ZONiISAMIDIN REPRODUKTIF TOKSISITESININ
ERKEK SICANLARDA DEGERLENDIRILMESi
Yiiksek Lisans Tezi

Abdullah Burak KARADUMAN
Eskisehir 2018



ZONISAMIDIN REPRODUKTIF TOKSISITESININ ERKEK SICANLARDA
DEGERLENDIRILMESI

Abdullah Burak KARADUMAN

YUKSEK LISANS TEZI
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali
Danisman: Dog¢. Dr. Sinem ILGIN

Eskisehir
Anadolu Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii

Agustos 2018



JURI VE ENSTITU ONAYI1

Abdullah Burak KARADUMAN’mmn “ZONISAMIDIN REPRODUKTIF
TOKSISITESININ ERKEK SICANLARDA DEGERLENDIRILMESI” baglikl tezi
09/08/2018 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan degerlendirilerek “Anadolu Universitesi

Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeligi”nin ilgili maddeleri uyarinca,

Farmasétik Toksikoloji Anabilim Yiiksek Lisans Yeterlik Tezi olarak kabul edilmistir.

Uye : Dog. Dr. Biilent ERGUN.................. ML A=2
Uye : Dog. Dr. Gozde GIRGIN........coccoveni, M

Unvani-Adi Sovadi Imza
Uye (Tez Danismani) : Dog¢. Dr. Sinem ILGIN................. %%“_‘\

'\
N ";:. .
Tt My W i
e i YT,
\\ o rasait S

Prof, Dr. Nalan GURD

Enstiti Mudiiri




OZET

ZONISAMIDIN REPRODUKTIF TOKSISITESININ ERKEK SICANLARDA
DEGERLENDIRILMESI

Abdullah Burak KARADUMAN
Farmasoétik Toksikoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Agustos 2018
Danigsman: Dog. Dr. Sinem ILGIN

Epilepsi tedavisinde siklikla regete edilen antiepileptik ilag olarak zonisamidin
(ZNS) erkeklerde seksiiel fonksiyon bozukluklarina neden oldugu rapor edilmekle
birlikte erkek reprodiiktif sistem iizerine toksik etkilerinin degerlendirildigi az sayida
calisma bulunmaktadir. Bu dogrultuda tez calismasi kapsaminda siganlara 25, 50 ve 100
mg/kg/giin ZNS’nin tekrarlayan dozlarda 28 giin siireyle oral olarak uygulanmasiyla
ajanin reprodiiktif toksik etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda siganlarda sperm konsantrasyonu, motilitesi, morfolojisi ve DNA hasari
belirlenmis ve testisler histolojik olarak incelenmistir. Ayrica folikiil stimiile edici
hormon (FSH), luteinlestirici hormon (LH) ve testosteron seviyeleri gibi reprodiiktif
fonksiyonlarin regiilasyonunda rol oynayan hormonlar ile reprodiiktif patolojilerde rol
oynayan oksidatif stresin biyogostergeleri olarak testis dokusunda glutatyon (GSH),
katalaz (KAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve MDA seviyeleri belirlenmistir.

Sonuglara gore kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 50 ve 100 mg/kg ZNS
uygulanan gruplarda sperm konsantrasyonu, motilitesi ve normal sperm morfolojisinde
azalma ve testikiiler dokuda patolojik bulgular tespit edilmistir. 50 ve 100 mg/kg ZNS
uygulanan grupta kontrol grubuna gore serum LH ve testosteron seviyelerinin azaldigi
belirlenmistir. Ayrica 50 ve 100 mg/kg ZNS uygulanan gruplarda testis KAT seviyeleri
azalirken MDA seviyelerinin artmasi testis dokusunda ZNS ile indiiklenen oksidatif
stresin bulgular1 olarak degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak, tekrarlayan farmakolojik
dozlarda ZNS uygulamasi ile siganlarda reprodiiktif toksik etkilerin indiiklendigi ve
gbzlenen bu patolojiye hormon seviyesindeki degisikliklerin ve testikiiler oksidatif stresin
eslik ettigi tespit edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Zonisamid, Sperm parametreleri, Testikiiler histoloji,

Reprodiiktif hormon seviyeleri, Oksidatif stres



ABSTRACT

EVALUATION OF ZONISAMIDE-INDUCED REPRODUCTIVE TOXICITY IN
MALE RATS

Abdullah Burak KARADUMAN
Department of Pharmaceutical Toxicology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, August 2018
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sinem ILGIN

Although there are reports that Zonisamide (ZNS), a frequently prescribed
antiepileptic drug in the treatment of epilepsy, cause sexual dysfunction in men, there are
limited number of studies investigating its reproductive toxicity. In the scope of this thesis
study, it was aimed to assess the reproductive toxicity of the repeated oral administration
of ZNS (25, 50 and 100 mg/kg/day for 28 days) in rats. For this purpose, sperm
concentration, motility, morphology and DNA damage were determined in rats and testis
were examined histopathologically. In addition, hormones that play a role in the
regulation of reproductive functions, such as follicle-stimulating hormone (FSH),
luteinizing hormone (LH), testosterone levels were determined and oxidative stress
biomarkers that play a role in the reproductive pathologies such as glutathione (GSH),
catalase (KAT), superoxide dismutase (SOD) and MDA levels were determined.

According to the results, sperm concentration, motility and normal sperm
morphology were decreased in 50 and 100 mg/kg ZNS-administered groups when
compared with control group and pathological findings were determined in the testis
tissues. Serum LH and testosterone levels were decreased in 50 and 100 mg/kg ZNS-
administered groups when compared with control group. In addition, the decreases of
testis KAT levels and the increases of MDA levels in 50 and 100 mg/kg ZNS-
administered were evaluated as ZNS-induced oxidative stress findings in the testis tissue.
In conclusion, it was determined that reproductive toxic effects were induced in rats by
the administration of ZNS in repeated pharmacological doses and ZNS-induced
pathology was accompanied by the changes of hormone levels and testicular oxidative
stress.

Keywords: Zonisamide, Sperm parameters, Testicular histology, Reproductive hormone

levels, Oxidative stress.
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1. GIRIS VE AMAC

[laclarin tedavide kullanildiklar etkilerine sekonder olarak farkli sistemler iizerinde
indiikledikleri advers etkilerin belirlenmesi, ilag giivenilirligi agisindan biiyiikk 6nem
tasimaktadir [1]. Ozellikle tekrarlayan dozlarda maruz kalman ilaglarm organ/sistem
diizeyinde kiimiilatif etkilerinin degerlendirilmesi toksikolojik c¢alismalarda énemli bir
arastirma alani olarak kabul edilmektedir [2]. Yapilan arastirmalar 6zellikle son 60 yilda
erkek sperm kalitesinin azaldigina dikkat ¢ekmektedir [3]. Bu siiregte maruz kalinan
kimyasal madde ¢esitliliginin ve yiikiiniin arttig1 6nemli bir gergektir. Dolayisiyla maruz
kalinan ilaclar dahil pek ¢ok kimyasal maddenin erkeklerde reprodiiktif toksik etkilere
neden olmas1 kagmilmaz bir sonug olarak kabul edilmektedir [4]. Ozellikle tekrarlayan
dozlarda kullanilan ilaglar direkt olarak gonadlari ya da indirekt olarak hipotalamik-
hipofizeal-gonadal (HHG) aksi etkileyerek reprodiiktif toksik etkilere neden
olabilmektedir [5].

Epilepsi, ndbetlere veya alisilmadik davranislara, duyulara ve bazen biling kaybina
neden olan beynin anormal elektriksel aktivitesi ile karakterize ndrolojik bir hastaliktir
[6, 7]. Diinya genelinde 70 milyondan fazla insani1 etkileyen olduk¢a yaygin bir nérolojik
bozukluktur [8]. Epilepsi tamamen tedavi edilebilen bir hastalik degildir, ancak beynin
anormal elektriksel aktivitesi ilaglarla ve diger stratejilerle yonetilebilmektedir [7].
Felbamat, gabapentin, lamotrijin, levetirasetam, okskarbamazepin, pregabalin, tiagabin,
topiramat ve ZNS gibi yeni nesil antiepileptik ilaglar karbamazepin, klonazepam,
etosliksimid, fenobarbital, fenitoin, pirimidon, valproik asit gibi geleneksel ilaclara
benzer etkinlik profili ile birlikte daha giivenilir olmalar1 nedeniyle epilepsi tedavisinde
tstiinlik saglamaktadir [9, 10]. Yaygin goriilen norolojik bir hastalik olan epilepsi ve
reprodiiktif sistem arasinda etkilesim oldugu ifade edilmektedir. Libidonun azalmasi ve
erektil disfonksiyon gibi seksiiel fonksiyon bozukluklar1 erkek hastalarda siklikla
meydana gelmektedir [11, 12]. Seksiiel disfonksiyonun patogenezi hastaligin altinda
yatan patolojik lezyon ile temporal lob fonksiyonunun degismesi, temporal limbik
yapilarin iktal veya interiktal desarjlarla degismesi ve noroendokrin degisiklikler ile
iliskilendirilmistir [13, 14]. Hastalarda meydana gelen hipogonadotropik hipogonadizm,
hipergonadotropik hipogonadizm ve hiperprolaktinemi gibi endokrin bozukluklar da
seksiiel disfonksiyona neden olmaktadir [11, 15]. Tiim bunlara ek olarak epilepsili
erkeklerde sperm sayisinin ve normal sperm morfolojisinin azaldigi tespit edilmistir.

Hastalar fertil olarak degerlendirilse de epilepsili erkeklerde infertilite vakalarinin arttigi
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da bildirilmektedir [16-18]. Tedavide kullanilan ilaglar da hormonal regiilasyonu
etkilemekte ve seksiiel disfonksiyona neden olmaktadir [11, 12, 16, 18].

ZNS, parsiyal ve jeneralize nobetlerin kontroliinde siklikla kullanilan yeni nesil
antiepileptik bir ilagtir [19, 20]. Santral sinir sisteminde sodyum ve T-tipi kalsiyum
kanallarini bloke ederek antiepileptik aktivite gostermektedir [21]. ZNS tedavisinin erkek
hastalarda reversibl erektil disfonksiyona ve libidonun azalmasina neden oldugu
bildirilmistir [22-24]. Ayrica ZNS’in erkek reprodiiktif sistemi lizerine advers etkilerinin
incelendigi calismada erkek sicanlarda serum testosteron, folikiil stimiile edici hormon
(FSH) ve luteinlestirici hormon (LH) seviyelerinin azaldigi, spermde morfolojik
anomalilerin ve deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarinin indiiklendigi gosterilmistir [25].
Diger bir ¢aligmada ise ZNS yiiksek dozlarda serum testosteron seviyelerini azaltirken,
serum FSH ve LH konsantrasyonlarini arttirmus, histolojik kesitlerde seminifer tiibiillerde
spermatogenik hiicre sayilarini azalttig1 gozlenmistir [26].

