreleri ile nanopartikiillerin Reaktif oksijen tiirleri olusumu nanopartikiiller
Spermatogonial ireme toksisitesinin Apoptoz nekroz olusumu boyutlarina bagli olarak
Kok Hiicreler in vitro olarak Nanopartikiillerin hiicre igine alinmasi erkek somatik
degerlendirilmesi Metabolik aktivite, oksidatif stres, hiicrelerinde ve
Primer Kiiltiir, apoptoz ve steroidojenik siiregler ile spermatogonial kok
Oliimsiizlestirilmis ilgili proteinleri kodlayan genlerin hiicrelerinde toksisiteye
Hiicre Hatlar: ifadesi ve protein diizeyleri neden olmustur.
(TM3 ve TM4), 2D
Sertoli ve Leydig Insan Testis hiicrelerinin ve organoidlerin Caligmada olusturulan 3D [13]
Hiicreleri ile spermatogenezis karakterizasyonu insan testis organoid
Spermatogonial silireci ve Hiicre canliligi ve proliferasyonu sisteminin, yeni bir testis
Kok Hiicreler gonadotoksisitesinin Testosteron tiretimi toksisitesi tarama arac1
in vitro incelenmesi | Somatik hiicre fonksiyonel belirtegleri olma ve insan
Primer Kiiltiir, 3D i¢in yeni bir 3D ve spermatogenezise dzgii genlerin spermatogenezis siireci
testis organoid ifadesi i¢in in vitro model olarak
modelinin Genisletilmis kiiltiir sirasinda kullanilma potansiyeline
olusturulmast postmayotik germ hiicre belirteglerinin sahip oldugu
ifadesi bildirilmistir.
Organoidlerin kriyoprezervasyonu ve
canlilik degerlendirmesi
Olusturulan modelin, test maddelerinin
toksisitenin degerlendirilmesinde
kullanilmasi
Sertoli ve Germ In vivo sigan kan- Testis hiicrelerinin ve organoidlerin Geligtirilen modelin kan- [21]
Hiicreleri testis bariyerinin karakterizasyonu testis bariyer toksisitesini
Peritiibiiler kompozisyonunu, Bariyer ve spermatogenezis incelemek i¢in uygun bir
Hiicreler organizasyonunu, fonksiyonlarinin degerlendirilmesi model olabilecegi ve
bariyer ve (immiinofloresans boyama, elektron kimyasallarin erkek itireme
Primer Kiiltiir, 3D spermatogenezis mikroskobu ile goriintiileme, ilgili gen fonksiyonu tizerindeki
fonksiyonlarini ifadelerinin incelenmesi, trans- toksik etkilerinin tahmin
taklit eden bir in epitelyal elektriksel direncin edilmesine katkida
vitro model Ol¢iilmesi) bulunabilecegi
gelistirilmesi bildirilmistir.
Leydig, Sertoli ve Oliimsiizlestirilmis Hiicre morfolojisinin degerlendirilmesi | Olusturulan modelin testis [22]

Calismalarin devam etmekte olmasina ve bu modellerin gelistirilmesine yonelik Snemli
ilerlemeler kaydedilmesine ragmen, mevcut in vitro testikiiler modeller, in vivo ortamin biyolojik
karmasikligini tam olarak yansitamamakta; bilesiklerin metabolik doniisiimleri, testikiiler dokunun
dogal {i¢ boyutlu yapisi, endokrin ve parakrin geri bildirim mekanizmalari, fizyolojik bariyerlerin varligi

ve insanla dogrudan korelasyon kurulabilmesi ac¢isindan halen 6nemli sinirhliklar tasimaktadir [7].
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Ko-Kiiltiirler

Ko-kiiltiir, iki veya daha fazla farkli hiicre popiilasyonunun bir dereceye kadar temas halinde
birlikte yetistirildigi bir hiicre kiiltiirii modelidir [23]. Arastirmanin amacina bagh olarak, dogrudan
temas ve dolayli ko-kiiltiir teknikleri de dahil olmak {izere farkli ko-kiiltiir stratejileri benimsenmistir.
Dogrudan ko-kiiltiir modelleri, iki hiicre tipi arasinda dogrudan temas yoluyla iletisimi saglayan 2D
veya 3D ko-kiiltiir sistemlerini igerir. Dolayli ko-kiiltiir modelleri ise, iki hiicre tipi arasinda dogrudan
temasi engelleyen gozenekli membran ko-kiiltiirii (Transwell), sartlandirilmis ortam ko-kiiltiirii ve
sartlandirilmig hiicre dig1 matriks ko-kiiltlirlinii igerir [24].

