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OZET

OLANZAPININ REPRODUKTIF TOKSISITESININ ERKEK SICANLARDA
DEGERLENDIRILMESI

Cankiz Mina ARDIC
Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ocak 2019

Danisman: Dog. Dr. Ozlem ATLI EKLIOGLU

Ozellikle sizofreni tedavisinde kullanilan bir atipik antipsikotik olan olanzapinin
(OLZ) erkeklerde ¢esitli reproduktif advers etkilere neden oldugu bilinmekle birlikte
OLZ’e ait olast reprodiktif toksisitesinin ve altinda yatan mekanizmalarin
degerlendirildigi detayli bir calisma bulunmamaktadir. Bu tez calismasinda erkek
siganlara 2,5, 5 ve 10 mg/kg tekrarlayan dozlarda OLZ 28 giin sureyle oral olarak
uygulanarak ajanin reprodiiktif toksik etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla, sperm
konsantrasyonu, motilitesi, morfolojisi ve DNA hasar1 belirlenmis ve testis dokusu
histolojik olarak incelenmigtir. Ayrica lireme fonksiyonlarmin diizenlenmesinde rol
oynayan hormonlar olan serum folikiil stimiile edici hormon (FSH), luteinlestirici hormon
(LH) ve testosteron seviyeleri ile reproduktif patolojilerde rol oynayan ve testis
dokusunda oksidatif stresin biyogdstergeleri olan glutatyon (GSH), katalaz (KAT),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve malondialdehit (MDA) seviyeleri belirlenmistir. Sonuglara
gore, 5 ve 10 mg/kg OLZ uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore ve en diisiik doz
OLZ uygulanan gruba gore normal sperm morfolojisinin azaldig1 ve doz bagimli olarak
testis dokusunda histopatolojik degisimler meydana geldigi tespit edilmistir. OLZ
uygulanan gruplarda serum LH, FSH ve testosteron seviyelerinin azaldigi belirlenmistir.
Ayrica en yiiksek doz OLZ uygulanan grupta testikiiler dokuda GSH seviyeleri azalirken,
SOD seviyelerinin artmast OLZ ile indiiklenen oksidatif stresin gostergesi olarak
degerlendirilmistir. Sonug olarak, OLZ uygulamasi ile siganlarda olusan anormal sperm
morfolojisini, hormon seviyesindeki degisiklikleri, testikiiler yapidaki dejeneratif
bulgulari, OLZ ile indiiklenen reprodiktif toksik etkilerle iliskilendirmek miimkiindiir.
Anahtar Sozcukler: Olanzapin, Sperm parametreleri, Reproduktif hormonlar, Oksidatif

stres.



ABSTRACT

ASSESSMENT OF REPRODUCTIVE TOXICITY OF OLANZAPINE IN MALE
RATS

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

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem ATLI EKLIOGLU

Although it is reported that olanzapine (OLZ), which is an atypical antipsychotic
drug, causes sexual dysfunction in men, it is noteworthy that there is not any study
evaluating the toxic effects of OLZ on male reproductive system. In the scope of this
thesis, it was aimed to evaluate the reproductive toxic effects of OLZ by oral
administration of 2,5, 5 or 10 mg/kg of it to male rats for 28 days. In accordance with this
purpose, sperm concentration, motility and morphology and DNA damage were
determined and histopathological examination of testis tissue was carried out in rats. Also,
the levels of serum follicle stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH) and
testosterone, which play roles in the regulation of reproductive functions, and the levels
of glutathione (GSH), catalase (KAT), superoxide dismutase (SOD) and
malondialdehyde (MDA) which play roles in reproductive pathologies as oxidative stress
biomarkers, were determined. According to the results, normal sperm morphology were
decreased in 5 ve 10 mg/kg OLZ-administered groups and pathological findings were
evident in the testicular structure of the OLZ-administered group when compared with
control group. It was determined that serum LH, FSH and testosterone levels were
decreased in the OLZ-administered group. In addition, decreases of GSH levels in testis
tissue and increases of SOD levels in the 10 mg/kg OLZ-administered groups were
determined and evaluated as the markers of the oxidative stress induced by OLZ in the
testis. In conclusion, it was determined that reproductive toxic effects were induced in
rats by OLZ administration and this pathology was accompanied by the alterations of the
hormone levels and testicular oxidative stress.

Keywords: Olanzapine, Sperm parameters, Reproductive hormones, Oxidative stress.
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ETIK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalardan bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandiimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi; bu g¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
higbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglara raz1 oldugumu bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

Cevresel Kirleticiler, mesleki maruziyetler ve terapotik ilaglarin neden oldugu
reproduktif advers etkiler, erkek fertilitesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Creasy ve
Chapin, 2018). Diinya ¢apinda yaklasik 186 milyon insanin infertiliteden muzdarip
oldugu ve infertilite vakalarmin yaklasik %50'sini erkek infertilite vakalarinin
olusturdugu belirlenmistir (Vander Borght ve Wyns, 2018). Erkek reprodiktif sisteminin,
farmakolojik ilag toksisitesi i¢in bir hedef olabilecegi ve tekrarlanan dozlarda antipsikotik
ilaglarin, hipotalamik-hipofiz-gonadal (HHG) aks hormonlarinin modifikasyonu veya
hormonal olmayan mekanizmalarla, dogrudan ve dolayli olarak cinsel islevin,
spermatogenez  slreclerinin  veya  epididimal  olgunlasmanin  bozulmasini

indiikleyebilecegi bilinmektedir (Semet ve dig., 2017; Sousa ve dig., 2017).

Antipsikotik ilaglar, diinya ¢apinda 21 milyondan fazla insani etkileyen (WHO,
Fact Sheets, 2018) kronik ve siddetli bir ruhsal bozukluk olan sizofreni ve iliskili
bozukluklarin tedavisinde, ayrica bipolar bozuklugu olan hastalarda mani tedavisinde
kullanilmaktadir (Drobnis ve Nangia, 2017). Genellikle “tipik™ olarak adlandirilan bu
ilaclarin ilk nesli, daha belirgin yan etkilere sahipken, “atipik™ olarak adlandirilan ikinci
nesil, daha kabul edilebilir yan etki profilleri ile iliskili bulunmustur. Sedasyon, ortostatik
hipotansiyon, antikolinerjik etkiler (konstipasyon, agiz kurulugu, bulanik gérme, iiriner
retensiyon vb), ekstrapiramidal semptomlar (psédoparkinsonizm, akatizi, akut distoni,
tardif diskinezi vb), agranilositoz, kardiyak aritmiler, kilo alim1 gibi metabolik etkiler,
hiperprolaktinemi, sekstiel disfonksiyon antipsikotik ila¢ kullanimiyla ortaya ¢iktigi

bilinen advers etkilerdir (Drobnis ve Nangia, 2017; Muench ve Hamer, 2010).

Atipik bir antipsikotik olan Olanzapin (ZYPREXA®), oral formilasyon olarak,
eriskinlerde sizofreninin akut ve idame tedavisinde, ayrica bipolar | bozukluk ile iligkili
manik veya karisik ataklarin akut tedavisi (monoterapi ve lityum veya valproat ile
birlikte) ve bipolar I bozuklugun (monoterapi) idame tedavisinde endikedir (FDA,
ZYPREXA® Product Label, 2009). Bir tiyenobenzodiazepin tirevi olan Olanzapin
(OLZ), dopaminerjik D1-Ds, serotonerjik (5SHT2,36), muskarinik (alt tipler 1-5), adrenerjik
(a1-2) ve histaminerjik (H1) baglanma bolgelerinde afinite géstermektedir (Duggan ve dig,
2005; De Siqueira Bringel ve dig, 2011).

Yapilan aragtirmalar, OLZ kullaniminin; amenore, meme agrisi, menstriilasyon

bozukluklari, impotens, artan prolaktin seviyeleriyle beraber galaktore ve cinsel islev
1



bozukluguna yol agabilecegini gostermistir (Semet ve dig., 2017; FDA, ZYPREXA®
Product Label, 2009). Artmis prolaktin seviyelerinin, gonadotropin saliverici hormon
(GnRH), folikdl stimile edici hormon (FSH), luteinlestirici hormon (LH) ve
testosteronun  inhibisyonu  nedeniyle  hipogonadizmi  indukleyebilecegi = ve
spermatogenezde gecikmeye, sperm motilitesinin ve semen kalitesinin azalmasina ve
testiste morfolojik degisikliklere neden olabilecegi belirtilmistir (De Siqueira Bringel ve
dig, 2011; Hanssens ve dig, 2008). Konarzewska ve dig. (2009), risperidon ve olanzapin
ile tedavi edilen sizofreni hastalarinin yiiksek diizeylerde serum prolaktin diizeylerine
sahip oldugunu gostermistir. Her iki ajan da reprodiktif hormon bozukluklari ve cinsel
islev bozuklugu ile iligkili bulunmustur. Fakat OLZ’e ait olas1 reproduktif toksisitenin ve

altinda yatan mekanizmalarin degerlendirildigi detayl1 bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu noktadan hareketle tez kapsaminda, OLZ’in tekrarlayan dozlarda siganlara
uygulanmasi ile sperm sayisi, motilitesi, morfolojisi ve deoksiriboniikleik asit (DNA)
hatalarinin belirlenmesi ve testikiiler yapinin histolojik olarak degerlendirilmesi yoluyla,
OLZ’in erkek reprodiktif sistemi {izerine olasi toksik etkilerinin arastirilmasi
amaclanmaktadir. Ayrica olas1 patolojide reproduktif fonksiyonlarin regiilasyonunda rol
oynayan hormonlar olarak serumda testosteron, serum FSH ve LH seviyelerinin
belirlenmesi ve reprodiktif patolojilerde rol oynayan oksidatif durumun gostergeleri
olarak testis dokusunda glutatyon (GSH), katalaz (KAT), sliperoksit dismutaz (SOD) ve

malondialdehit (MDA) seviyelerinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2. KAYNAK BILGISi
2.1. Sizofreni ve Etiyolojisi

Sizofreni, sanrilar, haliisinasyonlar, diisiince bozuklugu, diizensiz davranislar gibi
pozitif semptomlar; sosyal c¢ekilme, ilgisizlik gibi negatif semptomlar; zayif yiiriitiicii
islev ve hafiza gibi biligsel semptomlar ile karakterize, genellikle kronik seyir izleyen
mental bir hastaliktir (Meyer ve MacCabe, 2016).

Cesitli  kiiltiirlerde gorilebilen bir hastalik olmakla birlikte endiistrilesmis
iilkelerde, diislik sosyoekonomik tabakada, niifusun daha fazla oldugu bélgelerde, strese
bagl faktorlerle beraber daha fazla goriilmektedir (Ertan, 2008). Popiilasyonun %1’inin
yagsamlar1 boyunca sizofreniye sahip olacagi belirtilse de arastirmalar kiiresel ortalama
yasam boyu prevelansin %0,72 oldugunu gostermektedir (Meyer ve MacCabe, 2016).

Sizofreni, baslangi¢ yasi, aile Oykiisii, klinik goriintim, gidis ve tedavi yanitlar
acisindan cinsiyet farkliliklar1 gostermektedir. Goriilme sikligr her iki cinsiyette esit
olmakla birlikte, baslangi¢ yasinin erkeklerde (10-25 yas) kadinlara (25-35 yas) gore daha
erken oldugu bilinmektedir (Belli ve dig. 2007; Ertan, 2008). Sizofreni genel toplumdaki
yasam boyu diisiik yayginligina ragmen, Tiirkiye'de yasam-yilina uyarlanmis yeti kaybina
yol agan hastaliklar arasinda 9. sirada yer almaktadir (Saglik Bakanligi, 2006). Ayrica
sizofreni hastalar1 arasinda intihar ile O6liim oraninin da %15 diizeyinde oldugu
bilinmektedir (Ertan, 2008).

Sizofreninin ortaya ¢ikmasinda gesitli risk faktorleri bulunmasina ragmen etiyolojik
sliregler tam olarak bilinmemektedir. Genetik etkenler, beynin yapisal degisiklikleri,
norokimyasal degisiklikler, nérofizyolojik degisiklikler ve endokrin etkenlerin bu siirecte
rol oynadigr diisiiniilmektedir. Sizofreni etiyolojisinde genetik %81°lik kalitilabilirlik
orani ile biiyiik bir role sahipken, ¢evre etkisinin %11 civarinda oldugu ifade edilmektedir
(Yavuz, 2008).

Manyetik rezonans goriintiilleme ¢alismalarinda, sizofreni hastalarinda prefrontal ve
temporal kortekslerde, kortikal gri madde azalmasi; serebral beyaz cevher yolu
degisimleri, amigdala, hipokampus ve entorhinal korteks ile talamus gibi limbik sistem
yapilarinda hacim azalmasi ve bazal gangliyon ¢ekirdeklerinde artmis hacim olduguna
dair veriler bulunmustur (Yavuz, 2008; Meyer ve MacCabe, 2016; Fatani ve dig., 2017).

