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OZET

RISPERIDONUN REPRODUKTIF TOKSISITESININ ERKEK SICANLARDA
DEGERLENDIRILMESI

Gozde GORMUS
Farmaso6tik Toksikoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2019
Danisman: Dog. Dr. Ozlem ATLI EKLIOGLU

Sizofreni ve mani tedavisinde yaygin olarak tercih edilen bir ilag olan risperidonun
(RIS) erkek iireme sisteminde bir takim advers etkilerine neden oldugu bilinmekte ancak
literatiirde RIS’a ait olasi reproduktif toksisitenin ve altinda yatan mekanizmalarin
degerlendirildigi kapsamli bir calisma yer almamaktadir. Yapilan bu ¢alismada erkek
siganlara 1.25, 2.5 ve 3 mg/kg RIS 28 gun slreyle oral olarak uygulanarak ilacin
reprodiiktif toksik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla, sperm konsantrasyonu,
motilitesi, morfolojisi ve germ hiicresi DNA’s1 iizerindeki potansiyel etkileri ve testis
dokusundaki histolojik degisimler incelenmistir. Ayrica treme fonksiyonlarinin
hormonal regiilasyonunda baslica rol oynayan folikil stimile edici hormon (FSH),
luteinlestirici hormon (LH) ve testosteronun serum seviyeleri ve reproduktif patolojilerde
altta yatan mekanizmalar arasinda yer alan oksidatif stresin biyogostergeleri olan
glutatyon (GSH), katalaz (KAT), sliperoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit (MDA)
seviyeleri testis dokusunda belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, RIS uygulanan tiim
doz gruplarinda kontrol grubuna goére normal sperm morfolojisinin azaldig1 ve doz
bagimli olarak testis dokusunda histopatolojik degisimler meydana geldigi gézlenmistir.
RIS uygulanan gruplarda serum LH seviyelerinin degismedigi, FSH ve testosteron
seviyelerinin ise en yiksek doz grubunda kontrol grubuna gore azaldigi belirlenmistir.
Ayrica yine en yiksek dozda RIS uygulanan grupta testikiler dokuda GSH seviyelerinin
azaldig1 goriiliirken, bu seviyeye yine en yiiksek doz grubunda MDA’nin azalan seviye
ile eslik etmesi oksidatif stres gostergesi olarak degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak RIS
oksidatif stresi indiikleyerek ve hormonal regiilasyonu bozarak erkek si¢anlarda

reproduktif toksik etkilere yol agmustir.

Anahtar Sozcukler: Risperidon, Sperm, FSH, Testosteron, Oksidatif stres.
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ABSTRACT

ASSESSMENT OF REPRODUCTIVE TOXICITY OF RISPERIDONE IN MALE
RATS

Gozde GORMUS

Department of Pharmaceutical Toxicology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, January 2019

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem ATLI EKLIOGLU

It is known that risperidone (RIS), a commonly used drug in the treatment of
schizophrenia and mania, causes some adverse effects in the male reproductive system,
but there is no comprehensive study evaluating possible reproductive toxicity of RIS
within its mechanisms. In this study, male rats were administered orally for 1.25, 2.5 and
3 mg / kg RIS for 28 days and the sperm concentration, motility, morphology, DNA
damage and the histological changes in testicular tissue were evaluated to determine the
reproductive toxicity of RIS. In addition, follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing
hormone (LH) and serum levels of testosterone which plays the main role in the hormonal
regulation of reproductive functions of and the underlying mechanisms of oxidative stress
among the underlying mechanisms and oxidative stress glutathione (GSH), catalase
(KAT), superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) levels were
determined in testicular tissue. According to the results, it was observed that normal
sperm morphology was decreased in all dose groups compared to the control group and
histopathological changes occurred in testis tissue dose-dependently. Serum LH levels
were not altered in the RIS groups, and FSH and testosterone levels decreased in the
highest dose group compared to the control group. In addition, the highest dose of RIS
group in the testicular tissue GSH levels were seen to decrease, MDA levels
wereincreased which were evaluated as indicators of oxidative stress. As a result, RIS
caused reproductive toxic effects in male rats by inducing oxidative stress and disrupting
hormonal regulation.

Keywords: Risperidone, Sperm, FSH, Testosterone, Oksidatif stress.
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1. GIRIS VE AMAC

Infertilitenin diinya genelinde {ireme ¢agindaki ciftlerin yaklasik %15’ ini etkileyen
onemli bir saglik problemi oldugu bilinmektedir (“Mother or nothing: the agony of
infertility”, 2010). Infertil vakalarin %30-50’sinin erkeklerdeki faktdrlere bagl oldugu
belirtilmistir (Ghuman ve Ramalingam, 2017). Gebelik olasiligini etkileyen ana faktorler
arasinda da hastalik ile iligkili infertiliteye yer verilmektedir (Borght ve Wyns, 2018). Son
yillarda yapilan c¢alismalar diinyanin bir¢ok bdlgesinde sperm konsantrasyonunun ve
sperm kalitesinin diistiiglinii gostermistir. Bu diisiisiin etiyolojisi tam olarak bilinmemekle
birlikte akut durumlar spermatogenez lzerinde énemli etkiler yaratabilmekte ve erkek
fertilitesinin degerlendirilmesi sirasinda da bu etkiler tanimlanabilmektedir. Ancak
kimyasallara ve besin maddelerine diisiik dozda kronik maruziyetin anlasilmasi daha zor
olmakla birlikte son derece yaygindir. Boylesi uzun siireli maruziyetler, spermatogenezin
klinik a¢idan 6nem arz edecek derecede hasarlanmasina ve semen parametrelerinin
degismesine neden olabilmektedir (Gabrielsen ve Tanrikut, 2016).

Genetik farkliliklar, f6tal maruziyetler, ila¢ ve alkol suistimali, beslenme, toksik
ajanlara gevresel ve mesleki maruziyetler ve ilaglar fertilitenin azalmasinin nedenleri
arasinda gosterilmektedir. Erkek infertilitesinin altinda yatan bu ¢ok cesitli faktorler
nedeniyle, bu durumun ne kadarindan ila¢ maruziyetinin sorumlu oldugunu saptamanin
zor oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte gittik¢e artan sayida hastanin kronik migren,
depresyon, epilepsi gibi hastaliklar nedeniyle gen¢ yaslarda uzun siireli ilag tedavisi
gormek durumunda oldugu da bilinen bir gercek olarak karsimiza c¢ikmaktadir
(Kristensen, 2018). Toksik etki gosteren maddelerin erkek reproduktif sistem uzerine
etkileri bir veya birden c¢ok sekilde gergeklesebilmektedir. Ornegin bu toksik etkiler
hipotalamus, hipofiz, testis, efferent kanallar, epididimis ve yardime1 cinsiyet organlari
veya peniste goriilebilmektedir. Cogu durumda tek bolgede olusan etkilerin diger
kisimlarda ikincil degisikliklere neden olabilecegi belirtilmistir (Creasy ve Chapin,
2018).

Sizofreni, siklikla uzun siireli antipsikotik tedavi gerektiren ciddi bir psikiyatrik
hastaliktir. Simdilerde atipik antipsikotikler sizofreni tedavisinde en sik kullanilan ilaglar
olarak goze carpmaktadirlar (Charan vd., 2016). Antipsikotikler, dopamin D2 resepttr
antagonisti olarak etki gdosterirler. Tipik ya da birinci jenerasyon olarak adlandirilan
antipsikotikler bu antagonistik etkiyi birden c¢ok dopamin reseptor tipi igin

gostermektedirler. Bu dopaminerjik blokaj, hareket bozukluklart (ekstrapiramidal
1



semptomlar), sedasyon, kilo alimi, uzamig QT aralig1, seksiiel disfonksiyon ve artmig
serum prolaktin seviyesinin de arasinda yer aldigi bir dizi advers reaksiyona yol
agmaktadir (Drobnis ve Nangia, 2017).

Risperidon (RIS), 29 Aralik 1993’te FDA (Food and Drug Administration) onayi
alarak Risperdal ticari ismi ile piyasaya siiriilen ve sonrasinda diinya ¢apinda kabul goren
bir atipik antipsikotiktir (Germann vd., 2012). Insanlarda yapilan ¢alismalarda
reproduktif yan etkileri arasinda serum prolaktin diizeylerinde artis, testosteron
seviyesinde gegici olarak azalma, inhibin B seviyesinde gegici artis; Folikiil Stimiile Edici
Hormon (FSH) diizeylerinde artis ve ejekiilasyon disfonksiyonunda artis yer almaktadir
(Drobnis ve Nangia, 2017). Sadece hormonal parametrelerin degerlendirildigi bu
calismalar disinda deney hayvanlarinda {lireme sisteminin degerlendirilmesinde 6nem
tagiyan tiim gostergelerin degerlendirildigi detayli bir toksisite arastirmasina
rastlanmamuistir.

Yukarida bahsedilen bilgiler 1s1ginda bu tez calismasi kapsaminda RIS’un
tekrarlayan dozlarda siganlara uygulanmasi ile sperm konsantrasyonunun, motilitesinin,
morfolojisinin, DNA (Deoksiribonikleik asit) hasarinin belirlenmesi ve testikiiler yapinin
histolojik olarak degerlendirilmesiyle bu ilacin erkek reprodiiktif sistemi lizerine olasi
toksik etkilerinin arastirllmasi amaclanmistir. Ayrica olasi patolojide reprodiiktif
fonksiyonlarin regiilasyonunda rol oynayan hormonlar olarak serum testosteron, FSH ve
Luteinlestirici Hormon (LH) seviyelerinin belirlenmesi; reproduktif patolojilerde rol
oynayan oksidatif durumun gostergeleri olarak testis dokusunda glutatyon (GSH), katalaz
(KAT), slperoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit (MDA) seviyelerinin

degerlendirilmesi amaglanmaistir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Sizofreni

Sizofreni, yetiskin popiilasyonda prevalansi yaklasik olarak %1 gibi bir oran ile
diinya ¢apinda yaygin goriilen noropsikiyatrik bir hastaliktir (Brown ve Lau, 2016).
Sizofreni en kompleks ve en az anlasilan psikiyatrik hastaliklardan biri olarak
goriilmektedir. Kognitif, efektif ve sosyal alanlar1 etkileyen ilerleyici fonksiyonel
bozukluga yol acabildiginden kronik ve zayif diisiiren bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir (Kovacs vd., 2018). Sizofreni Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’ ne gore
maluliyetin en biiylik yedinci nedeni olarak smiflandirilmaktadir. Hastaligin goriilme
sikliginin diinya ¢apindaki oran1 %0.03- 1.7 arasindadir. Morbid risk oranlari ise yaklasik
%]1°dir. Cogu sanayilesmis lilkede (Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri, Kanada,
Avusturalya) ortalama goriilme siklig1 %0,9 civarindadir. Sizofreninin yillik insidansi ise
diinya capinda 10.000’de 1-7° dir. Avrupa popiilasyonlarinda ise yillik insidans 2-6
/10.000’ dir (Frangou ve Kington, 2004). Yapilan son ¢alismalar hastaligin prevalansinin
genellikle gelismekte olan iilkelere nazaran gelismis {ilkelerde daha yiiksek oldugunu
gostermektedir (Mendreka ve Mancini-Marie, 2016). Sizofreni beynin ¢ogu alanini
etkileyen c¢ok g¢esitli semptomlar sergilemektedir. Bu semptomlar haliisinasyon,
deliizyon, diizensiz konusma ve davranislardan, tekdiize duygulanim, motivasyon
eksikligi ve kognitif eksikliklere degiskenlik gostermektedir. Semptomlar genel anlamda
3 veya 4 ana grupta toplanmaktadir;

Pozitif Semptomlar: Kuruntusal diisiince, bozulmus algisal deneyimler

Negatif semptomlar: Sosyal geri ¢ekilme, irade yitimi ve konusma yetersizligi
Disorganizasyon: Kimi zaman pozitif sesmptomlar kategorisinde incelenmektedir ve tuhaf
davraniglar ve tutarsiz konugsma da buna dahildir.

