TURKIYE CUMHURIYETI
KARADENIZ TEKNIK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

HISTOLOJI VE EMBRIYOLOJI ANABILIM DALI

LEVETIRASETAMA MARUZ KALAN GEBE
SICANLARIN YENIDOGANLARINDA
TERATOJENITE VE GONAD TOKSISITESI

Cansu KAYA

YUKSEK LISANS TEZI

Prof. Dr. Engin YENILMEZ

TRABZON-2018



BEYAN

Bu tez caliymasmin KTU Saglik Bilimleri Enstitisii tez yazim kilavuzu
standartlarina uygun olarak yazildigini, tezin akademik ve etik kurallara baglh kalinarak
gergeklestirilmis 0zgiin bir bilimsel arastirma eserim oldugunu, tezde yer alan ve bu tez
calismasiyla elde edilmeyen tiim bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve kaynaklarin
kaynak listesinde yer aldigini, tezin ¢alisilmasi ve yazimi asamalarinda patent ve telif

haklarini ihlal edici davranisimin olmadigini beyan ederim.

.1...12018
Cansu KAYA



ithaf

Yiiksek lisans tezimi tiim hayatim boyunca beni destekleyen ve maddi manevi
hicbir fedakdrliktan kacinmayan aileme ve tez ¢alismam boyunca desteklerini

esirgemeyen sevdiklerime ithaf ediyorum



TESEKKUR

Yuksek lisans egitimimin ve tezimin her asamasinda bilgi ve tecriibeleriyle, ilgi
ve destegini her zaman yanimda hissettigim danismanim anabilim dal1 baskanimiz Prof.
Dr. Engin YENILMEZ hocama, genis bilgi, deneyim ve imkanlarindan faydalandigim
¢ok degerli hocalarim Prof. Dr. Ersan ODACI, Prof. Dr. Esin YULUG, Prof. Dr. Yavuz
TEKELIOGLU, Dr. Ogr. Uyesi. Gok¢en KERIMOGLU hocalarima, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalindan degerli hocam Prof. Dr. Ersan KALAY’a, Farmakoloji Anabilim
Dalindan degerli hocam Dog. Dr. Mine KADIOGLU DUMAN’a, ¢alismamin biitiin
asamalarinda benden destegini esirgemeyen sevgili arkadaslarim Birgil GUR, Ferhat
UZUN ve irem CAVUSOGLU’na, tez deneyimin gerceklesmesinde biiyiik katkilari olan
degerli arkadaslarim Uzm. Dr. Ahmet Ugur AKMAN, Ars. Gor. Dr. Senem ARI, Uzm.
Dr. Goksen Derya REIS KOSE, Ars. Gor. Dr. Tugba ZENGIN, Ars. Gér. Dr. Oguzhan
KESKIN, Ars. Gor. Ali KULABER, Canan GUNEY ve tiim boliim arkadaslarima, Tibbi
Biyokimya Anabilim Dalindan Dr. Akin BODUR ile Dr. imran INCE AKCA’ya ve son
olarak tez ¢alismami TYL-2017-5738 no’lu proje olarak destekleyen KTU Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir eder, saygilarimi sunarim.

Cansu KAYA
Trabzon, 2018



ICINDEKILER

KABUL ve ONAY

BEYAN

ithaf

TESEKKUR

TABLOLAR DiZiNi
SEKILLER DiZiNi
RESIMLER DiZiNi
KISALTMALAR, SIMGELER ve FORMULLER DiZiNi
1. OZET

2. SUMMARY

3. GIRIS ve AMAC

4. GENEL BILGILER

4.1. Testis Embriyolojisi
4.2. Testis Anatomisi

4.3. Testis Histolojisi

4.3.1. Skrotum

4.3.2. Interstisyel Doku
4.3.3. Seminifer Tubuller
4.3.4. Seminifer Epitel
4.3.4.1. Sertoli Huicreleri
4.3.4.2. Spermatogenez
4.3.5. Spermatozoon Yapisi
4.4. Epididimis

4.5. Embriyo Testis Gelisimi
4.6. Embriyotoksisite

4.7. Fetotoksisite

4.8. Teratojenite

4.9. Levetirasetam

4.10. Apoptoz

4.11. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Vi

Sayfa

viii

Xi
Xii

Xiii

© ©O© 00 00 N o o o o1 o B~ B W DD DD

e e
N R O O



5. MATERYAL ve METOD

5.1. Deneysel Calisma Asamasi

5.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini, Bakim1 ve Barinmasi
5.1.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Uygulama
5.2. Histolojik Islemler

5.2.1. Doku Numunelerinin Elde Edilmesi

5.2.2. Isik Mikroskobu Icin Dokularin Hazirlanmasi
5.2.3. Kesitlerin Alinmasi

5.2.4. Hematoksilen — Eozin (H&E) Boyama Y0Ontemi
5.2.5. Histolojik Olguimler

5.3. Immiinohistokimyasal islemler

5.3.1. TUNEL Boyama

5.4. Biyokimyasal Incelemeler

5.4.1. Doku 4-Hidroksinonenal Olguimii

5.5. Istatistiksel Yontemler

6. BULGULAR

6.1. Teratojenik Bulgular

6.1.1 Morfolojik bulgular

6.1.2 Kafa Kesitlerinin Mikroskopisi

6.1.3 Uzuv Kesitlerinin Mikroskopisi

6.2. Histopatolojik Bulgular

6.2.1 Testis Mikroskopisi

6.2.2. TUNEL Sonuglari

6.3. Morfometrik Bulgular

6.4. Biyokimyasal Degerlendirmeler

7. TARTISMA ve SONUC

8. KAYNAKLAR

9. ETIK KURUL ONAYI

10. OZGECMIS

vii

14
14
14
15
17
17
18
19
20
20
21
21
22
22
22
23
23
23
26
28
29
29
35
36
37
38
43
48
49



viii

TABLOLAR DIiZiNi
Tablo Sayfa
Tablo 1. Serbest radikal kaynaklar1 ve antioksidan molekiiller 12
Tablo 2. Deney gruplari ve uygulamalari 16
Tablo 3. Testis bag dokusu alani 36

Tablo 4. Testis dokusunda biyokimyasal degerlerin aritmetik ortalama ve standart

sapma degerleri 37



SEKILLER DiZiNi

Sekil
Sekil 1. Skrotum, testis ve epididimis

Sekil 2. Levetirasetamin kimyasal yapisi

Sayfa

11



Resim

Resim 1.
Resim 2.
Resim 3.
Resim 4.
Resim 5.
Resim 6.
Resim 7.
Resim 8.
Resim 9.

Resim 10.
Resim 11.
Resim 12.
Resim 13.
Resim 14.
Resim 15.
Resim 16.
Resim 17.
Resim 18.
Resim 109.

RESIMLER DiZiNi

Gestasyonun 21. gunune ait testis histolojisi

Si¢anlarin bakimi ve barinmasi

Gebe siganlara gavaj yoluyla madde verilmesi

Postnatal 0. giin si¢an yavrularindan testisin ¢ikarilmasi
Kontrol grubuna ait yeni dogan siganin viicut morfolojisi
LEV-A grubuna ait yeni dogan si¢anin viicut morfolojisi
LEV-B grubuna ait yeni dogan siganin viicut morfolojisi
LEV-C grubuna ait yeni dogan si¢anin viicut morfolojisi
LEV-D grubuna ait yeni dogan sicanin viicut morfolojisi
Kontrol grubu ve LEV-D grubu yenidogan siganlara ait kafa histolojisi
Kontrol grubu ile LEV-D grubuna ait goz ve goz kapagi kesiti
LEV-D grubu 6n sag ve arka sag uzuva ait kesit

Kontrol grubuna ait testis dokusu

Sham grubuna ait testis dokusu

LEV-A grubuna ait sigan testis dokusu

LEV-B grubuna ait si¢an testis dokusu

LEV-C grubuna ait sican testis dokusu

LEV-D grubuna ait sican testis dokusu

LEV-D grubuna ait sican yavrularinin testis dokusu

Sayfa

15
17
18
23
23
24
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35



KISALTMALAR, SIMGELER ve FORMULLER DiZiNi

Kisaltmalar

4-HNE - 4-hidroksinonenal

ABP : Androjen baglayici proteinin

Al : Apoptotik indeks

CAT : Katalaz

DAB : 3, 3—diaminobenzidine

FSH > Follikdl stimile edici hormon

GSH-Px : Glutatyon peroksidaz

H&E : Hematoksilen-Eozin

LEV . Levetirasetam

LH : Luteinlestirici hormon

LTG : Lamotrijin

MDA : Malondialdehid

ROS : Reaktif oksijen tirleri

SOD : Superoksit dismutaz

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase (Tdt) deoxyuridine triphospate
nick end labeling assay

Simgeler

pum : Mikrometre

°C : Santigrad derece

Xi



Xii

OZET

Levetirasetama Maruz Kalan Gebe Sicanlarin Yenidoganlarinda

Teratojenite ve Gonad Toksisitesi

Bu caligma levetirasetam uygulanan gebe sicanlarin yavrularinda olusabilecek

malformasyon ve gonad toksisitesini aragtirmak amaciyla yapildi.

Levetirasetam (LEV) [(-)-(S)-a-etil-2-0kso-1-pirolidin asetamid], yeni nesil
antikonviilzan ilagtir. Hayvan deneylerinde LEV’in dogrudan plasentadan gegerek fetiise
ulastig1 bildirilmigtir; ancak teratojenik ve toksik etkisi hakkinda yeterli bilgi

bulunmamaktadir.

Calismada agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen 18 adet yetiskin diizenli siklus
gosteren Sprague Dawley tiirii disi sican ciftlesmeye birakildi. Gebelik tayini yapildi.
Gebe olan saglikli 18 adet disi sigan 6 gruba ayrildi. Kontrol grubuna herhangi bir islem
uygulanmadi. SHAM grubuna tiim gebelik boyunca 1ml gavaj yolu ile su verildi. LEV-
A grubu (gebeligin 1. trimester1; 0.-7.g0n), LEV-B grubu (gebeligin 2. trimesteri; 8.-14.
giin), LEV-C grubu (gebeligin 3. trimestert; 15.-21. giin) ve LEV-D grubuna (tiim gebelik
stiresince) gavaj yolu ile LEV (100 mg/kg) uygulandi. Tiim gruplardan elde edilen disi
ve erkek yavrular anatomik malformasyonlar (teratojenite) agisindan degerlendirilip
kaydedildi. Servikal dislokasyon yéntemi ile dekapite edilen yavrulardan testis drnekleri
cikarildi. Cikarilan sol testisler histolojik incelemeler i¢in, sag testisler ise biyokimyasal

incelemeler i¢in kullanildi.