Hiicreler arasi iletisimi daha iyi anlamak i¢in, in vivo mikro ¢evreyi taklit eden in vitro ko-kiiltiir
sistemlerinin gelistirilmesi bilylik 6nem tasimaktadir. Bu sistemler, enfeksiyon hastaliklari, ilag
toksisitesi ve etkinligi, bagisiklik yaniti ve kok hiicre farklilagmasi gibi siireglerin incelenmesine katki
saglar [24]. Ancak, ko-kiiltir caligmalar1 karmasik olup, detayli optimizasyon gerektirir.
Standartlagtirilmasinin zorlugu ve hiicreler arasi etkilesimlerin 6ngdriilemezligi, deney sonuglarinda
degiskenlige neden olabilir. Ayrica, besin ve oksijen dagiliminin kontrol edilmesindeki zorluklar, farkli
hiicre tipleri i¢in optimal biiyiime kosullarinin saglanmasini giiglestirebilir. Bunun yani sira, hiicreler
arasindaki etkilesimler spesifik hiicresel yanitlarin izole edilmesini zorlastirabilir. Tiim bu faktorler géz
onlinde bulunduruldugunda, ko-kiiltir modelleri degerli aracglar olsa da deneysel tasarim ve
optimizasyon siireclerinde titizlikle degerlendirilmelidir [23,24].

Yapilan bir c¢alismada fetal bovin serumu yerine nakavt serum ikamesi (knockout serum
replacement, KSR) eklenerek gelistirilmis bir 3D sigan testis hiicre ko-kiiltiir modeli olusturmustur.
Calismada KSR'nin hiicre proliferasyonu ve germ hiicre mayozunu artirdiginin gézlenmesi, modelin
fonksiyonel biitiinliigiinii dogrulamistir. Bisfenol A'nin model iizerindeki etkileri ise, modelin in vivo
testis fizyolojisini basarili sekilde taklit ettigini gOstermistir. Sonug olarak, bu modelin testisteki
kimyasal toksik etkileri ve etki mekanizmalarini incelemek i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir [25].

Bir diger ¢alismada germ, Leydig ve Sertoli hiicreleri ile makrofajlari igeren 3D testis ko-kiiltiir
sistemi olusturulmustur. Bu modelde makrofajlarin ve inflamatuar olaylarin siirece dahil oldugu ve
reproduktif toksik ajanlara maruz kalmanin bu siiregleri etkiledigi gosterilmistir. Modelin in vivo
kosullarda testiste goriilen inflamatuar yolaklara benzer yanitlar1 belirlemede uygun olabilecegi
belirtilmistir [26].

Cip Uzerinde Testis Modeli

Seminifer tiibiillerin in vivo mikro ¢evresini taklit etmek igin testis hiicreleri kullanan karmagik
3D yapilar gelistirmistir [10]. Bu yapilardan birisi de "¢ip iizerinde testis (testis-on-chip)" modelidir. Bu
model insan ve insana yakin primat testislerinden izole edilen seminifer tiibiillerin ex vivo kiiltiirii i¢in
gelistirilmis bir ¢ip lizerinde organ (organ-on-chip) sistemidir [27].

Cip tizerinde testis sistemi, 6zellikle spermatogenezis siireci ve testis fonksiyonlarini incelemek
icin kullanilan bir sistemdir. Bu model, hayvan deneylerine alternatif olarak kabul edilmekte ve
kimyasal maddelerin erkek {ireme fonksiyonu iizerindeki etkilerini incelemek i¢in kullanilmaktadir.
Ayni zamanda toksisite testleri, hormon salinimi ve spermatogenezis stirecini etkileyen faktorlerin
arastirilmasinda da tercih edilmektedir [27].