Kognitif Semptomlar: Kontsantrasyonun zayiflamasi, zaman ve mekan disoryantasyonu,
diisiince ve i¢gorii eksikligi, soyut diisiinmede zorluklar. Bunlar sizofreninin fonksiyonel
ciktisiyla iligkili olan en ©onemli kognitif hasarlardir (Frangou ve Kington, 2004;
Mendreka ve Mancini-Marie, 2016).

Antipsikotiklerin varligr ile sizofreni hastalarinin yaklasik %30’unda tam diizelme
saglanabildigi ve yaklasik %20-30’luk bir kismin ise tedaviye direncli oldugu
bilinmektedir (Kovacs vd., 2018).



2.1.1. Sizofreni etiyolojisi

Kalitsallik etiyolojide %83 gibi bir orana sahiptir. Giincel ortak kaniya gore kiigiik
etkilere sahip bir¢ok gen olaya dahil olmaktadir. Daha 6nce kromozom 8p ile sizofreni
arasindaki baglantiyla iligkili olan bildirimleri dogrulayan bir gen tanmimlanmistir.
Katesol-0-metil transferaz (COMT) geni ayrica bu anlamda onemli sayilmaktadir
(Frangou ve Kington, 2004). Genetik faktorlere ek olarak, norogelisimsel tehlikeler,
cannabis kullanimi, ¢ocuklukta yasanan sikintili siirecler, gd¢menlik ve etnik azinlik
durumu gibi kronik psikososyal stres faktorleri sizofreni riskini arttiran faktorler olarak
kabul gormektedir. Ayrica akut stresin psikotik semptomlar: tetikledigi ve hasarlanmis
stres toleransinin hastaligin 6n belirtilerinin ortaya ¢ikmasi ile iliskili oldugu belirtilmistir
(Howes vd., 2017).

Epidemiyolojik calismalar, ilerlemis yasta cocuk sahibi olunmasi, serebral hipoksi
ve diger siddetli hamilelik ve perinatal komplikasyonlar gibi g¢evresel faktdrlerin
sizofreninin ortaya ¢ikmasinda etkili oldugunu gostermistir (Howes vd., 2017). Bircok
calismada cinsiyet farkliliklari incelenmis ve sizofreni gelisme riskinin erkeklerde
kadinlardan daha fazla oldugu gosterilmistir. Bazi arastirmacilar, 6strojenin néroprotektif
etkilerine bagli olarak kadinlarda erkeklere nazaran go6zlenen daha ilimli negatif
semptomlari, antipsikotiklerle tedaviye daha i1yi yanit verilmesini ve hastaligin daha geg
yasta ortaya c¢ikmasinin agiklanabilecegini 6ne siirmiislerdir (Mendreka ve Mancini-
Marie, 2016).

2.1.2. Sizofreni patogenezi

Genel olarak sizofreni semptomlarmin baslica dopaminerjik, glutamerjik,
serotonerjik ve adrenerjik sistemlerde yer alan birtakim reseptdrlerin ve enzimlerin dahil
oldugu norotransmisyondaki bozukluklar sonucunda ortaya ¢iktig1 kabul edilmektedir.
Bu baglamda dopaminerjik hipotez hala hastaligin ana konseptini olusturmakta ve
piyasadaki ilaclar dopamin D2 reseptoriini hedeflemektedir. Bu hipotezin, prefrontal
yolaktaki dopamin azlig1 ve striatal yolaktaki dopamin fazlaligini savunan diisiinceden
yola ¢ikilarak gelistirildigi bilinmektedir. Norobilimdeki yeni bulgular, dopaminerjik
sistemin dneminin yan1 sira hastalifin gelisiminde 6zellikle glutamerjik sistemin roliine

de vurgu yapmaktadir (Kondej vd., 2018; Lieberman ve First 2018).



2.1.3. Tedavi yaklasimlari

Sizofreni multidisipliner yaklagim gerektiren bir hastaliktir. Sizofrenide
farmakoterapinin hedefleri en az advers etki ile fonksiyonel hasari ve semptomlari
minimize etmek, niiks riskini ve hastaneye yatisi azaltmaktir. Antipsikotikler pozitif
semptomlar1 tedavi etmede etkilidir ancak negatif semptomlarin tedavisinde ise kismen
etkili goriilmektedir. Ayrica hastalarin sosyal ve psikolojik olarak desteklenmesi gerektigi
belirtilmistir (Meyer ve MacCabe, 2016).

Antipsikotik ilaglar psikotik septomlarin siddetini azaltan ve sizofreninin
niiksetmesini dnleyen ilaclar olmakla birlikte diger psikotik hastaliklar, mani, depresyon
ve deliriumda da kullanilmaktadir. Bu ilaglar birinci jenerasyon (tipik) antipsikotikler
veya ikinci jenerasyon (atipik) antipsikotikler olarak iki ana sinifta incelenmektedirler.
Cogu antipsikotik mezolimbik yolakta dopamin D2 reseptor antagonizmasi yaratarak
pozitif semptomlarin azalmasini1 saglar. Striatum ve tuberoinfundibular yolakta ise
dopamin D2 reseptor blokaji ekstrapiramidal semptomlarin olusmasina ve
hiperprolaktinemiye neden olmaktadir (Vallianatou, 2016; Reynolds, 1998).
Mezokortikal yolakta ise D2 reseptdr blokajinin negatif semptomlar1 kotilestirdigi
diisiiniilmektedir. Tipik ve atipik antipsikotikler dopamin D2 reseptorii haricinde diger
birgok reseptorii de etkilemektedir. Bazilar1 serotonerjik SHT2 (5-hidroksitriptamin2),
alfa- 1-adrenerjik reseptorleri, Hi-histamin reseptorleri ve muskarinik reseptorlerini bloke
etmektedir. Cogu ikinci jenerasyon antipsikotigin D2 reseptOrlerine daha diisiik afinite ve
SHT2A reseptorlerine daha yiiksek afinite gostermesi ile duyussal ve biligsel etkilerde
iyilesme ve ekstrapiramidal semptomlarda azalma sagladiklar diisiiniilmektedir
(Vallianatou, 2016).

Hastalik iizerindeki etkisini genel olarak bu dopaminerjik antagonizma ile gosteren
antipsikotikler ve farmakolojik olmayan diger tedavi secenekleri (biligsel ve davranissal
rehabilitasyon) genellikle birlikte kullanilmaktadir. Bu yaklasimlarla yasam kalitesi,
psikiyatrik semptomlar, agresif davranislar gibi konularda anlamli gelismeler ortaya
cikabilmektedir (McDonagh vd., 2017).

Birinci jenerasyon antipsikotikler kanitlanmis etkililige sahiptirler ancak
ekstrapiramidal sistem iizerine advers etkileri bu ilaglarin uzun siireli kullanimlarini
kisitlamaktadr. Ikinci jenerasyon antipsikotikler ise birinci jenerasyon antipsikotiklere es
veya daha iyi etkililik profili ile ve daha az ekstrapiramidal advers etki potansiyeli ile

iliskilendirilmislerdir. Ancak ikinci jenerasyon antipsikotikler, 6zellikle kardiyovaskiiler
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ve endokrinolojik olmak iizere ciddi advers etki potansiyeli tagimaktadirlar (McDonagh
vd., 2017; Minns ve Clark, 2012).

2.2. Risperidon
2.2.1. Genel bilgi

Risperidon, bipolar bozuklugun akut manik fazi ve sizofreninin tedavisi i¢in
onaylanmis olan atipik antipsikotik olarak tanimlanan bir benzioksazol tiirevidir (Mauri
vd. 2014; Brunelleschi vd., 2003). Geleneksel antipsikotiklere gére birgok avantaji
bulunmaktadir, bunlar arasinda etkinin hizli baglamasi, sizofreninin negatif
semptomlarina (duygusal ¢ekilme, hissizlik, kotii uyum, duygulanim kiitliigii) kars1 olast
etkililigi ve ekstrapiramidal semptomlarin goriilme sikliginin az olmasi yer almaktadir

(Acri ve Henretig, 1998).

2.2.2. Farmakodinamik profili

Risperidon, serotonin 5-HT2a ve dopamin D2 reseptorleri tizerine antagonistik etki
gosteren essiz bir antipsikotik olarak goriilmektedir. Alfa-1 ve alfa-2 adrenerjik
reseptorleri ve histamin H-1 reseptorleri {lizerinde antagonistik etki gosterdigi de
gosterilmistir, bu etkilerin antipsikotik etki ile iligkili olmadigina ancak advers etkilerin
¢ogu ile iliskili olduguna inanilmaktadir (Mauri vd. 2014; Acri ve Henretig, 1998).

Muskarinik reseptorler iizerine etkisi bulunmadigi bilinen, 5-HT2a reseptorine
5HT2c reseptorinden daha yiksek afinite gosteren ve klozapinin muskarinik reseptorlere
ve histamin Hi reseptorlerine olan belirgin etkisinden yoksun olan risperidon bu agilardan
klozapinden ayrilmaktadir. Risperidon ile pozitron emisyon tomografisinde saglikli
goniilliilerde ve sizofreni hastalarinda yapilan ¢aligmalarda SHT2 reseptor tutulumunun,
D2 reseptor tutulumundan daha fazla oldugu ortaya cikarilmistir. Glinde 6 mg olan
standart klinik doz ile ortalama D2 ve 5HT2A reseptor tutulumu sirasiyla %82 ve %95’tir,
3 mg’a doz azaltimindan sonra ise bu oranlarin sirasiyla %72 ve %83 e distiigi

gozlenmistir (Brunelleschi vd., 2003).



2.2.3. Farmakokinetik profili

Risperidon, oral alimdan sonra hizlica absorbe olmakta ve yaklasik bir saat
icerisinde plazma pik konsantrasyonuna erismektedir. Yaklasik %70-85 ile oldukga iyi
bir biyoyararlanim sergilemektedir. Karacigerde baslica 9-hidroksilasyona ugrayarak
aktif 9-hidroksi-risperidon (9-OH-RIS) metabolitine yikilmaktadir (Paulzen vd., 2017).
Bu basamak baslica Sitokrom P450 izoenzim 2D6 (CYP2DG6) ile daha kiiglik olglide ise
Sitokrom P450 Izoenzim 3A4 (CYP3A4) ile Kkatalize edilmekte; alisiklik
dehidroksilasyon ve oksidatif N-dealkilasyon ise mindr metabolik yolaklar olarak yer
almaktadir (Mauri vd., 2018; Atessahin vd., 2006).