LEV-D grubuna ait yavru siganlarda damak deformitesi ile géz malformasyonu
goruldu. LEV-C ve LEV-D grubuna ait testislerde bag dokusu alaninda diger gruplara
nazaran, artis tespit edildi. Calisma sonucunda elde edilen veriler, gebeligin 3. trimester1
ve tim gebelik boyunca uygulanan LEV’in testis iizerine toksik etkisi olabilecegini ve

cok ciddi olmayan teratojenik etkileri oldugunu gostermektedir.

Anahtar Sozcikler: Testis, levetirasetam, trimester, teratojenite, toksisite
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SUMMARY

Teratogenicity and Gonad Toxicity on Infants of Pregnant Rats Exposed

Levetiracetam

This study was carried out to investigate malformation and gonad toxicity of

pregnant rats’ pups exposed with levetiracetam.

Levetiracetam (LEV) [(-)-(s))-a-ethyl-2-ox0-1-pyrrolidine acetamide] is a new
generation anticonvulsant drug. Animal experiments reported that LEV reached the fetus
directly through the placenta; however, there is limited information about its teratogenic

and toxic effects.

In the study, Sprague Dawley type female rats weighing between 200 and 250 g,
which had 18 adult regular cycles, were left to mate. 18 healthy female pregnant rats were
divided into 6 groups. No action was taken on the Control group. The SHAM group was
given 1 ml water by gavage throughout the entire pregnancy. LEV (100 mg / kg) was
administered by gavage to LEV-A group (1st trimester, 0-7th day), LEV-B group (2nd
trimester, 8th-14th day), LEV-C group (3rd trimester, 15th-21st day) and LEV-D group
(during the entire pregnancy). Female and male offspring from all groups were evaluated
and recorded for anatomical malformations. Testicular specimens were removed from
newborn rats that decapitated by cervical dislocation method. Left testes were used for

histological examinations and right testes were used for biochemical examinations.

Palate deformities and eye malformation were seen in pups of LEV-D group. In
the testis of the LEV-C and LEV-D groups, an increase was observed in the area of
connective tissue compared to the other groups. The data revealed that LEV exposure to
pregnant rats in the third trimester and throughout the pregnancy may cause testicular

toxicity and possible mild teratogenic effects in offspring.

Key words: Testis, levetiracetam, trimester, teratogenicity, toxicity



3. GIRIS ve AMAC

Gebelik, miimkiin oldugunca saglikli sekilde gecirilmesi gereken bir donemdir.
Ancak sadece saglikli kadinlar tarafindan yasanan bir siire¢ degildir. Gebelikte en sik
karsilasilan ndrolojik hastaliklardan biri epilepsidir. Gebelikte anti epileptik ila¢ kullanan
kadinlarin oran1 % 0,3-0,4 'tiir ve bu oran giderek artmaktadir. Yapilan ¢alismalarda
ilkelere gore farklilik goriilmekle birlikte gebelerin biiyiik bir kisminin (%80-90"nin) en

az bir receteli ya da recetesiz satilan ilag kullandiklar1 bilinmektedir (1-3).

Ilaglar teratojenik etkilerini degisik mekanizmalarla gosterebilirler. Embriyonal
periyodun 18-60 giin sonrasinda organogenez goriiliir ve teratojenik hassasiyet
maksimum diizeye ulasir. Fetal faz asamasinda teratojene maruz kalma fetal biiyiimeyi,
organin biiytikligiinii ve islevini etkiler (4). Bu donemde dokular hizli farklilagsma
yeteneginde oldugundan diizeltilemeyecek yapisal hasar olusabilmektedir. Bunlarin
baslicalar1 fetal DNA yapisinin bozulmasi, fetal gelisim igin énemli besinsel faktorlerin
alimimin engellenmesi ve enerji iiretiminin bozulmasi; uteroplasental akimin azalmasi,
doku ozmolaritesinin degismesi ve farklilasmayla ilgili spesifik olaylarin islevini

yitirmesidir (5).

Antiepileptik ilaglarin merkezi sinir sistemi ile iirogenital sistem defekti gibi
major anomaliler ve kraniofasiyal ve dijital anomaliler, yarik damak gibi minor
anomalileri gelistirme riski oldugu bilinmektedir. Klasik antiepileptik ilaglarla yapilan
calismalar bu ilaglarin teratojenite acisindan belli bir riske sahip olduklarini géstermistir.
Bu nedenle gebelerde epilepsi tedavisinde, anne ve fetiis i¢in daha gilivenli oldugu
diisiiniilen yeni nesil antiepileptik ilaglara yonelme goriilmektedir. Gebelikte siklikla
kullanilan valproik asit ve karbamazepin gibi antiepileptik ilaglarin teratojenitesi
bilinmesine ragmen LEV gibi yeni kusak antiepileptik ilaglarin teratojenitesi hakkinda
yeterli bilgi bulunmamaktadir (6-8).

Hayvan deneylerinde LEV’in dogrudan plasentadan gecerek fetiise ulastigi
bildirilmistir; ancak bu ilacin teratojenik etkisine dair bilgi bulunmamaktadir. Bununla

birlikte gonad toksisitesi hakkinda herhangi bir bilgiye ulagilamamistir (9-12).



4. GENEL BILGILER

Erkek lireme sistemi testisler, genital bosaltim kanallari, aksesuar cinsiyet bezleri
ve penisten olusmaktadir. Vezikila seminalisler, prostat ve bulbolretral bezler aksesuar
cinsiyet bezleri olarak adlandirilmaktadir. Testislerin spermin Uretimi (spermatogenez)
ve androjenlerin liretimi (steroidogenez) olmak iizere iki temel gorevi vardir. Sperm,
olgunlagsmasin1 tamamlamak ve depolanmak amaci ile bosaltim kanallar1 araciligiyla
epididimise hareket eder. Seksiiel uyar1 sirasinda duktus deferens ile epididimisten

ayrilarak penil liretra araciligi ile disar1 atilir (13, 14).
4.1. Testis Embriyolojisi

Testisler, intermediate mezodermden koken alir. Intermediate mezoderm ilk
olarak primer epiteliyal cinsiyet kordonlarin1 olusturur. Vitellus kesesi arka duvarindan
gb¢ eden primordial germ hiicreleri intermediate mezodermin viicut bosluguna dogru olan
kabartist (genital kabarti-sirt) i¢ine gelir Primer epitelyal cinsiyet kordonlari ilerleyen
safhalarda Y kromozomu tzerindeki SRY geninin etkisiyle, testis ve medullar kordonlari
olusturmak iizere ¢ogalmaya devam eder. Gonadal cinsiyet, Y kromozomunun kisa
kolunda yer alan SRY geninin varligi ile tayin edilir. SRY geninin ekspresyonu cinsiyetin
belirlenmesinden sorumludur. SRY geni otozomal 9, 11, 17 ve 19 numaral
kromozomlarda ve X kromozomunda bazi genlerin aktivasyonunu kontrol etmektedir.
SRY geni tarafindan kodlanan testis belirleyici faktér erkek gonadal organlarin
olusumunu baglatan genlerin ekspresyonunu saglarlar. SRY geni etkisiyle primitif
kordonlar ¢ogalarak medullanin derinine inerler ve burada medullar kordonlari
olustururlar. Kordonlar minik hiicre siralar1 halinde ag olusturarak bezin hilusuna dogru
rete testisi meydana getirirler. ilerleyen evrelerde yogun fibréz bag dokusu olan tunika
albuginea testis kordonlarini ylizey epitelinden ayirir. Dordiincii aydan itibaren testis
kordonlar1 at nali seklini alir. Bu seklin iki ucu rete testisi olusturur. Testis kordonlarinin
farklilagsmaya baglamasiyla birlikte gonadal sirt mezensiminden kdken alan intersitisyel
Leydig hiicreleri testis kordonlarinin arasinda bulunur, bu kordonlarin farklilasmasiyla
gelismeye baglarlar. 8. haftada Leydig hucreleri, testosteron ve androstenodion gibi
androjenik hormonlar1 salgilayarak dis genitaller ve mezonefrik kanallarin erkeksi
karaktere farklilasmasini saglar. Kordonlar puberteden sonra uzar ve ¢aplari genisler,

iclerinde liimen olusarak seminifer tiibiilleri olustururlar. Kanalize olan seminifer tiibtller



rete testis tiibiilleri ile birleserek duktuli eferenteslere agilirlar. Eferent duktuslar, rete
testis ile daha sonra mezonefrik kanallar1 birbirine baglayarak epididimis ve duktus

deferensi olustururlar (14-16).

Testislerin inmesi transabdominal go¢ evresi ve inguinoskrotal inis evresi olmak
tizere iki ana evrede incelenir (17). insanlarda ilk evre gestasyonun 10. ile 15. haftalari
arasinda cinsel organlarin gelisiminin baslamasiyla testisler abdomen icinde bébreklerin
alt kutbundan inguinal kanal girisine dogru yer degistirirler. Daha sonra 28. haftanin
sonuna kadar stiren bir duraklama olur. Inguinoskrotal go¢ baslayana kadar testisler
internal halka seviyesinde kalmaya devam ederler. Inguinoskrotal evrede testisler
inguinal kanaldan gegerek skrotuma yerlesirler. Inis 35. hafta sonunda tamamlanmaktadir
(18).

