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OZET

Kosal V, Ratlarda deneysel benign prostat hiperplazisi modelinde sperm dna hasari tespiti. Van
Yiiziincii Y1l Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dah,
Veteriner Program Doktora Tezi, Van, 2018. Bu caligmada testosteron hormonu kullanilarak
olusturulan benign prostat hiperplazisi modelinde sperm DNA hasarinin tespit edilmesi amaglandi. Bunun
i¢in ortalama 200 gr canh agirliga ulasmis erkek Albino Wistar Ratlar kullnildi. Hayvanlar her bir grupta
6 rat olacak sekilde ii¢ gruba ayrildi. 1. Grup; placebo, 2. Grup; giinliik 3 mg/kg dozunda, 3. Grup; giinliik
5 mg/kg dozunda testosteron 30 giin siire ile intramusculer olarak yapildi. Uygulamalar sonunda sacrifiye
edilen ratlardan sperma 6rnekleri alindi. Sperm DNA hasari, motilite, anormal sperm orani ve yogunluk
analizleri yapildi. Sperm DNA hasari tespitinde COMET yonteminden faydalanilarak hazirlanan
preperatlar O (hasarsiz), 1 (az hasarli), 2 (hasarli), 3 (orta hasarli), 4 (gok hasarli) olarak derecelendirilerek
her grup icin yaklasik 2000 adet sperm sayildi. Derecelendirme sonucu {i¢ farkli hasar tespit yontemi
kullanilarak hasar oranlari tespit edildi. Sperm DNA hasar oranlari; 1. grupta %3.87454, 2. grupta
%9.35852, 3. grupta %15.2616. Arbitrary unite gore; 1. grupta %1.199262, 2. grupta %4.08116, 3. grupta
%6.29845. Genetik hasar indeksine gore; 1. grupta %5.5351, 2. grupta %17.0475, 3. grupta %27.374
degerlerinde hasar boyutu gozlendi. Bu verilerin istatistiksel olarak anlamli olup kullanilan testosteron
miktarina bagli alarak sperm DNA hasarinin arttig1 tespit edildi (p<0.001). Motilite muayenesi sonucu 1.
grup %90, 2. grup %80, 3. grup %80 degerlerine sahipti. Uygulanan testosteron diizeyinden bagimsiz
olarak motilite oraninda diistis gozlendi (p<0.006). Sperm yogunlugu muayenesi sonucunda tiim gruplarin
etkilenmedigi tespit edildi, istatistiki bir fark bulunamadi (p>0.05). Anormal sperm orami 1. grup %5.75,
2. grup %11.88, 3. grup %17 degerlerine sahipti. Uygulanan testosteron diizeyine bagli olarak anormal
sperm oraninda artig tespit edildi (p<0.001). Sonug¢ olarak; ekzojen testosteron hormonu kullanilarak
olusturulan benign prostat hiperplazisi modelinde, sperm DNA hasar1 oraninin arttigi, motilite ve anormal
sperm oraninin olumsuz olarak etkilendigi, sperm yogunlugunun ise etkilenmedigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: COMET, DNA hasari, sperm.