Cip iizerinde organ teknolojisine iligkin ilk ¢alismalar 20. yiizyilin sonlarinda yapilmistir ve bu
alandaki caligsmalarin sayisinin son yillarda hizla artmasi, bu teknolojiyi giderek daha giiclii bir arag
haline getirmektedir [28,29]. Ozellikle ilag gelistirme siireclerinde, ¢ip iizerinde organ sistemleri dnemli
avantajlar sunmaktadir [29]. Cip {lizerinde organ sistemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 2’de yer
almaktadir.

Komeya ve ekibi, testis dokusunun uzun siireli ex vivo bakimi i¢in mikro akiskan teknolojisi
kullanarak c¢ip lizerinde testis sistemi gelistirmistir. Bu sistem, aralarinda gézenekli poliliretan membran
bulunan iki polidimetilsiloksan (PDMS) katmandan olugmustur. G6zenekli membran, kilcal damarlar
ile cevre doku arasindaki iliskiyi taklit etmistir. Ust PDMS katmaninda besleyici akiskan ortam kanals,
alt katmanda ise testis dokusunun yiiklendigi bir doku haznesi vardir. Membran, dokuyu akiskan
ortamdan ayirarak siirekli beslenmesini ve atik giderimini saglamistir. Bu sistemde testis dokusu 6 ay
boyunca spermatogenezis siireci ve testosteron liretimini basartyla siirdiirmiistiir [30].
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Tablo 2. Cip lizerinde organ sistemlerinin avantajlar1 ve dezavantajlari [29]

Avantajlar Dezavantajlar

Hiicrelerin ¢ip sistemleri tizerinde fonksiyonlarim
stirdiirmesi ve uygun bir mikro gevrede tutulmalar
zor olabilir. Bu nedenle hiicreler i¢in uygun bir ortam
saglamak maliyetli ve teknik ag¢idan zor olabilir.

Insan hiicreleri kullanimi, organlarin fizyolojik
stireglerini daha iyi yansitir ve hayvan modellerinden
kaynaklanan hatalar1 azaltir.

Hayvan deneylerini azaltabilir veya tamamen ikame

edebilir.
Kii¢iik boyutlar1 sayesinde az miktarda ilag Kullanilan bazi malzemeler, 6zellikle
kullanilarak ¢alisilabilir, bu da yiiksek-verimli polidimetilsiloksan, ilaglar1 absorbe edebilir ve bu da
taramalar i¢in uygundur. deney sonuglarini olumsuz etkileyebilir.

Biyosensorlerin entegre edilmesi ile hiicre canlilig
ve fonksiyonlari ger¢ek zamanli olarak izlenebilir.

Spermatogenezis siirecini incelemek icin Park ve ekibinin yaptig1 bir ¢alismada ¢ip platformu
seminifer tiibiillerin iki doku bélmesinden olusmustur: Sertoli bdlmesi ve Leydig bolmesi. Insan Sertoli
ve Leydig hiicreleri, dogal bir polimer karisimi ile ¢ip iizerinde testis platformunun karsilik gelen
bolmelerine yiiklenmistir. Ek olarak, Sertoli ve Leydig bolmeleri, gesitli biiyiime faktorleri, steroid
hormonlar1 ve endokrin faktdrlerinin degisimi yoluyla aralarinda karsilikli endokrin etkilesimine izin
veren damar hiicresi kapli iletisim kanallari ile birbirine baglanmistir. Ayrica, iki bélmenin dis boslugu,
cesitli endokrin veya endokrin olmayan hiicre tipleriyle etkilegsime giren vaskiiler endotel hiicreleri ve
bagisiklik hiicreleri (makrofajlar) ile yliiklenmistir. Bu sayede seminifer tiibiillerdeki dogal mikro gevre
de taklit edilmistir [10].