9-OH-RIS ve risperidonun farmakolojik o6zellikleri benzerdir, ilacin sizofreni
tedavisindeki tiim antipsikotik etkilerine katki saglamaktadir. Genetik etkiler (Ornegin;
CYP2D6 polimorfizmi gibi) ilacin farmakokinetik parametrelerinin degiskenligi
belirlemede 6nemli bir rol oynamaktadir. Risperidonun ortalama yari1 6mrii popiilasyonun
cogunlugunu olusturan hizli metabolizorlerde 3 saattir, yavas metabolizorlerde ise 22
saattir. Risperidon ve ana metaboliti olan 9-OH-RIS’1n yani “aktif kisim”1in ortalama yari
omrii ise iki grupta da yaklasik 22 saat olarak neredeyse sabittir. Tedavinin ilk 5 giinii
icerisinde kararli durum seviyesine erisilmektedir. Risperidon ve 9-OH-RIS plazma
proteinlerine %89 ve %77 oraninda baglanmaktadir. Risperidonun ortalama plazma
klirensi 5.4 + 1.4 ml/dk/kg ve dagilim hacmi ise 1.1 L/kg’dir. 9-hidroksi-risperidonun
cogu renal atilm ile viicuttan uzaklastinlmakta ve daha sonrasinda hepatik
metabolizmaya ugramaktadir (Mauri vd., 2018). Terapotik etki igin aktif kisim
konsantrasyonunun 20-60 ng/mL konsantrasyonlari arasinda olmasi Onerilmistir
(Hiemke vd., 2011).

Hem risperidonun hem de 9-OH-RIS un plazma konsantrasyonlarinin bireylerarasi
ve birey i¢inde degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica risperidonun plazma
konsantrasyonlar1 ve giinlik doz arasinda zayif bir iligki saptanmis ancak 9-hidroksi-
risperidon ve *’aktif kisim’’ plazma konsantrasyonlari ile giinliik doz arasinda yakin iligki
gozlenmistir. Yine ayni ¢alismada alinan doz ve tedavi siiresinin risperidonun 9-OH-
RIS’a doniisiim metabolizmasi {izerine etki gostermedigi bulunmustur. Sadece
risperidonun plazma seviyelerinin Olctlmesinin plazma seviyelerinin  monitorize
edilmesiyle ilgili ¢aligmalarda hatali yorumlamalara neden olabilecegi diisiiniilmiistiir

(Mauri vd., 2018).



2.2.4. Risperidon ile iliskili advers etkiler

Risperidonun yaygin advers etkileri arasinda hiperprolaktinemi, istah artisi, Kilo
alimi ve ekstrapiramidal etkiler yer almaktadir (Mogwitz vd., 2018). Ekstrapiramidal
advers etki profilinin diger antipsikotiklere gore daha iyi oldugu ve daha iyi tolere edildigi
klinik caligmalarda gosterilmesine ragmen yiiksek dozlarda risperidon kullanan hastalarin
%60-70’inde doz bagimli olarak ekstrapiramidal etkilerin gozlendigi belirtilmistir.
Ayrica diger advers etkileri arasinda sedasyon, postural hipotansiyon, uzamig QT
sendromu da yer almaktadir (Correia ve Vicente, 2007). Risperidon doz agiminin minimal
etkilere yol actig1 ve bu etkilerin tasikardi ve distonik reaksiyonlarla karakterize oldugu
bilinmektedir. Risperidon ile bildirilen doz asimi vakalar1 arasinda en karakteristik
ozelligin distonik reaksiyonlar oldugu gézlenmistir. Gecikmis solunum depresyonu da
doz asiminda bildirilen klinik tablolar arasinda yer almaktadir (Minns ve Clark, 2012).
Risperidonun prolaktin seviyelerinde artisa yol agarak ejekiilasyon disfonksiyonuna
neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Stimmel ve Gutierrez, 2006). Ayrica antidiiiretik
hormonun uygunsuz salinimi sendromuna neden olarak hiponatremiye yol agtid

gosterilen bir vaka da mevcuttur (Ranga vd., 2014).

2.3. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi iki testis, kanallar, ek cinsiyet bezleri ve dig Ureme
organlarindan (penis ve skrotum) olugmaktadir. Testislerin gérevi sperm ve seks hormonu
olan testosteron tiretmektir. Ek cinsiyet bezleri semenin s1vi kisminin ¢ogunu salgilarken,
kanallar tagima ve depolamada gorev almakta, sperm olgunlagmasi ile destek
saglamaktadir. Uretray1 da igerisinde barindiran penis ise semen ejekiilasyonu i¢in énem

tagimaktadir (McLafferty vd., 2014).

2.3.1.Testisler

Testisler glandular dokudan olugmaktadir ve her bir testis yogun beyaz fibréz bir
kapsiil olan tunica albuginea ile ¢evrelenmistir. Testisler gevsek deri, yiizeyel doku ve
diiz kastan olusan bir kese olan scrotumda tutulmaktadir. Testisler abdominal bosluktan
skrotal keseye dogumdan yaklasik iki ay oncesinde inmekte ve bdylece viicudun dis
kisminda konumlanmaktadir. Bu konumlanma onemlidir ¢iinkii testislerin sicakligi
spermlerin gelisimi ve sagkalimi i¢in viicut sicakligindan daha diisiik bir sicakliga

gereksinim duymaktadir. Testiste yer alan glandiiler doku 200-300 lobul igermekte ve her
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bir lobil ise en fazla 3 adet seminifer tubul icermektedir. Sperm, seminifer tubullerin
duvarinda gelismekte ve tiibiillerin bosluguna salinmaktadir. Seminifer tiibiillerde sertoli
hiicreleri tarafindan iiretilen sivi, spermin testis kanallarina dogru tasinmasina yardime1
olur. Geng erkeklerde seminifer tiibiiller tarafindan her giin 120 milyon civarinda sperm
tiretilmektedir. Sperm {iretimi yas ilerledik¢ce yavaslama egilimi gdstermekte bununla
birlikte erkekler 80-90 yaslarina kadar ¢ocuk sahibi olmaya devam edebilmektedir.
Lobiiller arasi1 ise erkek cinsiyet hormonu testosteronun salgilanmasini saglayan Kiguk
Ozellesmis hiicreler olan intersitisyel Leydig hiicreleri’nden olusmaktadir (Jones ve
Lopez, 2013; Ing vd., 2018).

2.3.2. Testislerin hormonal kontrolii ve spermatogenez

Ergenlik doneminin baslangicinda, hipotalamus Gonadotropin Saliverici Hormon
(GnRH) salinimini arttirmaktadir. Bu hormon 6n hipofiz bezini LH ve FSH saliniminin
arttirilmasi i¢in uyarmakta LH hormonu testislerde Leydig hiicreleri veya intersitisyel
hiicrelerde testosteron tiretimine neden olmaktadir (Ing vd., 2018). Testosteron, erkek
cinsiyeti i¢in ikincil sekstiel karakteristiklerinin (yiliz ve gogiiste killanma, ses derinligini
arttiran larenks genislemesi gibi) gelismesi ve siirdiiriilmesinde yer almaktadir.
Testosteron iiretimi, GnRH inhibisyonu aracili negatif bir feedback sistemi ile
diizenlenmektedir. Bu negatif feedback sistemi daha az LH saliverilmesi ve daha az
testosteron iiretimi ile sonuglanabilirken, eger kandaki testosteron seviyesi diisiik ise
GnRH salinimina yol agarak, LH ve testosteron salgilanmasinin stimiile edilmesi ile de
sonuglanabilmektedir. FSH ve testosteron spermatogenezde (seminifer tibilleri kaplayan
hicrelerde sperm (Uretilme sureci) birlikte rol oynamaktadir. Hiicre boliinmesinden,
spermlerin seminifer tiibiillerin bosluklarina salinmasina kadar gecen siire 65-75 gun
olarak ifade edilmektedir. En basta iiretilen germ hiicreleri olgunlasarak 46 kromozom
igeren bir primer spermatosit olusturmakta ve primer spermatosit mayoza ugrayarak her
biri 23 kromozom igeren iki adet sekonder spermatosit olusturmaktadir. Sonraki asamada
ise mitozla bolinme ile haploid spermatidler tretilmektedir. Bu haploid spermatidler ise
spermiogenez sirasinda uzun ince sperme doniismektedirler. Sperm ejekiilasyona kadar
epididimis ve vas deferens’te depolanmakta ve peristaltizm ile kanallar boyunca
ilerledikten sonra tretradan seminal sivi ile disar1 atilmaktadir (McLafferty vd., 2014;
Feher, 2018).



Erkek reme fonksiyonu icin gereken spermatogenez seviyesine erigildiginde,
sertoli hiicreleri, inhibin salgilamakta ve bu durum FSH salinimini inhibe etmektedir.
Eger spermatogenez cok yavas ise daha az inhibin salinarak spermatogenez hizi
arttirilmaktadir. Kadinlardan farkli olarak erkeklerde bu hormonlar periyodik olarak
salinmamakta ve bu yilizden erkeklerde yetiskinlik donemi boyunca siirekli olarak sperm
uretimi devam etmektedir (McLafferty vd., 2014).

Sertoli hiicreleri androjen baglayici proteinin de arasinda oldugu cesitli proteinler
ve inhibin gibi hormonlar salgilamaktadir. Bu hiicreler ayrica testosteronu dstrojene ve
dihidrotestosteron’a doniistiiren enzimler iretmektedir. Spermatogenezin hormonal
kontroliinde de 6nemli rol oynamaktadir. Sperm {iretiminin orani testislerdeki sertoli
hiicrelerinin sayis1 ile iligkilidir. Sertoli hiicrelerinin sayis1 ise ergenlik doneminde
belirlenmekte ve yetiskin erkeklerde sertoli hiicreleri iiretilmemektedir (Jones ve Lopez,
2013).

2.3.3. Kanallar

Erkek iireme sistemi kanallar1 epididimis, vas deferens, ejekiilasyon kanallar1 ve
tiretradir. Sperm seminifer tiibiillerden skrotum i¢inde yer alan her bir testisin iist ve arka
kism1 boyunca uzanan epididimise dogru yol almaktadir. Epididimis ¢ogunlukla siki
sekilde sarmalanmig bi¢imde olan 6 m uzunlugundaki ductus epididimis’ten meydana
gelmektedir. Sperm epididimiste olgunlasarak daha hareketli hale gelmekte ve sekonder
oositi dolleme kabiliyeti artmaktadir (McLafferty vd., 2014; Feher, 2018) Sperm, cinsel
uyarilma sirasinda bu kanal boyunca vas deferens’e dogru gii¢lii peristaltik kasilmalarla
ilerlemektedir. Vas deferens ise sperm icin gecici bir depo goérevi gormektedir.
Epididimis, diizlesip genisleyerek inguinal kanaldan gegen ve mesanenin arka ylizeyini
gecerek pelvik bosluga giren vas deferensi olusturmaktadir. Vas deferens lireteri ve
mesanenin arka kismini asarak ejekulasyon kanalini olusturmak i¢in seminal vezikiilden
kanala katilmaktadir. Penise girdigi gibi, vas deferens’e kan ve lenfatik damarlar ve
otonomik sinirler eslik etmekte ve bu yapilar birlikte spermatik kord’u olusturmaktadir.
Ejekulasyon kanal1 prostat bezinden gecerek spermlerin iiretraya erismesi i¢in bir yolak
gorevi gdrmektedir. Uretra ise ejekulasyon kanalindan gelen spermin penis boyunca

gecerek viicut disina verilmesini saglamaktadir (McLafferty vd., 2014).
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2.3.4. Ek esey bezleri

Memelilerde seminal sivinin terkibine katki saglayan ek esey bezleri
bulunmaktadir. Insanlarda bu bezler ampula, seminal vezikiiller, prostat ve bulboiiretral
bezlerdir. Rodentlerde ise bu bezlere ek olarak feromon Gretiminde rolii olan ek bir bez
daha bulundugu bilinmektedir. Bu yardimei cinsiyet bezlerinin androjen bagimli oldugu
ve seminal vezikiillerde ve prostatta testosteronun dihidrotestosterona doniistiiriildiigi
diistiniilmektedir. Ek esey bezlerinin agirliklart testosteron konsantrasyonlarinin veya
antiandrojenlere maruziyetin indirekt Olcilisii olarak kullanilabilmektedir (Evans ve
Ganjam, 2017; Creasy ve Chapin, 2018).

