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ONSOZ

Infertilite giiniimiizde 6nemli bir halk saglig: problemi olarak kabul edilmektedir.
Cevresel kirleticiler, ilaclar, kozmetik iirlinler, kimyasal tarim maddeleri ve
patojenlerin infertiliteye neden oldugu bilinmektedir. Ozellikle tekrarlayan
dozlarda kullanilan ilaglar direkt olarak gonadlari ya da indirekt olarak hipofiz
gonadotropinlerini etkileyerek infertiliteye neden olabilmektedir. Ikinci kusak
antiepileptik bir ilag olan levetirasetam, noérolojik bir hastalik olan epilepsi
tedavisinde siklikla ve uzun siireli olarak kullanilmaktadir. Bu noktadan hareketle
bu tez c¢alismasi kapsaminda levetirasetamin tekrarlayan dozlarda sicanlara
uygulanmasi sonrasinda erkek reproduktif sistemi iizerine olasi toksik etkileri
degerlendirilmistir.
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LEVETIiRASETAMIN ERKEK SICANLARDA REPRODUKTIF
TOKSISITESININ DEGERLENDIRILMESI

OZET

Ilaglar ile indiiklenen infertilite dahil reproduktif toksik etkiler giiniimiizde dnemli
bir saglik problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle ilaglarin kadin ve
erkek reproduktif sistem iizerine toksik etkilerinin belirlenmesi ve bu etkilerin
fertiliteye yansimasinin degerlendirilmesi 6nemli arastirma alanlarindan biri olarak
kabul gormektedir. Levetirasetam (LEV) da epilepsi tedavisinde her yas grubunda
giivenilir etki profili nedeni ile siklikla tercih edilen bir ilagtir. Reproduktif yaslarda
siklikla kullanilan bu ilacin erkek reproduktif sistem {iizerine toksik etkilerinin
degerlendirildigi herhangi bir c¢aligma bulunmadigi dikkat c¢ekmektedir. Bu
noktadan hareketle bu tez ¢alismasi kapsaminda LEV’in erkek reproduktif sistem
tizerine olasi toksik etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amag dogrultusunda
levetirasetam 50, 150 ve 300 mg/kg dozlarda oral olarak 70 giin siire ile 12 haftalik
erkek si¢anlara uygulanmistir. Siire sonunda gruplara ait viicut, testis ve epididimis
agirliklari, bilgisayar destekli sperm analiz sistemi ile sperm konsantrasyonu,
motilitesi, morfolojisi ve Comet yontemi ile sperm DNA hasari belirlenmis, testis
dokular1 histopatolojik olarak incelenmistir. Olasi reproduktif toksisitede hormonal
durumun etkisinin belirlenmesi amac1 ile plazma testosteron, folikiil stimule edici
hormon (FSH) ve luteinlestirici hormon (LH) seviyeleri ELISA yontemi ile,
oksidatif stresin etkisinin belirlenmesi amaci ile testis dokusundaki glutatyon
(GSH), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve malondialdehit (MDA)
seviyeleri ise kolorimetrik yontemler ile tespit edilmistir. Sonuglara gore LEV
uygulanan gruplarda sperm konsantrasyonu, motilitesi ve normal sperm
morfolojisinin doza bagimli olarak azaldigi belirlenmistir. 150 ve 300 mg/kg LEV
uygulanan gruplarda sperm DNA hatalarmin arttig1 dikkat gekmistir. Ozellikle 300
mg/kg levetirasetam uygulanan grupta testikiiler hasar bulgular1 izlenmistir. Plazma
FSH, LH ve testosteron seviyeleri 300 mg/kg LEV uygulanan grupta kontrol
grubuna gore anlamli olarak azalmistir. Testis dokusunda SOD, GSH ve KAT
seviyeleri levetirasetam uygulanan gruplarda anlamli olarak azalmis ve MDA
seviyeleri ise 150 ve 300 mg/kg LEV uygulanan gruplarda anlamli olarak artmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda LEV uygulamasi ile sperm kalitesinin azaldigi
belirlenmis ve hormonal seviyedeki degisimlerin ve testis dokusunda var olan
oksidatif stresin reproduktif toksik etkiye katki saglayabilecegi ileri stiriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Levetirasetam, reproduktif toksisite, oksidatif stres, Comet
yontemi



EVALUTION OF REPRODUCTIVE TOXICITY OF LEVETIRACETAM
IN MALE RATS

ABSTRACT

Today, drug-induced reproductive toxic effects including infertility has emerged as
a major health problem. For this reason, determining the toxic effects of drugs on
male and female reproductive system and evaluating the reflection of these effects
on infertility are accepted as important research fields. Levetiracetam (LEV) is a
drug commonly used in epilepsy treatment because of its safe profile in all age
groups. It is remarkable that there are no studies evaluating the toxic effects of this
drug, which is commonly used during reproductive ages, on male reproductive
system. From this point of view, our aim was to evaluate the possible toxic effects
of LEV on male reproductive system in this study. For this purpose, LEV was
administered to 12 weeks old male rats orally in 50, 150 and 300 mg/kg for 70
consecutive days. At the end of this period, alterations of body and organ weights
were calculated, sperm concentration, motility and morphology were investigated
by a computer assisted sperm analysis system, sperm DNA damage was determined
by Comet assay and histopathological examination of testis tissue was carried out.
Plasma testosterone, follicle stimulating hormone (FSH), and luteinizing hormone
(LH) levels were measured by ELISAS to determine the effects of hormonal status
and Glutathione (GSH), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
malondialdehyde (MDA) levels in testes tissue were measured by colorimetric
assays to determine the role of oxidative status on the potential toxicity. According
to the results, sperm parameters were shown to be decreased with LEV treatment
in a dose-dependent manner. LEV induced significant DNA damage in 150 and 300
mg/kg LEV-administered groups. Histopathology of the testis showed that LEV
especially resulted in testicular injury in 300 mg/kg LEV-administered group.
Plasma testosterone, FSH, and LH levels were significantly decreased in 300 mg/kg
LEV-administered group when compared with controls. SOD, CAT ve GSH levels
were significantly decreased in all experimental groups while MDA levels were
significantly increased in 150 and 300 mg/kg LEV-administered groups when
compared with controls. According to these results, it was determined that LEV
administration decreased sperm quality and it was alleged that hormonal alteration
and oxidative stress in testis tissue are the potential contributors of reproductive
toxic effects.

Keywords: Levetiracetam, reproductive toxicity, oxidative stress, Comet assay
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GIRIS ve AMAC

Epilepsi diinyada yaklagik 50 milyon insani etkileyen yaygin bir norolojik
hastaliktir (http-1). Epilepsi hastalarinda gerek hastalik, gerek ise tedavide
kullanilan ilaglar ile reproduktif sistem ile iliskili hastaliklar gézlenmektedir. Bazi
antiepileptik ilaclarin erkeklerde reproduktif fonksiyonlarin regiilasyonunda rol
oynayan hormon seviyelerinde degismelere ve semen kalitesinde azalmalara neden
oldugu gosterilmistir (Verrotti ve ark., 2011; Svalheim ve ark., 2015). Bu noktada
reproduktif gelisme ve olgunlagma siireci ile reproduktif yaslarda siklikla kullanilan
antiepileptik ilaglar ile kronik tedavide teratojenik ve reproduktif toksik etkilerin
belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir (Koztowski ve ark., 2015).

Son yillarda cevresel kirleticiler, endiistriyel kimyasallar, ilaglar gibi kimyasallara
artan maruziyetler sonucunda reproduktif toksik etkilerde artis gozlenmistir
(Hoyer, 2001) ve bu reproduktif toksik etkiler arasinda infertilite ilgi odagi haline
gelmistir (Liu ve ark., 2012). Epidemiyolojik ¢alismalara gore infertilite vakalarinin
yarisina erkek kaynakli faktorlerin sebep oldugu tespit edilmistir. Ilaglar da semen
kalitesini azaltarak erkeklerde infertiliteye neden olabilecek etkenler arasinda
sayilmaktadir (Liu ve ark., 2012; McPhee, 2000).

Levetirasetam (LEV), ¢ocukluk, ergenlik, genc yetiskinlik ve yetiskinlik donemi
dahil olmak {izere erkeklerde epilepsi hastaliginin tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir (Lyseng-Williamson, 2011a; Kwong ve ark., 2012). Bir ¢ok
epilepsi sendromuna karsi ilk tercih edilen ya da kombine ilag tedavi
protokollerinde yer alan LEV’in erkek reproduktif sistem toksisitesi hakkinda
yeterli veri bulunmamakta ve ilgili ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (http-2;
Svalheim ve ark., 2015).

Bu sebeple, bu tez ¢alismasi1 kapsaminda yeni nesil antiepileptik ilaglardan biri olan
LEV’in erkek reproduktif sistemi lizerine olasi toksik etkilerinin aydinlatilmasi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, tekrarlayan farmakolojik dozlarda
siganlara LEV uygulamasi ile reproduktif toksisitenin degerlendirilmesinde
kullanilan sperm say1s1, motilitesi ve morfolojisi, sperm DNA hasar1 belirlenmis ve
testis dokusu histopatolojik olarak incelenmistir. Ayrica olasi toksisitede hormonal
durumun degerlendirilmesi amac ile testosteron, folikiil stimiile edici hormon
(FSH) ve lutinlestirici hormon (LH) seviyeleri, oksidatif stresin roliiniin
aydinlatilmas1 amaci ile testis dokusunda glutatyon (GSH), siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (KAT) ve malondialdehit (MDA) seviyeleri tespit edilmistir.



KAYNAK BILGISI
Epilepsi ve Antiepileptik Ilaclar

Epilepsi; santral sinir sisteminin kortikal veya subkortikal bolgelerinde yer alan
noron gruplarinin ani, anormal ve hipersenkron desarjlar1 sonucu ortaya ¢ikan ve
genellikle tekrarlayict nitelikte olan klinik tablodur (Geng ve ark., 2013). Diinya
genelinde yaklagik 50 milyon epilepsi hastasinin olmasi, epilepsiyi en yaygin
norolojik hastaliklardan biri yapmaktadir. Epilepsi hastalarmin (devam eden
ndbetleri olan veya tedaviye ihtiya¢ duyan) genel niifusa oraninin 1000 kiside 4-10
kisi oldugu tahmin edilmektedir. Ancak diisiik ve orta gelirli {ilkelerdeki bazi
calismalar bu oranin 1000 kiside 7-14 kisi oldugunu gostermektedir. Epilepsi
hastalarinin yaklasik %80’inin diisiik ve orta gelirli iilkelerde yasadigi ifade
edilmektedir (http-1).

Epilepsinin en yaygin tipi idiyopatik yani nedeni bilinmeyen epilepsidir. Nedeni
bilinen epilepsi, sekonder veya semptomatik epilepsi olarak adlandirilmaktadir.
Epilepsiye neden olabilecek bazi durumlar arasinda prenatal ya da perinatal
donemlerdeki hasarlar (dogum sirasinda oksijensiz kalma veya travma, diisiik
dogum agirlig1), konjenital ya da genetik nedenli beyin malformasyonlari, siddetli
kafa travmasi, beyine giden oksijen miktarini kisitlayan inme, menenjit, ensefalit,
norosistiserkoz gibi enfeksiyonlar, bazi genetik sendromlar ve beyin timorii
sayillmaktadir (http-1).

Epilepsi tedavisi, uzun yillar ve hatta hastalarin birgogunda yasam boyu siirecek bir
tedavidir. Antiepileptik ilaglar (AEI) epilepsinin semptomatik tedavisi igin
kullanilmaktadir. ~ AEI’nin  epilepsiyi  olusturan temel mekanizmalari
engelleyemedigi, sadece kullanildiklar siire icinde nobetleri azaltabildikleri veya
ortadan kaldirabildikleri bilinmektedir (Vanli Yavuz ve Baykan, 2010). Tedavide
kullanilacak ilaglarin se¢imi, biiylik Ol¢iide etkinlik, giivenilirlik ve hekimin
tecriibelerine gore yapilmaktadir (Faught ve ark., 2015). Epilepsi tedavisine,
hastalarin yaklasik %701 yanit vermektedir (http-1).

Modern epilepsi tedavisi bugiin de kullanimi1 olan potasyum bromiir ile baglamistir.
Fenobarbitalin sentezlenmesine (1911) kadar tek ajan olarak kullanilmigtir. Son
yirmi yildir gerek yaygin epilepsi tiirleri i¢in gerek ise daha nadir sendromlar i¢in
en az 14 ilag lisans almistir (Brodie ve Sills, 2011).

Antiepileptik ilaglar Avrupa’da piyasaya girdikleri yillara goére 3 kusak halinde
siniflandiriimaktadir. ik kusak ilaclar bromiir, fenobarbital (FB), fenitoin (FNT),
pirimidon (PRM), sultiam, karbamazepin (KBZ) ve valproat (VPA)’tir. 1990’larla
beraber kullanilmaya baslanan vigabatrin (VGB), okskarbazepin (OKS), lamotrijin
(LTJ), gabapentin (GBP), felbamat, topiramat (TPM), tiagabin, levetirasetam
(LEV), pregabalin, zonisamid (ZNS), stiripentol ve rufinamid ise ikinci kusak
antiepileptikleri olusturmaktadir. Oldukga yeni ajanlar olan eslikarbazepin asetat,
lakozamid ve retigabin ise lgiincli kugsak antiepileptik ilaglardir (Reimers ve
Brodtkorb, 2012; Patsalos, 2013; Bialer, 2012; Johannessen Landmark ve Patsalos,
2010).



Levetirasetam
Genel bilgi

LEV ((S)-a-etil-2-okso-1-pirolidin asetamid), yeni nesil antiepileptik ilaglardan
biridir (Patsalos, 2000; Deshpande ve Delorenzo, 2014). 1999 yilinda Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayi alan LEV, parsiyel ve jeneralize epilepside sikca
regete edilen ilaglardandir (Deshpande ve Delorenzo, 2014).