ZNS’in erkek reprodiiktif sistem fonksiyonlar {izerine etkilerinin arastirildig1 az
sayida c¢alisma bulunmakla birlikte, tekrarlayan farmakolojik dozlarda deney
hayvanlarmma uygulanmasinin sperm parametreleri ve testikiiler morfoloji iizerine
etkilerinin ve hem spermatogenez hem de testikiiler patolojilerde rol oynayan hormon
seviyeleri ve oksidatif durum tizerine etkilerinin bir biitiin olarak arastirildigi herhangi bir
calisma bulunmamaktadir. Ayrica reprodiiktif yaslar da dahil yasam boyu devam eden bir
hastalik olarak epilepsinin reprodiiktif fonksiyon bozukluklarini indiikleyebilmesi
tedavide kullanilan ilaglarin reprodiiktif toksik etkilerinin tantimlanmasini daha da gerekli
kilmaktadir. Bu dogrultuda tez galismasi kapsaminda ZNS’in tekrarlayan dozlarda
siganlara uygulanmasi ile sperm konsantrasyonunun, motilitesinin, morfolojisinin, DNA
hasarinin belirlenmesiyle ve testikiiler yapmin histolojik olarak degerlendirilmesiyle
ajanin erkek reprodiiktif sistemi iizerine olas1 toksik etkilerinin arastirilmasi
amaclanmistir. Ayrica olast patolojide reprodiiktif fonksiyonlarin regiilasyonunda rol
oynayan hormonlar olarak serum testosteron, FSH ve LH seviyelerinin belirlenmesi;
reprodiiktif patolojilerde rol oynayan oksidatif durumun gostergeleri olarak testis
dokusunda glutatyon (GSH), katalaz (KAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve

malondialdehit (MDA) seviyelerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK BILGISI
2.1. Epilepsi Ile ilgili Genel Bilgiler

Beynin belirli bir bolgesinde anormal elektriksel desarjlar sonucu epileptik
nobetlerle karakterize bir hastalik olan epilepsi, hastalarda sosyal ve davranigsal
olumsuzluklara neden olabilmekte ve her yasta ortaya g¢ikabilmektedir [27]. Epilepsi
etiyolojik olarak idiyopatik; kafa travmasi, beyin kanamasi gibi bilinen bir nedenle iligkili
semptomatik ya da goriintiilenebilen bir lezyonla iliskili kriptojenik epilepsi olarak
smiflandirilmaktadir [28]. Diinya genelinde 70 milyondan fazla epilepsi hastasinin
bulundugu ifade edilmektedir. Ayrica, her yil yaklasik olarak 2,4 milyon kisiye epilepsi
teshisi konuldugu tahmin edilmektedir [29-32].

Epileptik nobetleri, beynin bir boliimiinde olusan ve klinik bulgularinin bu bolgeye
bagli oldugu parsiyel nobetler, ndbetin beynin tamamina yayildig1 jeneralize ndbetler ve
sebebi bilinmeyen epileptik spazmlar olarak siniflandirmak miimkiindiir. Parsiyel
ndbetler basit parsiyel ndbetler, kompleks parsiyel ndbetler, sekonder jeneralize nobete
doniisen parsiyel ndbetler; jeneralize nobetler ise absans ndbetler, miyoklonik nébetler,
klonik nobetler, tonik nobetler, tonik-klonik ndbetler, atonik nobetler olmak {izere
gruplandirilmaktadir [33-35].

Epilepsinin patofizyolojisini tek bir mekanizma ile agiklamak c¢ok miimkiin
degildir. Santral sinir sisteminde eksitatdr ve inhibitér norotransmisyon arasindaki
dengenin  eksitatdr ndrotansmisyon lehine bozulmasi temel patofizyolojiyi
olusturmaktadir [36]. Gaberjik noérotransmisyon santral sinir sisteminde eksitasyon-
inhibisyon arasindaki dengenin devamliligini saglamaktadir [37]. Bu ndrotransmisyon
diizeyinde meydana gelen hasar epileptik nobetler i¢in 6nciil olarak kabul edilmektedir
[38]. Eksitator-inhibitdr norotransmisyondaki dengenin asirt glutamaterjik aktivite ile
bozulmasmin da epileptik ndbetlere neden oldugu bilinmektedir [39]. Ayrica voltaj-
bagimli sodyum kanallarinin ve T-tipi kalsiyum kanallarinin fonksiyon ve
ekpresyonundaki bozukluklarin da epilepsi patogenezinde rol oynadigi ifade edilmektedir
[40, 41].

2.2. Epilepsi Tedavisi
Epilepsi tedavisinde ilk secenek olarak antiepileptik ilaglar (AEI’ler)

kullanilmaktadur. ilag tedavisinin yan1 sira epileptik odagin baglantisinin kesilmesi veya

o bolgenin ¢ikarilmasi ya da kafa i¢ine kiiciik elektrotlarin yerlestirilmesi seklindeki
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cerrahi girisimler de tedaviye eklenebilmektedir. Hastalarda ndbetlerin kontrol altina
alinmasinda ketojenik diyet de dnemli bir se¢enek olarak kabul edilmektedir [42-45].

AET’ler birinci, ikinci ve iigiincii jenerasyon olarak siniflandirilmaktadir. Fenitoin,
fenobarbital, karbamazepin, primidon, valproik asit, etosuksimid ve benzodiazepinler
gibi birinci kusak AEI’lerin 20 y1l kadar epilepsi tedavisinde kullanilmalarinin yaninda
tedavideki etkinliklerinin limitli olmasi, siklikla ciddi advers etkilere neden olmalar1 ve
ilaglar ile etkilesimleri yeni nesil AEI’lerin arastirilmasia/gelistirilmesine temel
olusturmustur. Epilepsi tedavisindeki etkinlikleri ve hastalar tarafindan tolere
edilebilirlikleri agisindan birinci kusak AEI’lere iistiinliik saglayan felbamat, gabapentin,
lamotrijin, levetirasetam, okskarbazepin, pregabalin, rufinamit, stiripentol, tiagabin,
topiramat, vigabatrin ve ZNS gibi ikinci jenerasyon AEI’ler 90’11 yillardan sonra piyasaya
stiriilmiis ve kullanimlar1 yillar igerisindeki giderek artmistir. Eslikarbazepin asetat ve
lakosamit gibi iiciincii kusak AEI’ler ise son yillarda epilepsi tedavisindeki yerlerini
almiglardir [46, 47].

Epilepsi hastalarinda etkili nobet kontrolii saglamak i¢in nobet tipine uygun AEI
secimi Oonem tasimaktadir. Epilepsi tedavisinde “altin standart” olarak kabul edilen
monoterapi ile hastalarin yaklasik %70'inde yeterli tedavi saglanmaktadir [48]. Diger
taraftan monoterapi ile hastalarda ndbetlerin kontrol altina alinamamast ¢oklu ilag
tedavisini zorunlu kilmaktadir [49, 50]. Politerapide ise ndbetlerin kontroliinde basari

saglanirken ilag advers etkileri riski artmaktadir [51, 52].

2.2.1. Antiepileptik ilaclarin etki mekanizmalari

AEl’ler santral sinir sisteminde esas inhibitér ndrotransmitter olan gama-
aminobutirik asitin (GABA) noronal ve glial geri alimin1 inhibe ederek ve néronal GABA
metabolizasyonundan sorumlu GABA-aminotransferazi inhibe ederek GABA’nin
sinaptik kavsakta seviyelerini arttirarak, noronlarda GABAA reseptorii aracilikli gaberjik
transmisyonu giiglendirerek, voltaj-bagimli sodyum kanallarim1 ve/veya kalsiyum
kanallarim1 bloke ederek ve glutamaterjik aktiviteyi azaltarak antiepileptik aktivite
gostermektedir [53, 54].

Siklikla kullanilan birinci jenerasyon AEQ’lerden fenitoin ve karbamazepin voltaj-
bagimli sodyum kanallarini bloke ederek, valproik asit voltaj-bagimli sodyum ve T-tipi
kalsiyum kanallarin1 bloke ederek ve gaberjik transmisyonu gii¢lendirerek, etosiiksimid

T-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke ederek, barbitiirat ve benzodiaepinler GABA A reseptor
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aktivasyonu ile gaberjik transmisyonu giiclendirerek antiepileptik  aktivite
gostermektedir. Siklikla kullamlan ikinci jenerasyon AEI’lerden vigabatrin GABA-
transaminaz inhibisyonu ile gaberjik transmisyonu gii¢lendirerek, lamotrigin voltaj-
bagimli sodyum kanallarin1 bloke ederek, gabapentin voltaj-bagimli sodyum kanallarini
bloke ederek ve glial-néronal GABA seviyelerini arttirarak, felbamat voltaj-bagimli
sodyum kanallarin1 bloke etmenin yaninda glutamat N-metil-D-aspartat (NMDA)
reseptOr aktivitesini regiile ederek ve noronal klor iyon influksunu arttirarak, ZNS voltaj-
bagimli sodyum ve T-tipi kalsiyum kanallarin1 bloke ederek antiepileptik aktivite
gostermektedir [55, 56].

AEl’lerin tedavideki etkinliklerinin ve olast advers etki profillerinin
belirlenmesinde var olan gii¢liigii bu ilaclarin birden fazla etki mekanizmasina sahip

olmasiyla iligskilendirmek miimkiindiir [35, 57].

2.2.2. Antiepileptik ilaclarin advers etkileri

AEl’ler hastalarca tolere edilebilirlikleri agisindan birbirinden farklilik
gostermektedir. Gastrointestinal semptomlar, bulanik gérme, diplopi, vertigo, bas agrisi,
yorgunluk, hiponatremi, ataksi, tremor, kognitif fonksiyon bozuklugu, anormal ruh hali,
davranis bozukluklar gibi advers etkiler AEI kullanan hastalarda siklikla meydana gelen
doz-bagimli advers reaksiyonlar olarak ifade edilmektedir. Aplastik anemi, glokom,
karaciger toksisitesi, deri dokiintiisii gibi idiyosenkratik reaksiyonlar daha nadir olarak
hastalarda meydana gelen advers etkiler olarak kabul edilmektedir. Ayrica hastalarda
uzun siireli AEI kullanimu ile iligkili olarak bag dokusu hastaliklari, endokrin sistem
bozukluklari, diseti hiperplazisi, sa¢ kaybi, hirsutizm, gérme alani kaybu, kilo alma/kayb1
gibi advers etkiler de gozlenebilmektedir [53, 58].