Seminal vezikiiller seminal siviya hacmin yaklasik %60 kadar1 katki saglamakta ve
bu yogun ve bazik salgi sperme enerji saglayan friiktoz ve disi lireme sistemi boyunca
ilerleyen spermin hareket kabiliyetini gelistirmek i¢in prostaglandinler ve sperm
sitoplazmasinda metabolik reaksiyonlara dahil olan askorbik asit icermektedir. Semen
pH’si hafif alkali olmakla birlikte 7,2 ve 7,7 arasindadir. Normal ejekiilat 3.5- 5 ml
arasinda olmakla birlikte ml’de 50-150 milyon sperm icermektedir (McLafferty vd.,
2014).

2.3.5. Penis

Penis, igerisinde meni ejekiilasyonu ve idrar atilimi i¢in ortak yol olan iiretrayi
barindirmaktadir. Anatomik olarak penis; kok, govde kisimlar1 ve penis basi (glans
penis)’ndan olusmaktadir. Penis govdesi erektil dokunun 3 siitununu icermektedir,
bunlar; Uretray1 gevreleyen corpus spongiosum ve iki kisimda yer alan lateral corpora
cavernosadir. Bu kolonlar deri ve bir subkiitan tabaka ile kaplidirlar ve ¢ok iyi kan
dolagimina sahiptirler. Corpus spongiosum’un distal ucu iiretranin viicut disina ag¢ildigi,
ucgen seklinde bir yap1 olan glans penis’ i olusturmak i¢in genislemektedir. Glans penis,
prepiis (siinnet derisi) ad1 verilen gevsek duruslu ¢ift katli deri ile kapli durumdadir

(McLafferty vd., 2014; Ing vd., 2018).

2.4. Reprodiiktif Toksisitenin Degerlendirilmesi

Reproduktif toksisite yetigskin erkek ve kadinlarda seksiiel fonksiyon ve fertilite
tizerindeki advers etkileri ve ayrica yavrudaki gelisimsel toksisiteyi kapsamaktadir
(UNECE, 2013). Ilaglarin ve endiistriyel veya ¢evresel kimyasallarin insan iireme sistemi
tizerindeki toksik etkileri 6nemli saglik konularindan biri haline gelmistir. Bu toksik

etkiler, cinsiyet organlari, bu cinsel organlarin fonksiyonlari, endokrin diizenleri ve
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fertilizasyon {lizerinde olumsuz etki olusturabilmektedir (Barrow, 2000). Eksojen
bilesenlerin tehlike ve riskinin degerlendirilmesinde hayvan modellerinin kullanimi insan
saglig1 i¢in bir standart olarak goriilmektedir. Bu dogrultuda insanlar {izerinde reproduktif
hasara neden olabilecek kimyasallarin potansiyelini éngoérmede hayvan deneylerine
giivenilmektedir. Ratlar; reproduktif sikluslarinin kisa olmasi, konjenital anomalilerinin
diger tiirlere gore daha az olmasi ve daha az maliyetli olmalar1 nedeniyle reproduktivite

degerlendirmelerinde en yaygin kullanilan deney hayvanlaridir (Nikolaidis, 2017).

2.4.1. Reproduktif toksisitenin biyogdstergeleri
2.4.1.1. Reproduktif organ agwrliklar: ve histopatolojik inceleme

Organ agirhik degisiklikleri, toksisite caligmalar1 i¢in hassas belirtecler olarak
degerlendirilmektedir. Tekrarlayan doz toksisite calismalarinda ratlarda rutin olarak
testis, epididimis ve prostat bezi agirliklarinin Sl¢iilmesi Onerilmektedir. Testis agirlig
degisikliklerinin seminifer tiibiilllerdeki degisiklikleri veya intersitisyel 6demi yansittig1
i¢in degerli oldugu distiniilmektedir (Woldemeskel, 2017). Testis agirligin1 daha ¢ok
farklilasmis spermatojenik hiicrelerin agirligi olusturdugundan, testis agirligindaki
azalma germ hiicre kaybi ile de iliskilendirilmektedir (Aly ve Hassan, 2018).

Insanda Kullamlan Ilaglarmn Ruhsatlandirilmas: i¢in Teknik Gerekliliklerin
Uyumlandirilmast Uluslararast Birligi (ICH)’in reproduktif toksisite kilavuzuna gore
cinsel agidan olgunluga erigsmis olan hayvanlarla yapilan tekrarlayan doz toksisite
caligmalarindan elde edilen lireme organlarinin histopatolojik acidan incelenmesi fertilite
tizerindeki etkilerin ¢ogunun belirlenmesinde hassas bir metod olarak goriilmektedir.
Ciftlesme olmadan yapilan tekrarlayan doz toksisite ¢alismalarinda ayrintili
histopatolojik inceleme yapilmas:t gerekliligi vurgulanmaktadir. Eger toksisitenin
maruziyet etkeninin etki sekliyle iliskili olduguna dair 6nceki ¢aligmalardan elde edilen
bilgiler mevcut ise bu tekrarlayan doz ¢alismalarinda histopatolojiye ek olarak sperm

toplanmasi gibi ek ¢alismalarin eklenebilecegi belirtilmistir (ICH, 2017).

2.4.1.2. Reproduktif Hormonlar

Erkek Greme sistemi hormonlar: (LH, FSH, Testosteron, inhibin B, anti-Mllerian
hormon), erkek iireme fonksiyonunun baslatilmasi ve siirdiiriilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Baz1 hormonlarin semen kalitesini ne derecede etkiledigi heniiz tam olarak

anlasilamayan bir konu olmakla birlikte kandaki hormon seviyelerinin semen kalitesiyle
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iligkili oldugunu gosteren ¢alismalarin mevcut oldugu bilinmektedir (Appasamy vd.,
2007). Bu hormonlarin yetersiz seviyeleri spermatojenez anomalileri, oligospermi ve
azoospermi ile iliskilendirilmistir. Buna ek olarak ek cinsiyet bezi fonksiyonunun
periferal testosteron seviyesi ile iligkili oldugu bilinmektedir. Endokrin durum
degerlendirmesinin infertilitenin endokrinolojik nedeninin yani sira infertilitenin sonucu
olarak ortaya ¢ikabilecek hormonal degisimlerin de belirlenmesinde etkili olabilecegi

diistiniilmektedir (Sigman ve Jarow, 1997).

2.4.1.3. Sperm parametreleri

Sperm iiretim oranlarina ve sperm rezervlerine ait veri edinilebilmesi i¢in sirasiyla
testis homojenatindaki ve cauda epididimis’teki sperm kafalar1 sayisinin belirlenmesinin
sik¢a kullanilan ve dogrulugu yiiksek bir yontem oldugu ve sperm sayisinin toksikanlar
karsisinda azaldigina dair birgok yaymin mevcut oldugu bilinmektedir. Sperm
motilitesinin de bir¢ok toksikan tarafindan etkilenebildigi bilinmektedir. Bu degisiklikler
testiste olusan germ hiicrelerinin toksisiteye hedef olmasi sonucunda ortaya
cikabilmektedir. Morfolojik olarak normal olmayan yapiya sahip spermlerin disi
reproduktif yolaginda daha yavas yol aldig1 ve oositi fertilize etmede daha az etkili oldugu
gosterilmistir (Hales ve Robaire, 2010).

Gilinlimiizde giincel olarak kullanilan standartlar WHO’ya aittir asagidaki tabloda bir

erkegin fertil sayilabilmesi i¢in alt referans sinirlar tanimlanmaktadir (Cooper vd., 2009).

Tablo.2.1. WHO 'nun fertil erkek tanimi igin onerdigi alt referans degerler

Toplam . %Normal
Semen Sperm o %Progresif | %Toplam -
hacmi Sperm konsantrasyonu voCanlilik Motil Motil morfolojili
sayisi sperm
39 milyon . 0
(11 o ;) (33-46 (12%femnl1li)|/§2n) / (0222 %32 40 %64,0
mi /’e'ek,UIat milyon) ml %63) (%31-%34) | (%38-42) (3,0-4,0)
J lejekiilat °

2.4.1.4. Oksidatif stres parametreleri

Erkek infertilitesinde patojenez, nihayetinde spermatozoa niteligini ve niceligini

azaltan benzer siirecleri tetikleyen cesitli etiyolojik faktorlerle iliskilendirilmistir. Erkek
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infertilitesi gelisiminde altta yatan en 6nemli patojenik mekanizmalardan biri oksidatif
stres olarak gorulmektedir (Perelomov vd., 2016). Bu patojenik mekanizma Ureme
sistemi i¢in en dnemli zararl faktorlerden biri olarak ifade edlmektedir. Ayrica gelisen
germ hucreleri ve sperm fonksiyonu Uzerindeki zarar verici etkisi nedeniyle erkek
infertilitesine neden olan baslica sebeplerden biri olarak degerlendirilmektedir (Aly ve
Khafagy, 2014). Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilan indirgenmemis
oksijen tasiyan molekiillerin anormal olarak birikimi ile ortaya ¢ikmaktadir (Perelomov
vd., 2016).

Testikiiler doku ve sperm plazma membrani ¢oklu doymamis yag asitlerince zengin
yapilardir; bu ¢oklu doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen radikallerine karst hassas
oldugu ve infertil erkeklerin %25-40’1na ait semen 6rneklerinde yiiksek serbest oksijen
radikal seviyesine rastlandigi bilinmektedir (Aitken, 1997; Padron vd. 1997). Ayrica
idiyopatik erkek infertilitesi yiiksek seminal serbest oksijen radikali seviyeleri ve diisiik
antioksidan potansiyel ile iliskilendirilmistir (Pasqualotto vd., 2001). Membran
biitiinligliniin degismesiyle serbest oksijen radikallerinin sperm motilitesini ve sperm
canliigini etkileyebildigi distiniilmektedir (Turk vd., 2007). Antioksidan enzim
aktivitesindeki azalma, serbest radikallere karsi savasan primer antioksidan sistemdeki
hasarin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Aly ve Hassan, 2018).