4.2. Testis Anatomisi

Erkekte temel Greme organi olan testisler, funiculus spermaticusa asili sekilde

skrotumda bulunan ve skrotal septum ile ayrilmis bir ¢ift ovoid organdir. Erigkin testisin

ortalama hacmi yaklagik 25 mL olup, boyutlari 3,5-5 cm genislikte, 2,5-3 cm

uzunlugunda ve derinligi 3 cm (anteroposterior ¢ap) 6lgiilmektedir (19)(Sekil 1).
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Sekil 1. Skrotum, testis ve epididimis



Her testis bag doku kapsili olan tunika albuginea ile ¢evrelenmistir. Tunika
albuginea i¢e dogru genisleyerek testisi icerden kompartmanlara ayirmaktadir. Her bir
kompartman gelismenin ¢esitli asamalarinda bulunan spermatositleri i¢eren kivrimli
seminifer tubullere sahiptir. Spermatogenezis asamalari yine seminifer tibdullerin
icerisinde gorilmektedir. Testisin her kompartmanindaki seminifer tiibiil, tubulus rectus
ad1 verilen kisa diiz bir tiipii olusturur. Bosaltim kanallari, tubuli rekti ve rete testisi icerir.
Tiibililer ag seklinde bulunan Rete testis duktuli eferentes adi verilen 12 kisa tiibiile
baglanir ve epididimise ulasir. Buradan da penil iiretraya duktus deferens ve duktus
ejakulatorius ile baglanmaktadir. Duktus epididimis, deferens duktus ve prostattaki

ejakulatuvar kanallar ile penil iiretraya baglanir (20).
4.3. Testis Histolojisi

Erkek tireme sistemi, bosaltim kanallar1 ve yardimci iireme bezlerinden olusur.
Testisler, devamli bolinen ve spermlere doniisen kOk hicre ihtiva eder. Spermler
olgunlagsmasin1 tamamlamak ve depolanmak amaci ile bosaltim kanallar1 araciligiyla
epididimise dogru hareket eder. Seksiiel diirtli durumunda duktus deferens araciligi ile

epididimisten ayrilan sperm penil iiretra araciligi ile disart atilir (14).

Her bir testiste ince bag dokusu olan septumlar, mediastinumdan isinsal olarak
testisten igeriye dogru uzanarak testisi yaklasik 250 adet testikiiler lobiile ayirir.
Testikiler lobiller, icerisinde 1-4 adet sarmal yapili seminifer tiibiill ve Leydig
hiicrelerinin bulundugu stroma yapisindaki interstisyel bag dokusundan olusur. Her
testiste 600-1200 seminifer tibul bulunur. Her bir seminifer tubul spermatogenik germ
hiicreleri, ¢ogalma gostermeyen destek (Sertoli) hiicrelerinin bulundugu cok kathi
germinal epitelden olugsmaktadir. Seminifer tiibiiller, tiibiili rekti ve rete testise acilir; rete
testisle birleserek alt1 ile sekiz adet duktuli efferentese baglanir. Bu kanallar araciligi ile
spermatozoonlar ve testis sivist epididimise aktarilir. Bezin % 20-30 kadarini igerisinde
hormon tireten Leydig hiicrelerinin de yer aldigi damarlardan zengin intersitisyel bag
dokusu olusturur (13, 14, 21).

4.3.1. Skrotum

Skrotum, icerisinde testis bulunduran, viicut boslugu disinda yer alan torba
seklindeki yapidir. Her testis anterior abdominal duvarin tabakalar1 ve skrotum igerisine

uzanan muskulofasiyal kesenin ucunda askilanmistir. Testisler spermatik kordonlar



aracilig1 ile abdominal duvara ve skrotal ligamentler ile ise skrotuma baglanmislardir.
Skrotum igerisinde sicaklik, viicut i¢i sicakligindan 3-4°C daha disiiktiir. Sicakligin
diisiik olmasi testis fonksiyonu ve sperm iiretimi igin Onemlidir. Dahasi, testisi besleyen
damarlarin diizenlenmesinde de sicaklik faktorii Onemli bir yer arz etmektedir.
Skrotumdan ¢ikan testikiiler arterler panpiniform agi adi verilen bir damar ag1 olusturur;
bu damarlar testise geri donen kanin sicaklifini normal kan sicaklifinin altinda
tutmaktadir. Kars1 akim sicaklik degisim mekanizmasi ile arterlerden gelen kan testise
ulagsmadan 6nce vendz kan aracilii ile sogutularak sicakligin korunmasina yardimci

olmaktadir (13, 14).
4.3.2. interstisyel Doku

Tubuli seminiferi contorti’lerin aralarin1 dolduran gevsek bag dokusu yapisindaki
interstisyel alan, igerisinde gruplar halinde interstisyel hiicreler (Leydig hicreleri),
fibroblastlar, damar g¢evresi mezensim hiicreleri ve az sayida makrofajlar, bol kilcal

damarlar, lenf damarlar1 ve sinirleri barindirmaktadir.

Interstisyel alanda, Leydig hiicreleri hem spermatogenezin tamamlanmasi hem de
vucuttaki erkek cinsel 0zelligin gelistirilmesi ve siirdiiriilmesi icin gereken steroid

hormonlarini Uretir (22).

Merkezinde tek nikleusu bulunan poligonal sekilli Leydig hiicreleri, ¢ok sayida
lipid damlaciklar1 ve granilsiz endoplazmik retikulum bulunduran eozinofilik
hicrelerdir. Yapisinda lipofuskin pigmenti, cubuk sekilli Reinke Kkristalleri ve
tibulovezikuler kristaller bulunur (23).

4.3.3. Seminifer Tubuller

Seminifer tiibiillerin her biri yaklasik 50 cm uzunlugunda ve 150 — 250 pm
capindadir. Seminifer tubuller, fibroz bir bag dokusu kilifi, bazal lamina ve kompleks
germinal epitelden meydana gelmektedir. Peritiibller alanda, seminifer tiibiilleri en distan
cevreleyen birkag fibroblast katmani bulunmaktadir. Yassilagsmis diiz kas ozelligi
gosteren miyoid hiicreler ve kollajen fibriller i¢ kistmda bazal laminaya bitisik bulunan
tabakay1 olusturmaktadir. Miyoid hucrelerin ritmik kasilmalari ile spermatozoonlarin ve

testikiiler stvinin seminifer tiibiillerden bosaltim kanalina atilmasi saglanir (15, 24, 25).



4.3.4. Seminifer Epitel

Seminifer epitel ¢ok katli bir ozellige sahiptir. iki ana hiicre ¢esidi ihtiva
etmektedir. Bunlardan biri destek hicresi olan Sertoli hicresidir. Digeri ise
spermatogenik seri hucreleridir. Bu hiicreler spermatogenez ile spermatozoonlari

uretmekle gorevlidir (24).
4.3.4.1. Sertoli Hucreleri

Sertoli hicreleri, seminifer epitelin bazal laminasindan seminifer tibdlin
limenine ulasan bircok yan uzantilara sahip uzun, prizmatik, cogalmayan hicrelerdir.
Germinal epitel, germ hiicrelerinin farkli gelisim agsamalarini, yani spermatogonyumlar,
primer spermatositler, sekonder spermatositler ve spermatidleri iceren hicrelerden
olugur. Bunlar Sertoli hiicrelerinin invaginasyonlarinda bulunurlar. Sertoli hucrelerine
atfedilen fonksiyonlar arasinda seminifer epitel htcreleri igin trofik fonksiyonlar,
seminifer tiibiillerin liimenine dogru olgun spermatidlerin taginmasi, androjen baglayici
proteinin (ABP) salgilanmasi, spermatogenez icin endokrin veya parakrin etkisi olan
maddelerin Uretimi ve kontrolu ile interttbuler endokrin Leydig hiicrelerle etkilesim yer
almaktadir (26).

4.3.4.2. Spermatogenez

Seminifer tubullerde, spermatogonyumdan spermatozoon olusma siirecine
spermatogenez ya da spermatogenezis denir. Puberteye kadar inaktif olarak bulunan
testisler, puberteye girmeden once salinan pitiiter gonadotropinlerin seviyesinin artmasi
ile aktif hale gelirler ve bu aktiflikleri hayat boyu devam eder. Spermatogenez sirasinda,
aralarinda hiicresel baglanti bulunan farkli spermatogenik hiicre tipleri seminifer epitelin
dongiisii icerisinde tekrarlanir. Insanlarda spermatogonyal kok hiicreden olgun sperm

olusumu 65 gun surer (27).
Spermatogenezi 3 farkl faza ayirmak miimkiindiir.

1. Spermatogonyal faz: Spermatogonyumlar mitozla bdélinerek primer
spermatositlere farklilagirlar ve spermatogonyum populasyonunu olustururlar.
2. Spermatosit fazi: Primer spermatositler mayoz bolinme gegirerek sekonder

spermatositleri daha sonrada spermatid adi verilen haploid hiicreleri olustururlar.



3. Spermatid fazi: Spermiyogenez olarak da isimlendirilen bu fazda spermatidler

olgun hiicrelere doniisiir. Spermatid faz1 kendi icerisinde 4 fazdan olusmaktadir (14, 28).

Golgi fazinda, bu faz spermatidlerin sitoplazmasinda, ¢ekirdege yakin bolgede
cok sayida belirgin bir Golgi kompleksi izlenir. Glikoprotein bakimindan zengin
proakrozomal graniller Golgi kompleksinde yogunlasirlar. Bu fazda akrozomal vezikdl
genisler ve igerigi artar. Graniiller birlesir, niklear zarfa komsu membran ile

siirlandirilmis akrozomal vezikull yaparlar.

Kep fazinda, akrozomal vezikil niikkleusun 6n yarisinda yayilir. Akrozom
vezikiilii genisleyerek c¢ekirdegin 2/3 iinii kaplar. Bu yapiya akrozomal kep denir.

Akrozamal kepin altindaki niiklear kilif, porlarini kaybeder ve kalinlasir.

Akrozom fazinda, akrozomun yapimi tamamlanir. Akrozom graniilleri iginde
proteaz, asit fosfataz gibi ¢esitli hidrolitik enzimler bulunur. Bu enzimler hiicre
icindeyken inaktiftir. Bu sirada spermatidin kondanse olan ¢ekirdegi uzar ve yogunlasir.
Sitoplazma posteriora itilir. Nikleusa tutunan distal sentriolden ¢ikan fibril demetleri
uzayarak ortada iki, ¢evrede dokuz adet olmak Uzere kuyrugun igine dogru uzanir ve

flagellum sekillenir.