Karbamazepin, fenitoin ve fenobarbital gibi karaciger enzim indiikleyici AEI’lerin
kullanimiin serum seks hormonu baglayict globulin (SHBG) konsantrasyonunu
arttirdig1 bu yolla da testosteronun biyolojik aktivitesini azalttig1 buna bagl olarak erkek
hastalarda sperm sayisini, motilitesini ve normal sperm morfolojisini azalttig
gosterilmistir [59]. Ayrica bu ilaglarin testosteron seviyelerini azaltarak reprodiiktif
sistemin erken yaslanmasina neden oldugu ifade edilmektedir [60]. Valproik asit
tedavisinin erkek hastalarda testikiiler dokuda atrofiye sebep oldugu [59], spermatogenezi

azalttig1 [61] ve gonadotropin saliverici hormon (GnRH) saliverilmesini azalttigi [62]



gosterilmistir. Karbamazepin ile tedavinin erkek hastalarda testosteron yikimini arttirarak
plazma seviyelerini azalttig1 [63] ve sperm motilitesini azalttig1 gosterilmistir [64].
Ayrica, AEDl’ler biyotransformasyondan sorumlu enzim diizeylerinde
indiikleyici/inhibitor etkileri nedeniyle siklikla ilag-ilag etkilesimlerine neden olmaktadir.
Fenobarbital, fenitoin, karbamazepin ve valproik asit gibi birinci jenerasyon AEI’ler,
biyotransformasyondan sorumlu enzimlerin sentezini indiiklemekte veya inhibe
etmektedir. Enzim diizeyinde meydana gelen bu degisimler bu ilaclar ile birlikte
uygulanan farmakolojik tedavilerin etkinliklerini arttirabilmekte veya azaltabilmektedir.
Bunun yaninda enzim diizeyindeki bu degisiklikler ilaglar ile indiiklenen advers etkilerin
sikligint ve siddetini de etkileyebilmektedir [65, 66]. Karbamazepin, fenitoin,
fenobarbital, primidon sitokrom P450 ve glukuronil transferaz enzimlerini indiikleyerek,
birlikte kullanildiklar1 valproik asit, tiyagabin, etosiiksimid, lamotrijin, topiramat,
okskarbazepin, ZNS ve felbamat gibi AEl’lerin plazma konsantrasyonlarini
azaltmaktadir. Bu durum epileptik nobetlerin  kontroliinde  basarisizlikla
sonuclanmaktadir. Karaciger enzim inhibitorii olan valproik asit, 6zellikle fenobarbital ve
lamotrijinin  metabolizmasin1  inhibe  ederek, plazma  konsantrasyonlarini
arttirabilmektedir [67, 68]. Yine CYP2C19 enzim inhibitorii okskarbazepin de fenitoin
ve fenobarbitalin plazma konsantrasyonlarini arttirmaktadir. Gii¢lii bir enzim inhibitorii
olan felbamat ise fenitoin, fenobarbital, karbamazepin ve valproik asitin plazma
konsantrasyonlarinda artisga neden olmaktadir [67]. Plazma konsantrasyonlarindaki
artislar bu ilaglar ile indiiklenen advers/toksik etki sikligin1 ve siddetini arttirmaktadir
[67]. Ayrica, enzim indiikleyici AEI’ler otoindiiksiyon ile kendi plazma
konsantrasyonlarmi da azaltmakta, enzim inhibitdrii AEI’ler otoinhibisyon ile kendi

plazma konsantrasyonlarini arttirmaktadir [67, 68].

2.3. Zonisamid ile ilgili Genel Bilgiler

ZNS, ilk olarak 1989 yilinda Japonya’da ve 2005 yilinda Avrupa’da epilepsi
tedavisinde klinik kullanim i¢in onay almis genis spektrumlu antiepileptik bir ilagtir [69,
70]. Kimyasal yap1 ve etki mekanizmas1 agisindan diger AEI’lerden farkli oldugu igin
diger ilaglara direngli epilepsi tedavisinde siklikla tercih edilmektedir [71].

ZNS’in tedavide tablet ve toz formlar1 kullanilmaktadir. Yetiskinlerde ZNS
tedavisinin baslangi¢ dozu 100 mg/giin olarak tavsiye edilmektedir. Gerekli goriildiigii

durumlarda Onerilen maksimum doz ise 600 mg/giin olarak ifade edilmektedir [72].
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Pediyatrik hastalarda ZNS tedavisinin baglangi¢ dozu 2 - 4 mg/kg/giin olarak onerilirken,
maksimum doz ise 12 mg/kg/giin olarak ifade edilmektedir [73].

2.3.1. Farmakodinamik o6zellikleri

ZNS, kimyasal olarak siilfonamid yan zincirine sahip bir benzizoksazol bilesigidir.
ZNS’nin antiepileptik etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte bu ilag ile
noronal anormal desarjlarin baskilanmasinin temelini voltaj bagimli sodyum ve T-tipi
kalsiyum kanallarinin inhibisyonu olusturmaktadir [74]. Ayrica ZNS’nin hipokampiisten
GABA saliverilmesini arttirarak inhibitdr yolaklari aktive etmesi, serotonerjik ve
dopaminerjik sinir iletimini kolaylastirmasi, potasyum aracilikli glutamat saliverilmesini

inhibe etmesi de antiepileptik aktivitesine katki saglamaktadir [75].

2.3.2. Farmakokinetik ozellikleri

ZNS gastrointestinal sistemden degisken, ancak nispeten hizli absorbsiyon oranina
sahip bir ilagtir. Plazma pik konsantrasyonuna 2.8 - 3.9 saatte ulagsmaktadir. Gidalarin
ZNS’nin biyoyararlanimi tizerinde bir etkisi bulunmamaktadir. Dagilim hacmi 1.45 L/kg
olarak ifade edilmektedir. En fazla eritrositlerde konsantre olmakla birlikte tiim kan ve
plazmada bulunmaktadir. Basta albiimin olmak {izere plazma proteinlerine %40-60 gibi
degisen oranlarda baglanmaktadir. Hepatik biyotransformasyonu 2 yolak ile
gerceklesmektedir. Baslica yolak sitokrom P450 izoenzim 3A4 (CYP3A4) ile rediiksiyon
reaksiyonudur. Bu reaksiyon sonrasinda 2-siilfomoilasetilfenol metaboliti olusmaktadir.
Hepatik  biyotransformasyondaki diger yolak ise N-asetiltransferaz ile N-
asetilzonisamid’e asetilasyon reaksiyonudur. ZNS esas olarak idrarla degismeden ve
metabolitlerin glukuronid konjugatlari olarak atilmaktadir. Bu noktada, N-asetiltransferaz
enzimindeki genetik polimorfizmin bireylerdeki ZNS biyotransformasyonundaki
farkliliklarin temelini olusturdugu vurgulanmalidir [76]. Yetiskinlerde plazma yarilanma
omriiniin 50-62 saat arasinda oldugu belirtilmektedir. Kararli ilag konsantrasyonuna
tedavi baglangicindan 2 hafta sonra ulasilmaktadir. Terapdtik indeksi 10-40 ug/ml olarak
ifade edilmektedir [72, 73, 76, 77].

2.3.3. Advers etkileri

ZNS tedavisi hastalar tarafindan iyi tolere edilmekle birlikte, hastalarda
uykusuzluk, bas donmesi, istahsizlik, agirlik kaybi, bas agrisi, ataksi, gastrointestinal

semptomlar, kognitif fonksiyon bozukluklari, deri dokiintiisii’kasint1 gibi advers etkiler
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meydana gelebilmektedir. Bu advers etkiler genellikle tedavi baslangicini takiben
hafif/orta siddette baglamakta ve zamanla azalmaktadir. Bunun yaninda ZNS siilfonamid
tirevi bir ilag oldugu igin siilfonamidlere alerjisi olan hastalarda hipersensitivite
reaksiyonlarmi da indiikleyebilmektedir. Bununla iliskili olarak hastalarda Stevens-

Johnson sendromu ve toksik epidermal nekroz gibi hipersensitivite reaksiyonlar
bildirilmektedir [78].

2.4. Erkek Ureme Sistemi

Memelilerde erkek iireme sistemi karin boslugu disina yerlesmis bir ¢ift testis
(erkek gonadlar1), disar1 akist saglayan kanal sistemleri (efferent kanallar, epididimisler,
duktus deferens ve iiretra), yardimci cinsiyet bezleri (ampulla, seminal vezikiil, prostat ve

balboiiretral bezler), skrotum ve penisten olusmaktadir [79].

2.4.1. Testis

Testisler interstisyel ve tiibiiler alanlardan olusan parenkimal lobiillere
boliinmiistiir. Yapisal ve fonksiyonel boliimii olan seminifer tiibiilller testisin %80 ini
olusturmaktadir. Seminifer tiibiiller icinde farklilasmanin degisik asamalarindaki germ
hiicreleri ve germ hiicrelerini yapisal olarak destekleyen ve besleyen Sertoli hiicreleri
bulunmaktadir [79]. Destek fonksiyonunun yani sira Sertoli hiicreleri spermatogenezi
regiile eden inhibin hormonunu tiretmekte ve salivermektedir [80]. Sertoli hiicreleri bazal
zara baglanarak gelismekte olan germ hiicrelerini sarmaktadir [79]. Bitisik Sertoli
hiicreleri arasindaki siki kavsaklar, kanda ve hiicreler arasi sividaki protein ve diger
biiyiik molekiillerin germ hiicrelerine ulasmasini 6nleyen bir kan-testis bariyeri (KTB)
olusturmaktadir. KTB zararli ksenobiyotiklerin de germ hiicrelerine ulasmasini 6nleyerek
olas1 hasardan hiicreleri korumaktadir. Dolayisiyla KTB’de olusabilecek bozukluklarin
reprodiiktif toksik etkilere neden olmasi kaginilmazdir [80]. Testislerdeki interstisyel
alanda ise testosteron iiretiminden sorumlu Leydig hiicreleri bulunmaktadir. Leydig ve
Sertoli hiicreleri ksenobiyotik biyotransformasyonuna katki saglayan enzimleri de
icermektedir [79]. Kan testislere testikiiler arter ile gelirken, testikiiler ven ile
ayrilmaktadir. Testisler az kanlanan yapilar olarak az oksijenlenmektedir. Bu nedenle
sperm, disi tireme kanalinin hipoksik ortaminda da hayatta kalabilmek ic¢in kendini

onceden kosullayabilecek olagandisi biiylik mitokondriler gelistirmektedir [80].