Yapilan bir ¢alismada ¢ip lizerinde testis tasariminda ¢ip, PDMS ile yapilmistir. Ayrilmis testis
hiicreleri metilseliiloz jelde siispanse edilerek merkez kanala ekilmistir. Yanindaki kanallar daha
yumusak olan metilseliiloz jelini tutmak i¢in nispeten sert bir agar jeli igermistir. En distaki kanallar,
siirekli beslenme ve metabolik atiklarin temizlenmesi i¢in yer alan iletisim kanallaridir. Daha kisa kilcal
bariyer benzeri kanallar, dolum sirasinda bir jelin komsu bir kanala tagmasini 6nlemistir. Ayni ¢ip
ilizerine akigkan olarak baglanan ayri kiiltiir odalar ise gesitli organoidlerin ortak kiiltliriine ve tutarli
biiytikliikte organoidlerin olusumuna olanak saglamistir [28].

Uc Boyutlu Biyo-Baski

Ug boyutlu biyo-baski (biyo-yazdirma), hiicre yiiklii biyomiirekkeplerin 3D dijital modellerden
fonksiyonel doku yapilar1 ve organlara déniistiiriilmesi siirecidir [31]. Ilk olarak 1990'larda tanimlanan
3D baski, erkek lireme sisteminin tiim alanlarinda giderek artan bir uygulama haline gelmistir. Tibbi
kullanim i¢in uygun organ ve doku modellerinin azligi, 3D biyo-baskinin ortaya ¢ikmasina neden
olmustur [32].

Erkek tireme fizyolojisinin spermatogenezis siireci ve spermatozoa canliligin siirdiiriilmesi gibi
temel siirecleri biiyiik 6l¢lide molekiiler mikro ¢evreye baglidir. Biiylime faktorleri, hormonlar ve diger
biyofaktorler gibi doku mikrogevresini olusturan unsurlar arasinda, testis dokusunun homeostazindaki
onemli rolil nedeniyle hiicre dis1 matrise (extracellular matrix, ECM) 6zellikle dikkat ¢ekilmektedir.
ECM, hiicre ile hiicre dis1 ortam arasindaki etkilesimi artiran bir ii¢ boyutluluk saglar ve hiicrenin ECM
ve diger ekzojen faktorlerden gelen molekiiler sinyallere duyarliligint artirir [33]. 3D biyo-baski ile
iiretilen modeller zamanla canli bir ortam olusturmak i¢in de kullanilmaya baglanmistir. Hidrojellerden
olusan biyomiirekkep yapisini kullanan bu modeller, biiyiik gozeneklere sahip olup, su ve besinleri
cekerek hiicresel yapismayr ve ECM olusumunu saglamaktadir [34]. ECM tiirevi iskeletler, kok
hiicrelerle birlikte fonksiyonel organ tiretimi i¢in kullanilmaktadir. Hiicresizlestirilmis ECM nin ise
cesitli doku ve organlar1 yenilemek i¢in biyolojik bir madde olarak kullanimi giderek yayginlagmaktadir
[35].

Ug boyutlu biyo-baski, tip alaninda &zellikle doku miihendisligi ve rejeneratif terapiler igin
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onemli bir devrim potansiyeline sahiptir. Ancak, biyomiirekkeplerin tasarimi ve karmasik dokularin
olusturulmasinda hala zorluklar bulunmaktadir. n vitro ¢alismalarda umut verici sonuglar elde edilse
de doku greftlerinin optimal uyumu ve fonksiyonelligi ile tam olgekli organ nakli i¢in daha fazla
aragtirmaya ihtiya¢ vardir. Klinik uygulamalarda, 3D biyo-baski; materyal ¢oziiniirliigli, yapisal
biitiinliikk, doku rejenerasyonu ile uyumlu bozunma kinetikleri, hiicre canliliginin korunmasi, hiicre
¢ogalmasinin artiritlmasi ve toksisitenin azaltilmasi gibi gesitli zorluklarla karsilasmakta ve bu zorluklara
yonelik ¢oziimler gelistirilmesini gerektirmektedir. Bu engellerin asilmasi, biyo-baskinin iireme dokusu
miithendisligi gibi alanlardaki potansiyelini tam anlamiyla ortaya koyabilmesi agisindan kritik 6neme
sahiptir [34].