Levetirasetamin etki mekanizmasi

Yapilan in vivo g¢alismalarda LEV’in sigan beyninde doyurulabilir, reversibl ve
stereospesifik olarak baglanma bélgelerinin oldugu ve bu bélgelere diger AEI’nin
ya da noroaktif maddelerin afinite gostermedikleri tespit edilmistir. Epilepsi
odyojenik fare modelinde LEV analoglarinin ndbet 6nleme ve beyindeki bu
bolgelere baglanma afiniteleri arasinda giiglii bir korelasyon tespit edilmesi, bu
bolgenin ndbet Onlemedeki roliinii ortaya koymustur. Daha sonra yapilan
calismalarda bu baglanma bolgesinin sinaptik vezikiil proteini 2 (SV2) oldugu
tespit edilmistir (Lynch ve ark., 2004).

SV2, tiim sinaptik vezikiillerde bulunan SV2A, SV2B ve SV2C olmak iizere ii¢
izoformu olan bir integral membran proteinidir. SV2A santral sinir sisteminde
oldukca yaygin bulunmasinin yaninda endokrin hiicrelerde de bulunan, SV2’nin en
yaygin formudur (Lynch ve ark., 2004; Deshpande ve Delorenzo, 2014). Lynch ve
arkadaslarinin (2004) yaptigi ¢alismada LEV’in SV2A’ya afinitesinin oldugu
belirlenmistir.

SV2 proteinleri Ca*?> ve ATP gibi vezikiil igeriklerinin tasinmasinda gorev
yapmaktadir. SV2A’nim sinaptik vezikiillerde Ca*? regiilasyonunda yer alan
sinaptotagmin proteini ile etkilesim icinde oldugu gosterilmistir. SV2A
susturulmus farelerde nobet gelismesi SV2A ligandlarinin ndbetleri 6nlemede etkili
olacagini gostermektedir (Deshpande ve Delorenzo, 2014).

Ayrica LEV selektif olarak N-tipi kalsiyum kanallarinin inhibisyonu ile
noronlardan kalsiyum saliverilmesini, GABA ve glisin akimlarinin inhibisyonunu
veo noronlar arasi asiri, es zamanli aktiviteyi Onleyerek de antiepileptik etki
gostermektedir. Diger AEI’den farkli olarak, LEV GABAerjik etkinligin
potansiyalizasyonuna, L-, P- ve T-tipi kalsiyum veya sodyum kanal blokasyonuna
neden olmamaktadir (Lyseng-Williamson, 2011b; Lukyanetz ve ark., 2002).

Levetirasetamin farmakokinetik ozellikleri

LEV oral olarak alindiktan sonra hizla absorbe edilmektedir. Biyoyararlanimi
%95’ten fazladir. Gidalar 1ile birlikte alindiginda absorpsiyon miktar
degismemekte sadece absorpsiyon hizi azalmaktadir. Bu nedenle hastalarda LEV
a¢c ya da tok karnina kullanilabilmektedir. Plazma proteinlerine %10’dan az
baglanmaktadir. Kan beyin bariyerini kolayca gegcmekte ve beyin dokusuna dagilim
gostermektedir. LEV’in az bir kismi metabolize olmaktadir. Major atilimi (%93)
bobreklerden idrar yoluyla gergeklesmektedir. idrarla atilan kismin %66’sin1 LEV



%27’sini ise inaktif metabolitler (%24 LO057, %3 diger mindr metabolitler)
olusturmaktadir. Ana metabolit olan LO57 nin metabolizmasi non-hepatiktir.

Plazma eliminasyon yar1 omrii saglikli goniilliilerde ve yetiskin hastalarda 6-8 saat,
cocuk hastalarda 5-7 saat Ve saglikli yash goniilliilerde 10-11 saattir. lag etkilesimi
potansiyeli diisiiktiir. Diger AEI (FNT, FB, PRM, KBZ, VPA, LTJ, GBP,
felbamat), digoksin, varfarin ve oral kontraseptif ilaglarla etkilesimi
bulunmamaktadir. (Patsalos, 2000; Patsalos, 2004; Gambardella ve ark., 2008;
Lyseng-Williamson, 2011a; Lyseng-Williamson, 2011b).

Levetirasetamin endikasyonlart ve kullanim dozlar

LEV, parsiyel baslangi¢cli nobetlerde tek basina ya da diger antiepileptik ilaglarla
kombine olarak ve juvenil myoklonik epilepside goriilen myoklonik nébetlerde,
idiyopatik jeneralize epilepside goriilen primer jeneralize tonik-klonik ndbetlerde
kullanilmaktadir (Lyseng-Williamson, 2011a).

4 yas ve Ustii cocuklar ile yetigkinlerde parsiyel baglangicli ndbetlerin, yetiskinlerde
primer jeneralize tonik-klonik ve myoklonik nébetlerin, 12 yas ve dsti
adolesanlarda juvenil myoklonik epilepsinin, 6 yas ve lstii ¢ocuklarda idiyopatik
jeneralize epilepside yardimci ilag olarak kullanilmak iizere FDA tarafindan
onaylanmistir. Avrupa Ilag Ajansi (EMEA) tarafindan ise > 1 ay hastalarda
jeneralize olan veya jeneralize olmayan parsiyel baslangicli nobetlerin, > 12 yas
hastalarda juvenil myoklonik epilepsinin ve idiyopatik jeneralize epilepsinin
tedavisi i¢in onaylanmistir (Verrotti ve ark., 2015).

Sekonder jeneralizasyon olan veya olmayan parsiyel baslangigli ndbetlerde
kullanim dozu giinde iki kez 500 mg seklindedir. Maksimum giinliik doz 3000
mg’dir. Kombine tedavilerde ve tek basina kullanimlarinda ayni dozlar tercih
edilmektedir (Wright ve ark., 2013; Harden, 2001).

Hastalarin bobrek fonksiyonlarina gére doz ayarlamasi yapilmaktadir (Patsalos,
2004).

Levetirasetamin advers etkileri

LEV tedavisinde en sik goriilen santral sinir sistemi advers etkileri agresif
davraniglar, kronik halsizlik, gerginlik, ajitasyon, duygu durum bozukluklari,
depresyon, bas donmesi, anksiyete, hafiza kaybi, konfiizyon, artmis refleks,
parestezi, saldirganlik, biligsel gerilemedir. Ayrica LEV tedavisi akut baglangigl
psikoza ve intihar egiliminde artisa da neden olabilmektedir. Diger yaygin advers
etkiler asir1 duyarlilik reaksiyonlari, nazofarenjit gibi st solunum yolu
enfeksiyonlari, kas agrisi, rinit ve anoreksidir. Ayrica LEV trombositopeni,
l6kopeni ve anemi hematolojik advers etkilere de neden olabilmektedir (Wright ve
ark., 2013; Gambardella ve ark., 2008; Harden, 2001; Alzahrani ve ark., 2015;
Verotti ve ark., 2015).

Levetirasetam doz agimi

Larkin ve ark. (2013) “mn yaptig1 bir ¢alismada asir1 doz LEV kullanimu ile iliskili
vakalar sunulmustur. Calisma sonuglar1 Cizelge 1°de 6zetlenmistir.



Cizelge 1. Literatiirdeki Levetirasetam Asir1 Doz Vakalarinin Ozeti (Larkin ve ark., 2013)

Yas Cinsiyet Alman LEV miktan LEV kan diizeyi Alman Eslik eden saghk Klinik sekeller
diger ilaglar problemleri
- - 6000 mg - - - Uyuklama
2 K Tavsiye edilen dozun 10 - Yok Serebral palsi Yok
kati Nobet bozuklugu
5 K Tavsiye edilen dozun 4 - Yok Nobet bozuklugu Hafif kasint1
kati
- - Regete edilen dozun % - - - Yok
179’u; 71.4 mg/kg
41 E 63 000 mg; 446 mg/kg - - - Bulanik gérme
Hafif derecede ataksi
38 K 30 000 mg 400 pg/mL Yok Yok Koma
(6 saat sonra) Solunum Depresyonu
72 ng/mL Entiibasyon
(18 saat sonra) Azalmug derin tendon refleksleri
60 ug/mL Azalmig kas tonusu
(20.5 saat sonra)
49 E 22 500 mg; 358 mg/kg - Yok Yok Yok

K: Kadm; E: Erkek; LEV: Levetirasetam; - : Veriye ulagilamamistir



Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi baslica testisler, epididimis, vas deferens, ejakiilasyon
kanallar1 ve iiretradan olugsmaktadir. Testisler iglerinde sperm bulunan seminifer
tiibiillerden olusan spermatogenez slirecinin gerceklestigi, steroid iiretiminin
olustugu kisimlardir. Epididimis, spermlerin olgunlastigi ve depolandig1 kisimdir.
Vas deferens, epididimis ile iretra arasindaki kanaldir. Spermlerin tasinmasinda ve
ejekiilasyona kadar spermlerin depo edilmesinde gorevlidir. Testislerden viicut
disina agilan boliim tiretradir. Hem idrar hem de ejekiilat atiliminin gerceklestigi
yerdir. Yardimci cinsiyet bezleri olarak bilinen prostat, seminal vezikiil ve
bulboiiretral bezler spermin yasadigi ve ejekiilasyonla spermle birlikte atilan
seminal sivinin iiretildigi yerlerdir (Hall, 2011). Erkek iireme sisteminin yapisi ve
fonksiyonlar1 Cizelge 2’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2. Erkek Ureme Sistemi Yap1 ve Fonksiyonlar1 (Creasy, 2001; Hole, 1993)

Yapi Fonksiyonu

Testis Spermatogonyumlardan sperm iiretilmesi
Leydig hiicrelerinden testosteron {iretilmesi

Epididimis Fertilizasyonu saglayan yiizey antijenlerinin
olgunlasmast

Ejekiilasyona kadar spermin depo edilmesi
Seminifer tiibiil sivisinin resorbsiyonu
Steroidler, karnitin, inositol gibi molekiillerin

salgilanmasi
Vas deferens Sperm hiicrelerinin ejekiilasyon kanalina taginmast
Seminal vezikiil Spermlerin canliliklarint devam ettirmeleri ve
Prostat kopulasyon plagi olusumu i¢in gerekli besin 6gelerini,
protein ve enzimleri igeren seminal sivinin iiretilmesi
Bulboiiretral bez Penis sonunu kayganlastiran sivinin salgilanmast
Kopulasyon bez Kopulasyon plaginin iiretilmesi
Preputial bez Feromenlerin ve B-glukuronidazlarin iiretilmesi
Skrotum Testisleri ¢evreleyen ve koruyan yapi
Penis Idrar ve semenin viicut disia atilmasi
Hipofiz Folikiil stimiile edici hormon, luteinlestirici hormon ve

prolaktin salgilanmasi

Hipotalamus ve Santral Sinir Sistemi  Gonadotropin saliverici hormon ve dopamin
salgilanmasi
Seksiiel davranis ve performansinin diizenlenmesi

Testisler

Testisler yaklasik 4-5 cm uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde oval yapida spermatik
kord yapist ile skrotum keselerinde asili halde bulunurlar. Testisler tunica
albuginea adi verilen sert, beyaz, fibroz kapsiille ¢evrilidir. Bu olusumun
devaminda kalinlasan bag dokusu mediastinum testis adin1 alir. Bu yapidan olusan
septa adi verilen kalin bag doku baglantilar testisi yaklasik 250 lobiile ayirir. Bu
lobiiller icerisinde kivrilmis seminifer tiibiiller bulunur. Seminifer tiibiiller testisin
i¢ kisimda birleserek rete testis agini olustururlar. Bu agdan ¢ikan efferent ductules
kanallar1 epididimisin {ist kismina baglanir. Seminifer tiibiiller 6zellesmis ¢ok kath
bir epitel tabaka icerir. Burada bulunan spermatojenik hiicrelerden sperm hiicreleri
tretilmektedir. Sertoli hiicreleri de seminifer tiibiillerde bulunan spermatogenez



siirecinde yardimci hiicrelerdir. Leydig hiicreleri seminifer tiibiillerin arasinda
bulunan bir diger 6zellesmis hiicrelerdir. Bu hiicreler erkek seks hormonlarinin
tiretimi ve saliverilmesinden sorumludur (Hole, 1993; Patton ve Thibodeau, 2013;
Jenkins ve Tortora, 2013; Shier ve ark., 2013).

Epididimis

Epididimis testis ile vas deferens arasinda bulunan yaklagik 6 metre uzunlugunda,
sikica sarilmis ipliksi bir yapidir. Bas (caput), govde (corpus) ve kuyruk (cauda)
kisimlarindan olusur. Spermlerin testisten taginmasinda rol alan epididimis, ayni
zamanda spermleri depo eder. 1-3 hafta siiren bu siiregte spermler olgunlagsmaya
devam eder. Spermler ya epididimisten gegerek ejakiilasyonla viicuttan atilir ya da

parcalanarak zamanla geri emilir (Hole, 1993; Patton ve Thibodeau, 2013; Jenkins
ve Tortora, 2013; Shier ve ark., 2013).

Vas deferens (Ductus deferens)

Epididimisin devaminda gelen daha az kivrimli ve ¢ap1 daha genis olan kanaldir.
Testislerden mesanenin arka kismina uzanan vas deferens, seminal vezikiil ve
ejekiilasyon kanali ile birlestigi ampulla kismu ile sonlanir. Spermlerin taginmasi ve
depo edilmesinde gorev alir (Hole, 1993; Patton ve Thibodeau, 2013; Jenkins ve
Tortora, 2013; Shier ve ark., 2013).

Ejekiilasyon kanallar

Yaklasik 2 cm uzunlugunda seminal vezikiil kanali ile ampullanin birleserek
olusturdugu kanallardir. Ejekiilasyon boyunca ejekiilasyon kanallarinin kassal
daralmalari, seminal kese salgilarini ve spermi karistirir ve liretra i¢cine dogru onlari
iter (Hole, 1993; Patton ve Thibodeau, 2013; Jenkins ve Tortora, 2013; Shier ve
ark., 2013).

U retra

Hem iireme sistemi hem de bosaltim sisteminin son kismin1 olusturan {iretra, semen
ve idrarin taginmasini saglar. Kontrol mekanizmasi bu iki sivinin aym1 anda
gecmesini engeller (Hole, 1993; Patton ve Thibodeau, 2013; Jenkins ve Tortora,
2013; Shier ve ark., 2013).