2.4.2. Kanal sistemleri

Kanal sistemleri her testis i¢in efferent kanal, epididimal kanal ve vas deferensten
olugsmaktadir. Bu sistem spermin ve bazi testikiiler salgilarin testislerden iiretraya gegisini
saglamaktadir [81]. Tirler arasinda farklilik gostermekle birlikte epididimis baslangig,
bas (kaput), viicut (body-korpus) ve kuyruk (kauda) kisimlarindan olusmaktadir.
Epididimis spermlerin tasinmasi ve beslenmesine, hareket ve fertilizasyon yetenegi
kazanmasina, hasarli spermin ortadan kaldirilmasina ve spermin depolanmasina katki
saglamaktadir [82]. Epididimal transit siiresi ¢esitli faktorlere (ejekiilasyon sikligi) gore
degismekle birlikte 7-14 giin arasindadir. Vas deferans ise epididimiste olgunlagmis

spermlerin tiretraya iletimini saglamaktadir [79].

2.4.3. Yardimc cinsiyet bezleri

Memelilerdeki sperm sivisinin bilesimine katkida bulunan bir¢ok yardimci bez
bulunmaktadir. Bu bezler arasinda ampulla, seminal vezikiiller, prostat ve bulboiiretral
bezler sayilmaktadir [83]. Erkeklerde yardimci cinsiyet bezlerinin androjen bagimli
oldugu bilinmektedir. Yardimc1 cinsiyet bezlerinin  agirliklari, testosteron
konsantrasyonunun veya antiandrojen maruziyetinin indirekt gostergesi olarak
kullanilabilmektedir [79]. Erkek iireme sisteminin en O6nemli yardimci cinsiyet bezi
olarak prostat bezinin salgis1 spermin kapasitasyonunu ve akrozom reaksiyonunu regiile
etmektedir. Ayrica, bu salgi disi genital sisteminde bulunan immiin sistem hiicrelerinden
spermleri korumaktadir. Hafif alkali ozellikteki prostat sivist igeriginde prostat asit
fosfataz, prostat spesifik antijen, amilaz, sitrik asit, ¢inko ve plazmin bulunmaktadir.
Ejekiilatin diger bir bileseni olan seminal vezikiil salgist fruktoz, prostaglandinler, amino
asitler, askorbik asit, basit sekerler ve seminal vezikiile 6zgii proteinlerden olugsmaktadir.
Sperm temel enerji kaynagi olarak fruktozu kullanmaktadir. Ejekiilasyon sirasinda
seminal vezikiillerin diiz kasmin kasilmasi sonucu salgi, ejakiilatuar kanal icine
bosalmakta ve spermin iiretra digina atilimini saglamaktadir [84]. Bulboiiretral bez cinsel
uyarilma sirasinda kaygan bir sivi salgilamaktadir [80]. Bu sivinin igeriginde galaktoz,

galaktozamin, galakturonik asit, metilpentoz ve sialik asit bulunmaktadir [84].

2.4.4. Dis genital organlar

Erkek dis genital organlari, penis ve skrotumdan olusmaktadir [79]. Penis pelvik

iretray1 ¢evreleyen erektil dokudan (korpus kavernozum ve korpus spongiyozum)
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olugsmakta ve spermi disi tireme sistemine iletmektedir [85]. Karin boglugunun disinda
testislerin bulundugu skrotum ise testisleri mekanik hasardan korumakla birlikte

termoregiilasyonda rol oynamaktadir [79].

2.4.5. Semen

Siit beyazi, hafif yapiskan semen; testikiiler sivilar ve yardimci cinsiyet bezleri
salgilarindan olusan bir karigimdir. Bu sivi sperm i¢in taginma ortami olusturmakla
birlikte; besin ve spermi koruyan, aktive eden, hareketini kolaylagtiran bazi kimyasallar
icermektedir. Semen hafif alkali (pH 7,2-8,0) 6zelligi ile pH 6’nin altinda hareketsiz olan
spermleri, sperm i¢in zararli olan iiretrada kalan idrardan ve disi iireme sisteminin
asiditesinden korumaktadir. Her ejekiilasyonda erkek iireme sisteminden ¢ikan semen
miktar1 2-5 ml kadardir ve her mililitresi yaklasik olarak 20 ile 150 milyon sperm
icermektedir [85].

2.4.6. Spermatogenez

Spermatogenez seminifer tiibiillerde 6n hipofizden saliverilen gonadotropik
hormonlarin uyarisi ile baslayan, diploid (2n) kromozomlu spermatogoniadan haploid (n)
kromozomlu sperm (gamet, spermatazoa) olusmasina kadar gecen bir dizi siire¢ olarak
tanimlanmaktadir. Insanlarda spermatogenezin 65-75 giin siirdiigii bilinmektedir [86]. Bir
erkekte ortalama 14 yaslarinda baslamakta ve omriiniin sonuna kadar azalarak devam
etmektedir. Yetigkin bir erkek ortalama her giin 400 milyon sperm tiretmektedir [85].

Seminifer tiibiillerin epitel dokusunun bazal laminasinda KTB’nin disinda bulunan
spermatogonialar mitozla ikiye boliinmekte ve kardes tip A ile tip B hiicrelerini
olusturmaktadir. Tip A hiicresi KTB disinda bazal laminada kalarak béliinen hiicre
havuzunu olustururken, tip B hiicresi tiibiil liimenine yaklasarak KTB’yi ge¢cmekte ve
primer spermatosit olarak adlandirilan daha biiyilk ve farklilasmis hiicreyi
olusturmaktadir. Bu siireci takiben primer spermatosit mayoz 1 sonucunda haploid (n)
kromozomlu 2 adet sekonder spermatositi olugturmaktadir. Mayoz 1’1 takiben meydana
gelen mayoz 2 ile her kromozomda iki kromatit bulunduran sekonder spermatosit, her
kromozomda bir kromatit bulunduran spermatit adi verilen 2 kardes hiicre
olusturmaktadir. Sonug olarak bir adet 46 kromozomlu primer spermatositten 4 adet 23
kromozomlu spermatitler bu siire¢ sonunda olugsmaktadir. Bu asamada olusan haploid (n)

kromozomlu spermatitlerin hareket yetenegi bulunmamaktadir [85]. Akrozom
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olusumunu, nukleus yogunlagsmasini ve uzamasini, flagellum gelismesini ve
sitoplazmanin ¢ogunun kaybolmasini igeren bir seri olaylar dizisi olarak tanimlanan

spermiyogenez asamasi sonunda spermler olusmaktadir [86].

2.4.6.1. Spermatogenezin hormonal regiilasyonu

Hipotalamustan saliverilen GnRH, hipofizer portal sistem araciligiyla 6n hipofize
ulagsmakta ve 6n hipofizden FSH ve LH saliverilmesine neden olmaktadir. FSH, Sertoli
hiicrelerinden androjen baglayici protein (ABP) saliverilmesini uyararak spermatogenezi
indirekt olarak baslatmaktadir. ABP, testosteron konsantrasyonunun spermatogenik
hiicrelerin cevresinde yiiksek olmasini saglayarak spermatogenezi uyarmaktadir. On
hipofizden saliverilen LH ise seminifer tiibiilleri gevreleyen bag dokusundaki interstisyel
alandaki Leydig hiicrelerine baglanarak bu hiicrelerden esas olarak testosteron
saliverilmesine aracilik etmektedir. Lokal olarak artan testosteron seviyesi
spermatogenez i¢in nihai baslatici gérevi gérmektedir [85].

Kan dolagimina ulasan testosteron diger viicut bolgelerinde cinsel organlarin
olgunlagsmasina, sekonder cinsel karakterlerin gelismesine ve siirdiiriilmesine aracilik
etmekle birlikte libidoyu uyarmaktadir [86]. Dolagimda artan testosteron seviyesi negatif
geri bildirim ile hem hipotalamustan GnRH saliverilmesini hem de 6n hipofizden FSH ve
LH saliverilmesini inhibe etmektedir. Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen ve saliverilen
inhibin hormonu ise spermatogenezin "barometresi" olarak rol oynamaktadir. Sperm
sayisi arttiginda, daha fazla inhibin saliverilerek hem hipotalamik GnRH hem de
hipofizeal FSH’1n saliverilmesi inhibe olmaktadir. Sperm sayist azaldiginda ise Sertoli

hiicrelerinden inhibin saliverilmesi azalmaktadir [85].

2.5. Reprodiiktif Toksisite ve Infertilite

Reprodiiktif toksisite, ksenobiyotik maruziyeti ile iliskili olarak reprodiktif
fonksiyonlarda rol oynayan fizyolojik siiregler ve iliskili davranislar ve/veya anatomik
yapilar iizerindeki olumsuz etkiler olarak ifade edilmektedir [87]. Ancak reprodiiktif
toksisite, yetiskin erkek ve kadinlarda reprodiiktif fonksiyonlar iizerindeki olumsuz
etkilerin yan1 sira, yavrularin gelisimi iizerindeki olumsuz etkileri de kapsamaktadir.
Dolayistyla, fertilite bozukluklari, teratoloji, embriyotoksisite, perinatal ve postnatal
toksisite reprodiiktif toksisitenin bilesenleri olarak kabul edilmektedir [88]. Cevresel

kirleticiler, ilaglar, kozmetikler, pestisidler ve mikroorganizmalar dahil olmak iizere
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cesitli maruziyetler insan reprodiiktif sisteminde zararli etkilere neden olabilmektedir.
Tiim bu maruziyetler bir¢ok iilkede reprodiiktif toksisitenin énemli bir bileseni olan
infertilitenin de artmas ile iliskilendirilmektedir [89]. Esas olarak infertilite, 12 ay veya
daha fazla siireli diizenli korunmasiz cinsel iliskiden sonra klinik bir gebelik elde
edilememesi ile tanimlanan bir saglik problemidir ve evli ¢iftlerin yaklasik %15’ini
etkilemektedir [90, 91]. Infertilite vakalarinin yaklasik %40-50’si kadin, %20’si erkek ve
%30-40 hem kadin hem erkek faktorlerden kaynaklanmaktadir [92].

Erkek infertilitesi yetersiz koitusa, azoospermiye, sperm otoimmiinitesine, Semen
kalitesindeki anomaliye ve sperm anomaliligine bagli olarak meydana gelmektedir [93].

Yetersiz koitusa bagh infertilite: Mekanik sebeplerden kaynaklanmaktadir. Erkek
infertilitesinin yaklasik olarak %5’inden sorumludur. Erektil disfonksiyon, diabetes
mellitus, mesane cerrahisi ve anorgazm yetersiz koitusa neden olan etkenler arasinda
sayilmaktadir.