Uc boyutlu biyo-baskiy1 in vitro spermatozoa iiretimi i¢in kullanan Baert ve ekibi tarafindan
yapilan bir ¢alismada, aljinat bazl1 iskeletlerin 3D biyo-baskisi1 gergeklestirilmistir. Uretilen iskeletlerin
biyo-baskisindan sonra, testis hiicreleri ile yapilan kiiltiirlerde, kiiltiirleme siiresi sonunda yuvarlak ve
uzun spermatid sayilarinda farkliliklar gézlemlenmistir. Bu bulgu, olusturulan modelin fizyolojik
caligmalarda ve ilag tarama uygulamalarinda faydali olabilecegini gostermektedir [33].

Kok Hiicre Bazh Sistemler

Embriyonik kok hiicre (EKH), doku germ katmanlarinin olusumundan 6nce erken embriyolardan
elde edilen pluripotent kok hiicre hatlaridir [36]. Sinirsiz ¢ogalma kapasitesi olan EKH’lere sahip
modellemeler biiyiik ilgi uyandirmaktadir [37]. EKH, gen ifadesi ve molekiiler sinyalleme diizeyinde
ilkel germ hiicreleri ile yiiksek derecede benzerlik gdsterir. Son ¢alismalar EKH'nin kiiltiirde ilkel germ
hiicrelerine ve spermatidlere farklilastirilabilecegini ortaya koymaktadir. Fare ve insan EKH'si
arasindaki farklar, in vitro toksisite tarama modellerinde insan kokenli ¢alismanin daha uygun oldugunu
diisiindiirmektedir [36]. Germ hiicre gelisiminin insan EKH farklilasma kiiltiirlerinde incelendigi bir
calismada, bu siirecin farkli asamalarda iiretilen mikrogevre tarafindan diizenlendigi ve hiicre-otonom
bir mekanizma ile ilerledigi gosterilmistir [38]. EKH hiicrelerinden sperm iiretiminin gosterilmesi, germ
hiicresi gelisimini, epigenetik yeniden programlamayi ve germ hatt1 gen modifikasyonunu arastirmak
icin yeni olanaklar sunmustur [39].

Son zamanlarda testis hiicrelerini kullanan ¢alismalarin ¢ogu, spermatogonial kok hiicrelerin
(SKH) izole edilmesine odaklanmaktadir. Gelecek nesillere gen katkisinda bulunma potansiyelleri olan
bu hiicreler, seminifer tiiblillerin bazal zarinda bulunan kiigiik bir testis hiicresi grubudur. SKH'lerin
spermatogenezis siirecini baglatmadaki islevsellikleri ve EKH’ye alternatif olarak kullanim igin
pluripotensiteye yonlendirilme potansiyelleri ile ilgili dnemli bilgiler elde edilmistir. Ayrica bu tiir
kiiltiir sistemleri, infertil yetiskin hastalarin testislerinden izole edilen farklilasmamis germ
hiicrelerinden veya gonadotoksik tedavi uygulanmadan 6nce ergenlik Oncesi kanser hastalarindan
toplanan testis biyopsilerinden haploid erkek germ hiicreleri iiretmek igin potansiyel olarak
kullanilmaktadir [40-42]. He ve arkadaslarinin insan spermatogonyumunu izole etmek, saflastirmak,
karakterini belirlemek ve kiiltiirlemek icin yaptigt bir c¢alismada insandaki farklilagmamis
spermatogonyumun uzun siire boyunca in vitro muhafaza edilebilecegi gosterilmistir [43]. Insan SKH
izolasyonunun, in vitro kiiltiirlerin kurulumu i¢in standartlastirilmis bir protokol gelistirilmesinde ve bu
alandaki ilerlemenin saglanmasinda 6nemli bir adim olacagi diistiniilmektedir [44].