Hicrelerin total antioksidan kapasitesi endojen olarak sentezlenen antioksidanlar
(SOD, GSH, Katalaz ve peroksiredoksinler) ve askorbik asit, tokoferoller gibi disiik
molekiil agirlikli antioksidanlardan olugsmaktadir. Bu antioksidanlarin her biri serbest
radikallerin yol ag¢tigi hasarin Onlenmesi veya onarilmasi mekanizmalarinda rol
oynamaktadir (Poprac vd., 2017). Protein yapida olmayan bir tiyol bilesigi olan GSH,
hiicre i¢inde milimolar seviyelerde bulunan ve antioksidan sistemin 6nemli bir bileseni
olarak goriilen bir tripeptittir. Reaktif oksijen tiirlerinin artmasi, GSH seviyelerinde
azalmaya neden olmaktadir (Frijhoff vd., 2015). Lipid peroksidasyonu ise bir dizi
reaksiyonlarla toksik aldehitlere doniistiiriilebilecek olan peroksil radikallerinin
olusmasina yol ag¢maktadir (Poprac vd., 2017); MDA, lipid peroksidasyonunun
anlasilmasi i¢in spesifik ve hassas bir biyobelirte¢ olarak bilinmektedir (Hendouei vd.,
2018).
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2.5. Antipsikotikler Ile Tliskili Reproduktif Toksik Etkiler

Erektil ve ejekilator disfonksiyon antipsikotik ilaclarla gézlenen reproduktif advers
etkiler arasinda yer almaktadir (Montejo vd., 2010). Antipsikotiklerle uzun sireli
tedavide ¢ok yaygin olarak gbzlenen sekslel disfonksiyonun alfa-1 adrenerjik reseptor
blokaji, dopamin aktivitesinde azalma ve hiperprolaktinemi ile iligkili oldugu
diisiiniilmektedir. Hiperprolaktinemiye yol agan antipsikotiklerle seksiiel disfonksiyon
gortlme ihtimalinin daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Baldwin ve Mayers, 2003).
Noroleptik ilaglar genel olarak hiperprolaktinemi riskine neden olabilecek sekilde
prolaktin artisina yol ag¢maktadirlar. Tipik antipsikotikler, ilaglar ile induklenen
hiperprolaktineminin en yaygin nedeni olarak bilinmektedir (Drobnis ve Nangia, 2017).
Antipsikotiklerin semen kalitesi iizerine etkilerinin degerlendirildigi ¢ok az g¢alisma
bulundugu bilinmekle birlikte antipsikotik kullanimi ile azalan sperm motilitesi ve
konsantrasyonunun ilaglar birakildiktan sonra diizelme gézlendigi (Rocco vd., 1983) ve
sertindol ile tedavi edilen hastalarda risperidon, haloperidol ve plasebo kullanan hastalara
gore daha diisiik semen hacminin gozlendigi ¢alismalar mevcuttur (Azorin vd., 2006;
Lindstrom ve Levander, 2006).

Ratlarda yapilan ¢esitli calismalarda ise olanzapinin diisiik testosteron seviyelerine
yol actig1, testiste histopatolojik bulgularin gozlenmesine neden oldugu; rezerpinin
spermatojenez defektlerine yol agtig1 ve haloperidoliin yiiksek dozlarda azalmis testis
agirligi, spermatojenezin bozulduguna isaret eden histolojik bulgular ve azalmis fertilite
ile iliskilendirildigi caligmalarin mevcut oldugu bilinmektedir (Drobnis ve Nangia, 2017).
Ayrica ratlarda gergeklestirilen bir ¢alismada flufenazinin DNA denatiirasyonuna ve

spermde morfolojik bozulmalara yol agtig1 gosterilmistir (Gill-Sharma vd., 2003).
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3.GERECLER

3.1. Kullamilan Maddeler

Agaroz (Normal)

Agaroz (Diisiik erime dereceli):

Alkol

Boraks ¢ozeltisi

Borik asit

Dikalsiyum Fosfat
Ditiyotreitol

Dulbecco's Modified Eagle's

Medium (DMEM)/Ham’s F-
12

EDTA (Etilendiamin
Tetraasetik Asit) disodyum
dihidrat

FSH Kiti

Glutaraldehit

GSH Kiti

KAT Kiti

Risperidon

LH Elisa Kiti

Lamel yapistiricisi

Lityum 3,5-diiyodosalisilat
Diisiik Erime Noktal1 Agaroz
LR White

MDA Kiti

Monosodyum Fosfat

: Sigma-Aldrich, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Riedel de Haen, Almanya

: Carlo Erba, Amerika Birlesik Devletleri
: Ambresco, Amerika Birlesik Devletleri

: Wisent Inc, Amerika Birlesik Devletleri

: Merck, Almanya

: Sun-Red, Cin Halk Cumhuriyeti

: Merck, Almanya

: Sun-Red, Cin Halk Cumhuriyeti

: BioVision, Amerika Birlesik Devletleri
: Sigma Aldrich, Almanya

: Sun-Red, Cin Halk Cumhuriyeti

: Bukitt, Ispanya

: Fluka, Amerika Birlesik Devletleri

: Invitrogen, Ingiltere

: London Resin Campany, Ingiltere

: BioVision, Amerika Birlesik Devletleri

: Carlo Erba, Amerika Birlesik Devletleri
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Paraformaldehit

PBS [Phosphate Buffered
Saline (Fosfat Tamponu)]

SOD Kiti

Sodyum klortr (NaCl)
Sperm Blue dark staining
Sperm Blue fixative solution
Syber green

Testosteron Kiti

Toluidin mavisi

Triton X-100

Trizma baz

Trizma hidroklorit

Uretan

: Sigma-Aldrich, Almanya

: MP Biomedicals, Fransa

: Sun-Red, Cin Halk Cumhuriyeti

: Merck, Almanya

: Microptic SL, ispanya

: Microptic SL, Ispanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sun-Red, Cin Halk Cumhuriyeti

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Merck, Almanya

: Sigma-Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri
: Sigma-Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri

: Sigma-Aldrich, Almanya
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Basler A312fc dijital kamera
Comet analiz programi
Elektroforez tank

Floresan mikroskobu

Gli¢ kaynagi

Hassas terazi
Homojenizator

Isiticili manyetik karistiric
Inkiibator

Mikroplate okuyucu

Nikon Eclipse 50i
Otomatik Sperm Yazilimi
Sogutmalr santrifiij
Stereomikroskop
Ultramikrotom

Ultrasonik banyo

Vorteks

: Microptic SL, Ispanya

: BS 200 ProP, BAB Gorinttleme Sistemi, Tirkiye
: Cleaver, Ingiltere

: Leica DM6000 B, Almanya

: Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri
: Ohaus, Amerika Birlesik Devletleri

: Sartorius, Almanya

: Lab Companion, Amerika Birlesik Devletleri

: Lab Companion, Amerika Birlesik Devletleri

: Biotek, Amerika Birlesik Devletleri

: IMP, Giiney Afrika

: SCA, Ispanya

: Eppendorf, Amerika Birlesik Devletleri

: Leica Em Trim, Almanya

: Leica Em Uc6, Almanya

: Bandelin, Almanya

: Heildolph, Almanya
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4. YONTEMLER

Deneylerde yaklagik 300 g agirliga sahip yetiskin erkek Wistar sig¢anlar
kullanilmistir. Siganlar 12 saat gece/12 saat giindiiz sikliisiinde olacak sekilde %65 ortam
nemine, 24 + 1°C oda sicakligina ve serbest su erisimine sahip ortamda ve beslenme
diizenleri ad libitum olacak sekilde muhafaza edilmistir. Tez ¢aligmasi siiresince
gerceklestirilen tiim deneyler, Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirmalar Etik
Komisyonu’ndan alinan onay sonrasinda yapilmistir. (Dosya Kayit No. 2013-9).

Deney gruplart her grupta 8 siganin bulundugu 4 deney grubu olacak sekilde
tasarlanmigtir. Uygulanan RIS dozlari, literatiir arasitmalar1 sonucunda farmakolojik etki
gosteren dozlar olan 1,25; 2,5 ve 3 mg/kg seklinde belirlenmistir (Singh ve Singh, 2017,
Terry vd., 2002; Terry vd., 2007; http-1). Sizofreni tedavisinde yetigkinler i¢in RIS’in
etkili doz araligi 1-16 mg/giin (yetiskin ve ad6lesanlarda) olarak belirtilmistir (http-1).
Ayrica segilen dozlar, insan dozlarini hayvan dozlarina uyarlayan kilavuzlara da uygun
olarak hesaplanmistir (FDA, 2005). RIS, distile su icinde ¢ozilerek 1 mL/100 g'lik bir
hacimde deney hayvanlarina uygulanmistir. Uygulama siiresi, Ekonomik Kalkinma ve
Isbirligi Orgutii (The Organisation for Economic Cooperation and Development-OECD)
407: Kemirgenlerde tekrarlanan doz oral toksisite caligmasi ile uyumlu olarak 28 giin
olarak belirlenmistir (OECD, 2008). Ayrica, 28 giinliik maruziyet siiresi erkek siganlarda
ksenobiyotik kaynakli reproduktif toksik etkilerin belirlenmesi icin uygun bir siire olarak
kabul edilmektedir (Pelletier, 2014).

28 guinsuresinceoral yol ile verilmek suretiyle (gavaj) deney gruplar1 asagidaki gibi olacak
sekilde uygulanmaistir;

- 1ml/ 100 g hacminde distile su uygulanan kontrol grubu si¢anlar (8 adet); Kontrol

grubu- K

- 1,25 mg/kg dozunda RIS uygulanan siganlar (8 adet)- RIS-1,25

- 2,5 mg/kg dozunda RIS uygulanan siganlar (8 adet)- RIS-2,5

- 3 mg/kg dozunda RIS uygulanan sicanlar (8 adet)- RIS-3
Belirtilen doz gruplari ve kontrol grubuna 28 gunluk ilag uygulama stresini takip eden
24 saatlik zaman zarfinda gruplardaki deney hayvanlarinin agirliklar1 kaydedilerek takip

eden deney protokolii uygulanmaistir.
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4.1 Nekropsi, Hormon Seviyelerinin ve Oksidatif Stres Parametrelerinin

Degerlendirilmesi

Sig¢anlara intraperitonal yoldan 1,5 g/kg tiretan ile anestezi uygulanmistir (Okwari vd.,
2000). Anestezi verilmis ratlar kalbin sag ventrikiilinden yiiksek hacimde kan
toplanmasi ile dldirilmistiir.

Kan 6rnekleri toplanip 4°C’de 24 saat bekletildikten sonra 2500 x rpm’de 15 dakika
santriftj edilerek, serumlar FSH, LH ve testosteron seviyelerinin tespit edilmesinde
kullanilmistir. Alinan serumlardan FSH, LH ve testosteron seviyeleri, temin edilen
Kitlerin deney prosedurleri ile tespit edilmistir.

Sakrifiye edilen sicanlardan epididymis ve testis dokular1 alinarak fosfat tamponuyla
(8 g/L NaCl, 0,2 g/L KCl, 0,2 g/L KH2PQOg, 1.14 g/L NazHPOa, pH 7,4) yikanip kan
ve kirliliklerden arindirilmasi saglanmistir.

Sol testis ve epididimis dokularinin agirliklart 6lclilmiis ve bu agirliklar sicanlarin
bagil testis/ bagil epididimis agirliklarinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Agirliklart kaydedilen sol testisten alinan doku pargalar1 SOD ve KAT aktiviteleri ile
GSH ve MDA seviyelerinin tespit edilmesi igin kullanilmistir. Testis SOD ve KAT
aktiviteleri ile GSH ve MDA seviyeleri ilgili kitlerin tireticisi tarafindan belirlenen
deney prosediiriine gore belirlenmistir.

Sag testis dokular1 kiiciik parcalara (2 mm?®) dilimlenmis ve %4 paraformaldehit
cozeltisi (fosfat tampon iginde pH 7,2-7,3) icinde 4°C’de 24 saat siire ile fikse
edilmistir. Fiksasyon siiresi sonrasinda 6rnekler 0,1 M’lik sodyum-fosfat tamponu
(pH: 7,4) ile yikanmis ve Ornekler dehidratasyon amaciyla alkol serilerinden
gecirilmistir. Resinin hiicre igerisine niifuz etmesini saglamak amaciyla oérnekler 2:1
oraninda hazirlanmis LR White/alkol karigiminda 2 saat bekletilmistir. Siire sonunda
ornekler 24 saat sire ile LR White ¢ozeltisinde bekletilmistir. Gomme isleminin
ardindan olusturulan bloklardan ultramikrotom kullanilarak 700 nm kalinliginda
kesitler alimmistir. Kesitler %1°lik toluidin mavisi/ boraks ¢ozeltisi (pH: 8,4) ile
boyanmis ve mikroskopta goriintiilenmistir (Anderson ve Dixon, 2002).