Azoospermiye bagli infertilite: Semende spermin olmamasi durumu olarak
tanimlanmaktadir. Erkek infertilitesinin yaklasik olarak %5’inden sorumludur. Anabolik
steroidlerin  kdétiilye kullanimi, Kalmann sendromu, kriptorsidizm, radyoterapi,
kemoterapi, vas deferensin konjenital bilateral yoklugu ve vazektomi azoopermiye neden
olan etkenler arasinda sayilmaktadir.

Sperm otoimmiinitesine bagli infertilite: Antisperm antikorlarinin sperm
fonksiyonunu bozmasma bagli olarak meydana gelmektedir. Erkek infertilitesinin
yaklasik olarak %5’inden sorumludur. Idiyopati, genital enfeksiyon veya tek tarafl
testikiiler tikaniklik otoimmiiniteye neden olan etkenler arasinda sayilmaktadir.

Semen kalitesindeki anomalilige baglh infertilite: Erkek infertilitesinin yaklagik
olarak %85’inden sorumludur. Sperm say1, motilite ve morfolojisindeki anomalilere bagli
olarak meydana gelmektedir. Erkek yardimci bezlerindeki enfeksiyonlar, testis kanseri,
ilaglar ve varikosel semen kalitesinde anomaliye neden olan etkenler arasinda
sayilmaktadir.

Sperm anomaliligine bagl infertilite: Sperm sayi, motilite ve morfolojisinde bir
bozukluk olmaksizin spermin fertilizasyon olayin1 ger¢eklestirememesine bagli olarak
meydana gelmektedir. Erkek infertilitesinin yaklasik olarak %1’inden sorumludur.
Immotil silia sendromu ve globozoospermi sperm anomaliligine neden olan infertilite

etkenleri arasinda sayilmaktadir [93].
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Erkeklerde infertiliteye neden olan etkenler arasinda kabul edilen ilaglar ise, direkt
gonadotoksik etkileriyle ya da HHG aksin disregiilasyonu, ejakiilasyon ve erektil
fonksiyon bozukluklari, libidonun azalmas: gibi indirekt gonatoksik etkileriyle
erkeklerde fertiliteyi etkileyebilmektedir. Ayrica gonadotoksinler, KTB’ye zarar vererek
testislerin fonksiyonel birimlerini hasara agik hale getirerek de reprodiiktif toksik etkilere
neden olabilmektedir [94].

Ozellikle hormon tedavisi, anabolik steroidler ve baz1 psikoaktif ilaglar HHG aks1
etkileyerek gonadotropin ve/veya testosteron konsantrasyonlarinda degisikliklere neden
olabilmektedir. Retrograde ejekiilasyona neden olan, spinal refleksi bloke eden veya
emisyonu engelleyip kuru ejekiilasyona neden olan ilaglar tarafindan ejekiilasyonun
bozulabilecegi bilinmektedir. Erektil disfonksiyon ise normal erektil fonksiyon ic¢in
gerekli olan norolojik veya vaskiiler aracilikli olaylar etkileyen ilaglar ile meydana

gelebilmektedir [94].

2.5.1. Erkeklerde reprodiiktif toksisitenin tanisi

Erkek reprodiiktif toksisitesi, testis, epididimis, seminal vezikiil, prostat, hipofiz
gibi dokulara ait organ agirliklarinin; testis, epididimis, seminal vezikiil, prostat, hipofiz
gibi dokularin goriiniim ve histojilerinin; sperm sayisi, motilitesi ve morfolojsinin; kan
LH, FSH, testosteron, dstrojen, prolaktin gibi hormon seviyelerinin; testis inis, preputial
ayirim, sperm Uretim, anogenital mesafe, dis genital bolge yapisi gibi gelisimsel
durumlarin degerlendirilmesi ile yapilmaktadir [95].

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) semen analiz kriterlerine gore ejakiilat hacminin 2 ml
veya daha fazla, likefaksiyon siiresinin en fazla 60 dakika, sperm konsantrasyonunun 20
x 10° spermatozoa/ml veya daha fazla, sperm motilitesinin ileri hareket diizeyinin %32
veya daha fazla, sperm normal morfolojisinin %30 veya daha fazla, sperm canliliginin
%75 veya daha fazla ve semende beyaz kan hiicre konsantrasyonunun 1 x 10° / ml veya

daha az olarak belirlendigi degerler normal olarak kabul edilmektedir [96].
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

Agaroz (Normal)

Agaroz (Diisiik erime dereceli)
Alkol

Boraks ¢ozeltisi

Borik asit

Dikalsiyum Fosfat (DCP)
Ditiyotreitol (DTT)
DMEM/Ham’s F-12
EDTA disodyum dihidrat
FSH Kiti

Glutaraldehit

GSH Kiti

KAT Kiti

Lamel yapistiricist

LH Kiti

Lityum 3,5-diiyodosalisilat
LMP Agaroz

LR White

MDA Kiti

Monosodyum Fosfat
Paraformaldehit

PBS

SOD Kiti

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Riedel de Haén, Almanya

: Carlo Erba, Amerika Birlesik Devletleri
: Ambresco, Amerika Birlesik Devletleri
: Wisent Inc, ABD

: Merck, Almanya

: Sun-Red, Cin Halk Cumhuriyeti

: Merck, Almanya

: BioVision, Amerika Birlesik Devletleri
: BioVision, ABD

: Bukitt, Ispanya

: Sun-Red, Cin Halk Cumbhuriyeti

: Fluka, Amerika Birlesik Devletleri

: Invitrogen, Ingiltere

: London Resin Campany, Ingiltere

: BioVision, Amerika Birlesik Devletleri
: Carlo Erba, Amerika Birlesik Devletleri
: Sigma-Aldrich, Almanya

: MP Biomedicals, Fransa

: Sun-Red, Cin Halk Cumbhuriyeti
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3.2.

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

Testosteron Kit

Triton X-100

Trizma baz

Trizma hidroklorit

Uretan

Zonisamid

Kullanilan Cihazlar

Basler A312fc dijital kamera

Comet analiz programi
Elektroforez Tank
Floresan mikroskobu
Gili¢ kaynag1

Hassas terazi
Homojenizator

Isiticili manyetik karigtirici
Inkiibator

Mikroplate okuyucu
Nikon Eclipse 50i
Otomatik Sperm Yazilimi

Sogutmali santrifiij

: Merck, Almanya

: Microptic SL, ispanya

: Microptic SL, Ispanya

: Sigma-Aldrich, Almanya

: Sun-Red, Cin Halk Cumbhuriyeti

: Merck, Almanya

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

: Zentiva, Tiirkiye

: Microptic SL, Ispanya

: BS 200 ProP, BAB Goriintiileme Sistemi, Tiirkiye
: 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
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Stereomikroskop : Leica Em Trim, Almanya

Ultramikrotom : Leica Em Uc6, Almanya
Ultrasonik banyo : Bandelin, Almanya
Vorteks : Heildolph, Almanya
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4. YONTEMLER

Deneylerde yaklasik 300-350 g agirhiginda yetiskin erkek Sprague-Dawley sicanlar
kullanilmistir. Siganlar 12 saat gece/12 saat giindiiz dongiisiinde, %65 ortam nemi ve 24
+ 1 °C oda sicakliginda, adlibitum ve serbest su erisimi olacak sekilde beslenerek
muhafaza edilmistir. Tez calismasi siiresince gerceklestirilen tiim deneyler, Anadolu
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Etik Komisyonu’ndan onay alindiktan sonra
yapilmistir (Dosya Kayit No. 2015-15).

Sicanlar her grupta 10 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrilmigtir. Deney
hayvanlarima uygulanan ZNS dozlar1 literatiir aragtirmalar1 sonucunda antiepileptik
aktivite gosterdigi 25, 50 ve 100 mg/kg olarak belirlenmistir [97, 98]. Ayrica, epilepsi
tedavisi i¢cin ZNS’in klinik dozlari giinde 100-600 mg'dir [72]. Segilen dozlar, insan
dozlarin1 hayvan dozlarina uyarlayan kilavuzlara uygun bulunmustur [99]. ZNS, distile
su i¢inde coziilerek 1 mL/100 g'lik bir hacimde deney hayvanlarina uygulanmistir.
Uygulama siiresi, Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii (The Organisation for
Economic Co-operation and Development-OECD) 407: Kemirgenlerde tekrarlanan doz
oral toksisite ¢aligmasi ile uyumlu olarak 28 giin olarak belirlenmistir [100]. Ayrica, 28
giinliik maruziyet siiresi erkek sicanlarda ksenobiyotik kaynakli reprodiiktif toksik

etkilerin belirlenmesi i¢in uygun bir siire olarak kabul edilmektedir [101, 102].

Kontrol grubu: 28 giin siire ile oral olarak 1 m1/100 g hacimde distile su uygulanan kontrol

grubu siganlar (10 adet) — K

25 mg/kg ZNS uygulanan grup: 28 giin siire ile oral olarak 25 mg/kg dozda ZNS
uygulanan siganlar (10 adet) — ZNS-25

50 mg/kg ZNS uygulanan grup: 28 giin siire ile oral olarak 50 mg/kg dozda ZNS
uygulanan siganlar (10 adet) — ZNS-50

100 mg/kg ZNS uygulanan grup: 28 giin siire ile oral olarak 100 mg/kg dozda ZNS
uygulanan siganlar (10 adet) — ZNS-100

28 giinliik uygulama siiresini takip eden 24 saatlik siirede deney gruplarinda deney
hayvanlarmin agirliklart kayit edilmis ve asagida belirtilen deney protokolii

uygulanmustir.
1. Siganlara intraperitonal olarak 1,5 g/kg iiretan anestezisi uygulanmistir [103].
2. Anestezi altindaki sicanlar kalp sag ventrikiil yapisindan yiiksek miktarda kan

toplanmasi yoluyla oldiiriilmiistiir. Toplanan kan 6rnekleri 4°C’de 24 saat bekletildikten
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sonra 2500 x rpm’de 15 dakika santriflij edilmis ve serum kisimlart FSH, LH ve
testosteron seviyelerinin belirlenmesi i¢in kullanilmigtir. Gruplarda serum FSH, LH ve
testosteron seviyeleri ilgili kitlerin iireticisi tarafindan belirlenen deney prosediiriine gore
belirlenmistir.

3. Sigan testis ve epididimis dokular ¢ikarilmis ve fosfat tamponuyla (8 g/L NaCl; 0,2
g/L KCI; 0,2 g/L KH2POs; 1.14 g/L NazHPOg4; pH 7,4) yikanip kan ve kirlilikten

armdirilmistir.

4. Sol testis ve epididimis dokularinin agirliklar1 kaydedilmis ve bu degerler sicanlarin

bagil testis/epididimis agirliklarinin hesaplanmasinda kullanilmistir.