Bununla birlikte, SKH'ler iizerine yapilan arastirmalar, ekonomik agidan pahali bir yontem olarak
kabul edilmektedir. Klinik uygulamalarin artmasi i¢in germ hatt1 kok hiicre teknolojisinin daha da
gelistirilmesi gerekmektedir [45]. Son zamanlardaki 6nemli ¢caligmalara ragmen, kok hiicrelerin kendini
yenilemesini ve farklilasmasini yoneten diizenleyici mekanizmalarla ilgili bilgiler hala sinirlidir. Daha
fazla genin siirece dahil olmasinin, kesfedilmesi gereken yeni alanlarin ortaya ¢ikmasina neden olacagi
diistintilmektedir [46].

In Silico Sistemler

In silico toksikoloji, kimyasallarin insan sagligina olan olumsuz etkilerini tahmin etmek igin
cesitli veri kaynaklarini bir araya getiren hesaplamali bir yontemdir. Bu yaklasim, geleneksel toksisite
testlerine alternatif olarak, toksisite tahminleri, kimyasal dnceliklendirme ve ilag gelistirme siireclerinde
onemli bir rol oynamaktadir [47,48].

In vivo testlerin kullanim1 yerine alternatif toksisite degerlendirme yontemlerinin uygulanmasi
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gerek hayvan refahi diigiiniildiigiinde gerek maliyet-fayda analizi yapildiginda etik ve ekonomik agidan
daha avantajlidir [6,49]. Bu noktada deneysel yaklagimlara alternatif olarak toksisite degerlendirme
yontemlerinden in silico metotlar devreye girmektedir. /n silico metotlar goklu kimyasal analizinde
tireme lizerine olast olumsuz etki yaratabilecek kimyasallart belirlemek igin hizli ve ucuz bir tarama
platformu sunmaktadir [6]. Toksikoloji temelli hesaplama yaklagimlar tipik olarak toksisite veri
tabanlari, nicel yapi-etkinlik iliskisi (Quantitative Structure-Activity Relationship, QSAR) modellemesi,
insan kurali temelli yontemler, tanimlayici temelli yontemler ile ligand ve hedef temelli yontemler
olusturmay1 amaglamaktadir [50].

Matthews ve arkadaslarinin gerceklestirdigi bir ¢alismada, deneysel genotoksik ve reprotoksik
verileriyle birlestirilmis genis kapsamli in silico veri setleri kullanilarak, karsinojen maddeleri
tanimlamak i¢in yeni bir yontem incelenmistir. Fare karsinojenik biyoanaliz sonuglarina gore
olusturulan modiiller, karsinojenik olup da genotoksik veya reprotoksik verileri eksik olan 1442
kimyasalin aktivitesini tahmin etmek i¢in kullanilmigtir. Calisma sonucunda gelistirilen modeller,
deneysel verilerle yliksek oranda uyumlu sonuglar vermis ve in silico yontemlerin, genetik toksinler,
reprotoksinler ve karsinojenleri tanimlamak igin etkili bir arag oldugunu gostermistir [51].

Feng ve arkadaglariin gerceklestirdigi bir ¢alismada ise kimyasallarin iireme toksisitesini tahmin
etmek i¢cin hayvan deneylerinin yerini alabilecek topluluk 6grenmesi (ensemble learning) modelleri
gelistirilmigtir. 1823 kimyasali igeren bir veri seti {izerinde, destek vektor makineleri, rassal orman
(random forest) ve asir1 gradient artirma (extreme gradient boosting) yontemleri kullanilarak 9
molekiiler parmak izi ile modeller olusturulmus ve gelistirdikleri Ensemble-Top12 modelinin daha
ylksek dogruluk, 6zgilliik ve egri altindaki alan degerleri sagladigi goriilmiistiir. Ayrica reproduktif
toksisiteyle iligkili baz1 parmak izi 6zellikleri de tespit edilmistir [52].