Dopamin hipotezi, sizofreninin norobiyolojik teorilerinde merkezi bir rol
oynamistir. Dopamin salimini uyaran amfetamin gibi ilaglarin, psikozu indiikleyebilecegi

ve tiim antipsikotik ilaglarin, terapotik dozla iligkili bigimde D2 dopamin reseptérlerine
3



antagonizm uyguladiginin bilinmesi bu teoriyi desteklemektedir (Meyer ve MacCabe,
2016; Fatani ve dig., 2017). Cesitli gortintiileme teknikleri, akut psikozda presinaptik
dopamin sentezi ve saliniminin arttigini géstermektedir (Meyer ve MacCabe, 2016).
Haliisinasyon ve varsani gibi pozitif belirtiler de dahil olmak {izere ¢esitli duygusal
davraniglarda mezolimbik dopamin yolaginin rol oynadigi kabul edilmektedir. Yiiriitiicli
islevler, bilis ve duygulanimi diizenledigi kabul edilen mezokortikal dopamin yolaginin,
sizofrenide bilissel islevin bozulmasi ve negatif semptomlarla iligkili olduguna
inanilmaktadir (Summakoglu ve Ertugrul, 2018). Substantia nigradan baglayan ve kaudat
¢ekirdeginde biten nigrostriatal yolaktaki diisiik dopamin diizeylerinin, ekstrapiramidal
sistemi etkiledigi ve motor semptomlara neden oldugu bilinmektedir. Tuberoinfundibular
dopaminin bir rediiksiyonu veya blokaji, galaktore, amenore ve libido azalmasi ile
sonuglanan yiiksek prolaktin seviyelerine neden olmaktadir (Fatani ve dig., 2017).
Sizofrenide serotonerjik ve dopaminerjik sistemlerin etkilesimi de serotonin ¢esitli
beyin bolgelerinde farkli etkiler iireterek dopamin noronlart {izerinde diizenleyici bir
etkiye sahip olmasiyla agiklanmaktadir. 5-HT: reseptorlerinin sizofrenide biligsel
degisikliklerden sorumlu oldugu ve intihar ile iligskili oldugu; 5-HT2 reseptorinin,
bozulan hafizanin bilissel siirecinde etkili oldugu diistiniilmektedir. Bunlarin yani sira bir
eksitator norotransmitter olan glutamatin ve gama aminobutirik asit (GABA)
reseptorlerinin de sizofreni i¢in patofizyolojik agidan son yillarda onem kazandigi

bilinmektedir (Summakoglu ve Ertugrul, 2018).

2.2. Sizofreni Tedavisi

Sizofreni tedavisinde temel hedef, semptomlar1 azaltmak ya da ortadan kaldirmak,
hastanin yasam kalitesini ve topluma uyumunu olabildigince artirmak ve hastaligin yikici
etkilerini miimkiin oldugunca azaltmaktir. (Summakoglu ve Ertugrul, 2018).

Cesitli antipsikotik ilaglarin, psikotik semptomlarin hafifletilmesinde ve hastaligin
yineleme olasiliginin azaltilmasinda etkili oldugu bilinmektedir. Biligsel davraniser terapi
veya destekleyici psikoterapi gibi psikolojik tedaviler de semptomlarin azaltilmasina
yardimci olurken, iglev artigini ve stresi azaltmayi, istihdami desteklemeyi veya sosyal
becerileri gelistirmeyi amaglamaktadirlar. Varsanilar, sanrilar ve ¢cok tuhaf davraniglar
olan, hastalik siiresi daha kisa, akut baslangi¢h sizofreni hastalarinda elektrokonvulsif

terapinin de etkili oldugu rapor edilmistir (Lehman ve dig., 2010).



2.2.1. Antipsikotik ilaglar

Antipsikotik ilaglar, psikotik belirtilerin siddetini azaltmakta, sizofreni ve diger
psikotik bozukluklarda niiksii Onlemektedir. Bunun yani sira mani, depresyon ve
deliryum gibi baz1 diger durumlarda da kullanilmaktadirlar (Vallianatou, 2016).

Antipsikotik ilag dénemi, klorpromazinin kesfi ile baslamistir. PsiKiyatristler
hastaligin pozitif semptomlarini kontrol etmede ve psikotik relaps1 6nlemede antipsikotik
ajanlarin etkinligini tartigmiglardir. Birlesik Devletler’de 1980'lerden 6nce gelistirilmis
ve kullanima sunulmus klorpromazin ve haleporidol gibi geleneksel veya “tipik”
antipsikotikler, klinik olarak etkin dozlarda kullanildiginda ekstrapiramidal yan etkileri
(parkinsonizm, distoni, akatizi, tardif diskinezi) tetiklemistir (Seeman, 2002). Ayrica, bu
antipsikotiklerin primer negatif semptomlar iizerinde ¢ok az etkisi vardir veya hig etkisi
bulunamamustir. Hastalarin %30'unun tedaviye kismi yanit vermesi veya yanit vermemesi
ve uygun tedaviye ragmen, bir akut ataktan sonra hastalarin %20-30'unda hastaligin
niiksetmesi nedeniyle sinirli bir etkinlige sahip oldugu distinilmistir (Blin, 1999).
Raporlar yeni antipsikotik ilaglara duyulan ihtiyaci ortaya koymus ve bir¢ok yeni ajan
gelistirilmesiyle beraber siniflandirma ihtiyaci ortaya ¢ikmigtir (Blin, 1999).

Ozellikle, en eski atipik antipsikotik ajan olan klozapinin (1960 yilinda patenti
alinmig), klorpromazin tedavisine direngli sizofreni hastalarinda {istiin etkinligi
anlasilmistir (Pompili ve dig., 2016; Blin, 1999). Bazi kontrollii ¢alismalar, tipik
antipsikotik ile tedaviye yeterince yanit vermeyen hastalarin, baska bir antipsikotik
tedaviye gegcisinin yararli olabilecegini gostermistir. Bu da sonraki yillarda, klozapinin
oOzelliklerinden tlretilen "atipik psikotikler" kavramina yol agmistir (Blin, 1999).

Antipsikotik ilaclar, kemirgenlerde katalepsiye ve insanlarda ekstrapiramidal yan
etkilere neden olduklari i¢in ayn1 zamanda noroleptikler olarak da adlandirilmaktadirlar.
Psikotik semptomlar1 azaltma Yeteneklerinin, mezolimbik cekirdeklerde, o6zellikle
nukleus accumbens, stria terminalis ve genisletilmis amigdalada dopamin Do
reseptOrlerinin  bloke edilmesiyle olustugu gosterilmistir. Bu ajanlarla terminal
bolgelerdeki D2 reseptorlerinin bloke edilmesi, baslangigta sirasiyla substantia nigra ve
ventral tegmentumdaki dopaminerjik néronlarin aktivitesinde kompensatuar artiglara
neden olur, bunu dopamin ndronlarinin aktivitesinde kademeli bir azalma ve nihayetinde
bu bolgelerde dopamin néron iletiminin tamamen inaktivasyonu izler. Depolarizasyon
blogu olarak adlandirilan bu durumun, bazi psikotik hastalarda antipsikotik etkinin yavas

baslamasi i¢in neden oldugu ileri siiriilmiistiir (Meltzer, 2002; Dogangiin ve dig., 2010).
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Tek basmma dopamin kurami klasik antipsikotiklerin etki mekanizmasini
aciklamakta yetersiz olabilmektedir. Bu bilesiklerin serotonerjik, histaminerjik,
adrenerjik, muskarinik, GABAerjik, glutamaterjik reseptorler gibi diger nérotransmitter
reseptorlerine de degisik derecelerde affiniteleri oldugu bilinmektedir (Giilseren ve Erol,
2000; Vallianatou, 2016).

Antipsikotikler, kan-beyin bariyerini hizla gecebilir ve beyin, karaciger ve diger
dokularda birikebilmektedirler. Proteinlere yliksek oranda baglanirlar ve viicuda dagilim
orani goreceli olarak yiiksektir. Biitiin antipsikotikler karacigerde sitokrom Passo enzim

sistemi tarafindan metabolize edilmektedir. (Dogangiin ve dig., 2010).

2.2.1.1. Tipik antipsikotik ilaclar

Birinci kusak antipsikotik ilaglar, tipik olarak dorsal striatumda D> reseptérunin
blokajinin direkt veya indirekt sonucu olarak akut distonik reaksiyonlara, subakut
parkinsonizme, akatiziye ve kronik kullanim sonrasi tardif diskinezi veya distoni gibi
ekstrapiramidal yan etkilere neden olduklart i¢in genellikle tipik antipsikotik ilaclar
olarak adlandirilmaktadirlar (Meltzer, 2002). Bu ilaglarin tedavi edici dozlar1 ile D>
reseptorlerine baglanma afiniteleri arasinda gii¢lii bir iliski bulunmaktadir. Temel etki
mekanizmas1 dopaminerjik D> reseptorlerine yiksek afinite ve antagonizma
gostermeleridir (Anil Yagcioglu, 2007).

Biiyiik 6l¢iide hepatik mikrozomal enzimler araciligiyla oksidatif yolla metabolize
edilmektedirler. Genel olarak ileri derecede lipofiliktirler ve merkezi sinir sistemine
gecmeleri bu Ozellikleri ile baglantilidir. Plazma proteinlerine yiiksek oranda
baglanmaktadirlar. Cogunun atilim yar1 dmrii 10-30 saat civarindadir. Yag, akciger, beyin
gibi dokularda fazla miktarlarda depolanmaktadirlar (Gulseren ve Erol, 2000).

Tipik antipsikotikler karakteristik bir yan etki profiline sahiptir. Spinal yollardaki
motor disfonksiyonun lokalizasyonunu ifade eden ekstrapiramidal yan etkilere neden
olmaktadirlar. Genellikle tedavinin ilk birka¢ giinii icinde ve hastalarin % 10-20’sinde
siddetli kas spazmlari ile ortaya ¢ikan akut distoni; yiiz ifadesi eksikligi, artmis kas tonusu
ve titreme ile hastalarin yaklasik iigte birinde ortaya ¢ikan parkinson benzeri semptomlar;
fiziksel ve psikolojik huzursuzluk ile karakterize ve hastalarin ii¢te bir oraninda mevcut
olan akatizi; bir y1ldan uzun siire antipsikotik kullanan hastalarin % 10-20'sinde gelisen,
bacaklarda ve govdede yavas, kivrak hareketlerin yani sira agiz, dil ve yiiz hareketleriyle

karakterize bir hareket bozuklugu olan tardif diskinezi tipik antipsikotik kullanimiyla
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meydana gelen ekstrapiramidal yan etkilerdir (Stevens ve Rodin, 2011; Holloway ve
Peirce, 1998).

Bulanik goérme, agiz kurulugu, postural hipotansiyon, konstipasyon, iiriner
retensiyon, sekstel disfonksiyon gibi advers etkiler, daha cok yashilarda gorulen,
klorpromazin ve tioridazinin belirgin sekilde neden oldugu otonom yan etkilerdendir
(http-1).

Ayrica antipsikotiklerle artmis prolaktin diizeyleri kadinlarda galaktore veya
erkeklerde jinekomastiye neden olabilmektedir. Tipik ve atipik antipsikotikler, nadiren,
QT araliginin uzamasina neden olabilir (Stevens ve Rodin, 2011). Noroleptik malign
sendrom da, antipsikotik tedavinin nadir fakat potansiyel olarak 6limcul bir yan etkisidir.
Noroleptik malign sendrom, ates, kas sertligi, otonomik disfonksiyon ve degisen mental

durum ile karakterizedir (Holloway ve Peirce, 1998).

2.2.1.2. Atipik antipsikotik ilaglar

Avrupa’da 1970’lerde sizofreni igin gelistirilen ve piyasaya siiriilen klozapinin
klinik uygulamaya girmesiyle birlikte "atipik noroleptik" kavrami ortaya ¢ikmistir (Anil
Kostakoglu ve dig., 2001). Atipik terimi, kesin bir tanim yapilamamasiyla beraber,
hayvan modellerinde antipsikotik etkilere neden olan ancak katalepsiyi tetiklemeyen
ilaglar1 tammlamaktadir. Tipik antipsikotiklere gore daha etkili (6zellikle depresif, negatif
veya biligsel belirtilere karsi) veya daha iyi tolere edilebilen (hastada akut veya subakut
kullanimdan sonra ekstrapiramidal yan etki insidansini indiiklemeyen dozlarda, psikotik
semptomlar tizerindeki etkili) veya farkli bir farmakolojik profile sahip olan (serotonin
5HT. reseptor blokaji yapan) ilaglar i¢in kullanilmaktadir (Geddes ve dig., 2000; Blin,
1999; Meltzer, 2002).

Atipik antipsikotiklerin farmakolojik temeline yonelik cesitli varsayimlar
bulunmaktadir. 1) Dopamin ve serotonin (5-hidroksi triptamin/5-HT) sistemlerinin her
ikisi ile de etkilesim olmasi ve yiiksek SHT2a/D2 reseptor antagonizmasi oranina sahip
olmast, 2) Dopamin D3 reseptdrleri ile mezolimbik secicilik veya daha zayif blokaj ile
farkli bir etkilesim bi¢imi sergilemesi bu iki varsayim arasindadir (Anil Yagcioglu- 2007,
Gulseren ve Erol, 2000).

Atipik antipsikotik bilesiklerin bazi1 ortak 6zellikleri s6yle agiklanabilir (Gulseren
ve Erol, 2000; Oncii ve dig., 1998; Vallianatou, 2012):



1) Mezolimbik noronlar lizerine etkileri, nigrostriatal néronlar tizerine olan etkilerinden
daha fazladir.

2) 5-HT2 reseptorlerine affiniteleri D2 reseptorlerine olan affinitelerinden daha fazladir.
3) Prolaktin dlizeylerinde daha az artis yaparlar.

4) Tedaviye direncli vakalarda etkinlikleri daha yuksektir.

5) Hayvan deneylerinde diisiikk oranda katalepsi olustururlar.

6) Insanlarda ekstrapiramidal yan etki olusturma potansiyelleri diisiiktiir.

7) Tardif diskinezi olusturmazlar.