5. Sol testis dokular1 SOD ve KAT aktiviteleri ile GSH ve MDA seviyelerinin
belirlenmesinde kullanilmistir. Gruplarda testis SOD ve KAT aktiviteleri ile GSH ve
MDA seviyeleri ilgili kitlerin {ireticisi tarafindan belirlenen deney prosediiriine gore

belirlenmistir.

6. Sag testis dokular1 kiigiik parcalara (2 mm?®) dilimlenmis ve %4 paraformaldehit
cozeltisi (fosfat tampon iginde pH 7,2-7,3) ig¢inde +4 °C’de ve 24 saat siire ile fikse
edilmistir. Fiksasyon siiresi sonrasinda drnekler 0,1 M’lik sodyum-fosfat tamponu (pH:
7,4) ile yikanmis ve ornekler dehidratasyon amaciyla alkol serilerinden gegirilmistir.
Resinin hiicre igerisine niifuz etmesini saglamak amaciyla Ornekler 2:1 oraninda
hazirlanmis LR White/alkol karisiminda 2 saat bekletilmistir. Siire sonunda ornekler 24
saat siire ile LR White ¢6zeltisinde bekletilmistir. GGmme isleminin ardindan olusturulan
bloklardan ultramikrotom kullanilarak 700 nm kalinliginda kesitler alinmistir. Kesitler
%]1°lik toluidin mavisi/boraks ¢ozeltisi (pH: 8,4) ile boyanmis ve mikroskopta
gortintiilenmistir [104].

7. Sag epididimisin proksimal kauda kisimlar1 sperm konsantrasyonu, motilitesi,

morfolojisi ve DNA hasarmin belirlenmesinde kullanilmistir.

4.1. Sperm Konsantrasyonunun ve Motilitesinin Degerlendirilmesi

Kauda kisimlar1 6nceden sicakligi 37°C’ye ayarlanmis DMEM/Ham’s F-12
besiyerini igeren saat camlarina alinmistir. Kirliliklerinden arindirilan kaudalarin 0.5
cm’lik pargasi igerisinde 1 ml ayn1 besiyerini iceren yeni saat camlarina aktarilmistir.
Besiyeri i¢erisinde sperm bulutu olugmasi saglanmis ve bu buluttan 5’er ul alinarak Leja

lamlarin  kuyucuklarina doldurulmustur. Hazirlanan lamlar Sperm Class Analyzer
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(SCA®) sisteminde konsantrasyon ve motilite modiiliinde 4x ters faz objektifi ile her sigan
icin en az 8 gorilintii olacak sekilde saniyede 50 kare cekilerek analiz edilmistir.

Motilitenin degerlendirilmesinde her si¢an i¢in en az 200 sperm kullanilmistir [105-107].

4.2. Sperm Morfolojisinin Degerlendirilmesi

Sperm bulutunun 5 pl’si lama (24 x 60 mm) alinmis ve temiz baska bir lam
yardimiyla 45°lik a¢1 olacak sekilde yayilmigtir. Lamlar oda sicakliginda kuruduktan
sonra, 15-20 dakika boyunca dikey olarak SpermBlue® fiksasyon soliisyonu iginde fikse
edilmistir. Siire sonunda 15 dakika boyunca SpermBlue® ile boyanmistir. Lamlar fazla
fiksatif ve boyadan arindirilmak i¢in 1 saniye distile su ile yikanmistir. Hazirlanan lamlar
SCA® sistemine ait morfoloji modiiliinde 100x aydinlik alan objektifi ile mavi lens
kullanilarak otomatik olarak analiz edilmistir. Siganlara ait sperm morfolojilerinin
degerlendirilmesinde her sigan icin en az 200 sperm kullanilmistir. Spermler literatiir
verilerine gore belirlenen sperm anomalileri esas alinarak morfolojik olarak

degerlendirilmistir [105-107].

4.3. Sperm DNA Hasarinin Belirlenmesi

Spermlerde DNA hasar1 tek hiicre jel elektroforezi (SCGE/Comet) yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Buzlu lamlar fosfat tamponu ile hazirlanmis %]1°lik normal
erime sicakligina sahip agaroz jel ile kaplanmistir. Sperm bulutunun 8 pl’si 72 pl %1°lik
diisiik erime sicakligina sahip agaroz jel ile karistirtldiktan sonra lama aktarilmis ve lamel
ile kapatilmistir. 5 dakika kuruma siiresi sonrasinda lamel ¢ikarilip 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 dithiotreitol) igerisinde bekletilmistir. Siire 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. Siire sonunda tuz ve deterjanlar1 uzaklastirmak
i¢cin lamlar 5’er dakika 3 kez distile su ile yikanmistir. Lamlar yatay elektroforez tinitesine
yerlestirildikten sonra 20 dakika TBE tamponunda (10 mM Tris, 0.08 M borik asit ve 0,5
M EDTA pH 8,2) bekletilmistir. Siire sonunda 25 V’de 25 dakika yiiriitme islemi
gerceklestirilmistir. Elektroforez isleminin ardindan lamlar distile su ile yikanmis ve agik

havada kurutulmustur. Kurutulan lamlar Syber green boyasi ile boyanmistir. Lamlar
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floresan mikroskobunda fotograflanmis ve goriintiiler analiz edilmistir. Analiz islemi her
lamdan 100 sperm kullanilarak gergeklestirilmistir [108].

8. Istatistiksel Analiz: Tiim veriler ortalama + standart hata olarak ifade edilmistir.
Istatiksel analizler, SigmaPlot v.10 programinda ¢oklu karsilastirma testleri olan Tukey
ve Tek Yonlii Varyans Analizi ile gerceklestirilmistir. p < 0.05 istatistiksel olarak anlaml1

kabul edilmistir.
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5. BULGULAR ve TARTISMALAR
5.1. Bagil Organ Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Reprodiiktif sistem organ agirliklarinin belirlenmesi reprodiiktif toksik etkilerin
biyogostergesi olarak kabul edilmektedir. Testis, epididimis, hipofiz bezi, seminal
vezikil ve prostat agirliklar1 testikiiler fonksiyonlarin  degerlendirilmesinde
kullanilmaktadir. Calismalarda organ agirliklarinin organ agirligi/viicut agirligi seklinde
bagil agirliklar halinde sunulmasi mutlak agirlik seklinde sunulmasina gore daha fazla
kabul gormektedir [109]. Diger taraftan toksisitenin biyogdstergeleri olarak kabul edilen
testis ve epididimis agirliklarinin degismedigi ancak reprodiiktif toksik etkilerin meydana
geldigi calismalar da bulunmaktadir [110-113]. Calisma sonuglarina goére, ZNS
uygulanan gruplarda bagil testis ve epididimis agirliklar1 acisindan kontrol grubundan
farksiz degerler elde edilmistir (Tablo 5.1.). Dolayisiyla ¢aligma sonuglarina gére ZNS
uygulamasi ile elde edilen reprodiiktif toksisite bulgularina bagil organ agirliklarindaki

degismelerin eslik etmedigi ifade edilebilir.

Tablo 5.1. Gruplara ait bagil testis/epididimis agwrliklar:

Deney gruplari Bagil testis agirhklar Bagil epididimis agirhklar:
(9/100 g viicut agirhgr) (g/100 g viicut agirhg)

K 0.43 0.18
+0.016 +0.006

ZNS-25 0.41 0.16
+0.033 +0.007

ZNS-50 0.39 0.17
+0.006 +0.005

ZNS-100 0.38 0.15
+0.020 +0.008

K: Kontrol grubu; ZNS-25: 25 mg/kg zonisamid uygulanan sicanlar; ZNS-50: 50 mg/kg zonisamid
uygulanan siganlar; ZNS-100: 100 mg/kg zonisamid uygulanan siganlar.
Sonuglar ortalama +standart hata olarak verilmistir.

5.2. Sperm Parametrelerinin Degerlendirilmesi

DSO erkeklerde reprodiiktif fonksiyonlarin degerlendirilmesinde semende sperm
konsantrasyonu,  motilitesi ve  morfolojisinin  belirlenmesinin  gerekliligini
vurgulamaktadir. Semen analizinde oligozoospermi, astenospermi, tetrazoospermi ve
bunlarin kombinasyonu seklinde ortaya ¢ikan bozukluklar infertilitenin gostergesi olarak
yorumlanmakla birlikte bu bozukluklar ksenobiyotikler ile indiiklenen reprodiiktif
toksisitesinin gostergeleri olarak da kabul edilmektedir [96, 114]. Gruplara ait sperm

konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi Tablo 5.2°de sunulmustur. Buna gére 50 mg/kg
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ve 100 mg/kg ZNS uygulanan gruplarda sperm konsantrasyonlarinin kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli azaldigi belirlenmistir. Bilindigi gibi, gaberjik
transmisyondaki artis hipotalamustan GnRH saliverilmesini suprese etmektedir [115,
116]. GnRH saliverilmesinin azalmasi 6n hipofizden LH saliverilmesine ve sekonder
testosteron seviyelerinin azalmasina neden olarak erkelerde hem seksiiel disfonksiyona
hem de spermatogenezin inhibisyonuna neden olabilmektedir [117]. Dolayisiyla ¢aligsma
sonuglarinda gozlenen sperm konsantrasyonundaki azalmayr HHG akstaki supresyon ile
iliskilendirmek miimkiindiir. Calisma sonuglarmi destekler nitelikte Mallaki ve
arkadaglarinin yaptigt bir c¢alismada yiikksek doz ZNS uygulanmasmin sperm
konsantrasyonunu azalttig1 gosterilmistir [26].

Sperm motilitesi agisindan gruplar karsilastirildiginda, ZNS uygulanan gruplarda
kontrol grubuna gére motilitenin azaldig1 gézlense de bu azalma sadece 100 mg/kg ZNS
uygulanan grupta istatistiksel olarak anlamli degerlendirilmistir. Sperm motilitesi de
HHG aks ile regiile edilmektedir. Yine ZNS uygulamasi ile gaberjik transmisyondaki
artisa bagli olarak GnRH saliverilmesinin baskilanmasi ile sperm motilitesini azaltmisg
olabilir. Ayrica intraseliiler sodyum ve kalsiyum seviyeleri de sperm motilitesi, canliligi
ve akrozom reaksiyonu i¢in kritik 6neme sahiptir [118-122]. ZNS’nin antiepileptik etki
mekanizmasinda voltaj bagimli sodyum ve T-tipi kalsiyum kanal inhibisyonunun da rol
aldigi g6z Oniine alindiginda motilitenin azalmasim1 bu etki ile iliskilendirmek
miimkiindiir. Zaten antiepileptik ilaglarin hiicresel membranlar: stabilize ederek sperm
motilitesini azalttigi yapilan ¢alismalarla gésterilmistir [123, 124]. Ayrica ksenobiyotik
ile indiiklenen oksidatif stresin de sperm motilitesi azaltarak sperm-oosit fiizyon
kapasitesini azalttig1 ve infertiliteye neden oldugu gosterilmistir [125, 126].