315 pestisit i¢in mevcut in silico modellerin iireme ve gelisim toksisitesi tahminleri
degerlendirilen bir diger ¢alisma da Weyrich ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilmistir. VEGA,
OECD QSAR Toolbox, Leadscope Model Applier ve CASE Ultra modelleri incelenmis ve genel olarak
tahminler yalmizca nadir durumlarda anlamli bulunmus ve her zaman bir uzman tarafindan
degerlendirilmesi gerekliligi vurgulanmigtir [53].

In silico iireme sistemi toksisite ¢alismalari, yeni ila¢ adaylarinin giivenlik degerlendirmesi
siirecinde zaman ve maliyet acisindan 6nemli tasarruflar saglayabilmektedir. Ureme sistemi toksisitesi
riskinin erken asamalarda belirlenmesine olanak taniyarak, toksik bilesiklerin gelistirme siirecinden
elenmesine katkida bulunabilmektedir. Bu yontem, kimyasal giivenlik degerlendirmeleri ve g¢evre
koruma alanlarinda 6nemli bir ara¢ olarak kullanilabilme potansiyeli tasimaktadir [54]. Ayrica,
gelecekte gerceklestirilecek in vitro ve in vivo deneylerde izlenebilecek biyobelirteclerin belirlenmesi
icin potansiyel bir temel olusturabilir [55]. Bu avantajlarin yaninda in silico reproduktif toksisite
caligmalarin bazi kisitlamalar1 da bulunmaktadir. Kimyasallarin iireme ve gelisimsel etkilerini
incelemek icin gelistirilen test yonergelerinin karmasikligi, toksisitenin degerlendirilmesiyle iliskili
yapisal dismorfojenez, viseral organ toksisitesi, immiinolojik mekanizmalar gibi bir¢ok olasi toksik etki
mekanizmasinin varligi in silico yaklagimlari da karmasik bir stirec haline getirmektedir. Buna ek olarak,
in silico model ve tahminlerin giivenilirliginin deneysel verilere dayandigi goz 6niine alindiginda gorece
az sayida reproduktif deneysel verinin olmasi ayrica bir sorun teskil etmektedir [56].

SONUC VE TARTISMA

Erkek tlireme sistemi toksisitesi, seminifer epitelyumu ve spermatogenez siirecini destekleyen
Leydig ve Sertoli hiicrelerinin hedef alinmasi, epididimal spermatozoa olgunlasmasinin bozulmasi ve
endokrin sistemin etkilenmesi gibi mekanizmalar1 kapsamaktadir [3]. /n vitro spermatogenezis siirecine
yonelik mevcut yaklagimlar organ/doku kiiltiirii, 2D ve 3D hiicre kiiltiiriinii igermektedir [44]. Deneysel
yaklagimlara ek olarak, toksisite degerlendirme siireclerinde alternatif bir yontem olarak in silico
metotlar da kullanilmaktadir.

Uremenin bircok farkl: siire¢ ve hassas dénemlerle karakterize olmasi, dongii iizerindeki toksik
etkilerin test edilmesini karmasik hale getirmektedir [57]. Ilag ve ilag dis1 kimyasal maddelerin toksisite
profillerinin belirlenmesinde maliyetin diisiiriilmesi ve deney hayvani kullaniminin azaltilmasi
acisindan, tarama ile yiiksek riskli kimyasallarin belirlenmesi adina iyi tasarlanmis in vitro modellere
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ihtiya¢ duyulmaktadir [7]. Bu amagla devam eden c¢alismalarda alternatif modellerin gelistirilmesiyle
tireme toksisitesinin daha verimli ve etik agidan siirdiiriilebilir bir sekilde incelenmesi ile insan sagligi
tizerindeki potansiyel risklerde 6ngoriiniin iyilestirilmesi hedeflenmektedir.

Bu caligsma kapsaminda yazarlarin 6ngoriisiine gore, alternatif yaklagimlar kisa ve orta vadede
hayvan deneylerinin tam ikamesi olmaktan ziyade, in silico ve in vitro yontemlerin entegre edildigi
hibrit degerlendirme stratejileri araciligiyla lireme toksisitesinin daha giiclii ve giivenilir bigimde
ongoriilmesine katki saglayacaktir.
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