Risperidon, olanzapin, klozapin sertindol, ketiapin, ziprasidon, aripiprazol,
amisulpirid, paliperidon, asenapin, lurasidon, remoksipirid, sertindol, seroquel, melperon
gibi ilaglar atipik olarak smiflandirilan yaygin olarak kullanilan antipsikotik ilaclardir
(Meltzer, 2002).

Atipik antipsikotiklerin yan etki profilleri blyik 6lgiide degismektedir. lyi tolere
edilmeye meyillidirler, fakat birgogunun sedasyona ve kilo alimma neden oldugu
bilinmektedir. Kilo alimi, klozapin ve olanzapin ile tedavide yaygin goriilmekte;
aripiprazol ve ziprasidon ile minimal diizeyde gortlmektedir. Aripiprazol istisnadir ve
insomniaya, huzursuzluga ve kilo kaybina neden olabilmektedir. Ozellikle risperidon ve
ketiapin ilk recete edildiklerinde ve doz artis1 yapildiginda postiral hipotansiyona da
neden olabilmektedirler. Ekstrapiramidal yan etkiler nadir de olsa ortaya ¢ikabilmektedir.
Risperidon ve yiksek dozlarda olanzapin ve ziprasidon prolaktin seviyelerini
yiikseltmektedir. Olanzapin ve risperidon, demansl yaslilarda artmig inme riski ile iligkili
oldugu bilinmektedir (Stevens ve Rodin, 2011).

Antipsikotik ilag alan hastalarda cinsel islev bozuklugu, ila¢ tedavisine yol
acabilecek sekstiel yan etkiler bildirilmistir. Antipsikotiklerin kullanimi libido, uyarilma
ve orgazm dahil olmak tzere tim cinsel islevlerini etkileyebilmektedir (Muench ve
Hamer, 2010; Ucok ve Gaebel, 2008).

Yapilan calismalarda, klozapin ve sertindol ile tedavi edilen gruplarda artmis
salivasyon, artmis sicaklik ve rinit gibi otonomik yan etkiler gézlenirken; ketiapinin kuru
ag1z insidansini arttirdigr gozlenmistir. Olanzapin, tipik antipsikotik ilaglardan daha az
otonomik etki ile iligkili bulunmustur. Nadir durumlarda, klozapin potansiyel dlumcul
enfeksiyonlara yol acabilen notropeni ve agranilositoza neden olabilmektedir. Tum

antipsikotikler, ventrikiiler repolarizasyonun uzamasina (uzamis QT intervali) katkida



bulunabilir, bu da torsades de pointes ve ani kardiyak 6lumle sonuglanabilmektedir
(Muench ve Hamer, 2010; Ucok ve Gaebel, 2008).

2.3. Olanzapin ile Tlgili Genel Bilgiler

Olanzapin, sizofreni ve akut manik ndbetlerin tedavisinde ve bipolar bozukluklarin
niks etmesini Onlemede etkili olan, yapisal olarak klozapine benzeyen bir
tienobenzodiazepin tiirevidir. Psikozun psikopatolojik semptomlarin1 azaltmak igin
haloperidol kadar etkili ve gilivenilirdir ve semptomlarin azaltilmasi ve advers etki profili
acisindan diger klasik antipsikotiklere gore bazi terapotik avantajlara sahip oldugu
gosterilmistir. Ekstrapiramidal etkilere ve prolaktin seviyelerinde siirekli artisa neden
olma egilimi diisiiktiir. Bununla birlikte, olanzapin ile tedavi (klozapin gibi), diger tipik
ve atipik antipsikotiklere gore daha yiiksek kilo alma riski ve daha yaygin olarak
metabolik sendrom ile iligkili bulunmustur (Mauri ve dig., 2014).

2.3.1. Olanzapinin farmakodinamik ozellikleri

Olanzapin, 5-HT2a reseptorlerine D2 reseptorlerine kiyasla daha yiiksek afinite
gostermektedir  (yuksek  5-HT2a/D2  orani). Olanzapin, diger atipiklerle
karsilastirildiginda, serotoninerjik 5-HT2a, 5-HT2c, 5-HT3 ve 5-HTes reseptorlerine yiiksek
afinite, dopaminerjik D1, D2, D3, D4, Ds ve muskarinik M1-Ms reseptorlerine orta afinite,
adrenerjik a1 ve a2 reseptorlerine diisiikk afinite ve histamin Hi reseptorlerine yiksek
afinite gostermektedir. Olanzapin, atipikler iginde bilinen en guclu histamin Hg
antagonistidir (Mauri ve dig, 2014; Duggan ve dig, 2005; De Siqueira Bringel ve dig,
2011).

2.3.2. Olanzapinin farmakokinetik ozellikleri

Oral yolla alinan olanzapinin yaklasik %85'i absorbe olmaktadir, ancak hepatik
metabolizmanin ilk ge¢is etkisi ile yaklagsik %401 inaktive oldugu igin oral
biyoyararlanim yaklasik %60 oranindadir. Olanzapinin, saglikli kisilerde yarilanma 6mrii
ortalama 33 (21-54 saat) saattir. Plazma pik konsantrasyonuna 6 saat i¢inde ulasmaktadir.
Ilag yaklasik %93 plazma proteinlerine, cogunlukla albiimin (%90) ve alfa 1-asit
glikoproteinine (%77), baglanmaktadir. Dagitim hacmi 16.4 + 5.1 L 'dir. Ortalama plazma

klirensi 26 L/s (12-47 L/s) 'dir. Sigara icenler ve erkekler, kadinlar ve sigara igmeyenlere
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gore daha fazla olanzapin klirensi gostermektedir. Farmakokinetik bir ¢alismada tek
yiiklii [}*C]-OLZ'nin uygulanmasindan sonra, radyoaktivitenin %30'u diskiyla, %57'si de
idrarla olmak iizere yaklasik %87'si atilmistir. Radyokarbonun yaklasik yarisi {i¢ giin
icinde atilmistir ve dozun %70'ten fazlasi yedi giin i¢inde atilmistir (Mauri ve dig., 2014).

Olanzapin 10-N- ve 4'N-glukuronide, 4'-N-desmetilolanzapin (CYP1A2 ile) ve
olanzapin-N-oksite (flavin mono-oksijenaz 3 ile) metabolize olmaktadir. Olanzapinin
major metaboliti 10-N-glukuronittir. CYP2D6 vasitasiyla 2hidroksimetilolanzapine
metabolizyonu kii¢iik bir yolaktir (Mauri ve dig., 2014).

Olanzapin, CYP izoenzimlerini inhibe etmemektedir. Diazepam, alkol (etanol),
imipramin, rasemik karisim -R ve -S varfarin, aminofilin, biperiden, lityum veya
fluoksetin ile olanzapin arasinda klinik agidan anlamli metabolik etkilesimler
bulunmamistir.  CYP1A2'nin  bir inhibitéri olan fluvoksamin, OLZ'in plazma
konsantrasyonlarint  arttirirken; CYP1A2 indiikleyicileri (sigara dahil), UDP-
glukuronilransferaz  ve CYP3A4'in (karbamazepin) indlkleyicileri olanzapinin
metabolizasyonunu artirarak plazma konsantrasyonunu disiirmektedir (Mauri ve dig.,

2014).

2.3.3. Olanzapinin endikasyonlar: ve kullanim dozlar:

1996 yilinda sizofreni tedavisinde kullanimi i¢in FDA’den onay alinan olanzapin,
akut mani tedavisinde kullanimu ile ilgili kontrollii ¢alismalarin ardindan 2000 y1l1 Mart
ayinda bipolar manik atakta kullanim i¢in de onay almistir (Akdemir ve Tirkgapar, 2001)

Yapilan c¢aligmalarda, giinlik OLZ dozu ile plazma OLZ konsantrasyonlari
arasindaki iliski arastirilmis ve bu dozun, giinliik oral doz ile dogrusal olarak arttigini
gosterilmistir (0.12<r<0.68). Ustelik bazi yazarlar, regete edilen giinliik doz ile major N-
desmetilolanzapin metabolitinin plazma konsantrasyonu arasinda dogrusal bir iligki
oldugunu gostermistir (Mauri ve dig., 2014).

Bu caligmalar, ortalama plazma OLZ konsantrasyonlarinin, regete edilen giinliik
doz ve tedavinin siiresi gibi faktorlere bagl olarak genis ¢apta degistigini gostermistir.
Kadinlarin diisiik OLZ klirensi g6z 6niine alindiginda, ortalama plazma OLZ diizeyleri
O6nemli derecede yuksektir ve bu, besinci tedavi haftasindan sonra belirginlesmektedir.
Yaygin olarak kullanilan giinliik OLZ dozlarinda (5-30 mg/gln), ortalama plazma
konsantrasyonlari 10 ile 54 ng/mL arasinda degisebilmektedir (Mauri ve dig., 2014).
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Ayrica intramuskiler formu, sizofreni veya bipolar mani ile iliskili ajitasyonlu
hastalarda kullanilmak iizere hizli etkili bir formiildiir. Bu OLZ formiilasyonu, sizofreni
veya bipolar mani ile iligkili akut ajitasyonlu hastalarin tedavisinde daha hizli bir etki
baslangicina sahiptir. 2,5 ile 10 mg aras1 enjeksiyonun degisen dozlarinda, yanit doza
bagimlidir. Ilag uygun bir giivenlik profiline sahiptir. Ayrica olanzapin ve pamoik asitten
olusan bir kristalin tuzu olan depo intramiskuler formilasyonu da bulunmaktadir (Mauri
ve dig., 2014).

2.3.4. Olanzapinin advers etkileri

Olanzapin, yapisal ve islevsel olarak diger atipik antipsikotiklere benzemesine
ragmen, daha olumlu bir yan etki profili vardir (Chue ve Singer, 2003). Birgok derlemede,
en yaygin yan etkilerin uyku hali ve kilo artis1 oldugu, bunlarin yan1 sira rijidite, 6dem,
ag1z kurulugu ve priapizm gibi cinsel islev bozukluklarinin da birgok hasta i¢in bir sorun
olabilecegi vurgulanmistir. Olanzapinin 6zellikle kadinlarda, yaslilarda, kardiyak iletim
bozuklugu olanlarda, beraberinde baska ilaglarin alimiyla siklikla QT intervali uzamasina
neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Subklinik vakalarda artan kan basinciyla iliskili
bulunmustur. Olanzapinin serum prolaktin seviyesini artirdigi ve galaktoreye neden
oldugu bilinmektedir (Aronson, 2016).

Akut distoni, akatizi, tardif diskinezi, tardif distoni gibi ekstrapiramidal yan etkiler,
noroleptik malign sendrom ve parkinsonizm olanzapin kullanimiyla meydana gelebilen
yan etkilerdendir. Olanzapin tedavisinde nobet gegirme insidanst %0,9 olarak
belirlenmistir. Anksiyete, olanzapin kullanan hastalarin %36’sinda goriilen yaygin bir
advers etkidir. Olanzapinin indiikledigi obsesif kompulsif bozukluk vakalari bildirilmis
ve obsesif kompulsif bozuklugu olan hastalarin semptomlarim1 kétiilestirmistir. Birkag
hafta olanzapin kullanimindan sonra ilacin geri ¢ekilmesiyle paranoya, ajitasyon ve
kekeleme gibi advers etkilerin olustugu bildirilmistir (Aronson, 2016). Sizofreni, psikotik
depresyon, sizoafektif bozukluk gibi degisik tani gruplarindan hastalarda olanzapin
kullanimiyla birlikte mani ortaya c¢ikisini bildiren yaymlar bulunmaktadir. Bipolar
bozuklukta kullanimi esnasinda psikomotor aktivite artig1 bildiren yayinlar da vardir
(Akdemir ve Turkgapar, 2001).

Olanzapinle iliskili hiperglisemi goriilme frekansi 1/100-1/1000 olarak
belirlenmistir ve bu etkinin olanzapin induklu kilo artisina bagli bir mekanizmadan

kaynaklandig ileri siiriilmektedir. Olanzapin kullanimiyla 6nemli kilo artist meydana
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gelmektedir. Ozellikle yiiksek bir baslangic dozu kullanan ve tedaviden nce zayif olan
hastalarin yaklasik %40’ inda kilo artis1 gézlenmistir (Aronson, 2016).

Periferik 6dem, olanzapinin nadir gorulen bir yan etkisidir ve bazi arastirmalara
gore doza bagimli oldugu o6ne siiriilmektedir. Olanzapin’in satis oncesi ¢aligmasinda,
sizofreni ve bipolar bozukluk tanisi ile 2,5 mg/g ve Uzeri dozda olanzapin monoterapisi
sirasinda ortaya ¢ikan yan etkilerin aragtirilmis ve bu ilaci kullananlarin %3’iinde
periferik 6dem saptanirken, plasebo alanlarda ise bu oran %1 olarak bulunmustur (Sarisoy

ve Yazict, 2011).

2.3.5. Olanzapinin doz asim

Olanzapin plazma konsantrasyonun normal hedef araligi 9-23 ng/mL’dir.
Olanzapin doz agiminin 6lim vakalarinda kardiyak disritmi, non-konvulzif epilepsi,
direncli koreoatetozun eslik ettigi vakalar bildirilmistir. Akut asir1 doz olanzapin
alimindan sonra santral sinir sistemi depresyonu ve miyozis vakalar1 ayrica diyabetes
insipitus vakalarinin meydana geldigi bilinmektedir (Aronson, 2016).

Doz agimindaki belirtiler, genellikle olanzapin'in bilinen farmakolojik eylemlerinin
bir yansimasidir ve sedasyon, midriyaz, bulanik gorme, solunum depresyonu,
hipotansiyon ve ekstrapiramidal ve antikolinerjik etkileri kapsamaktadir (Chue ve Singer,
2003).