Genellikle motilitenin azaldig1 patolojilere spermdeki morfolojik anomalilerin de
eslik ettigi bilinmektedir [127]. 50 mg/kg ve 100 mg/kg ZNS uygulanan gruplarda
anormal morfolojili sperm yiizdesi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
artmustir. Ayrica spermdeki morfolojik anomaliler oksidatif stresin bir sonucu olarak da
meydana gelebilmektedir [120]. Calisma sonuglarina gére ZNS uygulamasi ile meydana

gelen testikiiler oksidatif stres de sperm anomalilerinin bir nedeni olarak yorumlanabilir.
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Tablo 5.2. Gruplara ait sperm parametreleri

Deney gruplar Sperm Motil sperm Normal sperm
konsantrasyonlari (%) morfoloji

(10%/ml) (%)
K 1.78 87.33 78.38
+0.20 +1.62 +0.81
ZNS-25 1.23 85.92 74.34
+0.08 +2.41 +0.97
ZNS-50 1.21 81.77 68.30
+0.16 +1.95 +0.69
(*) (*, +)
ZNS-100 0.87 78.13 73.13
+0.09 +2.6 +0.45

(*) *) *)

K: Kontrol grubu; ZNS-25: 25 mg/kg zonisamid uygulanan sicanlar; ZNS-50: 50 mg/kg zonisamid
uygulanan siganlar; ZNS-100: 100 mg/kg zonisamid uygulanan siganlar.

Sonuglar ortalama +standart hata olarak verilmistir.

(*) Kontrolden farkli (p < 0.05); (+) ZNS-25’den farkli (p < 0.05).

Reprodiiktif toksisitenin bir gostergesi olarak sperm DNA hasar1 teratojenik etkiler
yaninda infertiliteye de sebep olmaktadir [128]. Sperm DNA hasarimin %30'dan fazla
oldugu durumlarda, fertilizasyonun azaldig1 ifade edilmektedir [129]. Spermdeki DNA
hasarmin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerden biri olan Comet testi ile DNA’da tek
ve cift iplikli kiriklarin 6l¢iilmesi miimkiindiir. Bu yontemde DNA hasarinin kantitatif
olarak belirlenmesinde pek c¢ok parametre kullanilmakla birlikte kuyruk uzunlugu,
kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk momenti en ¢ok kullanilan parametrelerdir [129,
130]. Gruplara ait sperm Comet testi fotograflar1 Sekil 5.1’de sunulmustur. Comet testi
sonuclarina gore gruplar arasinda % kuyruk momenti parametresi acgisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark elde edilmemistir. Bu sonuglara goére ZNS uygulamasinin
spermlerde DNA hasarini indiiklemedigi soylenebilir. Gruplara ait % kuyruk momenti
degerleri Sekil 5.2’de sunulmustur. Sperm kromatin kondensasyon siiresinin ¢ok hassas
olmasi, sperm hiicrelerinde DNA tamir mekanizmalarinin yetersiz olmasi, sperm
membraninin yiiksek oranda doymamis yag asidi igermesi ve spermatogenez siiresinCe
fazla miktarda reaktif oksijen tiirlerinin tiretilmesi sperm DNA’si1 6zellikle oksidatif
hasara duyarli kilmaktadir. Ancak erkek reprodiiktif sisteminde var olan hem enzimatik
hem de enzimatik olmayan antioksidan savunma oksidatif hasara kars1 bu sistemin tim
bilesenlerini korumaktadir [131]. Ozellikle antioksidan savunma mekanizmalar1 ile
donatilmis spermde oksidatif hasara karst hem hiicre membrani hem de DNA’si
korunmaktadir [132]. Ayrica memeli sperminin olduk¢a organize, yogunlasmis yapisi
spermin erkek ve disi reprodiiktif yollar1 boyunca tasinmasi sirasinda paternal

genomunun korunmasina imkan saglamaktadir [132]. Memeli sperm DNA'sinin oldukca
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kondanse yapisi1 géz oniine alindiginda galisma gruplarinda herhangi bir DNA hasariin
gbzlenmemesi bu kompakt yapinin bir sonucu olabilir. Ayrica sperm DNA hasarinin
oksidatif stresin ge¢ sonucu olarak meydana geldigi de ifade edilmektedir [133]. Diger
taraftan ZNS maruziyet siiresi spermatogenezin ilk asamalar1 gibi boliinmenin ve
farklilasmanin  yogun oldugu, DNA’nin hasara daha agik oldugu doénemleri
kapsamamaktadir. Dolayisiyla sicanlarda tiim spermatogenezi kapsayan 70 giinliik
maruziyet periyodu sonrasinda ZNS uygulamasi ile sperm DNA hasarinin meydana

gelebilecegi soylenebilir [134].

Sekil 5.1. Gruplara ait sperm Comet testi fotograflart

a: Kontrol grubuna ait comet testi fotografi; b: ZNS-25 grubuna ait comet testi fotografi; c: ZNS-50 grubuna
ait comet testi fotografi; d: ZNS-100 grubuna ait comet testi fotografi. (Biiyiitme 6lgegi: 20 um)
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Sekil 5.2. Gruplara ait % kuyruk moment

K: Kontrol grubu; ZNS-25: 25 mg/kg zonisamid uygulanan siganlar; ZNS-50: 50 mg/kg zonisamid
uygulanan siganlar; ZNS-100: 100 mg/kg zonisamid uygulanan siganlar.

5.3. Testis Dokusunun Histolojik Olarak incelenmesi

Reprodiiktif sistemi olusturan dokularin histolojik olarak incelenmesi reprodiiktif
toksisite i¢cin Onemli bir biyogdsterge olarak kabul edilmektedir. Erkek reprodiiktif
toksisite calismalarinda testis, epididimis, prostat bezi, seminal vezikiil ve hipofiz bezi
histolojik olarak degerlendirilmektedir. Bu organlarin herhangi birinde tespit edilen
dejeneratif bulgu toksisitenin varligin1 diistindiirtmektedir [109].

Calisma sonuglaria gore kontrol grubuna ait testis doku kesitlerinin histolojik
analizleri, seminifer tiibiil yapilarinin normal oldugunu gdstermistir. Interstisyel alandaki
Leydig hiicrelerinin normal histolojik goriinlime sahip oldugu ve diizenini korudugu
gozlenmistir. Tiibiil icerisindeki germ hiicrelerinin ve Sertoli hiicrelerinin
organizasyonunun normal oldugu tespit edilmistir. Seminifer tiibiillerde liimen igerisinde
spermatozoonlar izlenmistir (Sekil 5.3-A ve Sekil 5.4-A).

ZNS-25 grubuna ait testis doku Kkesitlerinin histolojik analizlerinde, normal
seminifer tiibiillerle birlikte seminifer tiibiil sinirlarinda hafif diizensizlik ve organizasyon
bozukluklar1 ile seminifer tiibiillerde hafif sekil bozukluklari izlenmistir. Tiibiil
igerisindeki spermatogenik serilerde hafif intraseliiler vakuolizasyon ve Sertoli
hiicrelerinde kiigiik vakuolizasyonlar izlenmistir (Sekil 5.3-B ve Sekil 5.4-B).
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ZNS-50 grubuna ait testis doku kesitlerinin histolojik analizlerinde, seminifer tiibiil
siirlarinda diizensizlik ve organizasyon bozukluklar1 ile seminifer tiibiillerde sekil
bozukluklar1 daha belirgin olarak izlenmistir. Seminifer tiibiillerin bazal membranlarinda
kalinlasma izlenmistir. Tubiil igerisinde spermatogenik serilerde hafif sisme ve hafif
intraseliiler vakuolizasyon tespit edilmistir (Sekil 5.3-C ve Sekil 5.4-C).

ZNS-100 grubuna ait testis doku kesitlerinin histolojik analizlerinde, seminifer
tibiil siirlarinda belirgin diizensizlik ve organizasyon bozukluklar1 ile seminifer
tiibiillerde sekil bozukluklar1 izlenmistir. Seminifer tiibiiller arasindaki bosluklarin arttig1
dikkat ¢ekmistir. Seminifer tiiblil bazal membraninda ayrisma goézlenmistir. Tiibiil
icerisindeki Sertoli hiicrelerinde biiyiik vakuoller izlenmistir (Sekil 5.3-D ve Sekil 5.4-
D).

Testislerde siiregelen oksidatif stres histopatolojik degisikliklere neden
olabilmektedir [106, 135]. Testikiiler dokudaki hiicresel bilesenlerin oksidatif stres ile
membran biitiinligliniin bozulmasma bagli olarak testikiiler dokuda atrofi meydana
gelebilmektedir [136]. Doz bagiml olarak dokularda gozlenen ilk patolojik bulgular
ozellikle yiliksek doz ZNS uygulanan grupta belirgin olarak izlenmistir. Calisma
sonuglaria gore testikiiler dokuda tespit edilen hafif yapisal degisimleri testis dokusunda

ZNS ile indiiklenen oksidatif stres ile iligkilendirmek miimkiindiir.
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Sekil 5.3. Gruplara ait testis enine kesitleri

A: Kontrol grubu: Normal goériiniimlii seminifer tiibiiller (ST) ve Leydig hiicreleri. B: ZNS-25 grubu:
Seminifer tiibiillerin diizensiz organizasyonu (P) C: ZNS-50 grubu: Seminifer tiibiillerin diizensiz
organizasyonu (). D: ZNS-100 grubu: Genislemis hiicreler aras1 bosluklar (*). (Biiyiitme 6l¢egi: 200 pm)
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Sekil 5.4. Gruplara ait spermatogenik seri hiicrelerinin yiiksek biiyiitmeleri

A: Kontrol grubu: Tamamlanmis spermatogenez siireci (ss) ve normal seminifer tiibiil goriiniimii. B: ZNS
25 grubu: Spermatogenik serilerde hafif intraseliiler vakuolizasyon (v) ve Sertoli hiicrelerinde kiigiik
vakuolizasyonlar (P). C: ZNS-50 grubu: bazal membranda kalinlagsma (P ), spermatogenik serideki
hiicrelerde hafif sisme ve hafif intraseliiler vakuolizasyon (v). D: ZNS-100 grubu: Sertoli hiicrelerinde
biiyiik vakuoller (»), nadiren goézlenen koyu c¢ekirdekli atipik hiicreler (—), baz1 bodlgelerde bazal
membranin ayrilmasi (*). (Biiyiitme 6l¢egi: 20 pm.)