Seminal vezikiil

Mesanenin arka ylizeyinde vas deferens ile baglantili yaklagik 5 cm uzunlugunda
kivrimli bir yapidir. Yapinin i¢ yiizeyinde bulunan salgi dokular1 zayif bazik bir sivi
salgilar. Viskoz, sar1 renkli kremsi bu sivi semenin yaklagik %60’m1 olusturur.
Sivinin alkali olmasi1 iiretra sonundaki ve vajinadaki asit ortaminin ndtralize
edilmesini saglar. Ayrica sivinin igerdigi fruktoz spermlerin enerji ihtiyacim
karsilarken, prostaglandinler kadin iireme organlarinda kaslarin kasilmasini
uyararak spermlerin yumurtaya ulagsmasina yardimci olur (Hole, 1993; Patton ve
Thibodeau, 2013; Jenkins ve Tortora, 2013; Shier ve ark., 2013).



Prostat bezi

Mesanenin altinda, {iretranin basinda yer alan bir bezdir. Bag ve diiz kas
dokusundan olusan bezin kanallar iiretraya acilir. Ince, siite benzer zayif asidik bir
stv1 salgilar. Bu s1vi sperm igin gerekli besin maddelerinin yani sira hyaluronidaz,
prostat spesifik antijen gibi bilesenleri igerir. Prostat salgisi spermlerin aktivasyonu,
canlilig1 ve motilitesi agisindan 6nemlidir (Hole, 1993; Patton ve Thibodeau, 2013;
Jenkins ve Tortora, 2013; Shier ve ark., 2013).

Bulboiiretral bezler

Cowper bezleri olarak da bilinen bulbotiretral bezler, prostat bezinin altina ve penis
tabaninin yanina yerlesmis kiire bigiminde iki kii¢iik bezdir. Cinsel uyariyla
salgiladiklar1 mukus benzeri alkali sivi cinsel birlesme i¢in penisin sonunu
kayganlagtirir. Ayrica ejekiilasyon sirasinda spermleri siirtiinme hasarindan korur
(Hole, 1993; Patton ve Thibodeau, 2013; Jenkins ve Tortora, 2013; Shier ve ark.,
2013).

Skrotum

Skrotum keseleri penisin arkasinda abdominal bdlgenin asagisinda testisleri saran
subkiitanoz yapidir. Sahip olduklar1 kas dokular1 sayesinde kasilip gevseyerek
testislerin konumunu ayarlayip sicaklik degisimlerinden etkilenmelerini Onler
(Hole, 1993; Patton ve Thibodeau, 2013; Jenkins ve Tortora, 2013; Shier ve ark.,
2013).

Penis

Uretra ile semen ve idrarin viicut dismna aktarilmasini saglayan silindirik bir
organdir. Cinsel birlesme sirasinda genisleyen ve sertlesen bir yapiya sahiptir.
Erektil dokunun dorsal kisimda yer alan iki par¢adan olusan corpora cavernosa ve
bu yapinin &niinde yer alan corpus spongiosum olmak iizere ii¢ kismi vardir. Uretra,
corpus spongiosum uzunlugu boyunca genisler. Corpus spongiosum ugta g¢ok
sayida sinir uglarini ve tiretral a¢ikligi iceren glans penis seklini almak igin genisler.
Derinin gevsek kilifi olan prepiis, glansin kilifina dogru genisler (Hole, 1993;
Patton ve Thibodeau, 2013; Jenkins ve Tortora, 2013; Shier ve ark., 2013).

Semen

Semen sperm ve seminifer tiibiillerin, seminal vezikiil, prostat ve bulbotiretral
bezlerin salgilarindan olusan seminal sivinin karigtmindan olusur. Ejekiilasyonla
ac1ga ¢ikan semen genel olarak 2.5-5 ml hacminde olup, mililitrede 50-150 milyon
sperm igerir. Zayif alkali (pH yaklasik 7.5) yapidaki bu sivi spermin canliligi ve
hareketi i¢in 6nemli olan gesitli bilesenleri i¢erir (Hole, 1993; Patton ve Thibodeau,
2013; Jenkins ve Tortora, 2013; Shier ve ark., 2013).

Spermatogenez siireci

Embriyonun gelisimi sirasinda primodiyal germ hiicreleri testise gogerek seminifer
tiibiillerinde spermatogonyumlara (olgunlasmamis germ hiicreleri) doniisiir. Bu
hiicreler ergenlik doneminin baglamasiyla mitoz boliinmeye ugrayarak cesitli



basamaklardan gecip olgun spermleri olusturur. Primodiyal germ hiicrelerinden
olgun sperm hiicrelerinin olustugu bu siirece spermatogenez siireci denir. insanda
bu siire¢ yaklagik 74 giinde gergeklesmektedir. Spermatogenezin ilk siirecinde
spermatogonyumlar seminifer tiibiiliinden sertoli hiicrelerine go¢ ederler. Burada
farklilasarak primer spermatositleri olustururlar. Her spermatosit mayoz bdliinmeye
ugrayarak sekonder spermatositleri olusturur. Birka¢ giin sonra bu hiicrelerin de
boliinmesiyle meydana gelen spermatidler farklilasarak spermatozoalar (sperm)
haline doniisiirler (Hall, 2011; Hole, 1993; Patton ve Thibodeau, 2013; Jenkins ve
Tortora, 2013; Shier ve ark., 2013). Sekil 1’de spermatogenez siireci
ozetlenmektedir.
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Sekil 1. Spermatogenez Siireci (http-3)
Spermatogenez siirecini etkileyen hormonlar

Erkek {iireme sistemi fonksiyonlar1 hipotalamus, 6n hipofiz ve testislerden
saliverilen hormonlar araciligiyla diizenlenmektedir. Bu hormonlar sperm
hiicrelerinin iiretimi, erkek cinsiyet karakterlerinin olusmasi ve siirdiiriilmesi
sirecini yonetmektedir.

Ergenlik doneminin baglamasiyla hipotalamustan gonadotropin saliverici hormon
(GnRH) sekresyonu artmaktadir. Bu hormon 6n hipofizi uyararak luteinlestirici
hormon (LH) ve folikiil stimiile edici hormonun (FSH) saliverilmesini
arttirmaktadir.

LH, seminifer tiiblillerin arasinda bulunan Leydig hiicrelerinden testosteron
saliverilmesini stimule etmektedir. Negatif geri bildirim mekanizmas1 sonucu
testosteron 6n  hipofizden LH, hipotalamustan GnRH saliverilmesini
baskilamaktadir.

FSH dolayli olarak spermatogenez siirecini stimule etmektedir. FSH ve testosteron
sinerjistik etkiyle Sertoli hiicrelerinden seminifer tiibiil liimenine androjen baglayici
protein (ABP) saliverilmesine aracilik etmektedir. ABP testosterona baglanarak
testosteron konsantrasyonunun yiiksek tutulmasini saglamaktadir. Testosteron ise



spermatogenez siirecinin son asamalarini tetiklemektedir. Sertoli hiicrelerinden
saliverilen inhibin hormonu FSH’1n saliverilmesini azaltmaktadir. Spermatogenez
stireci yavasladiginda daha az inhibin saliverilmekte, bu da FSH sekresyonunu ve
dolayistyla spermatogenezi arttirmaktadir.

Prostat bezi ve seminal vezikiil hiicreleri gibi bazi hedef hiicreler testosteronu bir
diger androjen olan dihidrotestosterona (DHT) doniistiirmektedir. Testosteron ve
DHT, hedef hiicrelerdeki ayn1 androjen reseptorlerine baglanmaktadir. Bu hormon-
reseptér komplekslerinin bazi genleri aktiflestiritrken bazilarin1 pasif hale
getirmeleri erkek {iireme organlarinda biliyime ve gelisme; ikincil seks
karakterlerinin  olusmasi; anabolizmanin uyarilmas: gibi baz1 etkileri
tetiklemektedir (Hole, 1993; Jenkins ve Tortora, 2013; Shier ve ark., 2013).

Sekil 2’de spermatogenez siirecinde rol oynayan hormanlarin etkileri ve negatif
kontrol mekanizmalar1 6zetlenmistir.
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= Anabolizma

Sekil 2. Spermatogenez Siirecinin Hormonal Kontrolii (Ramalingam ve ark., 2014)
Spermin yapisi

Bir spermatozoa bas, boyun ve kuyruk kismindan olugsmaktadir. Bag kisminda
cekirdek, ince bir sitoplazma ve hiicre zar1 bulunur. Basin 6n kisminda temel olarak
golgi aygitindan olusan akrozom adi verilen kalin bir baslik bulunur. Cesitli
enzimler igeren akrozom, spermin ovuma girmesinde ve ovumu fertilize etmesinde
rol almaktadir. Boyun kismi1 bol miktarda mitokondri icermektedir. Kuyruk 6ne ve
arkaya hareketleri ile spermin motilitesini saglamaktadir. Hareket igin enerji
mitokondrilerde sentezlenen adenozin trifosfattan saglanmaktadir (Hole, 1993;
Patton ve Thibodeau, 2013; Jenkins ve Tortora, 2013; Shier ve ark., 2013).

10



Hiicre zan

Cekirdek
Boyun -

Mitokondri

Kuyruk (flagellum) —

Sekil 3. Sperm yapisi (http-4)
Reproduktif Toksisite

Reproduktif toksisite, ekzojen kaynakli ajanlara maruziyet sonucunda reproduktif
sistem lizerinde olumsuz etkilerin meydana gelmesidir. Reproduktif toksisite organ
toksisitesi, teratojenite, davranmigsal teratojenite ve gelisimsel toksisiteyi
kapsamaktadir (Kimmel ve ark., 1995). Reproduktif sistemin yap1 ve
fonksiyonlarini ¢esitli hastaliklar, ilaclar dahil kimyasal ajanlar ve genetik kaynakli
etkenler olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Kimmel ve ark., 1995; http-5;
Pandiyan ve Darussalam, 2007).

Infertilite, 6-12 ay korunmasiz ve diizenli iliski sonucunda gebelik olusmamasi
durumu olarak tanimlanmaktadir. Evli ¢iftlerin yaklagik %15-20’sini etkileyen
onemli bir halk saglig1 problemidir. Vakalarin iigte biri erkek kaynakli, tigte biri
kadin kaynakli ve geriye kalan {icte birlik kismi ise hem erkek hem kadin kaynakli
nedenlere baglidir. Erkeklerde infertilite nedenleri oldukca ¢esitlidir. Erkek
reproduktif sistemini etkileyerek infertiliteye neden olabilecek bazi faktorler
arasinda yas (0zellikle 40 yas tstii erkekler), sigara kullanimi, asir1 alkol tiiketimi,
cevresel toksik ajanlar (kursun, pestisitler vb.), cesitli hastaliklar (kabakulak,
hormon bozukluklari, hipertiroidizm, hipotirodizm, seksiiel disfonksiyon,
impotens, anatomik defektler vb.) ve radyoterapi sayilabilmektedir (http-5). ilaglar
da pretestikiiler (fenitoin, androjenler vb.) ya da testikiiler asamadaki (simetidin,
vinkristin, prokarbazin vb.) toksik etkileri nedeniyle infertiliteye neden
olabilmektedir (McPhee, 2000).

Sekil 4’te toksik ajanlar igin erkek reproduktif sisteminin hedef bdlgeleri
Ozetlenmistir.
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ERKEK UREME SiSTEMI TOKSISITESI ICIN OLASI HEDEF BOLGELERI
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Sekil 4. Erkek Ureme Sistemi Toksisitesi Icin Olas1 Hedef Bélgeleri (Wanda ve ark., 2010).
Reproduktif Toksisitenin Biyogostergeleri

Reproduktif calismalarda sperm sayisi, motilitesi ve morfolojisi gibi sperm
parametrelerinin degerlendirilmesi FDA, Amerika Birlesik Devletleri Cevre
Koruma Ajansi (US EPA) ve Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii (OECD) gibi
diizenleyici kurumlar tarafindan Onerilmektedir (Coder ve ark., 2010). Bu
parametrelere ek FSH, LH ve testosteron seviyeleri (Hoyer, 2001), reproduktif
sitem organlarinin  agirliklar1  ve histopatolojisi  diger degerlendirilen
biyogostergeler arasindadir (Kimmel ve ark., 1995; http-6).

Testis ve epididimis agirhigi reproduktif toksisite calismalarinda gbz Oniinde
bulundurulan biyogostergelerdir. Ancak agirlik kaybi, 6dem ya da efferent
kanallarin tikanmasi gibi durumlarda fark edilmeyebilir (Kimmel ve ark., 1995).
Mutlak veya bagil erkek lireme organ agirliklarinda anlamli degisimler reproduktif
fonksiyon Tlzerindeki advers etkileri yansitabilir. Ancak bu degisimler diger
toksisite gostergeleri ile paralel seyretmeyebilir. Bu nedenle yorum yapilirken
organ agirliklar1 anlamli degisim gostermese de diger toksisite gdstergelerindeki
anlamli degisiklikler g6z ardi edilmemelidir (http-6).

Histopatolojik incelemeler toksisitenin belirlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Bu
amagla genellikle testis, epididimis, seminal vezikiil, prostat ve hipofiz dokular1
incelenir. Histopatolojik incelemeler hasarin nispeten duyarli gdstergesi olmasi,
cesitli protokollerin toksisiteleri hakkinda bilgi saglamasi, kisa siireli uygulama ile
ilgili alanlar (hedef organlar dahil) hakkinda bilgi saglanmasi ve iyilesme
potansiyelini gostermesi agisindan yarar saglayabilir (http-6). Testis histopatolojisi
rutin olarak uygulanir ancak spermatogenez ve sperm olgunlagmasi {izerine toksik
etki potansiyelini tam olarak yansitmaz (Kimmel ve ark., 1995).