800 mg'a kadar olanzapinin asir1 dozlariyla tedavi, 991 ng/mL'ye kadar olan serum
konsantrasyonlari ile iligkilendirilmistir ve merkezi sinir sistemi depresyonu, tasikardi,
hiperpireksi, 16kositoz, artmis kreatin fosfokinaz seviyeleri ve opioid intoksikasyonu
benzeri paradoksal miyozis veya az-agonist intoksikasyonu gibi semptomlari

icermektedir (Chue ve Singer, 2003).

2.3.7. Olanzapinin diger ilaglarla etkilesimi

Olanzapin CYP izoenzimlerini inhibe etmemektedir ve aminofilin, biperiden,
diazepam, etanol, fluoksetin, imipramin, lityum ve varfarin ile klinik olarak anlamli
metabolik etkilesimi bulunmamaktadir. Karbamazepinle beraber kullanildiginda
monotereapiye oranla %36 daha diisiik olanzapin plazma seviyeleri elde edilmistir.
Olanzapinin CYP2D6 inhibitérleriyle kullaniminda, monoterapiye oranla plazma

konsantrasyonunun yaklasik %40 arttig1 belirlenmistir. Sigara igenlerde, CYP1A2
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indlksiyonu nedeniyle olanzapin plazma konsantrasyonu igmeyenlere oranla daha
disiiktiir (Aronson, 2016).

2.4. Erkek Reproduktif Sistemi

Erkek reprodiktif sisteminin asil fonksiyonu, sperm yapimi ve spermin disiye
aktarilmasidir. Bu fonksiyonlar1 saglayan baslica organlar; skrotum igindeki testis,
epididimis, vas deferens, seminal vezikiil, ejakiilatdr kanal, yardimer cinsiyet bezleri ve
penisten olugmaktadir (Lowe ve Anderson, 2015).

Testisler, erkek reprodiktif hiicresi olan spermlerin iretildigi ve ayn1 zamanda
testosteron adi verilen erkeklik hormonunun salgilandigi bir ¢ift organdir. Testislerde
bulunan seminifer tiibiil denilen kiigiik ve olduk¢a kivrimli sperm kanalciklarinda, hipofiz
bezinin salgiladigt FSH hormonunun verdigi emirle sperm hiicreleri iiretilmektedir.
Testisler yine hipofiz bezinden salgilanan ve LH adi verilen hormonun etkisiyle
testosteron hormonu Uretmektedirler (Kandeel, 2007).

Sperm kanallarmin bir kism1 ve ¢ok sayida damar yapisi igeren skrotum, sperm
hiicrelerini 1s1 degisikliklerinden koruyarak sperm islevlerini korumaktadir. Testisin orta-
arka boliimiinde bulunan yardimci kanal epididimis, spermleri olgunlasincaya ve disari
verilene kadar depolamakta, spermin testisten ejakulator kanala ve penise iletilmesini
saglamakta, hasarli spermatozoalari uzaklastirmakta ve spermlerin olgunlagsmasina
yardimc1 olmaktadir. Vas deferens olarak adlandirilan sperm kanali, epididimisten
sonraki kisimda sperm iletimi ile gorevlidir (Kandeel, 2007; Basu, 2011).

Seminal vezikiiller, spermin beslenmesini saglayacak ve vajendeki asit ortami
notralize edecek siviyr salgilamaktadir. Idrar kesesinin agsagisinda bulunan prostat bezi,
semenin licte birini olusturan bazik yapida bir sivi salgilamaktadir. Bulboiiretral bezler,
tiretradaki idrar1 nétralize edip ve iiretray1 kayganlastirmaktadirlar. Spermler ile birlikte
bu yardimci bezlerden gelen sivilarin birlesmesiyle semen adi verilen salgi olusmaktadir
(Heffner ve Schust, 2010; Basu, 2011).

Epididimislerin genislemis devami olan duktus deferens, sperm iletiminde gorev
almaktadir. Seminal vezikiil ve prostat bezlerinden gelen salgilarin sperm ile birlestigi
ejekiilator kanali, olusan semeni ejekiilasyon aninda iiretraya ulagtirmakta ve sperm iiretra
yoluyla dis genital bdlge olan penisten viicut digina taginmaktadir (Heffner ve Schust,

2010).
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2.4.1. Spermatogenez ve hormonal diizenlenmesi

Sperm yapimi, 6n hipofiz gonadotropik hormonlarin etkisi sonucu seminifer
tiibiillerde gerceklesmekte ve cinsel olgunlagma ile baglamaktadir. Spermatogenezde;
germ hiicreleri olan spermatagonialarin mitoz ¢ogalmasiyla olusan proliferasyon fazinda
spermatosit I’ler, rediiksiyon fazinda mayoz bodliinme ile spermatosit II’ler, daha sonra
ikincil bir boliinme ile spermatidler olusmaktadir. Bu islemler sonucunda her bir
spermatidin kromozom sayist yartya (n=23) inmekte ve bunlarin ileri derecede
farklilagmaya ugramasiyla spermler meydana gelmektedir (Hall, 2013).

Olgun spermin yapist; bas, orta parca ve kuyruk olarak ii¢ kisimdan olusmaktadir.
Bas kisminda ¢ekirdek ve enzim igeren akrozom, orta parcada bol miktarda spiral sekilli
mitokondri, az miktarda vezikiil ve sitoplazma bulunmaktadir. Kuyruk kismi ise hareketi
saglayan kamg1 yapisinda bir uzantidir (Aydin, 2006).

Son 30 yilda yapilan bir¢ok ¢alisma, spermatogenezin endokrin regiilasyonuna
odaklanmistir (O'Donnell ve dig. 2017). Kantitatif olarak normal spermatogenezin
baslatilmasi ve siirdiiriilmesi gonadotropinler LH ve FSH hormonlarinin kontrolii altinda
gerceklesmektedir. Hipotalamus, LH ve FSH hipofiz hormonlarinin iretimini ve salimini
diizenleyen gonadotropin salgilatict  hormonunu (GnRH) sentezlemekte ve
salgilamaktadir.  LH, androjen biyosentezini uyarmak i¢in Leydig hiicrelerini
hedeflemekte ve ortaya cikan androjenler (testosteron ve onun androjen metabolitleri),
spermatogenezi uyarmak ve desteklemek icin seminifer epitelyumdaki reseptorler
tizerinde etki etmektedir. Boylece seminifer tiibiillerde germ hiicrelerinin olgunlasmasi
stimule edilmektedir (Corenblum ve Boyd, 2017). FSH, spermatogenezi desteklemek igin
Sertoli hiicrelerindeki reseptorleri dogrudan hedeflemektedir. Spermatogenez i¢in hem
androjenler hem de FSH’in gerekli oldugu bilinse de, spermatogenez, biiyiime
faktorlerinin, sinyalleme molekiillerinin ve diger i¢sel mekanizmalarin isbirligine
dayanmaktadir (O'Donnell ve dig. 2017).

Testosteron inhibisyonu, GnRH (gonadotropin saliverici hormon) ve
gonadotropinlerin salgilanmasiyla gerceklesmektedir. Kanda testosteron hormon
konsantrasyonu yiikseldigi zaman, hipofizden LH salinmasi durdurulmaktadir. Sertoli
hiicrelerinde sentezlenen inhibin B ve follistatin, hipofiz bezinden salgilanan FSH’1

baskilamakta, aktivin ise stimiile etmektedir (Woldemeskel, 2017).
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2.5. Reproduktif Toksisite

Reproduktif toksisite, herhangi bir ajanin yetiskin erkeklerde ve kadinlarda cinsel
islev/fertilite (zerindeki olumsuz etkilerini ifade etmektedir. Daha genis anlamda
reprodiktif  fonksiyonunun islevini yitirmesi (infertilite); biiyime geriligi,
malformasyonlar ve 6lim gibi embriyodaki yan etkilerin indliklenmesi (teratojenisite);
ve yavruda olumsuz postnatal etkilerin indlksiyonu icermektedir (Kumar ve dig. 2018;
Woldemeskel, 2017).

Insanlarda reprodiiktif organlar, cevresel kirleticiler, ilaglar (kuiciik molekuller ve
biyolojik maddeler), kozmetikler, zirai kimyasallar ve virtsler, bakteriler ve parazitler
gibi patojenler de dahil olmak {izere ¢esitli ¢evresel maddelerden toksik olarak zarar
gormektedir. Bu ajanlarin erkek ve disi reprodiktif sistemler tizerindeki olumsuz etkileri,
diinya c¢apinda infertilitenin artmasinin baslica nedeni olarak kabul edilmektedir
(Woldemeskel, 2017).

Infertilite; ciftlerin korunmasiz cinsel iliskiye ragmen, bir yilin sonunda gebelik
saglayamamasi olarak tamimlanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore,
infertilite reprodiiktif cagdaki ciftlerin %15’ini etkilemektedir. Ulkemizde de yaklasik
olarak 1,5-2 milyon kisinin infertilite sorunu ile karsi karsiya oldugu belirtilmektedir
(Amanak ve dig. 2014). Erkek kaynakli infertiliteler de, tiim infertilite problemlerinin
yaklasik %50'sini olugturmaktadir (Brezina ve dig. 2012).

2.5.1. Reproduktif toksisitenin biyogostergeleri

Biyogosterge, maruziyetin veya cevabin Olgllebilen biyolojik indeksi olarak
tanimlanmaktadir. Anatomik, endokrin, hiicresel ve molekuler biyogostergelerin
tanimlanmasi ve dogrulanmasi, toksisite ve hastaligin tan1 ve tedavisinin yani sira temel
toksikolojik, epidemiyolojik ve diger arastirmalarin basarisinda klinik agidan oldukga
onemlidir (Rockett ve Kim, 2005).

2.5.1.1. Organ agirliklart
Organ agirhigr degisiklikleri, organlarda kimyasal olarak olusan degisikliklerin

hassas bir gostergesi olarak uzun suredir kabul edilmektedir. Toksikolojik deneylerde,
kontrol gruplart ve tedavi edilen hayvan gruplan arasindaki organ agirliklariin

karsilagtirilmasi, geleneksel olarak test maddesinin toksik etkilerini ve riski
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degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Reprodiktif toksikoloji agisindan erkek sigan
dogurganlik ¢alismalarinda, testis, epididimis, prostat ve seminal vezikiillerin tartildigini
belirtilmektedir (Michael ve dig. 2007; Woldemeskel, 2017).

Hizla béliinen testis hiicrelerinde, fizyolojisinde veya hormonlardaki bozukluk veya
degisimlere bagl toksisiteye karsi1 duyarliliklar: nedeniyle testis agirliklarinin 6l¢iilmesi,
toksisite ¢alismalari agisindan yararli bulunmaktadir. Bunun yani sira testikiiler agirliklar,
enzim indiiksiyonunun tanimlanmasina yardimci olmakta; histopatolojik degisikliklerle
iyi korele olmakta ve morfolojik bir korelasyonun yoklugunda bile No-Observed Effect-
Level (gozlenebilir etki olusturmayan diizey) olusturulmasinda yararli oldugu
bilinmektedir. Epididimal agirlik da reprodilktif toksisite agisindan ortak bir hedef organ
olarak kabul edilmekte ve agirlik degisiklikleri siklikla histopatolojik bulgularla iyi
korelasyon gostermektedir (Michael ve dig. 2007; Woldemeskel, 2017).

2.5.1.2.Sperm parametreleri

Sperm analizleri, erkek reproduktif toksisitesini, 0zellikle spermatogenezi ve sperm
olgunlagmasini degerlendirmek igin uygun bir biyogostergedir (Brezina ve dig. 2012).
Hem hayvanlarda hem de insanda, fertilite, sperm sayisina ve iiretilen spermin kalitesine
baglidir. Sperm tiretimini 6lgmek i¢in spermatid sayisi; sperm basi (penetrasyonu etkiler)
ve sperm flagellumu (motiliteyi etkiler) ile iliskili anormallikleri tanimlamak i¢in sperm
morfolojisi; spermatogenezdeki degisiklikleri tespit etmek veya mekanik bilgi saglamak
icin histopatoloji, degerlendirilmesi gereken sperm parametrelerindendir (Fagi ve dig,
2017).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO, 2010) semen analizi kilavuzuna gore;

Semen hacmi: Semen hacminin alt referans sinir1 1,5 mL’dir (5. yiizdelikte, %95 giiven
araligy).

Sperm konsantrasyonu: Makler sayim kamarasi ile sayim yapildiginda 10 tane orta boy
karedeki toplam sperm sayist milyon/mL olarak kaydedilir. Normal bir semende alt
referans degeri 15x10%mL’dir.

Total sperm sayisi: Tiim ejekiilattaki toplam sperm sayisidir. Sperm konsantrasyonunun
total hacim ile ¢arpimindan elde edilmektedir. Referans degeri ejakiilat bagina 39x10°
spermatozoadir.

Sperm hareketi (motilite): 11k 30 dakikada, oda 1s1s1nda veya 37°C derecede hareketlilik

degerlendirmektedir. Spermler progresif hareketli, nonprogresif hareketli ve hareketsiz
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seklinde siniflandirmaktadir. Progresif hareket eden sperm hiicresi dogrusal ya da genis
bir dairesel diizlemde hizdan bagimsiz olarak ilerleyici bir sekilde hareket etmektedir.
Nonprogresif hareket eden sperm hicresi ilerleyici hareket etmeyip kiiciik dairesel veya
yerinde hareket etmektedir. Sperm hicresinde hi¢ hareket gdzlenmiyorsa hareketsiz
olarak smiflandirilmaktadir. Sperm progresif motilite referans degeri %32 civarindadir.
Sperm canhiligi: Sperm hiicre membrani biitiinliigiiniin degerlendirilmesi esasina
dayanmakta ve progresif hareketli sperm orani < %40 oldugu durumlarda sperm canlilik
testleri 6zellikle 6nem kazanmaktadir.