ABSTRACT

Kosal V. Detection of sperm dna damage in benign prostatic hyperplasia model in rats. Van
Yiiziincii Yil University Institute of Health Sciences, Department of Reproduction and Artificial
Insemination, Ph.D. Thesis, Van, 2018. This study aimed to determine the sperm DNA damage in the
benign prostatic hyperplasia model using testosterone hormone. For this purpose, male albino wistar rats,
which reached an average of 200 g live weight, were used. The animals were divided into three groups of
6 animals in each group. Group 1; placebo, Group 2; 3 mg / kg daily, Group 3; Testosterone was
administered intramuscularly for 30 days in a dose of 5 mg / kg daily. Sperm samples were taken from the
rats at the end of the applications. Sperm DNA damage, motility, abnormal sperm rate and density
analyzes were performed. By using COMET method for sperm DNA damage detection; the preparations
were rated as 0 (undamaged), 1 (less damaged), 2 (damaged), 3 (moderately damaged), 4 (very damaged)
and approximately 2000 spermatozoa were counted for each group. Damage rates were determined using
three different methods of damage assessment. Sperm DNA damage rates according to Percentile
Calculation; 1% group % 3.87454, 2™ group % 9.35852 3" group % 15.2616, according to Arbitrary Unit;
1% group % 1.199262, 2™ group % 4.08116, 3" group% 6.29845, according to Genetic Damage Index;
group 1 % 5.5351%, group 2 % 17.0475, group 3 % 27.374 of the damage dimension was observed. This
data was statistically significant and it was determined that sperm DNA damage was increased due to the
amount of testosterone used (p <0.001). Motilite examination results were as follows; Group 1 %90,
Group 2 %80, and Group 3 %80. A decrease in motility was observed regardless of the testosterone level
(p <0.006). It was determined that all groups were not affected as a result of sperm density examination,
no statistical difference was found. Abnormal sperm count results in abnormal sperm rates in group 1
(%5.75), in group 2 (%11.88) and in group 3 (%17) respectively. An increase in abnormal sperm was
detected depending on the testosterone level (p <0.001). As a result; it was determined that the rate of
sperm DNA damage was increased, motility and abnormal sperm ratio were adversely affected and the
amount of density was not affected in the benign prostatic hyperplasia model created using the exogenous
testosterone hormone.

Key Words: COMET, DNA damage, sperm.
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1. GIRIS

Spermanin muayenesi ve degerlendirilmesi erkek damizlik se¢iminde ve suni
tohumlama uygulamalarinda olduk¢a o6nemlidir. Androlojik muayeneler sonucunda,
spermatolojik  Ozelliklerden herhangi birinde veya birkaginda meydana gelen
olumsuzluk, fertilizasyonu dogrudan etkileyebilir. Bu amagla, alinan spermanin
laboratuvar kosullarinda muayenelerin yapilmasi sarttir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda, spermanin kalitesi ve potansiyel fertilitesi hakkinda bilgi edinilmesi

mumkuin olabilmektedir.

Prostat bezi, vesikiiler bezlerin bosaltici kanallarinin hemen posterior kisminda
tirethra boyunca ve onun gevresinde yerlesmis tek bir bezdir. Biitiin memeli hayvanlarda
bulunur. Tubulo-alveoler ve kompleks yapidadir. Tek katli prizmatik epitellerden olusan
bez, kendisine has kokulu bir salgi (sukkus prostatikus) yapmaktadir. Salgisini,
kollikulus seminalise agilan kanallar araciligiyla spermaya ekler. Yapiskan ve kendine
has bir kokusu bulunan prostat bezi salgisi; Klor (Cl), Kalsiyum (Ca), Sodyum (Na), ve
Magnezyum (Mg) iyonlar1 yoniinden zengindir. Bu salgi spermlerin motilite ve fertilite

yetenegini artirir (Alagam, 2007).

Benign Prostat Hiperplazi (BPH) histopatolojik bir ifade olup, prostatin stromal
ve epiteliyal katmanlarinin hiperplazisi olarak tanimlanmaktadir. Ozellikle insanlarda
Yaglanma ile siklig1 artan ve yasam kalitelerini etkileyen onemli bir saglik sorunudur.
Erkeklerdeki alt {iriner sistem semptomlarinin (AUSS) en 6nemli sebeplerinden biri
BPH’dir. Prostat hiicrelerinde olusan bu hiperplazi, programlanmis hiicre o6liimii
(apoptozis) ve hiicre proliferasyonu arasindaki dengeye baghdir. Bu iki durumu
diizenleyen molekiiler mekanizmalarin bozulmast BPH olarak adlandirilan anormal
biiyiimelere yol agmaktadir (Polat ve ark., 1997). Androjenler bu dengeyi epidermal
growth faktor (EGF), basic fibroblast growth faktér (bFGF), insiilin-like growth faktor-1
(Igf-1) ve tiimor growth faktor-B1 (TGF-B1) gibi faktorler ile saglarlar (Yang ve ark.,
1997; Djakiew, 2000). BPH’de bu molekiiler diizenleyici faktorlerin hiicre
proliferasyonu lehine bozulmasi nedeniyle prostatin biiyiimesi gozlenir (Yurdakul ve

Giiven, 20006).