Mattrasyon fazi, spermatidin yeniden modellenmesinin bu son fazinda flagella
etrafindaki sitoplazmanin biliyiik boliimii koparak hiicreden ayrilir. Rezidiiel cisimcik
olarak adlandirilan sitoplazma artiklari, Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Olusan

spermatozoonlar, Sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmasindan ¢ikip limene gegerler (29).
4.3.5. Spermatozoon Yapisi

Olgun sperm, bas ve kuyruk olmak tizere iki kistmdan olusmaktadir. Spermin bas
kismini, yassilagsmis ¢ekirdek ile anteriorunun gte ikilik kismini saran, g¢esitli enzimler
iceren, akrozom olusturmaktadir. Akrozomal kep hyaluronidaz, noéraminidaz, asit
fosfataz, proteaz, akrozin ve tripsin benzeri madde gibi hidrolitik enzimler icermektedir.
Bu enzimler zona pellusidanin delinmesi sonrasi fertilizasyonu kolaylastirmanin yani sira

ovuma bagka spermlerin girigini de engellerler.

Spermin kuyrugu boyun, orta parca, esas parca ve son parca olmak uzere dort
kisimdan olusur. Spermin boyun kismi, bas ile kuyruk arasinda baglant1 pargasi olup

yapisinda ¢ift sentriol ve kaba fibriller bulundurmaktadir. Orta parga, kalin fiberlerin ve



aksonemal kompleksin etrafinda sarilmis ¢ok sayida mitokondrileri icermektedir.
Mitokondriler kuyruk hareketi i¢in gerekli enerjiyi saglayarak spermin hareketini
saglarlar. Esas kisim, diger kisimlara nazaran daha uzun olup, kalin fiberleri ve
aksonemal kopleksi igerir. Esas kismi en distan fibroz bir kilif sarmaktadir. Olgun sperm

kuyrugunun ug kismi olan son parga, yalnizca aksonemal kompleks igermektedir (14, 30).
4.4. Epididimis

Epididimis, testisin stperior ve posterior ylzeyleri boyunca uzanan kivriml
tibuillerden olusmus, spermlere depo gorevi goren, hilal seklindeki organdir. Yapisinda
duktuli efferentes, duktus epididimis, iligkili diiz kaslar, bag dokusu ve damarlar
bulunmaktadir. Duktus epididimis yiiksek diizeyde kivrimli tiibiillerden olusmaktadir. Bu
organ, bas (caput epididymidis), govde (corpus epididymidis) ve kuyruk (cauda
epididymidis) kisimlarindan olusur. Bas kismina duktuli efferentes, kuyruk kismina ise
duktus deferens baglanir (31).

Testisten epididimise giren yeni iiretilmis spermler, epididimis boyunca gecisleri
sirasinda matiir hale gelir; bu sayede motilite ve oositi fertilize etme yetenegi kazanir.
Androjen bagimli matiirasyon stirecinde sperm basi, sivi glikokonjugatlar ile modifiye
edilir. Bu surece dekapasitasyon denir. Bu siire¢ spermin délleme yetenegini doniistimlii
bir sekilde inhibe eder. Dekapasitasyon faktorleri fertilizasyondan hemen 6nce salinirlar
(32).

Duktus epididimis yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile doseli olup iki hiicre tipi
icermektedir. Esas hiicreler liimene daha yakin olup liminal ylzeylerinde stereosilyum
bulundururlar. Bazal hiicreler, bazal laminanin iizerinde bulunan kanal epiteline ait kok

hlcrelerdir (14).
4.5. Embriyo Testis Gelisimi

Embriyo testisi, distan kalin diiz bir kapsiil ile sarilidir. D1g ylizey (¢ tabakadan
meydana gelmektedir. Y{izeyde basit bir epitel tabakasi olan tunika vaginalis, yogun bag
dokusu tabakasi olan tunika albuginea ve en altta vaskiiler bag dokusu olan tunika
vaskilloza bulunmaktadir. Tunika vaginalis ve tunika albuginea bipotansiyel gonaddan
ilk olarak diferansiye olurken, tunika vaskiiloza 20 ile 30 haftalik gebelik doneminde
asamal1 olarak gelisir. Parenkima dokusu, interstisyum ile seminifer tibdllerden

olusmaktadir (Resim 1). Her bir seminifer tubul, Sertoli hicreleri ile germ hiicrelerinin



bulundugu bazal membran, bu bazal membran tizerindeki miyoid hucreler ve peritibuler
fibroblastik ig hiicrelerinden olusmaktadir. Seminifer tbuller, interlobuler septumlar ile
yaklasik 250 lobiile ayrilmaktadir. Interstisyel alanda ¢ok sayida Leydig hiicresi, igsi

stroma hiicreleri, damarlar, sinirler, mast hucreleri ve makrofajlar bulunmaktadir (33).

Resim 1. Gestasyonun 21. glinlne ait testis histolojisi (H&E, X100)

4.6. Embriyotoksisite

Embriyotoksisite, embriyoda olusabilecek tiim olumsuz etkiler olarak
tanimlanabilir. Bu ters etkiler erken embriyo-blastula asamasindan organogenezis
tamamlanana kadar gorulebilir. Cesitli kimyasallar annede gozle goriiliir toksisite
olusturmadan, dogrudan embriyo ve fetiisii etkileyebilir. Embriyonik ve fetal gelisim
evresine gore toksik maddeler yavrularda ¢esitli bilissel, fizyolojik ve metabolik
bozukluklara sebep olur. Ayrica bu maddeler fetal O6liim, kusurlu olusumlar,

olgunlagmanin gecikmesi veya diisilk dogum agirligina sebep olabilirler (34).
4.7. Fetotoksisite

Fetotoksisite, fetliste goriilen ters etkiler olarak tanimlanir. Organ olusumunun

tamamlanmasindan sonra meydana gelir. Diisiik dogum agirligi, 6lii dogum sayisinin



artisl, postnatal fizyolojik islev bozukluklar1 ile beraber biligsel bozukluklar

fetotoksisitenin 6zgln érnekleri icerisinde yer almaktadir (34).
4.8. Teratojenite

Teratoloji, anormal gelisimin nedenlerini, mekanizmalarimi ve kaliplarini
inceleyen bilimdir. 1950°den 6nce insan konjenital malformasyonlar: ile ilgili bilgi
yetersizliginden dolayr meydana gelen malformasyonlarin ¢ogunun genetik tabanl
oldugu disiiniiliiyordu (35). Embriyonik ve fetal zarlar, anne karin duvari ve uterusun
embriyoyu disaridan gelebilecek zararlara karsi koruyan gucli bariyer olduklar
diisiiniiliiyordu. 11k kez 1920 ile 1930’lu yillarda, yag orami yilksek ve A vitamini
bakimindan zayif besinler ile beslenen domuz yavrularinda teratojenite calisilmistir.
Calisma neticesinde, yenidoganlarda cesitli sekil bozukluklari ve gozsiiz dogum
anomalileri dikkat ¢ekmistir (36). Teratojenite, blylime geriligi, displazi (6rn. iyot
yetersizligi ile iligkili guatr) veya asimetrik uzuv gibi fetal gelisim sirasindaki yapisal
bozukluklar: ifade eder (37).

Prenatal ddnemde toksisite tipleri arasindaki iliski olduk¢a karmasik olup
kimyasal maddenin yapisi, maruziyet zamant ve maddenin dozuna baghdir.
Embriyotoksik doz araliginda uygulanan maddenin, deney hayvanlarinin bazilarinda
normal fetls dogumuna, bazilarinda embriyoletaliteye, bazilarinda malformasyonlara,
digerlerinde ise geg gelisime neden oldugu bilinmektedir. Farkli dozlarda malformasyon

orani, doz arttirildiginda embriyoletalite siklig: artar (34).
4.9. Levetirasetam

LEV, pediatrik epilepsili hastalarda hem adjuvan tedavi hem de monoterapi olarak
kullanilan pirolidin tlirevi antiepileptik bir ilagtir (Sekil 2). Fokal ndbet aktivitesinin
sekonder yayilimini 6nleyerek eszamanli noronal ateslemeyi azalttig1 diistiniilmektedir.
LEV, epilepsi tedavisinde 1999 yilinda kullanim igin onaylanmis olup, hem gocuklarda
hem de eriskinlerde miyoklonik ndbetler i¢in yardimci tedavi olarak kullanilmustir (38,

39).
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Sekil 2. Levetirasetamin kimyasal yapisi

LEV, nobet aktivitesini, eksitatér veya inhibe edici ndronal yolaklar icermeyen
bir mekanizma ile inhibe eder. Agiz yoluyla biyoyararlanimi yaklasik % 100'dir ve besin
emilimini degistirmez. Oral uygulamadan sonra absorpsiyon igin en yiksek siire bir
saattir ve kararli durum, giinde iki kez verilen uygulama ile iki giin iginde elde edilir.
Klinik aragtirmalarda en sik bildirilen advers etkiler uyuklama, bas donmesi, enfeksiyon
ve astenidir (40).

4.10. Apoptoz

Hucreler bolinerek c¢ogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiasyon) ve Olir
(apoptozis). Apoptoz, hiicrenin yasam c¢emberi boyunca yapim-yikim dengesinin
stirdiiriilmesini  saglar. Apoptozis ve yeniden yapim (mitozis) dokularda doku
homeostazisini olusturmak (zere dinamik bir denge halinde siirer. Iskogyal1 arastirmaci
Kerr ve arkadaslari tarafindan ilk kez 1972 yilinda kullanilan apoptozis terimi, kelime
anlam1 olarak yaprak dokiimiine benzetilerek apo (= ayri) ve ptozis (= diisen)

kelimelerinin birlestirilmesi ile olusmustur.

Doku homeostazisi, apoptozis ile proliferasyon dengesinin surdirtlmesine
baglidir. Bu dengenin bozulmasinin birgok dnemli hastaligin patogenezinde rol aldigi
gosterilmistir. Normal fizyolojik kosullar altinda ortaya g¢ikan hiicre dliimii dis ve i¢
sinyaller tarafindan aktive edilir (41). Apoptoza ugrayan hiicreler benzer morfolojik ve
biyokimyasal 6zelliklere sahiptir. Bu 0zeliklere 6rnek olarak, DNA fragmentasyonu,

hiicre hacminin azalmasi, mitokondriyal fonksiyon kaybi ve apoptotik vezikiil olusumu
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verilebilir. Bunun yaninda Bcl-2 proteinleri, antiapoptotik ve proapoptotik 6nemli
duzenleyiciler olarak fonksiyon gérmektedir. Bunlar en glcli apoptotik ajan olan

sitokrom ¢ salinimin1 dogrudan etkileyerek apoptozu diizenlerler (42).