12



Semen parametrelerinin en onemlileri sperm sayisi, sperm motilitesi ve sperm
morfolojisidir. Sperm sayisi, tiim ejekiilattaki toplam sperm sayisini ifade etmekte
ve sperm konsantrasyonunun total hacim ile carpimindan elde edilmektedir. Bir
ejakiilattaki toplam sperm sayisi ve sperm konsantrasyonu, gebelige kadar gecen
stire ve gebelik oranlartyla iligkili olup, gebe kalmanin belirleyici faktorleridir
(Kadioglu, 2011). Sperm motilitesi ilk 30 dakikada, oda isisinda veya 37°C
derecede hareketliliginin degerlendirilmesidir (Kadioglu, 2011). Spermin
hareketliligi fertilizasyon yeteneginin ve ilireme potansiyelini gostermektedir
(Maree ve van der Horst, 2013; Toth ve ark., 1989). Sperm morfolojisi sperm bas,
boyun ve kuyruk kisimlarinin degerlendirilmesi ile incelenmektedir. Bu yapilarin
anomali gOstermesi spermin fertilizasyon kapasitesini etkilemektedir. Spermin
morfolojik incelemesinin spermatogenezin kalitesinin ve fertilitenin duyarli bir
gostergesi oldugu ortaya konulmustur (Erdemir ve ark., 2011). Sperm sayist ve
sperm motilitesindeki azalma, anormal sperm morfolojisi gibi sonuglar erkek
reproduktif toksisitesinin gostergelerindendir (Hoyer, 2001). Sperm sayisi,
motilitesi ve morfolojisi gibi sperm parametreleri insan ile diger tiirler arasinda
farklilik gosterir. Var olan bilgiler normal sperm iiretimi ve infertilite agisindan
insanlarmn daha kiigiik degisimlerden bile etkilendigini gosterir. Ornegin siganlarda
sperm iiretimi %90 ya da daha fazla oranda azaldiginda infertilite meydana gelir.
Tavsanlarda ise tam iiretkenlik 0.1x10° sperm depolandiginda saglanabilir. Insanda
ise ortalama 20x10%ml altindaki sperm konsantrasyonlarinda fertilitenin azaldig
bilinir. Dahas1 morfolojik agidan sperm anomalisi insanda rodentlere gore ¢ok daha
fazladir. Dolayisiyla rodentlerde fertilite agisindan sorun olusturmayan bir
durumun, insan1 da tehdit etmeyen bir durum oldugu diisiiniilmemelidir (Kimmel
ve ark., 1995).

Erkek iireme sistemi endokrin dengenin bozulmasindan olumsuz yonde
etkilenebilir. Yetiskinlerde FSH ve LH hormonlarinin konsantrasyonlarinda ya da
aktivitelerinde goriilen degisimler spermatogenezi azaltabilir ya da tamamen
engelleyebilir, epididimis gibi sekonder cinsiyet organlarinin ve prostat gibi
yardimcr cinsiyet bezlerinin fonksiyonlarini etkileyebilir ve cinsel davranis
bozukluklarina neden olabilir. Erkek {ireme sisteminin gelisimi ve farklilagsmasi,
ozellikle androjenlerin (testosteron ve dihidrotestosteron) {iretimi ya da
aktivitesindeki degisimlere dolayisiyla buna neden olabilecek maddelere karsi
duyarlidir. Toksisite ¢alismalarinda reproduktif hormonlar olarak genelde FSH, LH
ve testosteron seviyeleri incelenir (http-6).

Cizelge 3’te reproduktif toksisite calismalarinda belirlenen biyogostergeler
sunulmustur.
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Cizelge 3. in vivo Erkek Reproduktif Sistem Toksisitesi Cahsmalarinda incelenmesi Gereken
Parametreler (Kimmel ve ark., 1995; http-6)

Organ agirliklar Testis, epididimis, seminal vezikiil, prostat,
hipofiz

Gorsel inceleme ve histopatoloji Testis, epididimis, seminal vezikiil, prostat,
hipofiz

Sperm parametreleri Sperm sayisi ve kalitesi (morfoloji, motilite)

Hormon seviyeleri FSH, LH, testosteron, dstrojen, prolaktin

Oksidatif Stres ve DNA hasart

Oksidatif stres, reaktif oksijen/nitrojen tiirlerinin (ROS/RNS) olusumu ile
organizmanin bu olusuma karst kendini koruma kapasitesi arasindaki dengenin
ROS/RNS’nin artmasi yoniinde bozulmasi olarak tanimlanmaktadir (Pisoschi ve
Pop, 2015). Oksidatif stres reaktif oksijen tiirlerinin lipidler, proteinler, DNA gibi
biyomolekiillerle etkileserek hasara neden olmasi nedeniyle istenmeyen bir
durumdur. Ancak fizyolojik adaptasyon ve hiicre ic¢i sinyal iletiminin
diizenlenmesindeki rolii nedeniyle ise istenen bir durumdur. Bu nedenle oksidatif
stresin, antioksidan mekanizmalar ile ROS arasindaki dengenin ortamda ROS
artmas1 yoniinde bozulmasi olarak tanimlanmasi1 daha dogru bir yaklasimdir
(Yoshikawa ve Naito, 2002). Reaktif iirlinler endojen mekanizmalar ile kontrol
edilemediginde hasara yol agarak norodejeneratif ve kardiyovaskiiler patolojilere,
yaslanma ve kansere neden olabilmektedir (Pisoschi ve Pop, 2015).

Oksidatif stres kimyasal maddeler, UV 1sinlari, enfeksiyon ajanlar1 gibi ¢evresel
faktorler tarafindan indiiklenebilecegi gibi mitokondride elektron tasima zinciri,
bazi enzim aktiviteleri (NADPH oksidaz, Nitrik oksidaz sentaz (NOS) gibi) ve
infeksiyonlu hiicrelerde solunum patlamalar1 gibi endojen olaylar tarafindan da
indiiklenebilmektedir (Thanan ve ark., 2014).

Hidrojen peroksit (H20.), siiperoksit (O2 ), singlet oksijen (1/2 O) ve hidroksil
(*OH) radikali ROS arasinda sayilmaktadir. Serbest radikaller hiicresel solunum,
fagositoz, asin fiziksel aktivite ve sigara, alkol, ultraviyole (UV) isinlari, ozon,
pestisit gibi kimyasal/kirleticilere maruziyet vb. durumlar sonucunda meydana
gelmektedir (Pisoschi ve Pop, 2015).

Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon (GSH) endojen
antioksidanlardir. SOD’lar, sliperoksit anyonunu hidrojen peroksite ¢cevirmektedir.
Memelilerde bakir-¢inko iceren ve sitozolde bulunan SODI1, mangan igeren ve
mitokondriyal matrikste bulanan SOD2, ekstraseliiler SOD3 olmak {iizere ii¢ tip
SOD bulunmaktadir. KAT, H202’1 suya ve singlet oksijene doniistiirmektedir.
Ozellikle karaciger ve eritrositlerde yiiksek konsantasyonlarda bulunmaktadir.
(Pisoschi ve Pop, 2015). Glutatyon dokularda birbiriyle dengede bulunan,
indirgenmis glutatyon ve okside glutatyon (GSSG) olmak tizere iki sekilde bulunur.
Intraselliiler GSH, selenyum igeren glutatyon peroksidaz enzimi ile GSSG
dontistiiriilir. Bu enzim ayni zamanda hidrojen peroksidini (H202) ve diger
peroksidlerin indirgenmesini de katalizler (Konukoglu ve Akgay, 1995).
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Malondialdehit (MDA), yiiksek elektrofilik 6zelligi ile DNA ve proteinlere
kolaylikla etkilesime girmesi nedeniyle oldukca toksik bir lipid peroksidasyon
irtintidiir. MDA en yaygin kullanilan oksidatif stres biyogdstergelerinden biridir
(Thanan ve ark., 2014).

Ayni zamanda ROS’lar spermin kapasitasyonu, hiperaktivasyonu ve spermoosit
fiizyonu gibi fertilizasyon stireclerinde dnemli rol oynayan; asir1 tiretimi ise lipid
peroksidasyonu, motilite kayb1 ve DNA hasar1 yoluyla erkek iireme sisteminde
bir¢ok patolojik siireci baslatabilen radikallerdir (Buonocore ve ark., 2010; Karatag
ve Kendirci, 2013). Oksidatif stres hiicre 6liimii ve hormonal dengenin bozulmasina
neden olarak gonadal gelisim ve spermatogenez siirecine etki etmektedir. Buna
bagli olarak testis agirliginda ve sperm kalitesinde azalmaya yol agabilmektedir
(Attia ve Bakheet, 2013).

Spermatogenez siirecindeki hizli hiicresel boliinme ve metabolik aktivite, bazi hasar
tirlerine kars1 yatkinligin temelini olusturmaktadir. Genetik materyalin ve
hiicrelerin ¢ogalmasi sirasinda 6zellikle DNA hasara kars1 savunmasizdir (Demott
ve Borgert, 2000). Bu nedenle oksidatif stres gdstergelerinin incelenmesi ve DNA
hasarmin tespit edilmesi olas1 toksisitenin belirlenmesi agisindan O6nemlidir
(Sundaram ve Witorsch, 1995). Sperm DNA kiriklar1 (fragmentasyonunda),
obstriiktif azospermisi ve ejekiilasyon sorunu olan erkeklerde artmaktadir. DNA
hasarmin standart semen parametrelerinden bagimsiz olarak meydana gelebildigi
bilinmektedir. In vitro fertilizasyon ve intra-sitoplazmik sperm enjeksiyonu gibi
teknikler uygulansa bile DNA kiriklarinin varligr fertilizasyon olasiligini
azaltmaktadir (Attia ve Bakheet, 2013).

Epilepsi, Antiepileptik ilaclar ve Reproduktif Toksisite Tliskisi

Epilepsi ile seksiiel bozukluklar arasindaki iliski heniiz aydinlatilamamais olsa da
epilepsinin ve tedavisinde kullanilan antiepileptik ilaglarin dstrojen, testosteron ve
dihidrotestosteron, prolaktin, FSH ve LH gibi hormon seviyelerini etkileyerek
seksiiel disfonksiyona neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Cerrahi miidaheleden
sonra nobet gecirmeyen erkek temporal lob epilepsi hastalarinda hormon
seviyelerinin normallesmesi, temporal lobda meydana gelen fokal epileptik
desarjlarin  hipotalamus-hipofiz eksenini etkileyerek hormon seviyelerinde
degisikliklere neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Morris ve Vanderkolk, 2005).

Epilepsi hastalarinda impotens, libidonun azalmasi ve infertilite goriilme siklig
normal popiilasyondan daha fazladir. Bu problemler hem hastaligin kendisinden
hem de kronik olarak kullanilan AEi’den kaynaklanabilmektedir (Morris ve
Vanderkolk, 2005; Calabro ve ark., 2011; Verotti ve ark., 2011).

Antiepileptik ilaglar ile yapilmig reproduktif toksisite calismalari

Ikinci kusak antiepileptik ilaglardan olan TPM ve GBP’nin disi sicanlarda
hipotalamus-hipofiz-gonad ekseninin dengesini bozarak reproduktif disfonksiyona
yol actig1 bildirilmistir (Kumar ve Kuar, 2014). Yine ikinci kusak antiepileptik
ilaglardan olan VGB, LTJ ve GBP’nin erkek sicanlarda sperm sayisi ve
motilitesinde; FSH, testosteron seviyelerinde; testis, epididimis gibi ¢esitli erkek
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tireme organi agirliklarinda; fertilite oranlarinda anlamli azalmalara neden olarak
erkek reproduktif sistem iizerine toksik etkileri gosterilmistir (Daoud ve ark., 2004).
Bagka bir ¢alismada ise TPM’nin benzer sekilde erkek siganlarda sperm sayisi ve
motilitesinde; testosteron seviyesinde; testis, epididimis gibi ¢esitli erkek
reproduktif organ agirliklarinda; fertilite oranlarinda anlamli azalmaya neden
olarak erkek reproduktif sistem {izerine toksik etki gosterdigi bildirilmistir (Otoom
ve ark., 2004).

Andretta ve arkadaslarinin (2014) yaptig1 bir ¢alismada KBZ puberte baglangicini
geciktirmis ve steriodogenez siirecini, sperm kalitesini olumsuz yonde etkilemistir.
KBZ, VPA, FNT, FB ve PRM ile yapilan randomize klinik denemeler bu ilaglarin
impotens veya azalmis libidoya neden oldugunu gostermistir. FNT’nin erkeklerde
sekstiel disfonksiyonla iligkili yiiksek Ostradiol seviyesine neden oldugu rapor
edilmistir. FNT ve KBZ’nin dehidroepiandrosteron siilfat (DHEAS) seviyesinde
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Isojirvi, 2008). LTJ ile tedavi goren erkek
epilepsi hastalarinda seksiiel fonksiyon skorlarinin; seks hormon baglayici globiilin
(SHBG), testosteron, testosteron/Gstradiol ve testosteron/LH seviyelerinin azaldigi
gosterilmistir. Ergenlik donemindeki erkek epilepsi hastalarinda yapilan bir
calismada VPA grubunda yiiksek androstenedion seviyeleri tespit edilmistir. KBZ,
LTJ ve OKS gruplarinda hormon seviyelerinde anlamli farkliliklar gézlenmemistir
(Isojirvi, 2008). Ozellikle FB, FNT ve KBZ gibi karaciger enzimlerini indiikleyen
AEI’nin kullanilmas1 SHBG seviyesini arttirarak gesitli hormon seviyelerinde
degisimlere neden olabilecegi gosterilmistir. SHBG seviyesindeki artig testosteron
biyoaktivitesinde azalmaya yol acabilir bu durum da erkeklerde impotens ya da
infertiliteye neden olabilir (Verotti ve ark., 2011).

Sekil 5’te bazi antiepileptik ilaglarin hipotalamus-hipofiz-gonad ekseni iizerine
etkileri sunulmustur.