Dihidrotestosteron; normal prostat gelisiminde ve BPH’de en 6nemli role sahip
androjendir. Dihidrotestosteron testosteronun aktif formu oldugundan etki diizeyi ¢ok
daha fazladir. Prostat dokusu biiyiime hizim1 kontrol altinda tutmak igin, androjen
seviyesinin belli bir diizeyde olmasi gerekir. Androjen eksikliginde prostat bezinde
belirgin involusyon go6zlenir. Bes alfa rediiktaz enzimi inhibitorii testosteronun,
dihidrotestosterona doniislimiinii saglayan enzimin aktivitesini ortadan kaldirarak etki
eder. Tiim antiandrojen hormonal tedavi yontemleri prostat epitelinde apoptozisi artirici

ve hiicre proliferasyonunu baskilayici 6zellige sahiptirler (Miiezzinoglu, 2010).

Genetik bilginin nesilden nesile, saglikli bir bigimde aktarilabilmesi i¢in DNA
yapisinin korunmasi dnem tasimaktadir. DNA’nin fonksiyonu bazlar iizerindeki polar
gruplara baglidir. Bu gruplar arasinda olusan hidrojen baglar1 cift sarmal yapidaki
DNA’y1 olustururlar. DNA bazlarinin polar gruplarinda meydana gelen kimyasal
degisiklikler sonucu DNA replikasyonu sirasinda yanlis eslesme ve mutasyona sebep
olmaktadir. Deoksiriboz fosfat iskeletinde olusan kopmalar, replikasyonu bloke
etmesinin yani sira yiiksek diizeylerde olustugunda hiicre 6liimiine sebep olmaktadirlar.
Her canli hiicresinin DNA yapisinda giinlik 100°den fazla yanlis kodlanan veya
kodlanmaya sebep olan hasar meydana gelebilmektedir (Lindahi, 1990). DNA yapisinda
olusan hasarlar spesifik onarim sistemleri tarafindan diizeltilmektedir. DNA onarim
kapasitesinin {lizerinde hasar olustugunda veya DNA onarim sistemleri kalitsal ve edinsel
sebeplerden dolayr DNA’da defektler olabilir. Onarim sistemlerindeki bu aksakliklar
sonucu kisa donemde deoksiriboniikleotid trifosfat havuzunun miktar ve bilesiminde
degisikliklere, replikasyonun durmasina, transkripsiyon ve protein sentezinin
inhibisyonuna, proteolitik aktivitenin indiiksiyonuna sebep olurken, uzun vade de
mutasyona ve kromozom anomalilerine neden olmaktadir (Johnson ve ark., 1987).
Olusan DNA hasarlar diisiik seviyede ise DNA onarim mekanizmalar1 tarafindan
diizeltilebilmektedir. DNA hasar1 yiiksek boyutlarda ise apoptotik mekanizmalar
uyararak hiicre Oliimiine sebep olur. Orta diizeydeki DNA hasarlar1 genellikle
mutasyonla son bulmaktadir (Halliwell, 1996). DNA hasar1 diizeyinin tespit edilmesinde
en yaygin olarak kullanilan yontemlerden birisi tek hiicre jel elektroforez yontemi ya da
diger adiyla Comet yontemidir. Bu yontem gorsel floresan parlamaya bagli bir tekniktir

(Singh ve ark., 1990). Comet yontemi, DNA molekiillerinin elektrik yiikii ve molekiil



agirliklarindan dolayr elektriksel alanda goc etmeleri esasina dayanir. (Ostling ve

Johanson, 1984; Singh ve ark., 1988; Horoz ve ark., 2006).