Sag epididimisin proksimal kauda bdlgesi sperm konsantrasyonu, motilitesi,

morfolojisi ve DNA hasarinin tespit edilmesi i¢in kullanilmigtir.
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4.2. Sperm Konsantrasyonunun Ve Motilitesinin Degerlendirilmesi

Kauda kisimlar1 onceden sicakligi 37°C’ye ayarlanmis DMEM/Ham’s F-12
besiyeriyle hazirlanan saat camlarina alinmistir. Kaudalar kirliliklerinden arindirildiktan
sonra 0,5 cm’lik parca alinarak icerisinde 1 ml ayn1 besiyerini i¢eren yeni saat camlarina
aktarilmistir. Besiyeri igerisinde sperm bulutu olusmasi saglandiktan sonra olusturulan

buluttan 5’er upl almarak Leja lamlarin kuyucuklarma doldurulmustur. Bu sekilde

hazirlanmis olan lamlar Sperm Class Analyzer (SCA®) sisteminde konsantrasyon ve
motilite modulunde 4x ters faz objektifi ile her sigan i¢in en az 8 goriintii alinacak sekilde
saniyede 50 kare ¢ekilerek analiz edilmistir. Motilite degerlendirilirken ise her si¢an igin

en az 200 sperm kullanilmistir (Toth vd., 1989; Van der Horst ve Maree 2018).

4.3. Sperm Morfolojisinin Degerlendirilmesi

Sperm bulutunun 5 pl’si lama (24 x 60 mm) alinarak ve diger bir temiz lam
yardimiyla 45°lik ag¢1 olacak sekilde yayillmistir. Lamlar oda sicakliginda kurumaya
birakilmis olup daha sonra, 15-20 dakika stiresince dikey olarak SpermBlue® fiksatif
soliisyonu ile fikse edilmistir. Bu siire sonunda 15 dakika boyunca SpermBlue® ile
boyanmistir. Fazla fiksatif ve boyadan arindirilmak amaciyla lamlar 1 saniye distile su ile
yikanmigtir. Bu islemler sonrasinda hazirlanan lamlar SCA® programina ait morfoloji
modiiliinde 100x aydinlik alan objektifi ve mavi lens kullanilarak otomatik olarak analiz
edilmistir. Sperm morfolojilerinin degerlendirilmesi asamasinda her bir si¢an i¢in en az
200 sperm kullanilmistir. Spermler literatiir verilerine gore belirlenmis olan sperm
anomalilerine gore morfolojik olarak degerlendirilmistir (Baysal vd., 2017; Omolaoye,
2018; Van der Horst vd., 2011).

4.4. Sperm DNA Hasarimn Belirlenmesi

Spermlerde DNA hasar1 tek hiicre jel elektroforezi (SCGE/Comet) yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Buzlu lamlar fosfat tamponu ile hazirlanan %1°lik normal
erime sicakligina sahip agaroz jel ile kaplanmistir. Sperm bulutunun 8 pl’si ile 72 pl
%1’lik diistik erime sicakligina sahip agaroz jel karistirilarak lama aktarilmis ve
sornasinda lamel ile kapatilmistir. 5 dakika kurumaya birakildiktan sonra lamel
cikarilarak preparatlar 24 saat lizis tamponu (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris,
pH 10; tampona %1 Triton X- 100 ve 40 mM ditiyotretiyol) igerisinde bekletilmistir. Bu
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stire sonunda lizis tamponuna 0,1 mg/ml proteinaz K ve 4 mM Lityum 3,5-diiyodosalisilat
eklenmis ve lamlar 24 saat 37°C’de lizis tamponunda bekletilmistir. Bekleme islemi
sonrasinda tuz ve deterjanlar1 uzaklastirmak icin lamlar 5’er dakika 3 kez distile su ile
yikanmistir. Lamlar yatay elektroforez initesine yerlestirildikten sonra 20 dakika
stiresince Tris-borate-EDTA (TBE) tamponunda (10 mM Tris, 0,08 M borik asit ve 0,5 M
EDTA pH 8,2) bekletilmistir. Sonrasinda ise 25 V’de 25 dakika yiiriitme islemi
gerceklestirilmistir. Elektroforez isleminin ardindan lamlar distile su ile yikanarak agik
havada kurutulmustur. Kurutulan lamlar Syber green boyasi ile boyanmistir. Lamlar
floresan mikroskobunda fotograflanarak goriintiiler analiz edilmistir. Analiz islemi hr
lamda 100 sperm kullanilarak gerceklestirilmistir (Trivedi vd., 2010). Kuyruk momenti
ise Olive vd., (1990)’nin tanimimna gére Kuyruk Momenti = Kuyruk uzunlugu X [Gog
bolgesinde bulunan DNA yizdesi veya kuyrukta gozlenen floresan yogunlugu]

hesaplamasi baz alinarak 6l¢iilmiistiir (Rojas vd., 1999; Olive vd., 1990).

4.5. Istatistiksel Analiz

Tum veriler ortalama + standart hata seklinde ifade edilmistir. Istatiksel analizler,
SigmaPlot v.10 programindaki ¢oklu karsilagtirma testleri; Tukey ve Tek Yonlii Varyans
Analizi yardimiyla gergeklestirilmistir. p < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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5.BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Bagil Organ Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Erkek fertilitesi tzerine advers etkilerin belirlenmesinde ek cinsiyet organlar1 da
dahil olmak Uzere gonadal organ agirliklarinin belirlenmesi kullanish bir parametre
olarak degerlendirilmektedir (Mangelsdorf vd., 2003; Ulbrich ve Palmer, 1995).
Calismamizda, RIS uygulanan gruplar ve kontrol grubu bagil testis ve bagil epididimis
agirh@r agisindan degerlendirilmis ancak gruplar arasinda anlamli fark gézlenmemistir

(Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Gruplara ait bagil testis ve epididimis agirliklari. K: Kontrol grubu; RIS-1,25: 1,25 mg/kg
risperidon uygulanan si¢anlar;, RIS-2,5: 2,5 mg/kg risperidon uygulanan sicanlar; RIS-3:

3ma/kg risperidon uygulanan sicanlar. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmigtir.

Deney Bagil testis agirhg: Bagil epididimis agirhg:
gruplari (g/100 g viicut agirhg) (g/100 g viicut agirhg)
K 0,52 0,21
+0,06 +0,02
0,51 0,21
RIS-1.25 +0,06 +0,03
0,53 0,21
RIS-2,5 +0,07 +0,02
0,53 0,21
RIS-3 +0,06 +0,02

Bu noktada risperidon ile iireme toksisitesinin degerlendirildigi diger parametreler
acisindan gerceklesen degisimlerin organ agirliklarina yansimadigr disiiniilebilir.
Yapilan bir ¢caligmaya gore 2 mg/kg RIS uygulanan siganlarda 3 hafta siiresince ilag
uygulanan doz grubunda epididimis agirliginda azalma gozlenirken, 6 hafta suresince
risperidon uygulanan grupta anlamli azalma goézlenmemistir ve risperidonun seksiiel
organ gelisimini gegici olarak inhibe etme ihtimali belirtilmistir (Zhang vd., 2007). Bunun
yanisira, bu tez calismasinda histopatolojik degerlendirme sonucu risperidon ile
gerceklestigi gozlenen hafif hipertrofik goriiniim, sisme ve tabanda kalinlagsma gibi
sekonder etkilerin de bagil organ agirliklar1 agisindan gergeklesebilecek degisimleri

maskeledigi diisiiniilebilir.
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5.2. Sperm Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Erkek tireme sagliginin degerlendirilmesinde sperm konsantrasyonu, motilite ve
morfoloji parametrelerini kapsayan sperm analizi en givenilir parametrelerden biri olarak
kabul edilmektedir. Erkek infertilitesine neden olan ¢esitli etiyolojilerde ise sperm ile
ilgili bir baska gosterge olan sperm DNA hasarinin 6nemi dikkat ¢ekmekte ve sperm
DNA biitlinliigiintin, basaril1 fertilizasyon, embriyojenez ve embriyo gelisimi ig¢in
oldukca 6nem arz ettigi belirtilmektedir (Trivedi vd., 2010). Calismamizda bu nedenle
semen analizinin yani1 sira genotoksik potansiyelin belirlenmesi i¢cin Comet testinden de
yararlanilmigtir. Yiritilen calismada deney gruplarmma ait sperm konsantrasyonu,

motilite ve morfoloji verileri Tablo 5.2’de ifade edilmistir.

Tablo 5.2. Gruplara ait sperm parametreleri. K: Kontrol grubu; RIS-1,25: 1,25 mg/kg risperidon
uygulanan si¢anlar; RIS-2,5: 2,5 mg/kg risperidon uygulanan siganlar;, RIS-3: 3 mg/kg
risperidon uygulanan sicanlar. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. (*)

Kontrolden farkli (p < 0,05); (+) RIS-1,25 den farkh (p < 0,05).

Sperm - Normal sperm
Motilite g
Deney gruplari konsantrasyou (%) morfolojisi
(108/ml) 0 (%)
K 1,40 88,24 79,71
+0,29 13,65 +3,90
RI1S-1,25 1,42 85,71 70,61
+0,19 7,71 5,89 (*)
0,98 89,75 69,31
RIS-2,5 0,31 (*, +) +3,53 +5,64 (*)
0,60 88,31 68,38
RI1S-3 10,28 (*, +) +4,55 2,84 (%)

Bu verilere gore RIS-2,5 grubuna ait sperm konsantrasyonlarinin kontrol grubuna
ve en diisik doz uygulanan gruba (RIS-1,25) gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldig1 tespit edilmistir. Yine aymi sekilde RIS-3 grubuna ait sperm konsantrasyonu
verileri kontrol grubuna ve en diisiikk doz grubuna goére anlamli sekilde azalmistir. Sperm
motilitesi agisindan veriler degerlendirildiginde, RIS uygulanan deney gruplarn kendi
aralarinda ve kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli farklilik gézlenmemistir.
Normal morfolojiye sahip sperm yiizdesinin ise RIS uygulanan tim deney gruplarinda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig1 gézlenmistir.

Semen analizi parametreleri, infertil erkeklerin ve eksojen ajanlarin reproduktif

toksisite lzerine etkisinin degerlendirilmesinde rutin olarak kullanilan parametrelerdir
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(Bonde vd., 1998) ve bu parametreler arasinda sperm morfolojisi, infertil ve fertil
ayriminin yapilmasinda en aydinlatici parametre olarak goriilmiistiir (Guzick vd., 2001).
Sperm konsantrasyonu, motilite ve normal morfoloji yiizdelerinin azalmasi ile infertilite
ihtimali artis1 arasindaki iliskinin 6nemi vurgulanmistir (Patel vd., 2018). Calismamizdan
elde edilen bulgulara gére motilite verilerinde anlamli degisiklik gézlenmezken normal
sperm morfolojisi ylizdesinde ve sperm konsantrasyonunda anlamli azalma gézlenmistir.
Bu da RIS kullanimi ile sperm kalitesinin diistiigii ve bu durumun da olas1 infertilitenin
etiyolojisinde rol alabilecegini gostermektedir.