Sperm morfolojisi: En az 200 sperm incelenerck bas, orta kisim-boyun, kuyruk
degerlendirilerek normal morfolojideki spermlerin ylizdesi hesaplanmaktadir. Kati

“Tygerberg” yontemini kullanarak %4 referans olarak kabul edilmektedir.

2.5.1.3. Hormonlar

Hormonlarin 6lguim, verileri istatistiksel olarak gecerli kilmak igin yeterli sayida
hayvan veya numuneye sahip iyi tasarlanmis bir ¢alismaya dahil edildiginde gugli ve
bilgilendirici bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. En sik dl¢iilen hormonlar testosteron,
LH, FSH ve inhibin B'dir (Creasy ve Chapin, 2018; Testicular Toxicity, 2018).

Endokrin  hormon bozucularin, Leydig hucrelerini etkileyerek testosteron
seviyelerinin azalmasina ve bdylece hipospadias veya kriptorsidizme neden olabilecegi,
ayrica Sertoli hiicrelerine etki etmesi sonucunda, germ hiicrelerinin gelisimini bozarak
hipo-spermatogeneze veya germ hicresi kanserine yol agabilecegi belirtilmistir (Toor ve
Sikka, 2017).

2.5.1.4. Oksidatif stres

Oksidatif stres, vicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin lipid tabakasinin
peroksidasyonuna neden olan serbest radikal iiretimi arasindaki dengesizlik olarak
tamimlanmaktadir. Oksidatif stresin, toksisitenin olas1 bir mekanizmasi olarak
toksikolojik aragtirmalarda biiyiik 6nem tasidig1 bilinmektedir (Mercan, 2004).

Cesitli endojen ve ekzojen kaynakli etmenlerin, hiicrelerin prooksidant/antioksidan
dengesini bozdugu ve siiperoksit anyonu (O27), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil
iyonu (OH') gibi reaktif oksijen tirleri (ROS) lreterek oksidatif stres olusturdugu
bilinmektedir. ROS, eslestirilmemis elektronlar nedeniyle yiiksek oranda reaktif olan,

oksijen bazli kiigilk molekiillerdir (Papa ve Skulachev, 1997). Oksidatif hasarin
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kontroliinde 6nemli bir rol oynayan superoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve
glutation peroksidazi (GPx) igeren enzimler ve bununla birlikte enzimatik olmayan
antioksidan vitaminler (A, C, E, Q), flavonlar, kinonlar, likopenler, b-karoten ve urik asit
gibi diyet takviyeleri antioksidan savunmay1 olusturmaktadir (Ranjekar ve dig, 2003;
Huang ve Liu, 2017). Sitosolik, mitokondriyal ve ekstraseliler formlarda bulunan SOD,
stperoksit anyonunu hidrojen peroksite cevirmektedir. Katalaz (KAT), tek formda
bulunur ve hidrojen peroksidi hidrojene ve suya doniistiiren oldukga verimli, hiicre ici bir
enzimdir. Hidrojen peroksit, ferrik veya kuprik iyonlar ve hidroksil iyonlar1 olusturmak
icin Fe™ veya Cu™ gibi agir metallerle reaksiyona girebilir veya su ve rediiklenmis
glutatyon verecek sekilde glutatyon/glutatyon peroksidaz (GPx) yolu ile detoksifiye
edilebilir. Glutamat bazli bu sistem oksidatif strese kars1 6nemli bir savunmadir (Turner
ve Lysiak, 2008). Malondialdehit (MDA), hicrelerde ¢oklu doymamis yag asit
peroksidasyonun son Urlnlerindendir. Serbest radikaller, bir organizmada lipit
peroksidasyon zincirini baslatmaktadir ve Serbest radikallerde artis, MDA'nin asir1
tiretilmesine neden olmaktadir. MDA seviyesi, oksidatif stresin ve antioksidan durumun
bir biyogostergesi olarak kullanilmaktadir (Gawet ve dig., 2004).

ROS’un, patolojik kosullara karsi savunma mekanizmalarinda onemli bir rol
oynadig1 gosterilmistir, ancak asir1 miktarda serbest oksijen radikalleri dokulara zarar
verebilmektedir (Sidorkiewicz ve dig., 2017). Kusurlu sperm fonksiyonuna bagh
infertilitede ROS'un rolii bildirilmistir ve asirt ROS olusumunun plazma membraninda
peroksidatif hasara neden oldugu ve bunun da sperm fonksiyonunun bozulmasina neden
oldugu gosterilmistir (Kumar ve dig. 2018). Bu sebeple reproduktif toksisiteyi

degerlendirirken oksidatif stresi belirlemek 6nem tagimaktadir.

2.5.1.5. Histopatoloji

FDA, cinsel olarak olgunlagmis hayvanlarin reprodiiktif organlarinin histopatolojik
degerlendirmesinin, hayvanlarda testikiiler hasar1 degerlendirmek i¢in uygun sekilde
hassas bir biyogosterge oldugunu diisiinmektedir. Toksikoloji ¢aligmalari, testislerin,
seminal vezikil, epididimis ve prostatin histopatolojisinin, uygun fiksasyon ve testis
boyama ile incelenmesini i¢ermelidir. Tekrarlanan doz toksisite ¢alismalarinda gonadal
dokularda ters bulgular gozlenirse, klinik olmayan erkek infertilite c¢alismalarinda
reproduktif dokularin histopatolojik degerlendirmesi, insan risk degerlendirmesi igin ek

kanit saglayabilmektedir (CDER, 2018; Woldemeskel, 2017).
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2.6. Antipsikotik ilaclar ile indiiklenen Reprodiiktif Toksik Etkiler

Antipsikotik ila¢ alan hastalarin yaklasik yiizde 43'linde cinsel islev bozuklugu
bildirilmistir (Muench ve Hamer, 2010). Hem birinci hem de ikinci jenerasyon
antipsikotik kullaniminin kadin ve erkeklerde libido, uyarilma ve orgazm dahil olmak
Uzere tim seksulel fonksiyon asamalarini etkileyebildigi belirlenmistir (Wirshing ve dig,
2002). Birinci jenerasyon antipsikotiklerin, 6zellikle erkeklerde priapizmde oldugu gibi
spontan, agrili veya retrograd ejakiilasyonun eslik ettigi erektil ve ejakilator
disfonksiyona neden oldugu belirtilmistir (Muench ve Hamer, 2010).

Sizofreni hastalarinda seksiiel disfonksiyon prevelansi, antipsikotik ilaglarin serum
prolaktin dlzeylerine etkisi ile iligkili goriinmektedir (Dossenbach ve dig, 2005).
Dopaminin, prolaktin salinimimi diizenleyen major hipotalamik inhibitor faktor olmasi
nedeniyle, antipsikotiklerin dopaminerjik iletiyi inhibe etmelerinin prolaktin dizeyini
artirdi@1 bilinmektedir. Antipsikotiklerin neden oldugu D> resept6r blokaji sonucu ortaya
¢ikan prolaktin diizeyindeki artis hem kadin hem de erkekte hipogonadizm ile iligkili
bulunmustur. YUksek prolaktin duzeyi, hipotalamustan gonadotropin salgilatici hormon
(GNRH) saliniminm1 ve aynt zamanda LH salinimi iizerine Ostrojen diizeyinin pozitif
geribildirim (feedback) etkisini baskilamaktadir. Bu durumun da LH ve FSH duzeylerini
diigiiriirerek reproduktif saglik ve cinsel iglev Uzerinde derin etkilere neden oldugu
gosterilmistir (Karakus ve dig, 2009; Bains ve Shah, 2012).

Birinci jenerasyon antipsikotiklerin ve ikinci nesil antipsikotiklerden 6zellikle
risperidon ve yiksek dozda olanzapin ve ziprasidon kullanimi ile hiperprolaktinemi
ortaya cikabilecegi bilinmektedir. Hiperprolaktinemi asemptomatik olabildigi gibi;
jinekomasti, galaktore, oligo veya amenore, seksiel disfonksiyon, diisiik sperm sayisi,
akne, hirsutizm, infertilite ve kemik mineral yogunlugu kaybina neden olabilmektedir.
(Muench ve Hamer, 2010; Bains ve Shah, 2012).
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Hayvanlar

Deneylerde yaklasik 300-340 ¢ agirliginda yetiskin erkek Wistar sicanlar
kullanilmistir. Sicanlar, ¢alisma ortamina uyum saglamalari i¢in deney baslangicindan bir
hafta dnce laboratuvara alinarak 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik dongiisiinde, %65
ortam nemi ve 24+1°C oda sicakliginda, ad libitum beslenme ile ve serbest su erisimi
saglayabilecek sekilde bakimi saglanmistir. Tez ¢alismasi siiresince gergeklestirilen tiim
deneyler, Anadolu Universitesi Bilimsel Arastirmalar Etik Komisyonu'ndan onay

alindiktan sonra yapilmistir (Dosya Kayit No. 2013-9).

3.2. Kullamilan Maddeler
Agaroz (Normal) : Sigma-Aldrich, Almanya

Agaroz (Disiik erime dereceli) : Sigma-Aldrich, Almanya

Alkol

Boraks cozeltisi

Borik asit

: Sigma-Aldrich, Almanya
: Sigma-Aldrich, Almanya

: Riedel de Haen, Almanya

Dikalsiyum fosfat : Carlo Erba, Amerika Birlesik Devletleri

Ditiyotreitol : Ambresco, Amerika Birlesik Devletleri

DMEM/Ham’s F-12 : Wisent Inc, Amerika Birlesik Devletleri

EDTA disodyum dihidrat : Merck, Almanya

FSH Kiti : Sun-Red, Cin Halk Cumhuriyeti

Glutaraldehit : Merck, Almanya

GSH Kiti : BioVision, Amerika Birlesik Devletleri
KAT Kiti : BioVision, Amerika Birlesik Devletleri
LH Elisa Kiti : Sun-Red, Cin Halk Cumhuriyeti

Lamel yapistiricisi : Eukitt, Ispanya

Lityum 3,5-diiyodosalisilat : Fluka, Amerika Birlesik Devletleri

LMP Agaroz : Invitrogen, Ingiltere
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LR White
MDA Kiti

Monosodyum Fosfat
Olanzapin

Paraformaldehit

PBS

SOD Kiti

Sodyum klortr

Sperm Blue dark staining
Sperm Blue fixative solution
Syber green

Testosteron Kiti
Toluidin mavisi

Triton X-100

Trizma baz

Trizma hidroklorit

Uretan

: London Resin Campany, ingiltere
: BioVision, Amerika Birlesik Devletleri

: Carlo Erba, Amerika Birlesik Devletleri

: Sigma-Aldrich, Almanya

: 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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3.3. Kullamilan Cihazlar

Basler A312fc dijital kamera  : Microptic SL, ispanya

Comet analiz programi : BS 200 ProP, BAB Goriintiileme Sistemi, Turkiye
Elektroforez tank : Cleaver, Ingiltere

Floresan mikroskobu : Leica DM6000 B, Almanya

Gii¢ kaynagi : Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri
Hassas terazi : Ohaus, Amerika Birlesik Devletleri
Homojenizator : Sartorius, Almanya

Isiticil manyetik karistiric : Lab Companion, Amerika Birlesik Devletleri
Inkiibator : Lab Companion, Amerika Birlesik Devletleri
Nikon Eclipse 50i : IMP, Gliney Afrika

Otomatik Sperm Yazilimi : SCA, Ispanya

Sogutmalr santrifiij : Eppendorf, Amerika Birlesik Devletleri
Stereomikroskop : Leica Em Trim, Almanya

Ultramikrotom : Leica Em Uc6, Almanya

Ultrasonik banyo : Bandelin, Almanya

Vorteks : Heildolph, Almanya
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4. YONTEM
4.1. Deney Hayvanlarina Test Maddesinin Uygulanmasi

Sicanlar her grupta 8 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrilmistir. Deney hayvanlarina
uygulanan OLZ dozlari, literatiir arastirmalar1 sonucunda antipsikotik aktivite gosterdigi
2,5, 5 ve 10 mg/kg olarak belirlenmistir (De Siqueira Bringel ve dig., 2011; Beasley ve
dig., 1996; Terry ve dig., 2008). Yaygin olarak kullanilan giinlik OLZ dozlar1 5-30
mg/gln olmakla birlikte (Mauri ve dig., 2014), sizofreni tedavisinde oral OLZ, genellikle
baslangigta 5 ile 10 mg ile baslayan, birka¢ giin iginde 10 mg/gun hedef dozu ile
uygulanmaktadir (FDA, ZYPREXA® Product Label, 2009). Secilen dozlar, insan
dozlarint hayvan dozlarina uyarlayan kilavuzlara uygun diizenlenmistir (FDA Guidance
for Industry, 2005). OLZ, distile su i¢inde ¢ozllerek 1 mL/100 g'lik bir hacimde deney
hayvanlarina uygulanmigtir. Uygulama siiresi, tekrarlanan doz oral toksisite ¢aligmalarina
dayanarak, test maddesinin potansiyel reprodiktif sistem hasarinin saptanabilecegi 28
glin olarak belirlenmistir (ECETOC Monograph No. 31, 2002).