Apoptotik hiicrelerin morfolojilerindeki degisiklikleri belirlemede ¢esitli
mikroskopi tekniklerinin (1s1ik mikroskobu, elektron mikroskobu) yaninda, flow sitometri
gibi  multiparametrik analizlerden de yararlanilmaktadir. Yine bu hiicrelerin
belirlenmesinde en sik kullanilan tekniklerden biri de DNA fragmentasyonunu

histokimyasal olarak gosteren TUNEL yontemidir (43).
4.11. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Besin maddelerinin oksijen kullanilarak enerjiye doniisiimii sirasinda meydana
gelen dis yoriingede kararsiz elektron iceren reaktif molekillere serbest radikaller denir
(Tablo 1). Bu molekiller cok reaktiftirler. Oksijen molekullerinden, metabolizma
sirasinda serbest radikal kaynagi ve son derece reaktif olan ara triinler olusur. Reaktif
oksijen metabolitleri, lipit, protein, aminoasitler ve DNA gibi ¢esitli hiicre bilesenlerine

zarar verirler.

Aerobik solunum yapan organizmalarda serbest radikallerin zararli etkilerine
kars1 antioksidan savunma sistemleri gelismistir. Bu sistemler serbest radikallerin etkisini

tamamen onleyemediklerinde oksidatif stres denilen durum ortaya ¢ikar.

Ilaglar, UV 1smlar1, yag oksidasyonu, radyasyon, stres, sigara, alkol gibi bircok
yolla serbest radikal olusumu gergeklesebilir. Olusan serbest radikaller ¢esitli patolojik

durumlarin olusumuna katkida bulunurlar (44).

Tablo 1. Serbest radikal kaynaklar1 ve antioksidan molekiiller

SERBEST RADIKAL KAYNAKLARI | ANTIOKSIDAN MOLEKULLER

Asirt demir yiklenmesi Glutatyon ve tiyoller

Koenzim Q, ubikinon ve tirevleri

e Sigara kullanim1 e Enzimler (GSH-Px, CAT, SOD)
e Asiri egzersiz e Selenyum
e Yaslanma e Proteinler (Albumin, sertiloplazmin)
e Kronik inflamasyon e Askorbik asit (C vitamini)
e Asiri alkol e Tokoferoller (E vitamini)
[ [
[
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Reaktif oksijen metabolitleri olarak bilinen molekdiller 6zellikle protein, lipit ve
DNA gibi hiicre bilesenlerine zarar verirler. Yag asitlerinin oksidasyonu sirasinda
gerceklesen lipit hidroperoksitlerinin yikimi ile bioaktif aldehitler olusur. Malondialdehit
ve hidroksialkenaller (4-OH-nonenal gibi...) bunlarin baslicalaridir. Bunlar hicre
diizeyinde metabolize edilebilir ve ayni zamanda diger hiicrelere diffiize olup hasar
olusturabilirler (44).
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5. MATERYAL ve METOD
5.1. Deneysel Calisma Asamasi

Calismanin yiiriitiilmesi i¢in 13.07.2016 tarihinde Karadeniz Teknik Universitesi
(KTU) Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 5 no’lu karar: ile onay
alind1. Etik Kurul onayinin ardindan KTU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimine (BAP) basvuruda bulunuldu ve BAP Koordinasyon Birimi’nin 1D:53488718-
418 proje kodlu izni ile ¢aligmaya baslandi.

5.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini, Bakimi ve Barinmasi

Calismada 18 adet, 12 haftalik, 200-250 g agirliginda, iki diizenli siklus gosteren
Sprague Dawley tiru disi gebe si¢anlar kullanildi. Siganlarin temini, bakimi ve barinmasi
KTU Cerrahi Arastirma Merkezi’nde yapildi. Bu sayede hayvanlarin gevreye uyum
problemi ve ¢evre stresi gibi olumsuz durumlardan etkilenmesi engellendi. Siganlar 21
giin boyunca KTU Cerrahi Arastirma Merkezinde sican takip odalarinda takip edildi.
Deney siiresince ortamin sicakligi 22 + 2°C, nem orani ortalama %50 + 5, 151k ayar1
sirkadiyen ritme uygun olan 12 saat aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi.
Calisma boyunca hayvanlar, standart Tip III sigan kafeslerinde barindirildi (Resim 2).
Sicanlarin tiiketecegi yem ve su, kolaylikla ulasabilecekleri sekilde kafesin iist kismina

yerlestirildi. Siganlarin beslenmesinde standart yem ve ¢gesme suyu verildi.
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Resim 2. Siganlarin bakimi ve barinmasi

5.1.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Uygulama

Arastirma i¢in diizenli siklus gosteren 18 adet yetiskin Sprague Dawley tiirii disi
sican ile erkek sicanlar ¢iftlesmeye birakildi. Her grup icin 1 erkek ile 3 disi sigan
ciftlesmeye birakilip ertesi giin vajinal smear ile gebelik tayini yapildi ve smear rneginde
sperm goriildigi ilk giin, gebeligin baslangici (0. giin) kabul edildi. Calismaya her grup
i¢in vaginal smear 6rnegi pozitif olan 3 siganla devam edildi. Gebe olan saglikli 18 adet
disi sigan asagidaki tabloda belirtildigi gibi 6 gruba ayrildi (Tablo 2).

1. Grup (Kontrol grubu): Bu gruba herhangi bir islem uygulanmadi.

2. Grup (Sham grubu): 1 ml tek doz ¢esme suyu gavaj ile uygulandi.

3. Grup (LEV-A grubu): Gebeligin 1. trimester stiresince (0.-7. glin) 7 gun
boyunca gavaj ile LEV (100 mg/kg= 1 ml) uygulanda.

4. Grup (LEV-B grubu): Gebeligin 2. trimester suresince (8.-14. gun) 7 gun
boyunca gavaj yolu ile LEV (100 mg/kg= 1 ml) uygulandi.

5. Grup (LEV-C): Gebeligin 3. trimester suresince (15.-21. giin) 7 glin boyunca
gavaj yolu ile LEV (100 mg/kg= 1 ml) uygulanda.
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6. grup (LEV-D): Tum gebelik stresince (21 gun boyunca) gavaj yolu ile LEV
(100 mg/kg= 1 ml) uyguland: (Resim 3). Siganlara gavaj yolu ile uygulanacak
antiepileptik ilacin dozu Ozyiirek ve ark. metoduna gore ayarlandi (45).

Sican trimester donemleri Peng ve ark. metoduna gore gruplandirildi (46).

Tablo 2. Deney gruplari ve uygulamalari

DENEK
GRUPLAR SAYISI (n) UYGULAMA
1. Grup Kontrol 3 -
2. Grup Sham 3 1 ml ¢esme suyu
LEV-A (1. trimester
3. Grup levetirasetam) 3 100 mg/kg LEV
LEV-B (2. trimester
4. Grup levetirasetam) 3 100 mg/kg LEV
5. Grup LENFC (3. Thfpester 3 100 mg/kg LEV
levetirasetam)
6. Grup  -EV-D (Tum gebelik 3 100 mg/kg LEV

levetirasetam)

Deney boyunca uygulamalar diizenli olarak her giin 9.30 — 10.00 saatleri arasinda yapildi.

Yavrulayan tim gruplara ait anne sicanlar deneyin bitiminde yavrularindan
ayrildi. Yavrulara annelerinin grup adi verildi. Dogumdan sonra tiim gruplardan elde
edilen yavru si¢anlar (postnatal 0.guin) kendi gruplar1 dahilinde disi ve erkek olmak tizere
cinsiyet ayrimina tabi tutuldu. Testis ¢alismak amaci ile her gruptan rastgele 6 adet yavru
erkek sigan secgildi. TUm disi ve erkek yavrular anatomik malformasyonlar agisindan

degerlendirilip kaydedildi.
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Resim 3. Gebe siganlara gavaj yoluyla madde verilmesi

5.2. Histolojik Islemler

Calismanin deney asamasi, doku oOrneklerinin alinmast KTU Tip Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dali izole organ banyosu laboratuvarinda gergeklestirildi. Deney
siirecinin sonunda postnatal 0. giin denekler eter ile uyutularak malformasyonlari
degerlendirilmek iizere fotograflari c¢ekildi. Fotograflart c¢ekilen denekler servikal

dislokasyon yontemiyle sakrifiye edildi.
5.2.1. Doku Numunelerinin Elde Edilmesi

Anestezi altindaki postnatal 0. giin yavru siganlar servikal dislokasyon yontemi
ile dekapite edildi. Dekapitasyonu takiben parametrelerin ¢alisilmasi i¢in abdominal
bolgenin altindan sternuma kadar olan orta hatti kesilerek testis drnekleri ¢ikartildi
(Resim 4). Cikarilan testis kasetlenerek histolojik islemler igin Bouin sollisyonuna

konuldu. Sag testis biyokimyasal incelemeler icin eppendorf tlpu igerisinde
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biyokimyasal ¢alisma siirecine kadar -20°C’de muhafaza edildi. Biyokimyasal analiz igin
alinan doku 6rnekleri KTU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dalinda bulunan
sogutuculara yerlestirildi. Dekapite edilen yavrularin testisleri ¢ikarildiktan sonra
malformasyon degerlendirilmek amaci1 ile kafa ve goOvdeleri dekalsifikasyon

soliisyonunda dekalsifikasyon islemine tabi tutuldu.

Resim 4. Postnatal 0. glin sigan yavrularindan testisin ¢ikarilmasi

5.2.2. Isik Mikroskobu I¢cin Dokularin Hazirlanmasi

Histolojik ve immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in alinan 6rneklerin doku takibi,
kesit alimi, boyanmas1 ve bu islemler igin gerekli olan soliisyonlarin hazirlanmasi1 KTU
Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali1 laboratuvarlarinda gergeklestirildi.
Testis dokular1 dnceden hazirlanmis olan ti¢ giinliik Bouin soliisyonu icinde; 1s1k almayan
ortamda, oda sicakliginda bekletildi.