Erkek infertilitesinde hipotalamus-hipofiz-gonadal (HHG) aks fonksiyonunun
anlasilmasinin énemli oldugu bilinmektedir, ¢linkii testikiiler fonksiyon hipotalamus ve
hipofiz bezi tarafindan diizenlenmektedir. Bu aksin islevini degistiren 6nemli bir unsur
olan prolaktin ise pulsatii GnRH salinimini inhibe ederek FSH, LH ve Testosteron
seviyelerinde azalmaya yol agmaktadir (Dabbous ve Atkin, 2018). Risperidonun ise atipik
antipsikotikler arasinda, serum prolaktin seviyesinde en 6nemli degisikliklere neden olan
atipik ajan oldugu ve tipik antipsikotiklerle kiyaslanabilecek derecede doz-bagiml
artiglara neden olabildigi belirtilmistir (Cutler, 2003). Risperidonun yol agtigi
hiperprolaktineminin de etki mekanizmasi heniiz net olarak bilinmemekle bulgularimizi
destekler nitelikte birlikte erkeklerde sperm tiretiminde bozulmalara yol agtigin1 gosteren
calismalar bulunmaktadir (Saidi vd., 1977; Segal vd., 1976; Segal vd., 1979; Soler
Fernandez vd., 1990; Garcia Diez ve Gonzalez Buitrago, 1982).

Comet testi, DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinin belirlenmesi i¢in kullanilan basit ve
ekonomik bir yontemdir ve DNA kiriklariin fazla olusu uzamis kuyruk gérinimu ile
g6zlenmektedir (Simon vd., 2017). Lee vd., (2004)’ n yaptig1 ¢alismada Comet testi
parametreleri arasinda kuyruk momentinin DNA hasarin1 6ngérmede en istikrarl
tahminleri sagladigi ve kuyruk momenti, % kuyruk DNA, alan kuyruk momenti ve
kuyruk uzunlugu arasinda tercih edilebilecek en iyi parametre oldugu belirtilmistir.

Calismamizda, Comet testinden elde edilen sonuglar ile risperidonun sperm DNA
hasarina yol a¢cmadigi gosterilmistir. Calisma sonuglarimizi destekleyen nitelikte
risperidonun insan lenfositleri {izerinde genotoksik etkisinin bulunmadigin1 gésteren bir
calisma da mevcuttur (Togar vd., 2011). Calismamizda risperidonun genotoksik
potansiyelinin bulunmadig1 gosterilmis ancak sperm morfolojisi ve konsantrasyonunda
anlamli azalmalar gozlenmistir. Sun vd., (1997)’nin yaptig1 ¢alismaya gére motilite ve

morfolojisi bozulmus olan spermlerde DNA hasarinin daha diisik duzeyde
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g0zlenebilecegini goOsteren bulgular;, DNA hasar1t heniz g6zlenmeden de sperm

kalitesinin bozulabilecegine isaret etmektedir.

Sekil 5.1. Gruplara ait sperm Comet testi fotograflari. a: Kontrol grubuna ait sperm comet testi fotografi;

b; 1,25 mg/kg risperidon uygulanan gruba ait sperm comet testi fotografi c: 2,5 mg/kg risperidon
uygulanan gruba ait sperm comet testi fotografi, d: 3 mg/kg risperidon uygulanan gruba ait

sperm comet testi fotografi. (Biiyiitme 6l¢egi: 20 um.)
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Sekil 5.2. Gruplara ait % kuyruk momenti. K: Kontrol grubu; RIS-1.25: 1.25 mg/kg Risperidon uygulanan
sicanlar; RIS-2.5: 2.5 mg/kg Risperidon uygulanan si¢anlar; RIS-3: 3 mg/kg Risperidon

uygulanan sicamlar.
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5.3. Testis Dokusunun Histopatolojik Olarak Degerlendirilmesi

Testikiiler  histopatolojik  degerlendirmenin, spermatojenik  bozukluklarin
anlasilmasi i¢in hassas ve erken bir belirte¢ olmasi agisindan reproduktif toksisite igin
onemli parametrelerden biri oldugu bilimektedir (Creasy, 1997). Kontrol grubuna ait
testis doku kesitlerinin histolojik analizleri sonucunda elde edilen verilerden seminifer
tiibiil yapilarmin normal oldugu anlasilmustir. Interstisyel alandaki Leydig hcrelerinin
normal histolojik goriiniime sahip oldugu ve diizenini korudugu gozlenmistir. Tiibiil
icerisindeki spermatojenik serilerin ve Sertoli hucrelerinin organizasyonun normal
oldugu tespit edilmistir. Seminifer tiibiillerde liimen icerisinde spermler izlenmistir (Sekil
5.3-A ve Sekil 5.4-A).

RIS-1.25 grubuna ait testis dokusu kesitlerinin histolojik analizlerine gére seminifer
tiibiillerde patoloji gézlenmemistir, Leydig hiicreleri goriiniimiine goére ise hiperplazi
gbézlenmemis olup hafif hipertrofik bir goriintii elde edilmistir. Tibil igerisindeki
spermatogenik seri hiicrelerinde ise hafif derecede sisme ve taban membranda kalinlasma
gozlenmistir (Sekil 5.3-B ve Sekil 5.4-B).

RIS-2.5 grubuna ait testis dokusu kesitlerinin histolojik analizlerinde ise seminifer
tiblllerde distorsiyon, Leydig hicrelerinde hafif vakuolizasyon ve hiperplazi dikkat
cekmigstir. Ayrica RIS-1.25 grubunda oldugu gibi bu doz grubunda da spermatojenik seri
hiicrelerinde hafif gisme ve taban memraninda kalinlagma gozlenmistir. (Sekil 5.3-C ve
Sekil 5.4-C)

RIS-3 grubuna ait testis dokusu kesitleri histolojik a¢idan degerlendirildiginde ise
RIS-2.5 grubunda gd6zlenen seminifer tibullerde distorsiyon, Leydig hicrelerinde hafif
vakuolizasyon ve hiperplazi bu grupta da gozlenlenmis olup aymi zamanda hafif
interseller ve intraseliler vakuolizasyon ve spermatojenik serilerde dizensizlik
goriiniimii elde edilmistir. (Sekil 5.3-D ve Sekil 5.4-D).

Bu sonuclara gore risperidon uygulanan gruplarda doz ile artan spermatojenik
serilerde bozulma, leydig hucrelerinde vakuolizasyon ve seminifer tibillerdeki bozulma
ve hipertrofi gibi bulgular risperidonun testis dokusundaki toksisitesinin bir gostergesi
olup sperm parametre degerlendirmemizin bulgulari olan azalmis sperm sayis1 ve bozulan

morfoloji ile korelasyon gostermektedir.
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Daha once yapilan ¢aligmalarda hiperprolaktineminin seminifer epitelyal
diizensizlik, germ hiicrelerinde eksfoliasyon, tiibiill kalinhiginda artis ve Leydig
hiicresinde gozlenen anormal yag icerigi ile kendisini gosteren cesitli testikiiler
degisimleri indiikledigi gosterilmistir (Cameron vd., 1984; Whitney, 2012). Risperidonun
sebep oldugunu belirttigimiz hiperprolaktineminin de sonuglarimiza paralel olarak
spermde yapisal bozukluklar ve testikiiler degisimlere (seminifer epitelyal duzensizlik,
germ hiicrelerinin zarar gdrmesi, tiibiil duvar1 kalinliginda artma, Leydig hiicrelerinde
anormal yag icerigi, sertoli-germ hiicresi baglanti kisimlarinda yapisal bozukluk, apikal
sertoli hucre sitoplazmik dejenerasyonu, kivrilmig tiibiil yiizdesinde artis) yol acarak
fertiliteyi olumsuz etkileyebilecegi belirtilmistir (Aleem vd., 2005).

Sekil 5.3. Gruplara ait testis enine kesitleri A: Kontrol grubu; Normal gértinimli seminifer tubtller (ST),

spermatozoa (S) ve Leydig hucreleri (I)’nde normal histoloji. B: RIS-1.25 grubu: Seminifer
tiibiillerde gozlenen patoloji yok ancak Leydig hiicrelerinde hiperplazisiz hafif hipertrofi (W)
gozlenmistir. C: RIS-2.5 grubu ve D: RIS-3 grubu; seminifer tiibillerde distorsiyon (), Leydig
hiicrelerinde hafif vakuolizasyon (v) ve hiperplazi (® ). (Biiyiitme olgegi: 200 um).
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Sekil 5.4. Gruplara ait spermatogenik seri hiicrelerinin yiksek blyltmeleriA) Kontrol: Spermatojenik

serilerde (SS) diizgiin hiicreler barindiran seminifer tiibiillerin normal gériintimii. B) ve C) RIS-
1.25 ve RIS-2.5 doz gruplari: Spermatojenik seri (SS) hiicrelerinde hafif sisme ve taban
memraninda kalimlagma (» ). D) RIS-3: Hafif interselller (» ) ve intraseliiler vakuolizasyon (v)
ve spermatojenik serilerde (SS) diizensizlik. Biyltme 6lgegi:50 um. (a-d) Kontrol ve Risperidon
doz gruplarina ait seminifer tiibiillerin ve intersitisyel hiicrelerin yiiksek dlgekte biiyiitiilmiis
fotograflari. a) Leydig hiicrelerinin normal gortiniimii b) RIS-1.25 doz grubu; Hafif hipertrofi
ve vakuolizasyon (W) ¢) RIS-2.5 doz grubu; Leydig hiicrelerinde yogun vakuolizasyon (™),
deformasyon ve hiperplazi. d) RIS 3 doz grubu; Leydig hiicreleri ve kapilerde hiperplazi ve liziz

(» ) Biiyiitme 6l¢egi:20 pm
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5.4. Serum Hormon Seviyelerinin Degerlendirilmesi

FSH, LH ve Testosteron fertilite agisindan anahtar hormonlar olarak goriilmektedir.
Gonadotropinler (LH ve FSH), GnRH etkisine gére adenohipofizde sentezlenirler ve
tretimleri testosteron, estradiol ve inhibin B tarafindan kontrol edilmektedir. FSH ve LH
seviyelerinde azalma, testikiiler fonksiyonda azalma ve infertilite ile iliskilendirilmis
olup, FSH ve inhibin B’nin spermatogenez ve sertoli hiicre fonksiyonu agisindan belirteg
olabilecegi belirtilmistir (Keskin vd., 2015).

Calismamizda gruplara ait elde edilen serum hormon seviyeleri Tablo 5.3’te
gosterilmistir. Bu verilere gore LH seviyeleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark
gozlenmemistir. Serum FSH seviyeleri agisindan gruplar degerlendirildiginde ise RIS-3
grubunda kontrol grubuna gére FSH seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldig1 gozlenmistir. Gruplar serum testosteron seviyeleri agisindan degerlendirildiginde
ise RIS-3 grubuna ait testosteron seviyelerinin kontrol grubuna gore ve en diisikk doz
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik seviyelerde oldugu
gozlenmistir.