VPA ve LEV ile tedavi goren erkek epilepsi hastalarinin hormon seviyeleri ve
sperm parametrelerinin incelendigi bir calismada, VPA (n=32) grubunda FSH ve
LH seviyelerinin azaldigi, LEV (n=20) grubunda ise seviyelerin degismedigi
gozlenmistir. Yine VPA (n=15) grubunda sperm morfolojisinde anomalilerin
artt1ig, LEV (n=10) grubunda ise sperm morfolojisinin degismedigi belirlenmistir.
Sperm motilitesi agisindan ise her iki grupta da sperm motilitesinin azaldig: tespit
edilmistir (Xiaotian ve ark., 2013). Diger bir caligmada ise LEV ile erkek hastalarin
(n=8) serum testosteron seviyelerinde artis saptanmistir (Harden ve ark., 2010).
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Limbik korteks

Hipokampus
Amigdala
GnRH saliniminin degismesi
(KBZ, FB, FNT)
Hipotalamus
LH saliniminin degismesi
(VPA)
Hipofiz
Steroid metabolizmas1 ya da
baglanmasinin degismesi
(KBZ, FB, FNT, LTJ)
Gonadlar
Ostrojen
Progesteron
Testosteron

Sekil 5. Bazi Antiepileptik ilaclarin Hipotalamus-Hipofiz-Gonad Ekseni Uzerine Etkileri
(Verotti ve ark., 2011)

LEV ve VPA’nin disi reproduktif sistem iizerine etkilerinin degerlendirildigi bir
calismada, in vitro domuz over follikiillerinde VPA’nin LH ile stimiile edilmis
testosteron seviyesinde artisa ve FSH ile stimiile edilmis Ostradiol seviyesinde
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. LEV ise yiiksek konsantrasyonda
hiicrelerde FSH ile indiiklenmis testosteronun Ostradiole doniisiimiinii azaltmstir.
LEV ve VPA terapétik konsantrasyonlarda hiicrelerde bazal testosteron seviyelerini
arttirmistir (Taubell ve ark., 2006). Svalheim ve arkadaslarinin (2009) yaptig1 bir
calismada ise LEV (n=26) kullanan kadin epilepsi hastalarinin hormon
seviyelerinde herhangi bir degisiklik saptanmamugtir.

Onceki calismalar incelendiginde, LEV ile erkek reproduktif toksisitesinin dnemli
son noktalar ile incelendigi klinik veya hayvan modelli bir ¢alisma verisine
rastlanmamistir. Bu sebeple bu tez calismasinda, erkek siganlara LEV uygulamasi
ile viicut, testis ve epididimis agirliklarinin, sperm sayisinin, motilitesinin,
morfolojisinin, DNA hasarmin, serum FSH, LH ve testosteron seviyelerinin
belirlenmesi ve testis dokusunun histopatolojik incelenmesi ile reproduktif
toksisitenin degerlendirilmesi amaglanmigtir. Ayrica MDA, SOD, KAT ve GSH
gibi oksidatif stresin biyogostergelerin testis dokusunda seviyelerinin tespit
edilmesi ile olas1 patolojideki oksidatif stresin roliiniin belirlenmesi amaglanmistir.
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GERECLER
Kullanilan hayvanlar

Deneylerde yaklasik 180-200 g agirliginda yetigkin erkek Wistar sicanlar kullanilmastir.
Sicanlar, caligma ortamina uyum saglamalari i¢in deney baslangicindan bir hafta 6nce
laboratuvara alinarak 12 saat karanlik 12 saat aydinlik dongiisiinde, 24+1°C sicakliktaki
iyi havalandirilan odalarda barindirilmis, standart hayvan yemi ve ¢esme suyu ile
beslenmeleri saglanmistir. Tez c¢aligmasi siiresince gerceklestirilen tiim deneyler,
Anadolu Universitesi Bilimsel Aragtirmalar Etik Komisyonu’ndan onay alindiktan

sonra yapilmistir (Dosya Kayit No. 2015-15).

Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Madde ve Kitler

Borik asit

CAT Kiti

Ditiyotreitol (DTT)
DMEM/Ham’s F-12
Diisiik erime dereceli
agaroz (LMA)
Etilendiamin tetraasetik
asit (EDTA)

FSH Elisa kit (Sigan igin)
GSH Kiti

Keppra® tablet

Lamel yapistiricisi

LH Elisa kit (Si¢an igin)
Lityum 3,5-diiyodosalisilat (LIS)
MDA Kiti

Normal agaroz

PBS Dulbecco (10x)
Proteinaz K

S1v1 azot

SOD Kiti

Sodyum hidroksit
Sodyum kloriir

Sperm boyama Kiti (Sperm Blue)
Sybr green

Riedel de Haén, Almanya
BioVision, Amerika Birlesik Devletleri
Amresco, Amerika Birlesik Devletleri

Capricorn Scientific, Almanya

Invitrogen, Ispanya

Sigma-Aldrich, Almanya

Cusabio, Cin Halk Cumhuriyeti
Cayman, Amerika Birlesik Devletleri
UCB Pharma, Belgika

Eukitt, Ispanya

Cusabio, Cin Halk Cumhuriyeti
Sigma-Aldrich, Almanya

BioVision, Amerika Birlesik Devletleri
Sigma-Aldrich, Almanya

Biochrom, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya

AU BIBAM’dan temin edilmistir
BioVision, Amerika Birlesik Devletleri
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Microptic, Ispanya

Sigma-Aldrich, Almanya
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Testosteron Elisa kit (Sigan igin)

Triton X

Trizma baz

Cusabio, Cin Halk Cumhuriyeti
Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihaz ve Aletler

Ultramikrotom
Floresan mikroskobu

Comet analiz programi

Elektroforez tanki

ELISA okuyucu
Gli¢ kaynagi

Hassas terazi
Homojenizator

Isiticili manyetik karigtirici
Inkiibator

Kan tiipleri

Lam

Lamel

Otomatik Sperm Analizorii
ve Yazilimi

pH metre

Sogutmalr santrifiij

Standart 4 odacikli sayim slayti

Ultrasonik banyo

Vorteks karistirici

Leica EM UC7, Almanya
Leica DM6000 B, Almanya

BS 200 ProP, BAB Goriintileme Sistemi,
Tirkiye

Thermo  Scientific, Amerika  Birlesik
Devletleri

Biotek, Amerika Birlesik Devletleri

Thermo  Scientific, Amerika  Birlesik
Devletleri

Ohaus, Amerika Birlesik Devletleri
Heildolph, Almanya

Lab Companion, Amerika Birlesik Devletleri
Lab Companion, Amerika Birlesik Devletleri
Greiner bio-one, Almanya

Isolab, Almanya

Isolab, Almanya

SCA® Microptic, Ispanya

WTW Inolab, Almanya

Eppendorf, Amerika Birlesik Devletleri
Leja B. V., Hollanda

BANDELIN, Almanya

Heildolph, Almanya
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YONTEMLER
Deney Hayvanlarina Test Maddesinin Uygulanmasi

Spermatogenez stireci tizerindeki toksik etkinin belirlenmesi i¢in yaklasik 180-200 g
agirhiginda 12 haftalik erkek Wistar siganlar kullanilmis ve her grupta 10 sigan olmak
tizere 4 grup olusturulmustur. Uygulama siiresi (http-7) ve uygulanacak olan LEV
dozlar (Kitano ve ark., 2005; Margineanu ve ark., 2008; Svalheim ve ark., 2008)
literatiir taramasi sonucu belirlenmistir.

e Kontrol grubu (K); 70 giin oral olarak 1 ml/100 g hacimde distile su uygulanan
siganlar

e 50 mg/kg LEV uygulanan grup (LEV-50); 70 giin oral olarak 50 mg/kg dozda,
1 ml/100 g hacimde distile su icinde LEV uygulanan si¢anlar

e 150 mg/kg LEV uygulanan grup (LEV-150); 70 giin oral olarak 150 mg/kg
dozda, 1 ml/100 g hacimde distile su iginde LEV uygulanan siganlar

e 300 mg/kg LEV uygulanan grup (LEV-300); 70 giin oral olarak 300 mg/kg
dozda, 1 ml/100 g hacimde distile su iginde LEV uygulanan si¢anlar

Deney Hayvanlarindan Numune Toplanmasi

Son LEV dozunu takip eden 24 saat sonunda sicanlarin agirliklar1 kaydedilmis ve
intraperitonal 1.5 g/kg iiretan anestezisi (Takeuchi ve ark., 2014) altinda kalp sag
ventrikiil yapisindan yiiksek miktarda kan alinmasi ile siganlar 6ldirilmistiir.

Sicanlara ait kan ornekleri 2-8°C’de bir gece bekletildikten sonra 1000 x g’de 15 dk
santrifiij edilerek plazma oOrnekleri hazirlanmistir. FSH, LH ve testosteron gibi
spermatogenez siirecinde rol oynayan hormonlarin seviyelerinin belirlenmesinde
kullanilmak tizere 200 pl’lik porsiyonlar halinde -20°C’de saklanmustir.

Kan alinmasini takiben si¢anlarin sag testis ve sag epididimis dokulari ¢ikarilmistir. Sol
testis ve sol epididimis dokulari fosfat tampon soliisyonu (PBS) (NaCl: 8 g/L, KCI: 0.2
g/L, KH2PO4: 0.2 g/L and Na2HPOQOg4: 1.14 g/L; pH: 7.4) ile kan ve diger kirliliklerden
arindirildiktan sonra tartilip agirliklar1 kaydedilmistir. Sol testis dokulart esit parcalara
ayrilip oksidatif stresin belirlenmesinde 6nemli olan GSH, MDA, SOD ve KAT
parametrelerinin incelenmesinde kullanilmak tizere -20°C’de saklanmistir. Sag testis
dokular1 PBS ile temizlendikten sonra histopatolojik inceleme i¢in fikse edilmistir. Sag
epididimisin kauda dokular1 sperm parametrelerinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Sperm Konsantrasyonunun ve Motilitesinin Degerlendirilmesi

Sicanlar oldiiriildiikten hemen sonra sag epididimis dokularinin kauda kisimlar
37°C’deki DMEM/Ham’s F-12 igeren petrilere alinmistir. Kauda, kan damarlar1 ve yag
dokularmindan arindirtlmasi i¢in ayni besiyerini (1 ml) iceren petriye alinmistir.
Armdirilmis 0.5 cm’lik kauda pargasi yine ayni besiyerini (1 ml) i¢ceren yeni bir petride
1 dakika bekletilerek spermatozoa bulutu olusturulmustur.

Petride besiyeri igerisinde olusturulan spermatozoa bulutundan 5 pl alinarak Leja
slaytlarimin (Leja B.V., Hollanda) hiicrelerine doldurulmustur. Hazirlanan Leja
slaytlarinin 4 x ters faz objektifi, sar1 lens kullanilarak ve faz 2 ayari ile Sperm Class
Analyzer (SCA®, Microptic, Ispanya) sistemi yazilimimdaki motilite/konsantrasyon
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modiiliinde (versiyon 5.4.0.1) saniyede 25 kare cekilerek her sican icin en az 8 goriintii
edilmistir. Bu goriintiilerden yine her sigan i¢in en az 200 motil spermatozoa sayilmistir
(http-8; Maree ve van der Horst, 2013).

Sperm Morfolojisinin Degerlendirilmesi

Taze sperm Orneklerinden 5 pl alinarak lam iizerine konulmustur. Bagska bir lam
yardimiyla 45°lik a¢1 ile konulan 6rnek lam {izerine ¢ekilmistir. Hazirlanan lamlar oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruyan lamlar Sperm Blue® boyama Kiti
(Microptic, Ispanya) ile morfolojik inceleme igin hazirlanmistir. Lamlar yeterli
yiikseklikte fiksasyon sivisi ve boyama sivisi igeren boyama kaplarinda 15’°er dakika
bekletilmistir. Distile su ile yikama islemi ardindan lamlar oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Tamamen kuruduktan sonra yapistirict yardimiyla tizerleri lamel (24 x 60
mm) ile kapatilarak morfolojik inceleme igin hazir hale getirilmistir. Morfolojik
inceleme Sperm Class Analyzer (SCA®) sistemi yazilimindaki (versiyon 5.4.0.1)
morfoloji modiiliinde 60 x aydinlik alan objektifi, mavi lens kullanilarak ve aydinlik
alan ayar1 yapilarak incelenmistir. Her si¢an i¢in 200 sperm incelenmistir. Morfolojik
incelemede, literatiirdeki kriterlere gore, bas ve kuyruk anomallileri belirlenmistir (Mori
ve ark., 1991; Filler, 1993; Narayana ve ark., 2002; Gromadzka-Ostrowska ve ark.,
2012; Martinez ve ark., 2014).

Spermde Tek Hiicre Jel Elektroforezi (SCGE/Comet) Yontemi

Buzlu lamlar PBS ile hazirlanmis %1°’lik normal erime sicakligina (NMA) sahip agaroz
jel ile kaplanmistir. Siganlarin epipidimisiden alinan sperm orneklerinden 8 pl alip 72
pl %1°lik disiik erime sicakligina sahip agaroz jel (LMA) ile karigtirdiktan sonra
karisim lama aktarilmis ve iizeri lamel ile kapatilmistir. 5 dakika sonra lamel ¢ikarilip
preparatlar 24 saat lizis tamponu (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 10;
tampona %21 Triton X-100 ve 40 mM dithiotreitol eklenir) igerisinde bekletilmistir.
Daha sonra tekrar lizis tamponuna ilave olarak 0,1 mg/ml proteinaz K ve 4 mM Lis
(Lityum 3,5-diiyodosalisilat) eklenerek 24 saat 37°C’de 6rnekler bekletilmistir. Bu
islemin sonunda tuz ve deterjanlar1 uzaklagtirmak i¢in lamlar 5’er dakika 3 kez distile
suda yikanmistir. Lamlar yatay elektroforez {initesine yerlestirildikten sonra 20 dakika
TBE tamponunda (10 mM Tris, 0.08 M borik asit ve 0.5 M EDTA pH 8.2) bekletilmistir.
Daha sonra 25 V’de 25 dakika yiiriitme islemi gergeklestirilmistir. Elektroforez
isleminden sonra lamlar distile su ile yikanmis ve agik havada kurutulmustur. Sonra
Sybr green boyasi ile boyanmistir. Ornekler Leica DM6000 B (Leica, Almanya) floresan
mikroskobunda fotograflanmis ve analiz islemi i¢in BS 200 ProP, BAB Goriintiileme
Sistemi (BAB Goriinteleme Sistemi, Ankara, Tiirkiye) kullanilmistir. Her preparattan
100 hiicre sayilmistir (Trivedi ve ark., 2010).

Biyokimyasal Analiz

Sigan plazmasinda FSH (Cusabio®, Cin Halk Cumhuriyeti), LH (Cusabio®, Cin Halk
Cumhuriyeti) ve testosteron (Cusabio®, Cin Halk Cumhuriyeti) hormon seviyeleri satin
alman ELISA kit prosediirlerine uygun olarak belirlenmistir.