Bouin soliisyonunun hazirlanist:
-75 ml pikrik asit
-75 ml formaldehit
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-5 ml glasiyel asetik asit
Kafa ve govdeler formalin solisyonunda tespit edildikten sonra dekalsifikasyon icin 10
giin boyunca 151k almayan ortamda, oda sicakliginda bekletildi.
Formalin soliisyonunun hazirlanisi:
- 50 ml %37-401ik formalin
- 450 ml distile su
Dekalsifikasyon soliisyonunun hazirlanmasi:
- 30 ml formaldehit
- 30 ml formik asit
- 240 ml distile su
Bouin soliisyonunda fikse edilen testis dokular: tigiincii giiniin ardindan; kafa ve
govdeler ise dekalsifikasyondan hemen sonra doku takibi islemlerine tabi tutuldu. Doku
takip isleminin ardindan dokular, parafine gomiilerek doku bloklar1 hazirland.

Doku takibi asagidaki sekilde yapildi:

1) % 707K alKOl ... 1 gin bekletildi.

2) % 90’11k @lKOL ...oiviiiiiiiiece e 1 giin bekletildi.

3) % 96’1K AlKOL .vvevveveciecii e 1 glin bekletildi.

4) % 100°1UK @lKOI ....ocvveiieeee e 1 gin bekletildi.

5) % 100°10K @lKOL.........ccveoieeeceecr e, 1 saat (1 kez) bekletildi.
B) KSHEN ..o 3x5 dk bekletildi.

7) Dokular eritilmis parafin icerisinde 58 °C’de etuivde 3 kez 15 dakika bekletildi ve
sonrasinda tekrar etiiv icerisinde 2 saat bekletildi.

8) Dokular bloklandi.
5.2.3. Kesitlerin Alinmasi

Kesitlerin alinmas1 KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda bulunan LEICA RM 2255 model mikrotom araciligiyla saglandi. ilk
olarak doku blogundan 20 um’lik kesitler alinarak trimlendi ve dokuya ulasilmasi
saglandi. Dokuya tam olarak ulasilmasinin ardindan 5 um’lik kesitler alind1 ve kesitler
Benmarideki 45°C’lik su igerisine konuldu. Benmaride bekletilerek kirigikligi agilan
dokular, dikkatlice lam tizerine alindi. Lam tizerine alinan dokular Hematoksilen & Eozin

(H&E) ile boyanmasi i¢in zembile yerlestirilerek parafinin erimesi igin bir saat 58 °C
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etiivde bekletildi ve dokular daha sonra sirasiyla agsagidaki rutin histolojik boyama islem

serilerinden gegirildi.

5.2.4. Hematoksilen — Eozin (H&E) Boyama Yontemi

Kesitlerin 58°C’lik etiivde parafini iyice eritildikten sonra asagida belirtildigi gibi

boyama iglemine gecildi.

1) Ksilen, 5x2 dakika bekletildi.

2) %100’lik alkol, 5 dakika bekletildi.
3)  %96’lik alkol, 5 dakika bekletildi.
4) %70’lik alkol, 5 dakika bekletildi.
5) Distile su, 2-3 dakika bekletildi.

6) Hematoksilen, 35 saniye bekletildi.
7) Musluk suyu 5 dakika bekletildi.
8) Asit— Alkol 1 kez batirip ¢ikarildu.
9) Distile su 1 dakika bekletildi.

10) Amonyakli su 10 saniye bekletildi.
11) Distile su 1 dakika bekletildi.

12) Eozin 30 saniye bekletildi.

13) Distile su 1 dakika bekletildi.

14) %70’lik alkol 5 dakika bekletildi.
15) %96°lik alkol 5 dakika bekletildi.
16) %100’llk alkol 5 dakika bekletildi.
17) Ksilen 2x5 dakika bekletildi.

18) Entellan ile kapatilda.

5.2.5. Histolojik Olgtimler

Hazirlanan preparatlar KTU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Stereoloji laboratuvarinda bulunan Olympus DP 71 (Japan) kameral1 151k mikroskobunda
(Olympus, BX51, Japan) incelendi. Seminifer tiblllerdeki spermatogenik hicreler ve
interstisyel alanlar goriintiilenerek fotograflar ¢ekildi ve dijital ortama kaydedildi. Testis
dokusu interstisyel bag dokusu alan1 Analysis 5 Research (Olympus Soft Imaging

Solution, Germany) programi kullanilarak dl¢iildii ve gerekli hesaplamalar yapildi.
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5.3. iImmiinohistokimyasal Islemler

Apoptozu belirlemek i¢in testis dokusunda TUNEL metodu uygulandi.
Uygulamada cekirdekleri kahverengi ile boyanan hiicreler apoptoza ugrayan, yani
TUNEL (+) hicreler; mor renkte boyananlar ise nonapoptotik, TUNEL (-) htcreler,
olarak degerlendirildi. immiinohistokimyasal islemlerin degerlendirilmesi KTU Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Stereoloji laboratuvarindaki Olympus
DP 71 (Olympus, Tokyo, Japan) kamerali 151k mikroskobunda (Olympus, BX51, Tokyo,
Japan) incelenerek Analysis 5 Research programi (Olympus Soft Imaging Solutions,
Minster, Germany) ile yapildi.

5.3.1. TUNEL Boyama

TUNEL [Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) deoxyuridine triphospate
(dUTP) nick end labeling] teknigi i¢in In situ cell death detection kit, POD (Roche,
Mannheim, Germany) kiti kullanildi. Boyama igin testis dokusuna asagidaki islemler

sirayla uygulandi.

1) Oda sisinda 3x5 dk ksilende inkiibe edildi.

2) %100 etanol 2x5 dk bekletildi.

3) %95 etanol 2x5 dk bekletildi.

4) %70 etanol 2x5 dk bekletildi.

5) Distile su 2x2 dk yikandi.

6) %3 H202’de 15 dk bekletildi.

7) PBS’de 2x5 dk yikandi.

8) Oda 1si1sinda Large Volume UV (Ultraviyole 1s1n) block 10 dk bekletildi.

9) 75 mg Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) ve 50 ul TdT/dUTP
karigimi ile dokular kaplandi, 37 °C'lik etlivde 1,5 saat nemli ortamda tutuldu.

10) PBS’de 2 dk yikandi.

11) 100 ml converter peroksidaz dokuyu kapatacak sekilde kaplandi ve 37 °C'lik
etlivde inkibe edildi.

12) PBS’de 3x5 yikandi.

13) 100 ul DAB ile 5 dk karanlikta oda 1sisinda bekletildi.

14) Distile suda 1x2 kez yikandi.

15) Hematoksilen ile 1dk boyandi ve ¢esme suyu ile yikandi.
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16) %70 etanol 2x5dk bekletildi.
17) %95 etanol 2x5 dk bekletildi.
18) %100 etanol 2x5 dk bekletildi.
19) Ksilen 2x5 dk bekletildi.

20) Kurutulup kapatildi.

5.4. Biyokimyasal Incelemeler
5.4.1. Doku 4-Hidroksinonenal Olguimii

Testis dokusunda 4-hidroksinonenal (4-HNE) tayini CUSABIO (Cin) firmasinin
siganlar igin iirettigi CSB-EQ027232RA riin kodlu ELISA (Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay) kKiti ile gerceklestirildi. ELISA degerlendirmeleri KTU Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1 laboratuvarlarinda yapildi.

5.5. istatistiksel Yontemler

Her bir gruba ait degerler aritmetik ortalama ve standart sapma (X + SD) olarak
ifade edildi. Denek sayisi her bir grupta n=6 oldugu i¢in non-parametrik testler uygulandi.
Bagimsiz gruplarin degerlendirilmesinde Kruskal Wallis testi kullanildi. Grup ig¢indeki
posthoc degerlendirmeler igin Mann-Whitney U testi uygulandi. p<0.05 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

Gebe siganlarin gebelik stirelerinin izlenmesi ile bazi gruplarda gebelik strelerinin
normal gebelik surelerinden daha fazla oldugu goriildii. Kontrol grubu, LEV-A, LEV-B
gruplarina ait gebe siganlar miadinda (21. giinde) dogururken LEV-C ve LEV-D grubuna
ait gebe siganlar normal gebelik siirelerinden daha geg (24. ve 25. giinlerde) dogurdular.

6.1. Teratojenik Bulgular
6.1.1 Morfolojik bulgular

Tum gruplara ait yenidogan siganlarin dis goriiniisleri incelendiginde Kontrol,
LEV-A, LEV-B ve LEV-C gruplarina ait yenidogan siganlarda herhangi bir morfolojik

anomaliye rastlanmadi (Resim 5-6-7-8).

Resim 5. Kontrol grubuna ait yenidogan siganin viicut morfolojisi

Resim 6. LEV-A grubuna ait yenidogan siganin viicut morfolojisi
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Resim 7. LEV-B grubuna ait yenidogan siganin viicut morfolojisi

Resim 8. LEV-C grubuna ait yenidogan si¢canin viicut morfolojisi
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LEV-D grubu yenidogan siganlarin bazilarinda oncelikli kafatasi ve eklem
bolgeleri olmak Uzere, viicudun diger bolgelerinde deride pullanma tespit edildi. Ayrica

bu gruba ait yavru siganlarda yarik damak anomalisi de belirlendi (Resim 9).

Resim 9. LEV-D grubuna ait yenidogan siganin viicut morfolojisi
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6.1.2 Kafa Kesitlerinin Mikroskopisi

Kontrol, LEV-A, LEV-B ve LEV-C gruplarina ait kafa kesitlerinde herhangi bir
malformasyona rastlanmadi. LEV-D grubuna ait siganlarin kafa kesitlerinde agiz boslugu

ile nazal bosluk arasinda damak yarig1 goriildii (Resim 10).

Resim 10. Kontrol grubu (A) ve LEV-D grubu (B) yenidogan siganlara ait kafa histolojisi
(H&E, X200). Herhangi bir malformasyon gorulmemektedir (A). LEV-D
grubuna ait sigcanlari burun boslugu ile agiz boslugu arasinda yarik damak
gorulmektedir (B). Yarik damak ok (=) ile gosterilmistir.
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LEV-A, LEV-B ve LEV-C gruplarina ait sigan yavrularinin g6z ve orbitalarinda
herhangi bir malformasyona rastlanmazken, LEV-D grubuna ait kafa kesitlerinde yapisik

g0z kapagi malformasyonu goruldil (Resim 11).