= Kontrol grubu (K): 28 gin sire ile oral olarak 1 mL/100 g hacimde distile su
uygulanan kontrol grubu siganlar (8 adet)

= 2,5 mg/kg OLZ uygulanan grup (OLZ-2,5): 28 giin sure ile oral olarak 2,5 mg/kg
dozda OLZ uygulanan siganlar (8 adet)

=  5mg/kg OLZ uygulanan grup (OLZ-5): 28 giin siire ile oral olarak 5 mg/kg dozda
OLZ uygulanan siganlar (8 adet)

= 10 mg/kg OLZ uygulanan grup (OLZ-10): 28 gun sire ile oral olarak 10 mg/kg
dozda OLZ uygulanan siganlar (8 adet)

4.2. Deney Hayvanlarindan Numune Toplanmasi

28 giinliik uygulama siiresini takip eden 24 saatlik siirede deney gruplarindaki
siganlarin agirliklart 6l¢lilmiis ve intraperitonal olarak 1,5 g/kg Uretan anestezisi verilen
sicanlar, kalp sag ventrikiil yapisindan yiiksek miktarda kan toplanmasi ile Sldiiriilmiistiir
(Takeuchi ve dig., 2014).

Toplanan kan 6rnekleri 4°C’de 24 saat bekletildikten sonra 2500 rpm’de 15 dakika
santrifiij edilerek serum kisimlari, ilgili kitlerin ireticisi tarafindan belirlenen deney
prosedirine gobre serum FSH, LH ve testosteron seviyelerinin belirlenmesinde
kullanilmistir.

Sican testis ve epididimis dokulari ¢ikarilmis ve fosfat tamponuyla (8 g/L NaCl, 0,2
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g/L KCI, 0,2 g/L KH,PO,4, 1,14 ¢g/L Na,HPO,, pH 7.4) yikanip kan ve kirlilikten
armdirilmistir. Sol testis ve epididimis dokulariin agirliklar1 6l¢iilerek, sicanlarin bagil
testis/epididimis agirliklarinin hesaplanmasinda kullanilmistir. Sol testis dokulari, ilgili
Kitlerin Ureticisi tarafindan belirlenen deney prosediirine gore testis SOD ve KAT
aktiviteleri ile GSH ve MDA seviyelerinin belirlenmesinde kullanilmastir.

Sag testis dokular kiiciik pargalara (2 mm?®) dilimlenmis ve %4 paraformaldehit
cozeltisi (fosfat tampon icinde pH 7,2-7,3) icinde 4°C’de 24 saat siire ile fikse edilmistir.
Fiksasyon siiresi sonrasinda ornekler 0,1 M’lik sodyum-fosfat tamponu (pH: 7,4) ile
yikanmig ve Ornekler dehidratasyon amaciyla alkol serilerinden gecirilmistir. Resinin
hiicre igerisine niifuz etmesini saglamak amaciyla 6rnekler 2:1 oraninda hazirlanmig LR
White/alkol karigiminda 2 saat bekletilmistir. Siire sonunda 6rnekler 24 saat siire ile LR
White ¢ozeltisinde bekletilmistir. Gomme 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 goriintiillenmigtir
(Anderson ve Dixon, 2002). Sag epididimisin proksimal kauda kisimlari sperm

konsantrasyonu, motilitesi, morfolojisi ve DNA hasarinin belirlenmesinde kullanilmistir.

4.3. Sperm Konsantrasyonunun ve Motilitesinin Degerlendirilmesi

Kauda kisimlar1 onceden 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 igeren yeni saat camlarina aktarilmistir.
Besiyeri igerisinde sperm bulutu olugsmasi saglanmis ve bu buluttan 5’er pL alinarak Leja

lamlarin  kuyucuklarma doldurulmustur. Hazirlanan lamlar Sperm Class Analyzer

(SCA®) sisteminde konsantrasyon ve motilite moduliunde 4x ters faz objektifi ile her sican
icin en az 8 goriintli olacak sekilde saniyede 50 kare c¢ekilerek analiz edilmistir.
Motilitenin degerlendirilmesinde her sican igin en az 200 sperm kullanilmistir (WHO,
2010).

4.4. Sperm Morfolojisinin Degerlendirilmesi

5 pL sperm bulutu lama (24 x 60 mm) alinmis ve temiz baska bir lam yardimiyla

45°lik ag1 olacak sekilde yayilmistir. Lamlar oda sicakliginda kuruduktan sonra, 15-20

dakika boyunca dikey olarak SpermBIue® fiksatif sollisyon igerisinde fikse edilmistir.
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®
Sire sonunda 15 dakika boyunca SpermBlue ile boyanmistir. Lamlar fazla fiksatif ve

boyadan arindirilmak igin 1 saniye distile su ile yikanmistir. Hazirlanan lamlar SCA®
sistemine ait morfoloji moduliinde 100x aydinlik alan objektifi ile mavi lens kullanilarak
otomatik olarak analiz  edilmistir.  Sicanlara ait sperm  morfolojilerinin
degerlendirilmesinde her si¢an i¢in en az 200 sperm kullanilmistir. Spermler literatiir
verilerine gore belirlenen sperm anomalileri esas alinarak morfolojik olarak
degerlendirilmistir (Van der Horst ve dig., 2011; WHO, 2010).

4.5. Sperm DNA Hasarinin Belirlenmesi

Spermlerde DNA hasar1 tek hiicre jel elektroforezi (SCGE/Comet) yoOntemi
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 karistirildiktan sonra lama aktarilmig 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 ditiyotreitol) 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 uzaklagtirmak
icin lamlar 5’er dakika 3 kez distile su ile yikanmistir. Lamlar yatay elektroforez linitesine
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 yiiritme islemi
gerceklestirilmistir. Elektroforez isleminin ardindan lamlar distile su ile yikanmis ve agik
havada kurutulmustur. Kurutulan lamlar Syber green boyasi ile boyanmistir. Lamlar
floresan mikroskobunda fotograflanmis ve goriintiiler analiz edilmistir. Analiz islemi her
lamdan 100 sperm kullanilarak gergeklestirilmistir (Trivedi ve dig, 2010). Kuyruk
momenti; % kuyruk DNA x kuyruk uzunlugu seklinde hesaplanmistir (Bjérndahl, 2009).

4.6. Istatistiksel Analiz

Tiim veriler ortalama =+ standart hata olarak ifade edilmistir. Istatiksel analizler,
SigmaPlot v.10 programinda c¢oklu karsilastirma testleri olan Tukey ve Tek Yonlii
Varyans Analizi ile gergeklestirilmistir. p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul

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

Organ agirlig1 degisiklikleri, organlarda olusan toksik etkilerin hassas bir gostergesi
olarak uzun siredir kabul edilmektedir. Reprodiktif toksikoloji agisindan erkek sigan
dogurganlik ¢alismalarinda, testis, epididimis, prostat ve seminal vezikiillerin tartildig:
belirtilmektedir (Michael ve dig. 2007; Woldemeskel, 2017). Muamele edilen
hayvanlarin organ agirliginin kontrol grubuyla karsilastirilmasi, gruplar arasindaki viicut
agirh@ farkliliklar: nedeniyle genellikle karmasiktir. Bu nedenle organ agirliginin analizi
igin, organ agirhigi/viicut agirligi orani olan bagil agirhk daha yaygin olarak
kullanilmaktadir (Bailey ve dig., 2004).

De Siqueira Bringel ve dig. (2011)’nin yaptig1 ¢alismada, 45 giin intraperitonal 10
mg/kg olanzapin verilen siganlarin, bagil testis, epididimis ve prostat agirliklarinin
kontrol grubuna kiyasla azalmis oldugu gosterilmistir.

Bizim ¢alisma sonuglarimiza gore ise OLZ uygulanan gruplarda kontrol grubuna
gore, bagil testis agirliklar1 ve bagil epididimis agirliklart acisindan anlamli farklilik
gozlenmemistir (Tablo 5.1). OLZ uygulamas: ile elde edilen reproduktif toksisite
bulgularina, bagil organ agirliklarindaki degismelerin eslik etmedigi ifade edilebilir. Bu
duruma OLZ uygulamasi ile olusan ve histopatolojik incelemede de gézlenen 6dem gibi
sekonder degisikliklerin bagil organ agirliklarimin farklilagsmasina olanak vermemis

olabilecegi diisiiniilebilir.

Tablo 5.1. Gruplara ait bagil testis ve epididimis agwihiklar:, K: Kontrol grubu; OLZ-2,5: 2,5 mg/kg
olanzapin uygulanan grup; OLZ-5: 5 mg/kg olanzapin uygulanan grup; OLZ-10: 10 mg/kg
olanzapin uygulanan grup; Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmistir, (*)
Kontrolden farkli (p < 0,05).

Bagil testis agirhg Bagil epididimis agirhg:

Deney gruplan (g/100 g viicut agirhig) (g/100 g viicut agirhgr)
K 0,49 0,20
+0,05 +0,01
0,48 0,20
OLZ-2,5 +0,03 +0,01
0,45 0,19
OLZ-5 +0,03 +0,01
0,46 0,19
OLz-10 +0,03 +0,01
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5.2.  Sperm Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Semen kalitesinin oOlgiitleri, erkek infertilitesi agisindan tartisilmakta ve genellikle
infertilite, anormal semen analizi ile teshis edilmektedir. Sperm analizinin birden fazla
Olcim parametresi olsa da sperm sayisinin normalden az olmasi (oligospermi),
saptanamayan sperm (azoospermi) gibi sperm sayis1 anomalileri, sperm motilitesi ve
sperm morfolojisindeki anomaliler en 6nemli parametreler olarak degerlendirilmektedir
(Brezina ve dig. 2012; Kulkarni ve dig., 2015).

De Siqueira Bringel ve dig. (2011)’nin yaptig1 ¢calismada, 45 giin intraperitonal 1,
2,5, 5, 10 mg/kg olanzapin uygulanan siganlarin her testis icin giinltik sperm Gretimi ve
gram basina giinliik sperm tiiretimi sonuglari, deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
farklilik gostermemistir. Literattrlerde spermin morfolojik incelemesinin spermatogenez
kalitesinin ve fertilitenin duyarli bir gostergesi oldugu ortaya konulmustur. Yine sperm
morfolojik bozukluklarina sahip olgularda beraberinde DNA hasarlari, kromatin hasarlari
ve benzeri patolojilerin olabilecegi belirtilmistir (Erdemir ve dig., 2011).

Calismamizda gruplara ait sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi Tablo
5.2’de sunulmustur. OLZ uygulanan gruplar ve kontrol gruplar1 sperm konsantrasyonlari
ve sperm motilitesi agisindan karsilastirildiginda, OLZ uygulanan gruplarda kontrol
grubundan farksiz degerler elde edilmistir. Sperm morfolojisi agisindan OLZ gruplari
karsilastirildiginda ise OLZ-5 ve OLZ-10 gruplarinda; kontrol grubuna gore ve en diisiik
doz (2,5 mg/kg) OLZ uygulanan gruba goére normal sperm morfolojisinin azaldig1 tespit

edilmistir.
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Tablo 5.2. Gruplara ait sperm parametreleri, K: Kontrol grubu; OLZ-2,5: 2,5 mg/kg olanzapin uygulanan
grup; OLZ-5: 5 mg/kg olanzapin uygulanan grup; OLZ-10: 10 mg/kg olanzapin uygulanan grup;
Sonuglar ortalama tstandart sapma olarak verilmigtir, (*) Kontrolden farkii (p <0,05); (1) OLZ-
2,5den farkl (p <0,05).

Sperm konsantrasyonu . Normal Sperm
6 Motilite (%0) morfolojisi
Deney gruplan (20 /ml) (%)
K 1,67 87,46 84,00
+0,24 +3,15 +4,55
1,32 84,78 77,16
OoLz-2,5 +0,12 +6,43 +7,40
64,86
1,40 84,97 '
OLZ-5 . ' +6,87
+0,50 5,17 1)
66,81
1,31 84,45 '
OLZ-10 . ' 5,00
+0,32 +2,61 (1)

Sperm morfoloji anomalisinin indiiksiyonunun, spermatogonia ve spermatositlerin
genetik materyalindeki veya spermatogenez siirecindeki hasara bagli olusabilecegi
diistiniilmektedir (Tasdemir ve dig, 1997; Agarwal ve Said, 2003). Calisma sonug¢larimiza
gore gozlenen morfolojideki bozulmalari spermatogenez kalitesi ve fertilitenin duyarli bir
parametresi olarak degerlendirirsek OLZ nin reprodiiktif toksisitesinin gdstergesi olarak
kabul etmemiz mimkundr.

Sperm DNA hasarinin, sperm Kalitesinin bagimsiz bir 6l¢iisti oldugu bilinmekte ve
standart semen analizinden daha kesin tam1 ve prognostik bilgi saglayabilmektedir.
Ayrica, sperm ¢ekirdeginin oksidatif strese karsi korumadan yoksun ve oksidasyon aracili
DNA hasarina karsi hassas oldugu icin; sperm DNA hasarinin 6lgiilmesi, erkek
infertilitesinin degerlendirilmesinde yararli bir ara¢ olarak yer almaktadir (Simon ve
Carrell, 2013).