Sican testis dokusunda GSH (Cayman®, Amerika Birlesik Devletleri), MDA
(BioVision®, Amerika Birlesik Devletleri), CAT (BioVision®, Amerika Birlesik
Devletleri) ve SOD (BioVision®, Amerika Birlesik Devletleri) seviyeleri satin alinan
Assay kit prosediirlerine uygun olarak belirlenmistir.
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Histopatolojik Inceleme
Doku érneklerinin tespiti

Dokulardan diseksiyonla alinan 6rnekler hayvandan ¢ikarildiktan hemen sonra otolize
ugramamalar1 i¢in %4 liikk paraformaldehit (fosfat tampon icinde pH 7.2-7.3) igeren
tespit sollisyonuna alinmastir.

Doku takip islemleri

1 mm®liik parcalara béliinen dokular tespit soliisyonu (%4’liik paraformaldehit)
icerisinde 24 saat boyunca ve +4°C sicaklikta bekletilmistir. Materyal 0.1 M’lik
sodyum-fosfat tamponu (pH 7.4) ile yikanip dokulardan suyun uzaklastirilmasi
amaciyla alkol serilerinden gegirilmistir. Resinin hiicre igerisine niifuz etmesini
saglamak amaciyla dokular (2:1) LR White/alkol karisiminda 2 saat bekletilmistir. Daha
sonra ornekler 1 gece LR White igerisinde bekletilmigtir. Gomme isleminin ardindan
olusturulan bloklardan Leica EM UC7 (Leica microsystems, Almanya) ultramikrotom
kullanilarak 700 nm kalinhginda kesitler alinmistir. Kesitler %1°lik toluidin
mavisi/boraks (pH:8.4) ile boyanip, Leica DM6000 B’de (Leica microsystems,
Almanya) goriintiilenmistir (Bancroft ve Gamble, 2002).

Istatistiksel Analiz

Tiim veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Istatiksel analizler, SigmaPlot
v.10 programinda (Systat software inc., Amerika Birlesik Devletleri) coklu karsilagtirma
testleri olan Tek faktorlii varyans analizi (One-Way ANOVA) ve ardindan ¢oklu
karsilastirma testi olarak (post-hoc) Tukey testi ile gergeklestirilmistir. Comet yontemi
sonuglar1 ise One-way ANOVA ve post-hoc Dunnet T3 testi ile karsilastiriimistir.
p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

22



BULGULAR ve TARTISMA
Bulgular
Viicut agirliklarinin degisimi ve bagil organ agirliklart

70 gilinlin sonunda viicut agirliklarinin degisimi % agirlik artist olarak, organ
agirliklar ise bagil testis ve epididimis agirliklar1 seklinde gosterilmistir. Bagil
organ agirliklar1 g organ/100 g viicut agirligi seklinde ifade edilmistir.

Cizelge 4. Gruplarin Agirhk Degisimleri, Testis ve Epididimis Agirhklar:

Bagil epididimis
Qoo apmkans MG i
agirhgr)
K | 71.35+23.44 0.55+0.10 0.26 + 0.04
LEV-50 | 4824£16.15() 0.52 £ 0.06 0.27 + 0.04
LEV-150 |  47.18+16.09 (9 0.52 + 0.09 0.27 +0.05
LEV-300 |  34.63+ 1241 (%) 0.51+0.07 0.26 + 0.03

K: Kontrol grubu; LEV-50: 50 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; LEV-150: 150 mg/kg
levetirasetam uygulanan grup; LEV-300: 300 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; Sonuglar
ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (*) Kontrolden farkli (p < 0.05); (32) Kontrolden farkli
(p <0.001).

Tim deney gruplarindaki viicut agirligi artisi kontrole gore anlamli olarak
azalmistir. Deney gruplarina ait bagil testis ve epididimis agirliklarinda anlamli bir
degisiklik tespit edilmemistir (Cizelge 4).

Sperm parametreleri
Sperm konsantrasyonu ve motilitesi

Cizelge 5’de goriildigii gibi tim deney gruplarindaki sperm konsantrasyonlari
kontrole gore anlamli olarak azalmigtir. LEV-50, LEV-150 ve LEV-300 i¢in sperm
konsantrasyonlar1 (10%/ml) sirasiyla 0.83 + 0.50; 0.82 + 0.38 ve 0.81 + 0.37 iken
kontrol grubunun sperm konsantrasyonu (10%/ml) 2.68 + 0.88 olarak belirlenmistir.

Sperm motilitesi incelendiginde, LEV-300 grubunda sperm motilitesinin kontrole
gore anlamli olarak azaldig1 gézlenmistir.

Cizelge 5. Gruplarin Sperm Konsantrasyonlari ve Sperm Motiliteleri

Sperm konsantrasyonlari Motilite
Deney gruplar (108/ml) (%)
K \ 2.68 +0.88 84.54+9.08
LEV-50 | 0.84+0.22 (9 78.83 + 8.16
LEV-150 \ 0.82+0.38 (%) 80.49 +3.89
LEV-300 \ 0.81+0.37 (%) 69.78 £ 13.02 (%)

K: Kontrol grubu; LEV-50: 50 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; LEV-150: 150 mg/kg
levetirasetam uygulanan grup; LEV-300: 300 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; Sonuglar
ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (*) Kontrolden farkli (p < 0.05).
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Sperm morfolojisi

Anormal sperm yiizdesi, LEV-150 ve LEV-300 gruplarinda kontrole gore anlamli
olarak artmistir. Gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda LEV-300 grubundaki
anormal sperm yiizdesi, LEV-50 grubundaki anormal sperm ylizdesinden de
anlamli olarak fazla bulunmustur.

Tiim deney gruplarinda bas anomalisi ylizdesi degerlendirildiginde, LEV-300
grubundaki % bas anomalisi kontrole gore anlamli olarak artmistir. Kuyruk
anomalisi yiizdeleri kiyaslandiginda ise LEV-150 ve LEV-300 gruplarinda kuyruk
anomalileri kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir. Gruplar kendi aralarinda
kiyaslandiginda LEV-300 grubundaki % kuyruk anomalisi, LEV-50 grubundaki %
kuyruk anomalisine gore de anlamli olarak artmistir. Tiim deney gruplarinda ¢oklu
anomali goriilen sperm ylizdesi artis gostermis; LEV-150 ve LEV-300 gruplarinda
da kontrole gore anlamli artiglar saptanmistir (Cizelge 6).

Cizelge 6. Gruplarin Sperm Morfoloji Degerlendirmesi Bulgulari

Deney gruplari Anormal Bag anomalisi Kuyruk Coklu anomali
sperm (%) (%) anomalisi (%) (%)

K 24.85+ 4.88 8.75+3.22 12.4+3.74 374158
LEV-50 38.7+2.98 13.55+3.24 18.3+2.09 6.5 +2.04
LEV-150 46.3(ﬂat)7.02 13.3+3.14 25.85(; 3.34 7.15(?)2.75
LEV-300 59.2(;;)7.21 15.05(:): 3.59 35.;;;;)1.47 8.7 :(i:a)3.72

K: Kontrol grubu; LEV-50: 50 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; LEV-150: 150 mg/kg
levetirasetam uygulanan grup; LEV-300: 300 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; Sonuglar
ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (*) Kontrolden farkli (p < 0.05); (32) Kontrolden farkli
(p <0.001); (°) LEV-50’den farkli (p < 0.05).
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Al: Normal; B: Bas anomalileri; B1: Amorf; B2: Muz seklinde bas anomalisi; B3: Biikiilmiis boyun; B4: Bagsiz sperm; B5: iki basl1 sperm; C: Kuyruk anomalileri; C1:
Kirtlmig kuyruk; C2: Ayrik; C3: Biikiilmiis kuyruk; D: Coklu anomali; D1: Muz seklinde bas anomalisi + Biikiilmiis kuyruk

Sekil 6. Sperm Morfolojisi



Spermde tek hiicre jel elektroforez (SCGE/Comet) yontemi bulgulart

LEV-150 ve LEV-300’de doz artisina bagli olarak kontrole gore sperm
hiicrelerinde DNA hasarinin indiiklendigi goriilmiistir. LEV-50 dozunda ise
kontrole gore DNA hasarinda bir farklilik saptanmamuistir (Sekil 7 ve 8).

A: Kontrol grubu; B: LEV-50: 50 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; C: LEV-150: 150 mg/kg
levetirasetam uygulanan grup; D: LEV-300: 300 mg/kg levetirasetam uygulanan grup. (40x)

Sekil 7. SCGE/Comet Yontemi Sonucunda Sperm DNA’sinda Tespit Edilen Hasarin
Florosans Mikroskobik Goriintiisii
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Deney Gruplar
K: Kontrol grubu; LEV-50: 50 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; LEV-150: 150 mg/kg

levetirasetam uygulanan grup; LEV-300: 300 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; (a) Kontrol
grubuna gore; (b) LEV-50"den farkli (p < 0.05).

Sekil 8. SCGE/Comet Analizi Sonuc¢lar1 Grafigi
Biyokimyasal analiz bulgular:

Plazma hormon seviyeleri

FSH seviyeleri

Plazma FSH seviyeleri 6l¢iimii sonucunda, LEV-300 grubunda plazma FSH
seviyesi kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak azalmistir. Gruplar birbirleri ile
karsilastirildiginda LEV-300 grubunun plazma FSH seviyesi, LEV-50 ve LEV-150
gruplarina gore de anlamli olarak azalmistir (Cizelge 7).

LH seviyeleri

Deney gruplarindaki plazma LH seviyeleri incelendiginde LEV-300 grubunda LH
seviyesi kontrole goére anlamli olarak azalmistir. Gruplar arasi kiyaslama
yapildiginda LEV-300 grubunda azalan LH seviyesi, LEV-50 ve LEV-150
gruplarindan da anlamli olarak farklidir (Cizelge 7).

Testosteron seviyeleri

Plazma testosteron seviyeleri incelendiginde LEV-300 grubunda testosteron
seviyesi kontrole gore anlamli olarak azalmistir. Gruplar kendi aralarinda
karsilagtirildiklarinda herhangi bir farklilik gozlenmemistir (Cizelge 7).
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Cizelge 7. Gruplarin Plazma FSH, LH ve Testosteron Seviyeleri

Deney gruplari (:: US /|_L|) (m;}; L) Testosteron (1U/L)
K 12.63 +£2.73 18.16 £3.73 487+2.6
LEV-50 11.26 £1.76 16.14 £2.91 3.05+1.85
LEV-150 10.44 £3.55 15.70 £ 3.05 3.44 +1.39
LEV-300 6.3?;;.77 11.1(3;&)2.90 2.48(1:)1.26

K: Kontrol grubu; LEV-50: 50 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; LEV-150: 150 mg/kg
levetirasetam uygulanan grup; LEV-300: 300 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; Sonuglar
ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (*) Kontrolden farkli (p < 0.05); (°) LEV-50"den farkli
(p £0.05); (°) LEV-150°den farkli (p < 0.05).

Testis dokusunda oksidatif stres parametreleri
Testis dokusunda stiperoksit dismutaz aktivitesi

Deney gruplarinin testis dokusundaki SOD aktivitesi 6l¢iimii sonucunda LEV-150
ve LEV-300 gruplarinda SOD aktivitesinin kontrole gére anlamli olarak azaldig
saptanmustir. Gruplar arasi yapilan degerlendirmede ise LEV-300 grubundaki SOD
aktivitesi LEV-50 ve LEV-150 gruplarindan da anlamli olarak az bulunmustur
(Cizelge 8).

Testis dokusunda katalaz seviyeleri

Tiim deney gruplarmin testis dokusundaki KAT seviyeleri, kontrole gore anlaml
olarak azalmistir. Gruplar arasinda anlamli bir farkliliga rastlanmamistir (Cizelge
8).

Testis dokusunda glutatyon seviyeleri

Testis dokusunda GSH seviyeleri LEV gruplarinin hepsinde anlamli olarak
azalmistir. Gruplar arasinda, LEV-300 grubunda kontrol grubuna kiyasla GSH
seviyelerindeki azalma one ¢gikmaktadir (p < 0.01). LEV-300 grubunda saptanan
GSH seviyeleri LEV-50 grubundan da anlamli olarak az bulunmustur (Cizelge 8).

Testis dokusunda malondialdehit seviyeleri

Tiim deney gruplarinin testis dokusundaki MDA seviyeleri incelendiginde, LEV-
150 ve LEV-300 gruplarinda MDA seviyeleri kontrole gore anlamli olarak artmigtir

(Cizelge 8).
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Cizelge 8. Testis dokusunda SOD Aktivitesi, KAT, GSH ve MDA Seviyeleri

apla o0 o GoH (r':/lml?)ﬁg
gruplar (%) (mU/ml) (M) ol
K 97.94 £ 1.13 60.47 £ 12.97 217.48 £15.95 0.56+0.16
LEV-50 95.5?)2.15 37.65(; 12.13 120.9?a)i 7.92 0.82+0.43
LEV-150 92.16(:; 4.17 35.94( § 7.23 101.07( ﬂ)z 11.62 0.94 (ﬂaz)o.49
LEV-300 86.8(2& |;zc)é.m 33.56( § 4.91 92.6@;1) 0.09 1.09 (ﬂaz)0.48

K: Kontrol grubu; LEV-50: 50 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; LEV-150: 150 mg/kg
levetirasetam uygulanan grup; LEV-300: 300 mg/kg levetirasetam uygulanan grup; Sonuglar
ortalama + standart sapma olarak verilmistir. (*) Kontrolden farkli (p < 0.05); (**?) Kontrolden farkli
(p <0.001); (°) LEV-50"den farkli (p < 0.05); (°) LEV-150den farkli (p < 0.05).

Histopatolojik inceleme bulgular:

Kontrol siganlarinda normal bir spermatogenez ve zarar gormemis durumdaki
germinal epitel goriilmektedir. LEV-50 ve LEV-150 gruplarinda seminifer epitel
dongiisii basamaklar1 korunmustur. Spermatositler ve gen¢ spermatidler normal
goriinmektedir. Ancak 6zellikle olgunlagmanin son asamasindaki spermatidlerde
hafif vakuolizasyon ve dejenerasyon gozlenmistir. LEV-300 grubunda tiibiiler
dejenerasyon spermatojenik serilerde organizasyon bozukluklart ve tiibiiler
liimendeki sperm sayisinda azalmay: indiiklemistir. Bu gruptaki spermatojenik
serilerde hiicresel yapida bozulmalar goriilmektedir. Spermatidlerde sisme,
vakuolizasyon ve nekroz gozlenmistir.