/
£
f

Resim 11. Kontrol grubu (A) ile LEV-D grubuna (B) ait géz ve goz kapagi kesiti (H&E,
X200). Yapisik goz kapagi yildiz isareti (%) ile gosterilmektedir. Ok isareti
(=) yapisik kornea ve lensi gostermektedir.
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6.1.3 Uzuv Kesitlerinin Mikroskopisi

Tim gruplara ait sican yavrularinin el ve ayak kesitlerinde herhangi bir

malformasyona rastlanmadi (Resim 12).

Resim 12. LEV-D grubu 6n sag (A) ve arka sag (B) uzuva ait kesit (H&E, X400)
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6.2. Histopatolojik Bulgular
6.2.1 Testis Mikroskopisi

Kontrol grubunda seminifer tibdllerde Sertoli hiicreleri, spermatogonyumlar ve
miyoid hiicreler normal yapida izlendi. Interstisyel alanda Leydig hiicrelerinin normal

morfolojisini korudugu goriildii (Resim 13).

Resim 13. Kontrol grubuna ait testis dokusu (H&E, X200). Bag dokusu artist (*) ile
gosterilmistir.
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Sham grubunda spermatogonyumlar, Sertoli hiicreleri ve miyoid hiicreler normal

yapida gozlendi. Seminifer tlbllde ve Leydig hicrerinde herhangi bir farklilik tespit
edilmedi (Resim 14).

6 3 : s 1 4

Resim 14. Sham grubuna ait testis dokusu (H&E, X200). Bag dokusu artist (vk) ile
gosterilmistir.
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LEV-A grubuna ait testis dokusu Kkesitlerinde spermatogonyumlar, Sertoli

hiicreleri ve miyoid hicreler normal yapida izlendi. Testisin merkezine dogru interstisyel

alanda bag dokusunda artis g6zlendi (Resim 15).

Resim 15. LEV-A grubuna ait si¢an testis dokusu (H&E, X200). Bag dokusu artist (*)
ile gosterilmistir.
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LEV-B grubuna ait testis dokusu Kkesitlerinde spermatogonyumlar, Sertoli

hiicreleri ve miyoid hicreler normal yapida izlendi. Testisin merkezine dogru interstisyel

alanda bag dokusunda artis gézlemlendi (Resim 16).
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Resim 16. LEV-B grubuna ait sigan testis dokusu (H&E, X200). Bag dokusu artist (*)
ile gosterilmistir.
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LEV-C grubuna ait testis dokusu Kkesitlerinde spermatogonyumlar, Sertoli

hiicreleri ve miyoid hiicreler normal yapida izlendi. Testisin merkezine dogru interstisyel

alanda bag dokusunda artis g6zlendi (Resim 17).
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Resim 17. LEV-C grubuna ait sigan testis dokusu (H&E, X200). Bag dokusu artist (*)
ile gosterilmistir.
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LEV-D grubuna ait testis dokusu Kkesitlerinde spermatogonyumlar, Sertoli

hiicreleri ve miyoid hiicreler normal yapida izlendi. Testisin merkezine dogru interstisyel

alanda bag dokusunda artig g6zlemlendi (Resim 18).
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Resim 18. LEV-D grubuna ait si¢an testis dokusu (H&E, X200). Bag dokusu artist (*)
ile gosterilmistir.

34



6.2.2. TUNEL Sonuclari

Tim gruplara ait testis doku 6rnekleri apoptotik hicreleri belirlemek amaci ile
TUNEL teknigi kullanilarak 3,3—-diaminobenzidine (DAB) ile boyandi. Testise ait

hiicrelerin niikleuslarinda herhangi bir boyanma izlenmedi. Interstisyel alandaki Leydig

hiicreleri sitoplazmalar: koyu kahverengi olarak boyandi (Resim 19).
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6.3. Morfometrik Bulgular

Deney gruplarina ait yavru siganlarin testis dokusunda gelisen bag dokusu alan
Olglim sonuglar1 tablo 3’te verilmistir. Verilerin istatistiksel degerlendirmelerine ait
sonuglar agagida belirtilmistir.

Bag dokusu miktarinin kontrol grubuna kiyasla LEV-C ve LEV-D gruplarinda
arttig1 gorildu. Bu artis kontrol grubuna gére LEV-C ve LEV-D gruplarinda anlamli iken,
SHAM, LEV-A, LEV-B gruplarinda anlaml degildi (sirasiyla; p<0.05, p>0.05)(Tablo 3).

Tablo 3. Testis bag dokusu alani

GRUPLAR Bag dokusu alam (um?)
1. Kontrol 52196,7+27406,1
2. SHAM 63279,1+26803,4
3. LEV-A 56040,1+25902,1
4, LEV-B 70099,2+27412,5
5. LEV-C 149447,2+21924,12.b.¢.d
6. LEV-D 186231,1+27669,4 2P c.d

2Kontrol grubuna gore anlaml derecede farklilik vardir (p<0.05).
® SHAM grubuna gére anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
¢ LEV-A grubuna gore anlaml derecede farklilik vardir (p<0.05).
¢ LEV-B grubuna gére anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
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6.4. Biyokimyasal Degerlendirmeler

Deney gruplarina ait testis dokusunda 4-hidroksinonenal (4-HNE) degerleri
Olglldi ve sonuglar istatistiksel agidan degerlendirildi (Tablo 4).

Testis dokusunda 4-HNE seviyesinde, kontrol grubuna gore, Sham ve LEV-A
grubunda anlamli bulunmayan bir artig gorilurken (p>0.05), LEV-B ve LEV-C grubunda
anlamli bir artig gorildi (p<0.05). LEV-D grubunda ise kontrol grubuna gére degisiklik
olmadig1 goriildii (p>0.05). Sham grubuna gore LEV-A grubunda 4-HNE seviyesinde
anlaml1 bir olmazken, LEV-B grubunda anlamli artis goéraldi (p<0.05). LEV-A grubuna
gore LEV-D grubu 4-HNE seviye degisiklikleri anlamli bulunmadi (p>0.05). Testis
dokusu 4-HNE seviyesinde LEV-B grubuna gore, LEV-C ve LEV-D grubunda anlamli

olmayan azalis gosterdi (Tablo 4).

Tablo 4. Testis dokusunda biyokimyasal degerlerin aritmetik ortalama ve standart sapma

degerleri

Gruplar 4-HNE (ng/mL)
1. Kontrol 22.7+2.6

2. Sham 27,5433

5. LEVEA 27,4+3,8

4. LEV-B 37 144,435
5. LEV-C 32.8+6,1°

6. LEV-D 22,9+6,1

@Kontrol grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
®SHAM grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
¢ LEV-A grubuna gore anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
¢ LEV-B grubuna gére anlamli derecede farklilik vardir (p<0.05).
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7. TARTISMA ve SONUC

Gebelik saglikli gecirilmesi gereken bir siirectir. Fakat ¢evresel faktorler ya da
cesitli kronik hastaliklar bu durumu etkileyebilir. Gebelikte ila¢ kullanimi oldukga siktir.
Yasam tarz1 degisiklikleri sebebi ile kullanilan psikotrop ilaglarin yani sira gesitli kronik
hastaliklar da gebelikte ila¢ kullanimin1 gerekli kilmaktadir (47). Glnlmuzde epilepsi
tedavisinde yaygin olarak yeni nesil antikonvilzan ilaglar kullanilmaktadir. Genis
spektrumlu antikonvilzan olarak LEV kullanimi giderek artmaktadir. Meador ve
arkadaslar1 en sik recete edilen monoterapilerden birinin LEV oldugunu ve bu ilacin eski
antikonvilzanlardan daha giivenli olabilecegini bildirmislerdir (48, 49). Ancak daha
giincel c¢aligmalarda, LEV’in karaciger fonksiyon ve serum amonyak dizeylerinde
degisiklige neden olduguna dair kanitlar vardir (50). Yine ayni sekilde Hill ve ark.’nin
sigan ve tavsanlar tizerinde yapmus olduklar1 bir arastirmada, yuksek dozlarda uygulanan
LEV’in fetal 6liimlere sebep oldugu bildirilmistir (12). Yapmis oldugumuz ¢alismada
Kontrol grubu, LEV-A, LEV-B gruplarina ait gebe si¢anlar normal siiresinde dogururken
LEV-C ve LEV-D grubuna ait gebe sicanlar normal siirelerinden daha ge¢ (24. ve 25.
giinlerde) dogurmuslardir. Bu durum bize LEV’in intrauterin yagam siiresinin uzamasina
neden oldugunu gostermektedir. LEV 6zellikle 3. trimesterda uterus disfonksiyonuna
sebep olarak prenatal gelisim suresinin gecikmesine neden olmus olabilir.

Teratojenik maddelerin 3. trimesterda fonksiyonal bozukluk olusturdugu
bilinmektedir (16). Ugtincii trimersterda 100 mg/kg LEV uyguladiginiz LEV-C grubuna
ait gebe siganlarin bir tanesi beklenen dogum zamaninda doguramamis ve 23. giinde
dlmiistiir. Olen gebe siganin otopsisinde herhangi anatomik anormallik gériilmemistir. Bu
siganin yavrulariin otopsisinde de herhangi bir teratojenik bulguya rastlanilmamistir.
Belli dozlarda uygulanan LEV’in uterusun kontraktil disfonksiyonuna sebep olabilecegi,
bu baglamda LEV-C grubunda gergeklesen anne 6luminin, LEV’in uterus yetersizligi
sonucu dogumun gergeklesememesi ile ilgili olabilecegi diistindilebilir.

LEV’a benzer olarak en ¢ok kullanilan yeni nesil antiepileptik ilaglardan biri de
Lamotrijindir (LTG). Literattrde bu etken madde ile ilgili bircok ¢alisma mevcut olup en
diisiik malformasyon oranina sahip antikonvilzanlar arasinda yer almaktadir (49).
Manent ve arkadaslar1 2008 yilinda yaptigi calismada, LTG’in doza bagimli olarak
yuksek dozlarda (20 mg/kg/day) hipokampal ve kortikal beyin malformasyonlarina sebep
oldugu bildirmistir (51). Padmanabhan ve arkadaslarinin 2003 yilinda fareler tzerinde
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yaptiklart c¢alismada Lamotrijinin intraperitoneal olarak diisiik dozlarda uzun sdreli
uygulanmasi yiiksek dozlarda tek doz uygulamalarindan daha fazla malformasyona sebep
oldugu bildirilmistir. Bu yavrularda embriyonik rezorpsiyon insidansinin artmasi ve
kraniyofasiyal malformasyonlarin (yarik damak, kemerli damak ve midfasiyal hipoplazi)
yani sira, Urogenital anomaliler ve ¢esitli derecelerde iskelet kusurlarina da neden oldugu
bildirilmistir (52). Biz ¢alismamizda ii¢ trimester donemi ve tiim gebelik boyunca 100
mg/kg LEV uyguladik. Deney bitiminde yapmis oldugumuz morfolojik incelemeler
sonucunda LEV’in tim gebelik (LEV-D grubu) siiresince uygulanmasi ile deride
pullanma ve kraniofasiyal malformasyonlar olustugunu tespit ettik. Ayrica bu yavrulara
ait kafa kesitlerinin histolojisinde, yarik damak ve goz kapagi anomalileri ile retina
anomalisi goruldu.