Risperidonun hipotalamik regiilasyon iizerinde etki yaratarak, kilo alimina, glukoz
metabolizmasinda diizensizlige ve dislipidemiye neden oldugu ve hiperprolaktinemiyi
indukleyerek bu mekanizma ile galaktore, jinekomasti, menstriiel anomaliteler, sekstel
disfonksiyon, infertilite ve uzun vadede osteoporoza neden olabilecegi belirtilmistir
(Bishop vd., 2012; Cookson vd., 2012; Correia ve Vicente, 2007; Ronsley vd., 2015).
Hiperprolaktineminin fertilite Gzerine olumsuz etkilerini birincil olarak testosteron
supresyonu araciligiyla gerceklestigi diisiiniilmektedir. Prolaktinin ayrica testosteron
seviyelerindeki kompensatuar artis ile iligkili bulunmasi, FSH’1n bu etkiler iizerindeki
belirgin roll Uzerindeki odagr arttirmis, orta derecede hiperprolaktineminin neden oldugu
infertil etkiler ise FSH eksiklikleriyle iliskilendirilmistir (Gill-Sharma vd., 2003). En
yiksek doz grubu olan RIS-3 grubunda anlamli olarak azalan FSH ve testosteron
seviyelerine risperidonun aracilik ettigi belirtilen prolaktin seviyelerindeki artis ve HHG
aksindaki bozulmanin sebep oldugu soylenebilir. Calismamizda risperidon uygulamasi
sonucu olusan Leydig hiicrelerinde olusan vakuolizasyon, deformasyon ve hipertrofiyi de
azalan testosteron ile iligkilendirmek miimkiindiir. Roke vd., (2012)’nin yaptigi
caligmada antipsikotikler ile indiiklenen hiperprolaktinemili erkek ¢cocuklarda testosteron
seviyesinde anlamli azalma gézlenmistir. Bazi ¢alismalar ise testikiiler testosteron

tretiminin akut olarak azalmasinmi ayrica oksidatif stres ve testiste apoptoz artisi ile
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iliskilendirilmistir (Turner ve Lysiak, 2008). Bu tez ¢alismasinda da azalan testosteron
seviyelerine artan oksidatif stres eslik etmektedir.

Leydig hiicreleri siiregen LH uyarimina karsilik testosteron iiretimini stimiile
etmektedir fakat testosteron seviyeleri yalnizca Leydig hiicre fonksiyonuna degil bu
hiicrelerin bulundugu mikrogevredeki iletisimine de baghdir. Yine LH seviyelerinin de
testosteron seviyelerinin azalmasina eslik etmedigi c¢alismalarla gosterilmis ve bu
durumun Leydig hucrelerinin disfonksiyonu ve HHG aksmin fonsiyonel bozulmalarina
bagli olarak olusabildigi belirtilmistir (Karkoulias vd., 2008; Ribeiro ve Abucham, 2011,
Midzak vd., 2009). Ayrica testosteron azalmasinin LH seviyelerine yansimamasinin,
LH’1n pulsatilitesinin veya testosteron androjen sentezinin uygulanan ilaglar tarafindan
inhibe edilmesine baglanabilecegi gosterilmistir (Ribeiro ve Abucham, 2011). Ayrica LH
ve testosteron arasinda tam bir korelasyon saptanamayisinin giin i¢indeki salim
paternlerinden kaynakli 6l¢lim sapmalarindan da kaynaklanmis olabilecegi diistiniilebilir
(Bergendahl vd., 1996). Bizim ¢alismamizda da Leydig hiicre dejenerasyonu ve HHG
aksmin bozulmasi gibi bulgulara testosteron ve FSH seviyelerinin azalmasi gibi dnemli
gostergeler eslik etmektedir. Sonug olarak, risperidon ile indiklenen reproduktif
toksisitenin reprodiiktif sistem hormonlarin regiilasyonunun bozulmasi ile de

karakterize oldugunu sdylemek miimkiindiir.

Tablo 5.3. Gruplara ait serum hormon seviyeleri. K: Kontrol grubu; RIS-1,25: 1,25 mg/kg risperidon
uygulanan siganlar;, RIS-2,5: 2,5 mg/kg risperidon uygulanan siganlar;, RIS-3: 3 mg/kg
risperidon uygulanan si¢anlar. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir. (*)

Kontrolden farkly (p <0.05), (+) RIS-1,25den farkii (p < 0.05).

Deney FSH LH Testosteron
gruplari (1U/L) (m1U/ml) (pg/ml)
K 25,56 16,39 656,51
+1,25 +0,84 +91,20
24,39 15,43 645,43
RIS-1,25 +1,24 +1.79 149,52
23,17 14,99 518,29
RIS-25 £2.79 +1.83 115,28
RIS-3 22,20 14,57 462,89
+1,73 (%) +1,35 +49,38 (*,+)
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5.5. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Reaktif oksijen tiirlerinin, zayif sperm fonksiyonunun etiyolojisinde dnemli bir role
sahip olabilecegi diisiiniilmiistiir (Dobrakowski vd., 2016).

Calismamizda testis dokusundan elde edilen SOD, KAT, GSH ve MDA degerleri
Tablo 5.4’te gosterilmistir. Elde edilen verilere gore deney gruplar1 Katalaz ve SOD
seviyeleri acisindan degerlendirildiginde anlamli farklilik gézlenmemistir. Veriler MDA
seviyeleri agisindan degerlendirildiginde ise RIS-3 grubuna ait MDA seviyesinin kontrol
grubuna gore ve en diisiik doz grubuna (RIS-1.25) gore istatistiksel olarak anlamli
derecede daha yuksek oldugu gozlenmistir. GSH seviyeleri agisindan gruplar
karsilastirildiginda ise RIS-3 grubuna ait veriler, GSH dizeyinin kontrol grubuna gore

istatistiksel agidan anlamli derecede azaldigini1 géstermistir.

Tablo 5.4. Gruplara ait SOD, KAT, GSH ve MDA seviyeleri. K: Kontrol grubu; RIS-1,25: 1,25 mg/kg
risperidon uygulanan sicanlar; RIS-2,5: 2,5 mg/kg risperidon uygulanan sicanlar; RIS-3: 3
mg/kg risperidon uygulanan sicanlar. Sonuglar ortalama =+ standart hata olarak verilmigtir.

(*) Kontrolden farkii (p < 0.05); (+) RIS-1,25 den farkli (p < 0.05).

Deney KAT GSH MDA SOD
gruplar: (ng/ml) (UM) (mcg/ml) (ng/ml)
K 123,64 476,26 8,28 31,80
+9,64 +63,52 +0,70 +1,56

112.08 462,74 8,31 30,88

RIS-1.25 +15.71 +69,15 +1.76 +6.35
RIS.2.5 117,62 427,19 11,20 30,39
’ +10,74 +66,74 +1,89 +2,51
109,46 401,01 10,88 31,62

RIS-3 +25 23 +12,51 (¥) +0,6 (*, +) +4,27

Reaktif oksijen tiirlerinin spermatozoa hasarmi indiikledigi ve sperm membran
lipidlerine oksidatif saldirida bulundugu gésterilmistir. Insan spermatozoasi coklu
doymamis yag asitlerince zengindir ve az sayida sitoplazmik savunma enzimi icerdigi
bilinmektedir. Bu yuzden de oksidatif lipid hasarina olduk¢a hassastir. Lipid
peroksidasyonunun, membran fonksiyon ve biitiinliilinde azalma, hasarli sperm
motilitesi ve sperm apoptozunun indiiksiyonu ile iliskilendirildigi ¢alismalar mevcuttur
(Atig vd., 2012; Bansal ve Bilaspuri, 2011). Seminal plasma ornekleri ile yapilan bir
caligmada ise MDA seviyeleriyle sperm sayisi ve konsantrasyonu arasinda negatif

korelasyon gézlenmistir (Zelen vd., 2010).
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Glutatyon duizeylerinde azalma ila¢ detoksifikasyonu, hiicreigi peroksitlerin veya
serbest radikallerin yikimi gibi birgok dnemli biyolojik siirecte kritik rol oynamakta ve
hlcresel oksidasyon-rediiksiyon durumunun diizenlenmesi i¢in 6nemli sayilmaktadir. Bu
yuzden hicresel seviyelerindeki azalma oksidatif stres belirteci  olarak
degerlendirilmektedir (Atessahin vd., 2006). Yapilan ¢esitli ¢aligmalarda da c¢esitli
ajanlarin testosteronun azalmasma eslik eden histopatolojik bulgular ile GSH
seviyelerinde azalma ve MDA seviyelerinde artisin karakterize ettigi erkek kaynakli
reproduktif toksisiteden s6z edilmistir (Rungsung vd., 2016; Nasr, 2017). Calismamizdan
elde edilen verilere gore risperidon GSH seviyelerinin azalmasina ve MDA seviyelerinin
artmasina yol acgarak oksidatif stresi testis dokusunda indiiklemistir. Bu noktadan
hareketle risperidon ile gozlenen semen kalitesindeki azalmayir ve histopatolojik

degisimleri oksidatif stres ile iliskilendirmek miimkiindjir.
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6. SONUC VE ONERILER

Eksojen bilesenlerin erkek fertilitesi Uzerine etkileri son zamanlarda dikkat ¢eken
bir konu haline gelmistir. flaglarin da aralarinda bulundugu bu eksojen ajanlar, seksiiel
disfonksiyona, endokrin sistem dengesinde bozulmalara, semen kalitesinin kotiillesmesine
ve spermde DNA hasarina yol acabilmektedir. Risperidon gibi, sizofreni, bipolar
bozukluk, epilepsi gibi hastaliklarin tedavisinde uzun siireli kullanim gerektiren ve
kullanim siiresi boyunca ndroendokrin yan etkiler de dahil olmak iizere birgok yan etkinin
farmakolojik etkilere eslik ettigi ilaglarin bu anlamda ayr1 bir 6neme sahip oldugu
soylenebilir. Calismamizda risperidonun erkek tireme sistemi iizerindeki olumsuz
etkilerini arastirmak amactyla Onemli parametreler olan testisteki histopatolojik
Ozellikler, spermatojenezde 6nemli rol oynayan hormonlarin seviyeleri, semen kalitesine
ait parametreler ve oksidatif stres parametrelerine ait bulgular elde edilmis ve elde edilen
sonuclar arasindaki iligkiler yorumlanmistir.Calismamizdan elde edilen bulgulara gore
risperidonun FSH ve Testosteron seviyelerinde azalmaya, testis dokusunda histopatolojik
bozulmalara, sperm morfolojisinde ve konsantrasyonunda kotiilesmeye yol actigini ve bu
patolojik sonuglarin ortaya ¢ikmasina oksidatif stres mekanizmalarimi ve HHG ekseninde
bozulmalari indiikleyerek neden olabilecegini sdylemek mumkindir. Ancak sizofreni
tedavisinin uzun siireli ilag kullanimi gerektiren bir hastalik olmasi; 6zellikle hormonal
etkilerin ortaya c¢ikmasinda geri besleme mekanizmalarinin 6nem arz etmesi ve
bireyleraras1 genetik risk faktorlerinin degiskenlik gostermesi gibi diger faktorlerin
degerlendirilmesi ve ¢alismamizdan elde edilen bulgularin bireylerin fertilitesini klinik
anlamda nasil etkileyebilecegini gorebilmek agisindan insanlarin dahil oldugu
caligmalardan veriler elde edilmesi ilerleyen donemde Onem tasimaktadir. Ayrica
risperidon ile tedavi edilen ¢ocuk sahibi olmaya ¢alisan bireylerin olusabilecek potansiyel
riskler hakkinda bilgilendirilmesi, reproduktif advers etkilerin baglica prolaktin artis1 ile
iligskilendiriliyor olmasi nedeniyle basta prolaktin olmak {izere hormon seviyelerinin

belirli araliklarla 6l¢tilmesi onerilebilir.
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