Histapatolojik inceleme bulgulari, LEV-50 ve LEV-150 gruplarinda testikiiler
dokunun hafif diizeyde etkilendigini ancak LEV-300 grubunda tiibiiler ve hiicresel
yapinin hasara ugradigini gostermistir. LEV’in 6zellikle spermatid yapisini1 ve
sperm {iretimini etkiledigi gozlemlenmistir. Olgunlagsmanin son asamasindaki
spermatidlerde, diisiik dozlarda hafif patolojik lezyonlar goriilmekle birlikte yliksek
dozda nekrozunda dahil oldugu dramatik degisimler goriilmustiir.
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0€

A: Kontrol siganlarinda biitiinliik halindeki spermatojenik seriler ve seminifer tubulin normal yapisi (ss); B ve C: Sirasiyla LEV-50 ve LEV-150 deney gruplarindaki
siganlarda kismen korunmus yapidaki spermatojenik seriler (ss) ve tiibiiler limende (L) gézoniine alinabilir sayidaki spermatozoa; D: LEV-300 grubundaki siganlarda
tiibiiler dejenerasyon, spermatojenik serilerde (ss) organizasyon bozukluklari ve tiibiiler limendeki (L) sperm sayisinda 6nemli derecedeki azalma. (Biyiitme 6lgegi: 50
pm)

Sekil 9. Kontrol ve Deney Gruplarindaki Siganlarda Seminifer Tiibiiller



1€

A: Kontrol siganlarinda hasar gérmemis spermatojenik seriler; B ve C: Sirasiyla LEV-50 ve LEV-150 deney gruplarindaki sicanlarda hafif vakuolizasyon ve

olgunlasmanin son agamasindaki spermatidlerde dejenerasyon (P); D: LEV-300 deney grubundaki si¢anlarda spermatojenik serilerde () hiicresel yapinin kaybi,
spermatidlerde sigsme, vakuolizasyon (—) ve nekroz (*). (Biiylitme 6lgegi: 20 pm)

Sekil 10. Kontrol ve Deney Grup Sicanlarinda Germinal Epitelin Detayh Yapisi



Tartisma

Diinyadaki teknolojik ve endiistriyel gelismelere bagli olarak artan kimyasal
maruziyeti insanlarda saglik ile iligkili problemlerin goriilme sikligini arttirmistir.
Bu kimyasallara maruziyetlerin sonucu olarak meydana gelen saglik problemleri
arasinda reproduktif sistemde gerceklesen hasarlar da giinlimiizde giderek énem
kazanmistir (Hoyer, 2001). Reproduktif toksik etkiler agisindan ise ozellikle
infertilite son yillarda ilgi odag: haline gelmistir. Epidemiyolojik ¢alismalara gore
1960-2002 yillar1 arasinda fertilite oran1 %45 oraninda azalmis ve bu vakalarin
yarisinda erkek kaynakli faktorlerin rol oynadigi tespit edilmistir. Kimyasal
maddelere ve cevresel kirleticilere maruziyetin erkek kaynakli infertilite vakalari
icin en Onemli riski olusturdugu ve bu maruziyetlerin semen kalitesini azalttig1
saptanmustir (Liu ve ark., 2012). Semen kalitesindeki azalmalarin infertilite disinda
embriyo Oliimiine, diisiik riskine, diisiik agirlikli doguma, konjenital anomalilere,
norogelisimsel bozukluklara ve diger c¢ocukluk donemi hastaliklarina neden
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu nedenlerden dolay: giiniimiizde gevresel, mesleki
toksikanlar ile terapotik ajanlara artmig maruziyetlerin reproduktif toksik etkilerinin
incelenmesinin 6neminin giderek arttigi vurgulanmistir (Wisniewski ve ark., 2015).

Epilepsi, antiepileptik ilaclar ve reproduktif fonksiyon arasinda karmasik bir iliski
oldugu ileri sirilmistiir. Epilepsili erkeklerde %22-67 oraninda reproduktif
disfonksiyon meydana geldigi tespit edilmistir (Montouris ve Morris, 2005;
Calabro ve ark., 2011). Calismalarda reproduktif disfonksiyon hem epilepsi hem de
antiepileptik ilag kullanimi ile iliskilendirilmistir (Isojarvi, 2008). Hem ndbet
gelisimi hem de antiepileptik ilaglar hipotalamus-hipofiz-gonad eksenini
etkileyerek hormon seviyelerini degistirmekte ve reproduktif bozukluklara neden
olabilmektedir (Montouris ve Morris, 2005; Calabro ve ark., 2011).

Varolan bilgiler dogrultusunda tez ¢alismasi1 kapsaminda, ¢ocukluk, ergenlik ve
yetiskinlik donemlerini kapsayan reproduktif gelisme ve olgunlagma siireci ile
reproduktif yaslarda siklikla regete edilen LEV’in insanlarda olas1 reproduktif
toksisitenin ongoriilmesi dogrultusunda erkek siganlarda reproduktif toksisitesinin
degerlendirilmesi amaglanmigtir.  Bilindigi gibi  reproduktif toksisitenin
degerlendirilmesinde hayvan g¢alismalari olduk¢a 6nem tagimaktadir. Reproduktif
acidan insana daha fazla benzeyen, reproduktif asamalar1 iyi aydinlatilmis ve
toksikolojik c¢aligmalarda yaygin olarak kullanilan sicanlar ile erkek reproduktif
sistem toksisitesi degerlendirilebilmektedir (Working, 1988; Herbert ve ark., 1995).
Calismamizin amaci dogrultusunda viicut agirligi, testis agirligi, epididimis
agirhig, testis histolojisi, sperm sayisi, motilitesi, morfolojisi ve DNA’s1 gibi
reproduktif toksisitenin biyogodstergeleri (Working, 1988) sicanlarda 70 giinliik
LEV maruziyetini takiben tespit edilmistir. Ek olarak olasi toksisitede hormonal
regililasyonun ve oksidatif stresin rolii incelenmistir.

Kimyasal maruziyeti ile iliskili toksisite ¢caligmalarinda viicut ve organ agirliklar
toksisitenin belirlenmesinde kullanilan hassas biyogostergelerdir (Kong ve ark.,
2014). Agirlik degisimleri, belli organ ve sistemlerin fonksiyonlarindaki
bozulmalar1 yansitmaktadir. Testikiiler dokuda dejenerasyona bagli olarak

32



testikiiler agirlikta azalma meydana gelebilmektedir (Jayachandra ve AnnGie,
2013). Ancak calismamizda LEV uygulamasi ile relatif testis ve epididimis
agirliklart agisindan anlamli bir fark elde edilmemistir. Bu noktada testis ve
epididimiste meydana gelen 6dem ya da efferent kanallarin tikanmasi gibi etkenler
sebebiyle relatif agirlik degisimlerinin gozden kacabilecegi vurgulanmalidir
(Kimmel ve ark., 1995). Calismamizda agirlik degisimleri ile ilgili diger bir bulgu
ise LEV wuygulamast ile doz bagimli olarak meydana gelen % agirhik
degisimlerindeki azalmadir. Antiepileptik ilaglarin kilo kaybina neden olup
olmadiklart uzun yillardir arastirilmaktadir (Ben-Menachem, 2007; Antel ve
Hebebrand, 2012). LEV tedavisi ile de ciddi kilo azalma vakalari rapor edilmis ve
LEV’in hastalarda doz bagimli olarak yasam kalitesini bozacak diizeyde kilo
kaybina neden olabilecegi vurgulanmstir (Gelisse ve ark., 2008).

Erkek reproduktif sistem toksisitesinin degerlendirilmesinde temel biyogdstergeler
olan sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi ile semen Kkalitesi
degerlendirilmektedir (Ong ve ark., 2002). Calisma sonuglarimiza gore, LEV
uygulamasi ile sicanlarda doza bagli olarak sperm konsantrasyonunda azalmalar
tespit edilmistir. Histopatolojik incelemelerde de bu bulguyu destekler nitelikte
tiibiiler liimende azalan spermatid sayisi izlenmistir. Fertilite ile yiiksek korelasyon
gosteren sperm motilitesi de (Toman ve ark., 2014) LEV-300 grubunda belirgin
olmak iizere azalmigtir. Spermin hareketliligi spermin servikse ve fallop tiipiine
ulagsmasi ve oosit ile biitiinlesmesine neden olmaktadir. Bu nedenle sperm
motilitesindeki azalmalar kimyasallar ile indiiklenen infertilitenin 6nemli bir etkeni
olarak kabul edilmektedir (Jayachandra ve AnnGie, 2013). Semen Kkalitesinin
belirlenmesinde diger 6nemli parametre olan sperm morfolojisi spermatogenezin
gec asamalarina dek devam etmektedir (Ong ve ark., 2002). Dolayisiyla sperm
morfolojisi, spermin testiste olgunlagma siirecinin bir sonucudur ve testikiiler
fonksiyonlarin degerlendirilmesi i¢in Onemli bir parametre olarak kabul
gormektedir (Jayachandra ve AnnGie, 2013). EPA, FDA, OECD, Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) ve Uluslararas1 Harmonizasyon Konferans1 (ICH) gibi diizenleyici
otoriteler erkek tireme toksisitesi ¢alismalarinda 6zellikle sperm bas anomalilerin
g6z oniinde bulundurulmasini 6nermistir (Trivedi ve ark., 2010). Ayrica sperm
boyun ve kuyruk anomalileri de infertilite etkeni olabilir (van der Horst ve Maree,
2009). Ozellikle biikiilmiis kuyruk ve kivrilmis/sarmal kuyruk anomalileri gibi
sperm kuyruk anomalileri infertilite ile iliskilendirilmistir (Svalheim ve ark., 2015).
Calisma sonuglarimiza gore, LEV-150 ve LEV-300 gruplarinda belirgin olmak
lizere LEV tedavisi ile sperm morfolojisinde anomaliler tespit edilmistir. Infertilite
acisindan onemli biyogostergeler olarak kabul edilen bas anomalileri LEV-300
grubunda, kuyruk anomalileri ise hem LEV-150 hem de LEV-300 grubunda
izlenmistir. Semen kalitesinin gostergeleri olarak kabul edilen sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi agisindan LEV uygulanan gruplarda,
Ozellikle yiiksek doz LEV grubunda belirgin  olmak {izere, sperm
konsantrasyonunun, sperm motilitesinin ve normal sperm morfolojisinin azaldigi
gozlenmistir. Bu noktada LEV’in sperm parametreleri iizerine etkilerine dikkat
ceken caligmalar olmasa da diger antiepileptik ilaglarin sperm konsantrasyonunu,
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motilitesini ve normal sperm morfolojisini azalttig1 ¢alismalarda gosterilmistir
(Daoud ve ark., 2004; Otoom ve ark., 2004; Andretta ve ark., 2014; Svalheim ve
ark., 2015; Isojérvi, 2008). Dolayisiyla LEV farkli etki mekanizmasi sebebi ile
diger antiepileptiklere gore daha giivenilir kabul edilse de sperm parametreleri
acisindan diger antiepileptik ilaglar gibi sperm kalitesi {izerine olast advers etki
potansiyelinin gézardi edilmemesi gerekmektedir. Bu sonuglar dogrultusunda LEV
tedavisinin erkeklerde semen Kkalitesini azaltarak fertiliteyi olumsuz ydnde
etkileyebilecegi One siiriilebilir.

Erkek reproduktif fonksiyonlarinin regiilasyonunda FSH, LH ve testosteron gibi
hormonlar rol oynamakta ve bu nedenle reproduktif toksisite ¢alismalarinda bu
hormon seviyelerinin belirlenmesi 6nem tasimaktadir (http-6). Bilindigi gibi 6n
hipofizden hipotalamik gonadotropin saliverici hormon aracilikli LH ve FSH
saliverilmektedir. LH, Leydig hiicrelerinden testosteron salimini stimule
etmektedir. Leydig hiicrelerinden saliverilen testosteron ise sekonder seksiiel
Ozelliklerin kazanilmasi ve spermatozoa iiretimi i¢in gereklidir. FSH, Sertoli
hiicrelerinde spermatozoa olusumunu regiile etmektedir (Wisniewski ve ark.,
2015). Bahsedilen bu hipotalamus-hipofiz-gonad ekseni pek ¢ok faktorden
etkilenebilmektedir. ilaglar dahil kimyasal maddeler hem erkeklerde hem de
kadinlarda bu eksenin normal isleyisini bozarak fertiliteyi azaltmakta hatta
infertiliteye neden olabilmektedir (Lin ve ark., 2014). Antiepileptik ilaglarin da
hipotalamus-hipofiz-gonad eksenini etkileyerek reproduktif disfonksiyona neden
oldugu ¢aligmalarda gosterilmistir (Calabro ve ark., 2011; Svalheim ve ark., 2009;
Kumar ve Kuar, 2014; Daoud ve ark., 2004; Otoom ve ark., 2004; Andretta ve ark.,
2014; Isojarvi, 2008). Calismamizda da LEV-300 grubunda belirgin olmak {izere
LEV uygulamas: ile gruplarda azalan plazma FSH, LH ve testosteron seviyeleri
elde edilmistir. Epilepsi hastalar1 ile yapilan g¢alismalarda LEV tedavisi ile
erkeklerde LH ve FSH seviyeleri acisindan anlamli bir fark elde edilmezken
testosteron seviyelerinin arttig1 tespit edilmistir (Tauboll ve ark., 2009; Svalheim
ve ark., 2009). Diger bir calismada da benzer sekilde hastalarda testosteron
seviyesinin arttig1 belirlenmistir (Harden ve ark., 2010). Prepubertal ¢ocuklarda ise
epilesinin LEV ile tedavisi hormon seviyelerinde anlamli bir degisime neden
olmamistir (Rauchenzauner ve ark., 2010). Bu hormonal homeostazin bozulmasi
sonucu spermatogenez siireci ve sperm olgunlagsmasinda bozukluklar meydana
gelebilmektedir. Plazmada LH seviyesinin azalmasi direkt olarak Leydig
hiicrelerinin testosteron iiretimini azaltabilmektedir. Bilindigi gibi spermatogenez
stireci disinda epididimiste de spermatozoanin transferi ve depolanmasi igin
androjenlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Testosteron seviyesinin azalmasi bu siiregleri
de etkileyerek reproduktif disfonksiyona neden olabilmektedir (Wisniewski ve ark.,
2015). Caligmalara gore testosteron seviyesi spermatogenik hiicre hasar1 ve
spermatogenez silirecindeki bozukluklarin seviyesine dikkat c¢ekmektedir.
Testikiiler hasarin siddetini azalmis testosteron seviyeleri yansitmaktadir (Lin ve
ark., 2014). Spermatogenez siirecinde hiicrelerde hasar olusumu ve azalan seks
hormon seviyeleri sperm iiretiminde gerceklesen bozukluklarin altinda yatan
nedenler olarak tanimlanmaktadir (Jayachandra ve AnnGie, 2013). Dolayisiyla
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gruplarimizda LEV uygulamasi ile tespit edilen semen kalitesindeki azalmalari
gruplarda elde edilen testosteron seviyelerindeki azalmalar ile iligskilendirmek
mimkiindiir. LEV’i diger antiepileptik ilaclardan ayiran etki mekanizmasinin
temelini SV2A’ya baglanmasi olusturmaktadir. SV2A proteini santral sinir sistemi
diginda organizmadaki endokrin dokulara da dagilim gostermektedir. LEV’in
endokrin etkilerine yine bu proteinin aracilik edebilecegi baska caligmalarda
vurgulanmigtir (Svalheim ve ark., 2009; Harden ve ark., 2010)