Cesitli ¢alismalar infertiliteye sahip oldugu bilinen erkeklerde sperm DNA
hasarmin artmis oldugunu gostermistir. DNA hasarinin kaynagi muhtemelen ¢ok faktorlii
olmakla birlikte, DNA hasar1 olan sperm, standart semen analizi ile degerlendirilen
parametrelerden bagimsiz olarak erkek subfertilitesinin godstergesi olabilmektedir.
Ayrica, ¢caligmalar normal standart sperm parametrelerine sahip infertil erkeklerden elde
edilen spermlerde DNA hasar1 artisinin olabilecegini ortaya koymustur. Sperm DNA
fragmantasyonunun  %30°dan fazla olmasi reprodiktif sonuglar1 olumsuz
etkileyebilmektedir (Hall ve Burt, 2012; Agarwal ve Said, 2003).
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Comet testi, ¢ok ¢esitli hiicre tiplerinde DNA iplik¢ik kirtlmalarinin dlgiilmesiyle
spermatozoadaki DNA hasarini aragtirmak icin yaygin kullanilan hassas bir yontemdir
(Chatterjee ve dig., 2000; Agarwal ve Said, 2003). Comet testi, bir maddenin veya
metabolitlerinin genotoksik potansiyelini, germ hucrelerinin genetik materyali ile
etkilesime girebilecek sekilde algilama yetenegine sahiptir. Bu nedenle, germ hiicre
genotoksisitesinin saptanmasi igin comet testinin kullanilabilecegi onerilmistir. Sadece
sperm fonksiyon testi, tim guclt germ hucresi toksik maddelerini tespit edemeyebilir. Bu
nedenle, glivenilirligi artirmak i¢in, miimkiin oldugunca ¢ok sayida sperm oOzelligini
kapsayan ¢esitli fonksiyonel testlerin sonuglarini entegre etmek sarttir. DNA hasar analizi
icin kullanilan parametreler kuyruk uzunlugu, % kuyruk DNA'si ve % kuyruk
momentidir. % kuyruk momenti, hiicredeki genel DNA hasarina entegre bir 6l¢iim
vermektedir (Trivedi ve dig, 2010).

Calisma gruplarina ait sperm Comet testi fotograflar1 Sekil 5.1°de gosterilmistir.
Ayrica gruplara ait % kuyruk momenti degerleri de Sekil 5.2°de sunulmustur. Spermlere
uygulanan Comet testi sonuglarina gére gruplar arasinda % kuyruk momenti parametresi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmemistir.

Sperm DNA hasari, kromatinlerin ayrilmasi ve paketlenmesindeki anomaliler,
oksidatif ~ stres, hormonal eksiklik veya anormal hicre apoptozundan
kaynaklanabilmektedir (Zini ve Libman, 2006; Trivedi ve dig, 2010; Agarwal ve Said,
2003). Sperm DNA biitiinliigii ve normal sperm morfolojisi arasindaki iligkiye dair
yaymlanan celigkili veriler bulunmaktadir (Belloc ve dig., 2014). OLZ ile
genotoksisitenin degerlendirildigi bir calismada kullanilan kardes kromatit degisimi ve
mikrogekirdek testlerinde genotoksik potansiyelinin olmadigi sonucuna varilmistir
(Togar ve dig., 2011). Sperm parametreleri ve DNA hasari iligkisi arastirilan bazi
calismalarda, sperm DNA hasar1 ile anormal morfoloji arasinda anlamhi bir iliski
gozlemlenmemistir (Belloc ve dig., 2014; Oliveira ve dig., 2010). Baska bir ¢aligmada,
infertil gruptaki tim orneklerde, normal morfolojideki spermatozoalarin DNA
fragmantasyonuna sahip oldugu gozlemlenmistir (Avendafio ve dig., 2009). Yine
calismamizda elde ettigimiz sperm morfolojisindeki % anormalligin anlamli diizeyde

artis1, anlamli artan DNA hasari ile sonuglanmamastir.
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Sekil 5.1. Gruplara ait sperm Comet testi fotograflar: (Biiyiitme olgegi: 20 um). a: Kontrol grubuna ait

Comet testi fotografi; b:2,5 mg/kg OLZ grubuna ait Comet testi fotografi, c:5 mg/kg OLZ
grubuna ait Comet testi fotografi, d:10 mg/kg OLZ grubuna ait Comet testi fotografi.

2 4.06+0,20 4.12+0,33 4.15+0,21 4.15+0,20

0

OLZ-2,5 OLZ-5 OLz-10

Kuyruk moment (%)
= N w
(02} N (Oa) w (0] H

[EY

Sekil 5.2. Gruplara ait % kuyruk moment. K: Kontrol grubu; OLZ-2,5: 2,5 mg/kg olanzapin uygulanan
grup; OLZ-5: 5 mg/kg olanzapin uygulanan grup; OLZ-10: 10 mg/kg olanzapin uygulanan grup

5.3. Testis Dokusunun Histopatolojik Olarak Incelenmesi

Diizenleyici toksisite ¢aligmalarinda, histopatolojik degerlendirme genel olarak
toksikanlarin erkek reprodiktif fonksiyonu lizerindeki olumsuz etkilerini tespit etmek
icin en hassas biyogostergelerden biri olarak kabul edilmektedir (Creasy, 2003).

Calismamizda kontrol grubuna ait testis doku kesitlerinin histolojik analizleri,
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seminifer tiibiil yapilarnin normal oldugunu gostermistir. Interstisyel alandaki Leydig
hiicrelerinin normal histolojik goriinlime sahip oldugu ve diizenini korudugu
gozlenmistir. Tiibiil igerisindeki spermatogenik serilerin ve Sertoli hicrelerinin
organizasyonun normal oldugu tespit edilmistir. Seminifer tiiblllerde limen icerisinde
spermler izlenmistir (Sekil 5.2-A, Sekil 5.3-A ve Sekil 5.4-A).

OLZ-2,5 grubuna ait testis dokusu kesitlerinin histolojik analizleri, kontrol grubuna
benzer sekilde seminifer tubil yapilarinin normal oldugunu gdstermistir. Interstisyel
alandaki Leydig hiicrelerinin normal histolojik goriiniime sahip oldugu ve duzenini
korudugu gozlenmistir. Tiibiil igerisindeki spermatogenik serilerde ve Sertoli
hlcrelerinde normal bir gorinim tespit edilmistir (Sekil 5.2-B, Sekil 5.3-B ve Sekil 5.4-
B).

OLZ-5 grubuna ait testis dokusu kesitlerinin histolojik analizlerinde, seminifer
tibll yapilarinda gozlemlenebilir bir patolojiye rastlanmamistir. Ancak spermatogenik
hiicrelerde sisme meydana geldigi, Leydig hiicrelerinde vakuollesme ve hafif intraselller
vakuollesme gelistigi tespit edilmistir (Sekil 5.2-C, Sekil 5.3-C ve Sekil 5.4-C).

OLZ-10 grubuna ait testis dokusu kesitlerinin histolojik analizlerinde, seminifer
tbdllerdeki vakuollesmeler belirginlesmistir. Leydig hiicrelerindeki sisme ve lipofuksin
graniillerindeki artis dikkat cekmistir. Interseliiler vakuollesmede artis, sperm sayisinda
azalma ve bazal membranin kalinlastig1 tespit edilmistir (Sekil 5.2-D, Sekil 5.3-D ve
Sekil 5.4-D). Sertoli hiicre hasarinin en sik goriilen morfolojik tepkilerinden biri,
vakuollesmedir. Bazi durumlarda, vakuoller biiyiik ve ayriktir, baz1 durumlarda ise bazal
Sertoli hiicre sitoplazmasinin mikrovakuollesmesi goriilmektedir. Vakuollesme ve/veya
sismeyi takiben, genellikle germ hiicre dejenerasyonu, disorganizasyonu veya
eksfoliyasyon goriilmektedir. Germ hiicresi degisikliklerinin, farkli toksik maddelerle
degisebildigi ve muhtemelen Sertoli hiicresi i¢indeki fonksiyonel bozuklugun dogasiyla
iliskili oldugu bilinmektedir (Vidal ve Whitney, 2014; Creasy, 2001).

Calismamizda OLZ ile indiiklenen morfolojik bozulmalar bu noktada histopatolojik
bulgular ile desteklenmektedir. Histopatolojik bulgulara gére de OLZ ile gerceklesen
vakuollesme, sisme ve bunun gibi patolojiler OLZ ile indiiklenebilecek germ hiicre hasari
dolayisiyla reproduktif toksisitenin bir gostergesidir.

Calismamiza benzer olarak OLZ uygulanan siganlara ait testisin histopatolojik
analizinde, 5 ve 10 mg/kg olanzapin ile tedavi edilen hayvanlarda testikuler parankimada;

germ hicre deskuamasyonlu seminifer tubuller, ¢cok c¢ekirdekli dev hiicreler ve sertoli
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hiicrelerinde intrasitoplazmik vakuollesme; ayrica, seminifer epitel ve tiibiiler limenlerde
nekrotik ve apoptotik germ hiicreleri gézlenmistir. Bu durumun ise OLZ ile tedavi edilen
hayvanlarin seminifer tiibiillerinde gozlenen testikiiler dejenerasyonun, plazma
testosteron diizeylerinde azalma ile iliskili olabilecegi; testosterondaki azalmanin,
olanzapin kullanim1 ve muhtemelen yiiksek prolaktin seviyeleri ile iligkili olabilecegi
belirtilmistir (De Siqueira Bringel ve dig., 2011).

OLZ ile indiiklenen histopatolojik degisimler OLZ nin doz bagimli olarak testis
dokusundaki toksisitesini gostermektedir. Bu degisimlerin sperm kalitesinde diisiise yol

actig1 da sperm morfolojik degerlendirmemiz ile ortaya konulmustur.

Sekil 5.3. Semifer tiibiillerin ve Leydig hiicrelerinin kontrol ve OLZ uygulanmis gruplardaki diisiik
oranda buyutilmesi (Biiyiitme Olgegi: 200 um), A: Kontrol grubu: Seminifer tubtllerin (ST),
spermatozoa (S) ve Leydig hucrelerinin (L) normal histolojisi. B: OLZ-2,5 ve C: OLZ-5:
Seminifer tlbdllerde (ST) gbzlemlenebilir patoloji yoktur. D: OLZ-10: Seminifer tibdllerde (ST)
blytk vakuoller (v) ve Leydig hiicrelerinin sigsmesi (»).
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Sekil 5.4. Leydig hicrelerinin kontrol ve OLZ uygulanmis gruplardaki yiiksek oranda biiyiitiilmesi
(Biiyiitme Olgegi: 20 um), a) Kontrol grubu: Leydig hiicrelerinin normal gériniimi b) OLZ-2,5:
Leydig hiicrelerinde gdzlemlenebilir patoloji yoktur. ¢) OLZ-5: Leydig hiicrelerinde vakuollesme
(™). d) OLZ-10: Leydig hiicrelerinde sisme ve lipofuksin graniillerinde artis (»).

Sekil 5.5. Semifer tublllerin ve interstisyel hiicrelerin kontrol ve OLZ uygulanmis gruplardaki yiiksek
oranda buyutiilmesi (Biiyiitme Olgegi: 50 um), A: Kontrol grubu: Spermatogenik serilerdeki
(SS) hucreleri iceren seminifer tibillerin normal gorunimi. B: OLZ-2,5: Spermatogenik
serilerde (SS) gozlemlenebilir patoloji yoktur. C: OLZ-5: Spermatogenik hiicrelerin sismesi (»)
ve hafif interseliiler vakuollesme (v). D: OLZ-10: Interseliiler vakuollesmede (v) artis, sperm

sayisinda azalma ve bazal membranin kalimlagmast (»).
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5.4. Serum Hormon Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Bu tez ¢alismasinda incelenen gruplara ait serum hormon seviyeleri Tablo 5.3’te
sunulmustur. Buna gére OLZ uygulanan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla serum FSH
seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli azaldigi tespit edilmistir. OLZ-10 grubunda
OLZ-2,5 grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmis serum FSH degerleri

elde edilmistir.

Serum LH seviyeleri ag¢isindan gruplar karsilastirildiginda; OLZ uygulanan
gruplarda, kontrol grubuna gore LH seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli azaldigi
tespit edilmistir. Ayrica testosteron seviyeleri degerlendirildiginde de OLZ uygulanan
gruplarda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azalan testosteron seviyeleri

tespit edilmistir.

Tablo 5.3. Gruplara ait serum hormon seviyeleri, K: Kontrol grubu; OLZ-2,5: 2,5 mg/kg olanzapin
uygulanan grup; OLZ-5: 5 mg/kg olanzapin uygulanan grup; OLZ-10: 10 mg/kg olanzapin
uygulanan grup; Sonuclar ortalama xstandart sapma olarak verilmistir, (*) Kontrolden farki
(p<0,05); (1) OLZ-2,5 den farkli (p <0,05).