5.4. Serum Hormon Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Serum  hormon  seviyelerinin  belirlenmesi  testikiiler ~ fonksiyonlarin
degerlendirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bilindigi gibi spermatogenezin endokrin
kontrolit HHG aks ile gerg¢eklesmektedir [137]. HHG aksini degerlendirilmesi sperm
iiretimi ile ilgili énemli bilgiler saglamaktadir. Ozellikle sperm konsantrasyonunun
azaldigr durumlarda serum FSH, LH ve testosteron seviyelerinin belirlenmesiyle
patolojinin nedeni aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir [95].

Gruplara ait serum hormon seviyeleri Tablo 5.3’te sunulmustur. Buna gore ZNS
uygulanan gruplarda serum FSH seviyeleri agisindan kontrol grubundan farksiz degerler
elde edilmistir. Diger taraftan, 50 mg/kg ve 100 mg/kg ZNS uygulanan gruplarda serum

LH seviyeleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalmistir. Serum
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testosteron seviyeleri gruplar arasinda karsilastirildiginda ise, 50 ve 100 mg/kg ZNS
uygulanan gruplarda serum testosteron seviyeleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli azalmistir. Reprodiiksiyonun noéroendokrin kontroliinden GnRH noéronlarinin
sorumlu oldugu bilinmektedir [116]. Hipotalamustan GnRH saliverilmesinin GABA
tarafindan suprese edildigi ifade edilmektedir [116, 138]. Ayrica gaberjik transmisyonun
indiiksiyonu ile hipogonadotropik hipogonadizm goriildiigii calismalarda gosterilmistir
[139, 140]. ZNS’nin farmakolojik etki mekanizmasinda sodyum ve kalsiyum kanallarinin
inhibisyonuna ek olarak hipokampusta glutamerjik transmisyonu regiile ederek gaberjik
transmiyonu giiclendirdigi ifade edilmektedir [75]. Dolayisiyla sicanlarda LH
seviyesindeki azalmayr ve sekonder olarak meydana gelen testosteron seviyesindeki
azalmay1 artan gaberjik transmisyona bagli GnRH saliverilmesindeki supresyonla
iligkilendirmek miimkiindiir. Ayrica T ve L tipi kalsiyum kanal blokérlerinin
spermatogenezi inhibe ettigi belirtilmektedir. Kalsiyum kanal inhibisyonunun steroid
hormon sentezini kontrol eden proteinlerin gen ekspresyonunu azalttigi vurgulanmaktadir
[141]. ZNS ile indiikklenen kalsiyum kanal inhibisyonu da testosteron seviyesindeki
azalmanin nedeni olabilir. Calisma sonuglarini destekler nitelikte Khalil ve arkadaslarinin
yaptig1 caligmada da ZNS uygulanmasini takiben sicanlarda serum testosteron ve LH

seviyelerinin azaldig1 gosterilmistir [25].

Tablo 5.3. Gruplara ait serum hormon seviyeleri

Deney gruplar FSH LH Testosteron

(1U/L) (mIU/ml) (pg/ml)
K 23.26 18.05 1088.65
+0.54 +0.3 +41.81
ZNS-25 22.37 17.27 997.20
+0.29 +0.09 +31.58
ZNS-50 21.64 16.24 921.60
+0.38 +0.21 +18.11

(*) ()
ZNS-100 21.45 15.71 946.75
+0.67 +0.41 +28.80

*, +) ()

K: Kontrol grubu; ZNS-25: 25 mg/kg zonisamid uygulanan siganlar; ZNS-50: 50 mg/kg zonisamid
uygulanan sicanlar; ZNS-100: 100 mg/kg zonisamid uygulanan si¢anlar.

Sonuglar ortalama +standart hata olarak verilmistir

(*) Kontrolden farkli (p < 0.05); (+) ZNS-25’den farkli (p < 0.05).
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5.5. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin hiicresel hasara
neden olan oksidanlar lehine bozulmasi olarak ifade edilmektedir [142]. Oksidatif stresin
ilaglar, sigara dumani, radyasyon, virlisler gibi eksojen ajan maruziyetiyle ve iyon
homeostazi bozukluklar1 ve iskemi gibi endojen durumlarin varliginda arttigi
bilinmektedir [143]. Hiicrelerde lipid, protein, DNA ve RNA gibi biyomolekiillere zarar
veren oksidatif strese karsi hiicresel SOD, KAT ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi
enzimatik aktioksidanlar ve GSH gibi enzimatik olmayan antioksidanlar savunma
mekanizmasi olusturmaktadir [142]. Biyolojik 6rneklerde SOD, KAT, GPx ve glutatyon
gibi antioksidan seviyelerinin 6l¢iilmesiyle birlikte lipid peroksidayonunun yikim iiriinii
olan MDA seviyesinin Ol¢iilmesi de oksidatif durumu yansitmaktadir [144]. Yapilan
calismada gruplara ait testis dokusu SOD, KAT, GSH ve MDA degerleri Tablo 5.4’te
sunulmustur. Buna gore ZNS uygulanan gruplarda testis SOD aktiviteleri agisindan
kontrol grubundan farksiz degerler elde edilmistir. Benzer sekilde, testis GSH seviyeleri
acisindan da gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmemistir. 50
mg/kg ve 100 mg/kg ZNS uygulanan gruplarda testis KAT aktiviteleri kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli azalmigtir. 50 mg/kg ve 100 mg/kg ZNS uygulanan
gruplarda testis MDA seviyeleri kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli
artmistir. Bu sonuglara gore, yiiksek doz ZNS uygulanan gruplarda testikiiler dokuda
oksidatif stresin indiiklendigi s6ylenebilir. Testikiiler yapida artan oksidatif stresin, sperm
hiicre patolojilerine neden oldugu ve spermatogenezi inhibe ettigi bilinmektedir [145].
Dolayisiyla ¢alisma sonuglarina gore, yiiksek doz ZNS uygulanan gruplardaki azalmig
sperm motilitesi ve normal sperm morfolojisini, testikiiler yapidaki dejeneratif bulgulari
ZNS ile testikiiler dokuda indiiklenmis oksidatif stresle iliskilendirmek miimkiindiir.
Ayrica azalmis testosteron seviyelerine bagli olarak testikiiler dokuda antioksidan enzim
aktivitelerinin azalabilecegi ve buna bagli olarak dokuda oksidatif stresin
indiiklenebilecegi de vurgulanmaktadir [146, 147]. Dolayisiyla bu gruplarda serum
testosteron seviyelerinin azalmasi testikiiler dokuda oksidatif stresin gelismesine katki

saglamis olabilir.
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Tablo 5.4. Gruplara ait SOD, KAT, GSH ve MDA seviyeleri

Deney gruplar SOD KAT GSH MDA
(ng/ml) (ng/m) M) (mcg/ml)

K 34.65 111.83 7.91 7.94
+1.00 +6.56 +0.27 +0.44

ZNS-25 33.73 95.66 7.97 8,78
+2.15 +5.37 +0.33 +0.39

ZNS-50 31.63 81.76 8.20 10.14
+0.85 +3.23 +0.20 +0.48

() (*)

ZNS-100 31.01 75.08 8.38 10.24
+1.25 +4.67 +0.20 +0.45

(*, ) (*, +)

K: Kontrol grubu; ZNS-25: 25 mg/kg zonisamid uygulanan grup; ZNS-50: 50 mg/kg zonisamid uygulanan
grup; ZNS-100: 100 mg/kg zonisamid uygulanan grup; Sonuglar ortalama +standart hata olarak verilmistir,
(*) Kontrolden farkli (p < 0.05); (+) ZNS-25"den farkli (p < 0.05).
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Reprodiiktif saglik bireylerin yasam kalitesinin dnemli bir bileseni olarak kabul
edilmektedir. Epilepsi gibi noéroendokrin degisikliklerin eslik ettigi patolojilerin,
hastalarda reprodiiktif fonksiyonlari etkiledigi bilinmektedir. Buna ek olarak santral sinir
sistemi ile etkileserek bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin da reprodiiktif
fonksiyonlar1 etkilemesi kaginilmaz bir sonugtur. Ayni1 zamanda ilaglar ile indiiklenen
reprodiiktif toksik etkilerin, tedavide hasta uyuncunu etkileyen bir parametre oldugu
kabul edilmektedir. Dolayisiyla reprodiiktif yaslarda meydana gelen ve tedavisi genellikle
yasam boyu devam eden epilepsi hastaliginin tedavisinde kullanilan ilaglarin reprodiiktif
toksik etkilerinin belirlenmesinin 6nemli oldugu ifade edilebilir. Buradan hareketle,
siganlarda salt olarak ZNS ile iligkili reprodiiktif toksik etkilerin degerlendirildigi bu
calisma sonuclarina gore doz bagimli olarak ZNS wuygulamasinin sperm
konsantrasyonunu, motilitesini ve normal morfolojisini azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica
ZNS uygulanan gruplarda testikiiler dokuda hiicrelerde vakuoller, hiicre membran
biitiinliiglinde degisimler, hiicresel sekil bozukluklar1 gibi dejenerasyonun ilk bulgular
izlenmistir. Calisma sonuglarina gore ZNS uygulamasiyla doz bagiml olarak reprodiiktif
diizeyde tespit edilen bu patolojiye serum LH ve testosteron seviyelerindeki azalmalarin
ve testikiiler dokuda indiiklenen oksidatif stresin katk1 sagladig1 belirlenmistir. In vivo/in
vitro deneysel c¢alismalarda toksik etkiler acgisindan faydali bilgiler saglansa da bu
sonuglarin insan verileri ile desteklenmesi gerekmektedir. Epilepsi hastalarinda ZNS
tedavisine baglamadan 6nce ve ZNS tedavisini takip eden silirecte sperm parametrelerinin
belirlenmesi ile ajanin sperm kalitesi lizerine etkilerinin aydinlatilmas1 Onerilebilir.
Ayrica bu siireglerde hastalarin hormon seviyeleri de belirlenerek hastalarda hormonal
regiilasyon degerlendirilmelidir. Sonuglar dogrultusunda ZNS tedavisi uygulanan ve
cocuk sahibi olmak isteyen epilepsili erkek hastalar, hastalik-tedavi-reprodiiksiyon
konusunda hekimlerce bilgilendirilmelidir. Gerekli goriildiigii durumlarda hastalar
alternatif tedavilere veya ¢ocuk sahibi olma konusunda alternatif ydntemlere

yonlendirilebilir.
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