Ayrica, bu noktada antiepileptik ilaglarin serotonerjik asirimi modiile ederek de
reproduktif ve seksiiel bozukluklara yol ac¢tigi vurgulanmalidir (Calabro ve ark.,
2011). LEV’in de presinaptik P/Q-tip kalsiyum kanallar1 araciligiyla
dopamin/serotonin dengesinin bozulmasina yol agararak seksiiel bozukluklara
neden olabilecegi belirtilmistir (Calabro ve Bramanti, 2013). Artmis serotonin
seviyeleri hipotalamus-hipofiz-gonad ekseninin geri bildirim mekanizmasini
bozmaktadir (Csoka ve Shipko; 2006). Dolayisiyla, LEV’in aracilik ettigi FSH, LH
ve testosteron seviyelerindeki degisimlere serotonerjik yolak {izerindeki
etkinliginin katkisi olabilecegi akla getirilmelidir.

Oksidatif stresin semen kalitesinin azalmasinin ve erkek infertilitesinin 6énemli bir
etkeni oldugu diistiniilmektedir (Giribabu ve ark., 2014; Fanaei ve ark., 2014).
Semen kalitesi, reproduktif yapilardaki ROS ve antioksidan seviyeleri arasindaki
denge ile kontrol edilmektedir. Ejekiilasyonun ardindan antioksidan savunma
sisteminin aktivitesi azalirken, ROS iiretimi sperm metabolizmasi siiresince
artmakta ve bu nedenle oksidatif stres olusmaktadir. Oksidatif stres intraseliiler
ATP seviyesinin azalmasina, mitokondriyal membranin bozulmasi ile sitozole
apoptojenik faktorlerin saliverilmesine (pro-kaspazlari sitokrom C, apoptosis-
indiikleyen  faktorler), enzim disfonksiyonuna, protein fosforilasyonun
bozulmasina, membran permeabilitesinin artmasina ve spermisidal iiriinlerin
olusumuna neden olarak semen kalitesini azaltmaktadir (Fanaei ve ark., 2014).
Ozellikle sperm plazma membraninin yiiksek oranda ¢oklu doymamuis yag asitleri
igerigi onu oksidatif strese duyarli hale getirmektedir (Ong ve ark., 2002; Giribabu
ve ark., 2014). Ek olarak spermdeki antioksidan savunma mekanizmasinin
yetersizligi spermi oksidatif strese kars1 savunmasiz hale getirmektedir (Lewis ve
ark., 2013). Calisma sonuglarimiza gore LEV-150 ve LEV-300 gruplarinda belirgin
olmak tizere LEV uygulamasi ile gruplarda antioksidan sistemler olan SOD, KAT
ve GSH seviyelerinin azaldig1 ve oksidatif stresin gostergesi olan MDA seviyesinin
arttig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda LEV uygulamasi ile testikiiler
dokuda oksidatif stresin indiiklendigi sdylenebilir. Sonug¢larimizdan farkli olarak
oksidatif stresin indiiklendigi patolojilerde LEV uygulamasinin antioksidan
etkinligi gosterilmistir (Marini ve ark., 2004; Oliveira ve ark., 2007; Ueda ve ark.,
2009; Mazhar ve ark., 2014; Abdel-Wahab ve ark., 2015). LEV’in konviilzan
etkinin c¢esitli maddeler ile indiiklendigi epilepsi modellerindeki antioksidan
etkinligi SV2A proteini ile iligskilendirilmistir. LEV’in SV2A proteini araciligiyla
sinaptik asirimi1 diizenlemesi ile epileptik odaklar1 inhibe ettigi, dolayisiyla
oksidatif stresin bu odaklarin inhibisyonu ile azaldigi vurgulanmistir (Sargentini-
Maier ve ark., 2008). Farkli olarak, Sarangi ve arkadaglarinin (2013) yaptig1 diger
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bir galismada LEV uygulamasinin ardindan sigan beyin dokusunda oksidatif stresin
arttig1 gosterilmistir. LEV ile indiiklenen oksidatif stresi destekler nitelikte Varoglu
ve arkadaglarinin (2010) yaptig1r bir calismada ise epilepsi hastalarinda LEV
tedavisi ile antioksidan parametrelerde azalma ve oksidan parametrelerde artma
tespit edilmistir. Semen kalitesindeki azalmalar testis dokusundaki oksidatif stres
ile iligkilendirilmistir (Giribabu ve ark., 2014; Attia ve Bakheet, 2014). Bu noktadan
hareketle LEV uygulanan gruplarda goézlenen semen kalitesindeki azalmalar
testikiiler yapidaki oksidatif stres ile iligkilendirilebilir.

Sperm fonksiyonunu ve yapisal degisimlerini degerlendirmek i¢in DNA’nin yapisal
biitiinliiglinii saptamak gerekmektedir (Ong ve ark., 2002). Sperm DNA biitiinliigi,
spermin lireme kapasitesinin bir gostergesidir (Khan ve ark., 2015). Bu noktada
ROS’un sperm DNA hasarina neden olarak erkeklerde infertilite olusumuna sebep
olabilecegi vurgulanmalhidir (Ong ve ark., 2002). Sperm DNA onarim
mekanizmalarmin yetersizligi sperm DNA’sin1 oksidatif strese karsi daha da
duyarl hale getirmektedir (Lewis ve ark., 2013). Bu bulgular1 destekler nitelikte
spermdeki oksidatif DNA hasarinin erkek infertilitesi ile iliskili oldugunu gosteren
en Onemli kanit ise infertil hastalarda oksidatif DNA iriini olan 8-
hidroksideoksiguanozin seviyelerinin yiiksekligidir. Insan sperminde DNA
kiriklarinin ve DNA fragmentasyonunun belirlenmesinde tek hiicre jel elektroforezi
(Comet) ve terminal deoksiniikleotid transferaz nick-end abeling testi (TUNEL)
siklikla kullanilmaktadir (Ong ve ark., 2002). Noétral comet yontemi insan
sperminde DNA hasarinin belirlenmesinde diger yontemlere gore daha kolay, daha
ucuz ve ¢ift sarmal kiriklarinin tespitinde daha hassas bir yontem olarak kabul
gormektedir (Chi ve ark., 2011). Comet yontemi ile DNA hasarinin Kkantitatif
belirlenmesinde pek cok parametre kullanilmakla birlikte kuyruk uzunlugu,
kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk momenti en ¢ok kullanilan parametrelerdir.
Kuyruk uzunlugunun genotoksik bir ajana maruz kalindiginda ilk hasarin
belirlenmesinde, kuyruk momenti ve kuyruktaki DNA yiizdesinin ise DNA hasar
yogunlugunun belirlenmesinde kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir (Knopper,
2005; Meller ve ark., 2014). Ancak yapilan bir¢ok ¢aligma ile kuyruk momentinin
DNA hasarinin belirlenmesinde daha iyi bir gosterge oldugu belirtilmistir (Morris
ve ark., 2002; Hauser ve ark., 2003; Olive ve Banath, 2006; Rasool ve ark., 2012).
Calismamizda LEV uygulanan gruplarda doz bagimli olarak nétral comet yontemi
ile sperm DNA hasarinin arttigi tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada LEV’in disi
sicanlara gebeligin 5 - 18. giinleri arasinda uygulanmasi ile hem disi siganlarin ve
hem de fetiislerin beyin ve karaciger dokularinda DNA hasarini arttirdigi comet
yontemi ile gosterilmistir (EI-Shorbagy ve Hamdi, 2016). Calismamizda, LEV
uygulamasi ile spermde DNA hasariin meydana geldigi ilk kez gosterilmistir. LEV
histon deasetilaz enzimini inhibe ederek DNA’da histon modifikasyonuna neden
olmakta ve bu durum kromatin dekondenzasyonuna yol agmaktadir (Stettner ve
ark., 2011; Shi ve ark., 2013). LEV ile sperm DNA’sunda tespit edilen hasar yine
LEV ile indiiklenen oksidatif stres ve DNA histon modifikasyonuyla
iliskilendirilebilir. Sperm bas morfolojisi de kimyasallarin sperm DNA’s1 igin
mutajenik potensiyelininin indirekt bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.
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Yapilan bir ¢alismada sperm bas anomalileri ile sperm DNA hasarinin pozitif
korelasyonu tespit edilmis ve sperm bas morfolojisindeki bozukluklarin spermin
genetik materyalinin zedelenmesinden kaynaklandig1 6ne siiriilmiistiir (Trivedi ve
ark., 2010). Calismamizda da yiiksek doz LEV uygulanan gruplarda belirgin olmak
tizere LEV uygulamasiyla artan sperm bas anomalileri, LEV ile indiiklenen DNA
hasarmin bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

Erkek reproduktif toksisitesinin degerlendirilmesinde histopatolojik incelemelerde
toksisiteyi isaret eden en 6nemli patolojik bulgular vakuollesme ve sismeyi takiben
spermatosit hasari, hiicresel dejenerasyon ve hiicresel disorganizasyondur (Creasy,
2001). Calismamizda da elde edilen histopatolojik bulgularda diisiik doz grubunda
hafif seyreden vakuollesme, artan dozlar ile belirginlesen hiicresel sisme, spermatid
hasari, dejenerasyon ve nekroza kadar ilerleyen bir tablo izlenmistir.

Calisma sonuglarimiza gore, sigan modeli kullanilarak fizyolojik spermatogenez
siirecini kapsayan donemde LEV uygulamasini takiben degerlendirilen sperm
sayis1, motilitesi, morfolojisi ve DNA’sinda tespit edilen toksikolojik bulgulara
eslik eden reproduktif fonksiyonlarin regiilasyonunda rol oynayan hormon
seviyelerindeki degismeler ve oksidatif stres bulgulari LEV ile indiiklenen
reproduktif toksisitenin gostergeleri olarak yorumlanmuistir.
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SONUC ve ONERILER

Epilepsi kronik ve ndrodejeneratif bir hastalik olmasi yaninda tedavi siirecinde
kullanilan antiepileptik ilaglarin toksisite problemleri sebebi ile de tedavide
kullanilabilecek alternatif ilaglar igin aragtirma/gelistirme siireglerinin devam ettigi
onemli bir saglik problemidir. Son yillarda ila¢ kaynakli reproduktif toksik etkiler
belirgin diizeyde artmustir. Antiepileptik ilaglarin da hormonal regiilasyonu bozarak
ve ya testikiiler dokuda oksidatif stresi indiikleyerek reproduktif toksik etkilere
sebep olduklar1 gosterilmistir. LEV antiepileptik ilaglar arasinda hepatik olmayan
biyotransformasyonu sebebi ile diger ilaglarla etkilesim agisindan risk
olusturmamas1 ve diger antiepileptiklerden farkli oldugu diisiintilen etki
mekanizmasi sonucu gorece daha giivenilir advers etki profiline sahip olmas1 gibi
nedenler ile hem kombine hem de tekli tedavide her yas grubunda kullanilmaktadir.
Epilepsi tedavisinde yaygin bir kullanimi olan LEV’in erkek reproduktif sistem
izerine toksik etkilerini tanimlayacak herhangi bir calisma bulunmadigi dikkat
¢ekmektedir. Bu tez calismasinda, LEV’in reproduktif sistem tizerine toksik
etkilerinin erkek sigcanlarda tam bir spermatogenez siirecini kapsayacak sekilde
uygulanmasiyla arastirilmasit amaclanmistir. Calisma sonuglarina gére LEV,
reproduktif organ agirliklarini degistirmemis fakat viicut agirh@mi azaltmistir.
Sperm kalitesinin dnemli gdstergeleri olan sperm konsantrasyonu, motilitesi ve
morfolojisini olumsuz etkilerek ve sperm DNA hasarina neden olarak gruplarda
sperm kalitesini azaltmistir. Ayrica, testis dokusunun histopatolojik incelemesi
sonucunda gruplarda testiskiiler dejenerasyon gézlenmistir. Calismada, LEV ile
indiiklenen reproduktif toksik etkiler FSH, LH ve testosteron seviyelerindeki
azalmalar ve testis dokusunda tespit edilen oksidatif stres ile iligkilendirilmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda reproduktif toksisite gostergeleri agisindan LEV’in diger
antiepileptik ilaglar gibi reproduktif toksik etkilere sebep olabilecegi belirtilmelidir.
Ilerleyen asamalarda, olasi toksisitenin mekanistik olarak aydinlatilmasi igin
LEV’in reproduktif toksisite hedeflerinin aydinlatilmasi gerekmektedir. Bunun
yani sira insanlarda toksisite riskinin tanimlanmasi i¢in retrospektif calismalara
ihtiyag duyuldugu bir gergektir. Bir sonraki asamada, reproduktif toksisite
caligmalar1 diinyaca kabul goren yonetmeliklere uygun olarak tasarlanarak LEV’in
fertilizasyon kapasitesi iizerine etkilerini tanimlayacak c¢alismalara ihtiyag
duyuldugu vurgulanmalidir.
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