Deney gruplari FSH (1U/L) (mIIL_J|/_|mL) Tiﬁ;?;i[)on

K 25,55 15,86 619,58

+1,24 +0,84 495,10

22,97 13,07 482,63

OLZ-2,5 +1,32 +1,60 +107,86
() () (*)

20,57 13,32 449,18

OLZz-5 +1,70 +1,63 +63,87
(*) *) @)

20,07 435,99
’ 13,63 '

OLZ-10 i(};?)s +1,52 (%) 18(%)63

Testosteron seviyesinin dnemli dl¢iide azalmasi, testis androjen biyosentezinin
merkezi olan leydig hiicrelerinde olusan hasarin dogrudan bir sonucu olabilmektedir (El-
Kashoury ve dig., 2009). Leydig hiicre atrofisi, testosteron iiretiminin azalmasiyla iligkili
bulunmustur ve bu nedenle kemirgenlerde, testosteronun inhibisyonu seminifer
epitelindeki karakteristik morfolojik degisiklikler 1ile siklikla baglantili olarak
gorilmektedir (Vidal ve Whitney, 2014; Creasy, 2001). Spermatojenik siklusun 7 ve 8.
evrelerinde tiibiillerin, yliksek seviyelerde testosteron ve androjen baglayici protein
icerdigi bilinmektedir. Bu iki asamada Sertoli hiicre fonksiyonlar1 ve germ hiicre gelisimi,

yeterli seviyelerde testosteronun varligina baglidir ve testosteron seviyeleri azalirsa, bu

34



hiicrelerin apoptoz seviyesinde bir artis gozlenecek ve bu da spermatogenezin
etkinliginde azalmaya neden olacaktir (Creasy, 2001). LH seviyelerinin degismesiyle,
seminifer epitelde tahrip ve germinal hiicre kayb1 meydana geldigi ve bunun sonucu
olarak spermatid sayisinin ve testislerde sperm tiretiminin azaldigi ve ayrica sperm
anomalisinin arttig1 belirlenmistir (El-Kashoury ve dig., 2009). Leydig ve sertoli
hlcrelerini iceren seminifer tlbdllerdeki atrofi ve dejenerasyona FSH seviyelerindeki
azalma eslik edebilmektedir (EI-Kashoury ve dig., 2009). Gonadotropinlerin (FSH ve
LH) seviyesinin azalmasmin, sekonder hipogonadizme neden olabilecegi ve
testosterondaki azalmanin reprodiktif performansi {izerinde, sosyal davranis
degisikliklerinde ve ikincil cinsel oOzelliklerdeki degisikliklerde etkili olabilecegi
belirtilmistir (Sousa ve dig., 2017). Calismamizin sonuglarina gore hem testosteronda
hem de FSH ve LH seviyelerinde azalma gdzlenmesi histopatolojik inceleme
sonuglarimizda gozlenen sertoli ve leydig hiicrelerinde vakuollesme ve deformasyonlar,
sperm morfololojisinin bozulmasi gibi sonuglar ile koreledir. Bu noktada OLZ ile FSH,
LH ve testosteron seviyelerinde gozlemlenen azalmalarinin germ hiicre gelisimini, sperm
kalitesi, reproduktif performansi ve fertiliteyi olumsuz etkileyecegi de bir gergektir.

OLZ ile yapilan ve reproduktif hormon diizeylerinin incelendigi sinirli sayida
calisma verileri derlendiginde; yapilan bir ¢alismada 4 hafta oral olarak olanzapin (4
mg/kg/giin) ve risperidon (2mg/kg/day) ile tedavi edilen wistar-erkek siganlarda (n=15)
testosterone ve LH seviyelerinin azaldigi fakat farkin anlamli olmadigi, FSH
seviyelerinin ise anlamli olarak azaldigi bulunmustur (Yanik ve dig, 2012). Baska bir
calismada ise 45 gun boyunca 10 mg/kg olanzapin ile tedavi edilen siganlarda, kontrol
grubuna kiyasla plazma testosteronunda yaklasik %84'llik anlamli bir azalma
bulunmustur (De Siqueira Bringel ve dig., 2011). Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda
ise sizofreni hastalarinda 339 hastada yapilan rastlantisal, ¢ift kor, randomize, ¢ift kor,
paralel grup karsilastirmali bir ¢alismada 10-20 mg/gin OLZ ve 4-12 mg/guin risperidon
ile tedavi edilen hastalarda hiperprolaktinemi ve cinsel islev bozuklugunun gelistigi
gbzlenmistir.

Olanzapin kullanimiyla artan prolaktin  seviyelerininin neden oldugu
hipogonadizm ile iliskili galaktore, seksuel disfonksiyon, jinekomasti, iktidarsizlik ve
azalmig kemik yogunlugu bildirilmistir (FDA, ZYPREXA® Product Label, 2009).
Antipsikotiklerin bir¢cogu, santral sinir sisteminde dopamini (D2) bloke ederek, yiksek

prolaktin seviyelerine ve bdylece hipotalamik-hipofizal-gonadal aksin baskilanmasina
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neden olabilmekte, bu durum GnRH saliverilmesini azaltmakta ve buna sekonder olarak
serum LH, FSH ve testosteron seviyelerinde azalmalar gozlenebilmektedir (Ding ve dig,
2017; FDA, ZYPREXA® Product Label, 2009). Yine OLZ nin prolaktin seviyelerinde
artisa sebep olarak spermatogenezde gecikmeye neden olabilecegi, sperm motilitesi ve
semen kalitesini diisiirebildigi, ayrica testiste morfolojik degisikliklere neden olabilecegi
belirtilmistir (De Siqueira Bringel ve dig., 2011; De Rosa ve dig., 2003). Dolayisiyla
calismamizda OLZ uygulanan gruplarda meydana gelen FSH, LH ve testosteron
seviyelerindeki azalmalar1 bu ilag ile indiklenen hiperprolaktineminin bir sonucu olarak

yorumlamak mumkdandr.

5.5. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Infertil erkeklerin %25'inin semeninde ROS’un yiiksek orani saptanmistir.
Normal sperm fonksiyonu i¢in diisiik seviyelerde reaktif oksijen tiirleri gereklidir ancak,
spermatozoa defekti ve semende ROS’un arttigi ve bunun da sperm disfonksiyonu ile
sonuglandigr bilinmektedir (Zini ve Libman, 2006). Olgun spermde ROS; kapasitans,
akrozom reaksiyonu, mitokondriyal kilif stabilitesi ve sperm motilitesinde dnemli bir rol
oynamaktadir (Kumar ve dig. 2018). Hiicre zarinin biiyiik miktarlarda doymamis yag
asitleri icermesi ve sitoplazmada ROS'u nétralize edebilen enzimlerin sadece diisiik
konsantrasyonda bulunmasi nedeniyle spermatozoanin, ROS'un zararl etkilerine duyarl
oldugu bilinmektedir (Sidorkiewicz ve dig., 2017). Lipit oksidasyonu ile, membran
biitlinliigiiniin kayb1 ve gegirgenliginde bir artis, hiicresel enzimlerin inaktivasyonu,
yapisal DNA hasar1 ve hiicre apoptozu olusabilmektedir. (Kumar ve dig. 2018). Bunun
sonucunda, azalmig sperm sayist ve aktivitesi, motilite ve anormal morfoloji
gozlenmektedir (Sidorkiewicz ve dig., 2017)

Calismamizda gruplara ait testis dokusu SOD, KAT, GSH ve MDA degerleri
Tablo 5.4’te sunulmustur. Buna gore testikiiler dokuda OLZ uygulanan gruplarda KAT
ve MDA seviyelerinde kontrol grubundan farksiz degerler elde edilmistir. Testis GSH
seviyeleri gruplar arasinda karsilastirildiginda, 10 mg/kg OLZ uygulanan grupta GSH
seviyelerinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azaldigi belirlenmistir.
Testis SOD seviyeleri gruplar arasinda karsilastirildiginda ise OLZ-5 ve OLZ-10
gruplarinda testis SOD aktiviteleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
artmistir. Ayrica SOD seviyelerinde OLZ-10 grubunda, en diisiik doz yani OLZ-2,5

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmistir.
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Tablo 5.4. Gruplara ait SOD, KAT, GSH ve MDA seviyeleri, K: Kontrol grubu; OLZ-2,5: 2,5 mg/kg
olanzapin uygulanan grup; OLZ-5: 5 mg/kg olanzapin uygulanan grup; OLZ-10: 10 mg/kg
olanzapin uygulanan grup; Sonuglar ortalama =standart sapma olarak verilmistir, (*)

Kontrolden farkii (p < 0,05); () OLZ-2,5 den farkli (p < 0,05).

Denev erunlart KAT GSH MDA SOD
y grup (ng/ml) (ng/ml) (mcg/ml) (ng/ml)

K 123,64 432,45 8,72 29,96
+0,64 +24,99 +0,52 +1,59

107,67 388,01 8,51 33,43

OLA-25 +17,02 +89,31 +3,27 +2,59
116,82 373,50 8,02 fg}é

OLA-5 +17,27 +08,70 +1,05 4
11269 331 0,03 3703

OLA-10 +25 47 i +1,07 )

Spermatozoa oksidatif hasarini indlkleyen serbest radikaller, zayif sperm
fonksiyonu ve infertilitenin indiklenmesindeki roliyle biyiik dikkat ¢ekmistir. Sperm
fonksiyonlar1 ve hareketliligi lizerindeki zararl etkilerin ¢ogu, bu calismalarda yiiksek
ROS seviyelerine ve reaktif azot turlerine baglanmistir (Parlaktas ve dig, 2008). ROS
seviyelerinde, semendeki pro-oksidanlara dogru gelisen bir degisim spermatozoa
Uzerinde oksidatif strese neden olabilmektedir. Ayni zamanda, semende antioksidan
aktivitelerindeki (6rnegin, SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz ve rediiktaz, GSH)
azalmanin idiyopatik infertiliteyle iliskili olabilecegi bilinmektedir. Artan ROS (retim
oraninin, bu antioksidan enzimlerin etkisini inhibe etmesi veya alternatif olarak bu
antioksidan enzimlerin dogal azaltilmig ekspresyonunun oksidatif strese neden olabilmesi
muamkandur. Bu, lipit peroksidasyonunun artmasina, sperm motilitesinin, canliliginin ve
fonksiyonun azalmasina neden olmakta ve sonugta infertiliteye yol acabilmektedir
(Sikka, 1996).

Calisgmamizda GSH seviyelerinin azalmasi artan oksidatif stresin bir gostergesidir.
ROS, hiicre i¢i GSH konsantrasyonunu azaltarak antioksidan savunma mekanizmalarini
etkileyebilmektedir (Abdel Moneim, 2014). Yapilan ¢alismalarda oksidatif stres; lipit
peroksidasyonu ve nitrik oksitte anlamli bir artis ve GSH seviyelerinde anlamli bir azalma
ile iliskilendirilmistir (Abdel Moneim, 2014; Elghaffar ve dig., 2016). Tremellen, GPx
(glutatyon peroksidaz) aktivitesinin strdurtlmesi igin vazgecilmez olan GSH
konsantrasyonundaki bir azalmanin, semendeki redoks homeostazinin oksidatif hasara

maruz kalmasi i¢in kosullar yarattigini iddia etmektedir (Tremellen., 2008). Bu noktada
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bu durum ¢alismamizda 6zellikle en yiiksek dozda saptanan histopatolojik degisimleri de
destekler niteliktedir. Artan oksidatif strese akut cevap olarak GSH seviyelerinin azaldigi
ve ROS ile savasabilmek i¢in antioksidan enzim seviyelerinin stimule oldugu
bilinmektedir (Somani ve dig., 1995). Calismamizda ayni zamanda doz bagimli olarak
SOD’un yiikselmesinin de artan oksitadif strese akut cevap olarak, ROS ile ani sekilde
savagmak icin stimule olmasindan kaynaklandig diistiniilmektedir. Ayrica yine SOD’un
ROS’a cevap olarak yiikselmis olabilecegini destekler nitelikte siiperoksit anyonunun,
infertilite varliginda ya da sperm kalitesinde bozulmalarda belirgin olarak arttigini
gosteren galigmalar bulunmaktadir (Hsieh ve dig., 2002; Mazzilli ve dig., 1994). Togar
ve dig., (2011) ise yaptiklari calismada OLZ nin yiiksek dozlari sebebi ile oksidatif stresin
indiiklendigini gOStermistir.

Bu tez ¢alismasindaki bulgulara gore, ylksek doz OLZ uygulanan gruplardaki
anormal sperm morfolojisini ve testikiiler yapidaki dejeneratif bulgular testikiiler dokuda

OLZ ile indiiklenmis oksidatif stresle iliskilendirmek miimkiindiir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Sizofreni, hallisinasyon, i¢e kapanma, hezeyan gibi belirtileri olan ve etiyolojisi tam
olarak bilinmemekle beraber, biitiin diinyada goriilen kronik bir hastaliktir. Sizofreni
baglangici, hastalarin yaklasitk %80'inde reprodiktif periyodun baslangicinda
gorulmektedir ve beynin spesifik alanlarinda néroendokrin degisikliklere neden olan
sizofreninin, reproduktif fonksiyonlari etkiledigi bilinmektedir. Bununla birlikte,
sizofreni tedavisinde kullanilan antipsikotik ilaclar, dogrudan hormonal regiilasyonu
etkileyerek ya da dolayli olarak cinsel islevin, spermatogenez sureclerinin veya
epididimal olgunlagmanin bozulmasini indiikleyerek reprodiiktif toksik etkilere neden
olabilmektedir. Bu baglamda, diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak gerceklestirilen
bu tez calismasinda, OLZ’in reprodiiktif toksik etkilerinin erkek sicanlarda
degerlendirilmesi amaglanmigtir. Calisma sonuglarina gore, OLZ’in normal sperm
morfolojisini azalttigi, histopatolojik degisimler ile OLZ’in doz bagiml testis
dokusundaki toksisitesine sebep oldugu, bu durumun altinda yatan mekanizmalarin ise
FSH ve LH seviyelerinde azalma ile karakterize HHG ekseninin bozulmasi ve oksidatif
stresin oldugu belirlenmistir. Bu ¢alisma OLZ ile yapilmis reproduktif toksisitesini ¢cok
cesitli biyogostergeler ile degerlendiren bir calismadir. Bu c¢alisma sonuglarindan
hareketle, OLZ’nin toksisiteye neden olan mekanizmalarinin aydinlatildigi ve erkek
reproduktif sistemi tizerindeki etkilerinin degerlendirildigi deneysel ¢aligmalar attirilarak,
elde edilen veriler insanlarda yapilan c¢alismalarin sonuglariyla desteklenmelidir.
Insanlarda toksisite riskinin tanimlanmasi amaciyla hastalarda OLZ kullanimmindan
once ve tedavi doneminde sperm parametreleri ve reprodiktif hormon seviyeleri takip

edilerek olasi reprodiiktif etkiler ve infertilite agisindan degerlendirilmelidir.
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