Nissen-Meyer ve arkadaslar1 2007 yilinda immatiir sicanlar iizerinde yapmis
olduklar1 bir ¢alismada, 150 mg/kg dozunda uzun siireli kullanilan LEV’in iskelet boyuna
bliylimesini bozdugunu ve olgunlasmamis sicanlarda kirik riskini arttirdigi bildirmistir.
Bizim yaptigimiz ¢alismada 100 mg/kg LEV uygulanan gebe sicanlarin yavrularinin kol
ve bacak kesitlerinde herhangi yapisal bozukluk ile karsilagiimadi.

Literatiirde sicanlarin testis dokusu iizerine LEV toksisitesiyle ilgili ¢cok az
calisma mevcuttur (53, 54). Tiim yas gruplarinda iyi gtivenlik profili nedeniyle epilepsi
tedavisinde Ureme ¢agindaki erkek hastalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ilacin
erkek iireme sistemi iizerindeki toksik etkilerini degerlendiren az ¢alisma mevcuttur.
Yenidoganlar ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir.

Cincioglu-Palabiyik ve arkadaslar1 2017 de kainik asit ile deneysel epilepsi
modeli olusturulmus eriskin siganlarda LEV’in hipokampal ve testikller aromataz
ekspresyonunu azalttigini bildirmislerdir. Yetiskin sicanlara 8 hafta boyunca dizenli
olarak 27 ve 54 mg/kg LEV uygulanmis, gonadlarin histolojik kesitlerinde herhangi
patolojik bulguya rastlanmamustir (53).

Baysal ve arkadaslari Ureme toksisitesi ile ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada
eriskin siganlara 70 gun boyunca 50, 150 ve 300 mg/kg LEV uygulamis, ¢alisma
sonucunda LEV’in DNA hasarint artirdigini bildirmiglerdir. Testis dokusunda LEV
tarafindan olusturulan oksidatif stres spermatogenez sirecinde rol oynayan serum
hormon diizeylerinin degismesine neden olmustur. Ayrica doza bagimli olarak

vakuolizasyon, hiicresel 6dem, spermatid hasari, hiicre dejenerasyonu ve nekrozu gibi
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histopatolojik bulgular goriilmiistiir (54). Biz, yapmis oldugumuz ¢alismada, testislerde
herhangi hiicresel dejenerasyona rastlamadik; fakat seminifer tiibll gelisim sirasinda bag
dokusunda artis oldugunu tespit ettik. 3. trimester ve tiim gebelik boyunca yapilan
uygulamalarda yenidogan sican testislerinde bag dokusu alaninda kontrol grubuna
nazaran anlamli bir artis oldugunu gordiik. Bu baglamda LEV’in 3. trimester ve tim
gebelik boyunca uygulanmasi ile testis gelisimini belli olgiide olumsuz etkiledigini
sOyleyebiliriz.

Oksidatif stres, dokunun antioksidan kapasitesini asan oksijen radikallerin
tiretiminden kaynaklanmaktadir. Oksidatif stres erkek infertilitesi ile ilgili bircok olay
veya durumun indukleyicisidir. Oksidatif stresin, ateroskleroz, hipertansiyon, diabetes
mellitus, iskemik hastaliklar ve maligniteler gibi yasam tarzi ile iliskili hastaliklarin
patogenezinde rol oynadigi iyi bilinmektedir. Ornegin, ¢evresel maruziyet, kriptorsidizm
ve varikosel gibi fiziksel kosullarin testikiiler oksidatif stresi arttirdig1 ve germ hiicresi
apoptozuna bagli hipospermatogeneze neden oldugu bilinmektedir. Bu stres kosullari,
testikiiler mikrovaskiiler kan akimi, germ hiicre apoptozunun dinamiklerinde degisimlere
neden olabilir. Testikiiler oksidatif stres, erkek infertilitesinin altinda yatan etkenlerin
cogunda ortak bir 6zellik olarak goriinmektedir (55).

Oksidatif stresin, erkek infertilitesinde rol oynadigina dair kanitlar artmaktadir.
Pek ¢ok reaktif oksijen tiirii arasinda, 4-HNE, lipit peroksidasyonunun onemli bir
urinudur ve bu Urln, proteinlerin sistein, lizin ve histidin kalintilarina kovalent olarak
baglanarak proteinlerin bozulmasina neden olur (56). Literatiirde yenidogan siganlarda 4-
HNE ile ilgili kisith g¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan biri Yang ve arkadaslarinin
akroleine maruz kalan gebe siganlarin yavrularinda reme toksisitesi ile ilgili yapmis
olduklar1 ¢alismadir. Yang ve arkadaslar1 gebe sicanlara, gestasyonun 14.-20. gunleri 1,
2 ve 5 mg/kg akrolein intaperitoneal olarak uygulamis ve deney bitiminde (gestasyonun
21. glnlnde) testisler biyokimyasal ve histopatolojik olarak degerlendirilmistir.
Histolojik  incelemelerde  Hematoksilen-Eozin  ve TUNEL  metodu ile
immunohistokimyasal olarak boyanan testislerde herhangi bir bulguya rastlanilmamustir.
Biyokimyasal incelemelerde fetal testislerde oksidatif stres gostergesi olan 4-HNE'nin
protein ekspresyon diizeyleri incelenmis, 4-HNE'nin protein ekspresyon seviyeleri
Kontrol grubuna kiyasla 2 ve 5 mg/kg akrolein gruplarinda doza bagimli bir sekilde arttigi
bildirilmistir (57).
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Baysal ve arkadaslar1 histopatolojik bulgulara ilaveten biyokimyasal
parametreleri de degerlendirmislerdir. Eriskin erkek sicanlarda LEV’in treme toksisitesi
Uzerine etkisini inceledikleri ¢alismada bir lipit peroksidasyon driind olan malondialdehid
(MDA) olgmiislerdir. Yapmis olduklart ¢alismada siganlara 70 giin boyunca 50, 150 ve
300 mg/kg LEV uygulamislardir. Deney sonucunda Kontrol ve 50 mg/kg LEV uygulanan
gruplara kiyasla, 150 ve 300 mg/kg uyguladiklar1 grupta testis dokularinda MDA
dizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gérmiislerdir (54).

Teratojenler ve toksik ajanlar organogenez doneminde daha ¢ok bozukluklar
olusturmaktadirlar (16). Bizim ¢alismamizda, testis dokusu 4-HNE seviyesinde Kontrol
grubuna gore Sham grubunda artis belirlendi. Bu artis oral gavaj manipiilasyonu sonucu
olusan stresten kaynaklanmis olabilir. LEV-B grubu gebe siganlara 2. trimesterda
verildigi i¢in, LEV’in bu donemde daha fazla dejeneratif etki ile oksidatif stres olusturma
ihtimali bulunmaktadir. LEV-B grubundaki dikkat ceken bu 4-HNE artis1 oksidatif stresin
bir sonucu olarak ortaya ¢ikmis olabilir. LEV-D grubuna baktigimizda Sham grubuna
gore 4-HNE seviyesinde diisiis oldugunu tespit ettik. Bu baglamda tiim gebelik siiresince
uygulanan LEV’in metabolik koruyucu antioksidan sistemlerini devreye sokarak, doku
oksidatif stresini azaltmis olabilecegini diisiiniiyoruz.

Doku hasarini belirleyebilmek i¢in kullanilan 6nemli yontemlerden biri de
TUNEL teknigiyle Al degerlendirmesidir. TUNEL metodu ile 7 kere tekrarlayarak
yaptigimiz immiin isaretlemelerde testis hiicrelerinin niikleuslarinda herhangi bir pozitif
boyamaya rastlamadik. Tim gruplara ait yapilan TUNEL boyamalarinda Leydig
hlcrelerinin sitoplazmalarinin koyu kahverengi, ¢ekirdeklerinin ise mavi-mor boyandigi
goraldid. Hem TUNEL hem de Hematoksilen - Eozin boyamasi ile hazirlanan
preparatlarda bu hiicrelerin interstisyel dokuda gruplar halinde bulundugu ve bu
hlcrelerde hipertrofi olustugu tespit edildi. Hematoksilen - Eozin boyasi ile hazirlanan
preparatlarda Leydig hiicre sitoplazmalarinda LEV verilen gruplarda cozinofili artisi
belirlendi. Eozinofili artis1 6zellikle LEV-C grubunda en belirgindi. Bu bulgular LEV’in
Leydig hiicrelerinde fonksiyon bozukluguna neden olabilecegini isaret etmektedir.
Bununla birlikte konuya aciklik getirilmesi agisindan kan testosteron diizeylerinin
belirlenmesi basta olmak iizere bazi Leydig hiicre fonksiyonlarinin ¢alisilmasina ihtiyag

vardir.
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Bu c¢alismada elde edilen veriler, LEV verilen gebe siganlarin yavrularinin
testislerinde bazi histopatolojik ve biyokimyasal bozukluklar oldugunu gostermektedir.
Bu konuya daha fazla katkida bulunulmasi agisindan elektron mikroskobu, molekiler
biyoloji gibi daha ileri teknoloji ve teknikler ile LEV’in farkli dozlarda kullanilacagi daha
ayrintili ¢aligmalara ihtiyag bulunmaktadir. Bu ¢alisma gebe siganlara verilen LEV’in
yavru testisleri tizerindeki toksik etkilerini inceleyen tek caligmadir. Bu agidan

sonuclarimiz literatiire katki saglayacaktir.
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