Literatiirde ekzojen testosteron uygulmasinin sperm DNA hasar1 etkisine iliskin
her hangi bir veri bulunmaktadir. Bu tez galismasinda, testosteronun BPH olusum ve
gelisimin siirecinde, spermatogenezis ve sperm genomik DNA’sina genotoksik etkisinin
arastirilmasi amaglanmistir. Tamamlanan bu tez ¢alismasi sonucunda, testosteronun
doza bagh sperm genomik DNA hasarina neden oldugu ve spermatogenezis siirecini

olumsuz etkiledigi ilk kez gosterilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ratlarda Erkek Genital Sistem Anatomisi
2.1.1. Penis

Ratlarda penis, crura penis yoluyla ishiadic kemere baglanmistir. Penis govde ve
apikal bezlerden olusur. Kikirdakli ve kemikli bir yapidan olusan penis, 0S penis (0s

priapi), corpus cavernosum penisi ve tirethranin distal boliimlerini i¢erir (Krinke, 2000).
2.1.2. Testis

Ratlarda testisler, normal olarak skrotumda bulunurlar. Agik inguinal kanal
vasitasiyla kolayca abdominal bosluga ¢ekilebilirler. Organ, kalin tunika albuginea ve
ince tunika vaginalis ile ortiiliir. Tunica vaginalis skrotumun i¢ yiizeyini de kaplar.
Yetiskin bir rat testisinde yaklasik 20 adet tubulus seminiferus kontartus bulunur.
Tubulus seminiferus kontartuslarin olusturdugu kivrimlhi dongiiler rete testisin dorsal
kismina agilirlar (Russel, 1992). Seminifer tubiilleri farkli katmanlarda diizenlenmis
germ hiicrelerini i¢eren birka¢ katmandan olusmaktadir. Bu katmanlar; spermatagonia,
spermatosit, spermatidlerden olusmaktadir. Sertoli hiicreleri bazal laminadan tubiiler
limenine kadar uzanir. Leydig hiicreleri de tubulus seminiferus kontartuslar arasinda
daginik olarak bulunmaktadir (Russel ve ark., 1990; Creasy 1997).

2.1.3. Epididimis

Epididimisler; caput, corpus ve cauda olmak iizere ii¢ boliimden olugmaktadir.
Caput kismi testisin cranialinde, cauda kismi testisin caudal bolgesine yerlesik olarak
bulunmaktadir. Caput kisminda bir¢ok ductus eferentesten olusan bu yapi ductus
epididimise ag¢ilir ve buradan vas deferense devam etmektedir. Kanallar siliyatik epitel
ile kaplanmistir. Ductus deferens epididimisin son kismindan ¢ikarak prostat bezi

igerisinden gecger ve iirethranin igerisine agilir (Schaetti ve ark., 1995).



2.1.4. Ductus deferens

Cift olarak bulunan ductus deferens, cauda epididimisten ¢ikar. Testisin medial
bolgesi boyunca uzanir, karin bosluguna girer. Kontralateral kanala baglanir, prostatin
dorsolateral lobuna niifuz eder. Genelde seminal vezikiiler bosaltim kanallartyla birlikte
dorsal olarak iirethra igerisine acilir. Agildig1 bu alan kollikulus seminalis adini alir.
Ductus deferensin terminal kismi, ductus deferens beziyle donatilmistir. Duvarda siliated
kolumnar epitelyal astar, kalin dairesel ve uzunlamasina diiz kas tabakasi1 ve adventisva

tabakasindan olusmustur (Krinke, 2000).
2.1.5. Urethra

Erkek ratlarda iirethra; pelvik kisim (masculina), tirethral ampul (bulboiiretral
bezin salgilarinin toplandig1 alan) ve glans peniste son bulan bir yapidan olusur. Pelvik
tirethranin baglangig kismi, ductus deferens'in agikliklari ve seminal vezikiiller ile
seminal birlesmeyi iceren ampullayr olusturur. Prostat bezinin bosaltma kanallari
tirethranin lateral kismina acilirken diger eklenti bezleri posterior kisma agilmaktadir.
Urethranm duvari, transversal epitelyum hiicreleri ve iirethral bezlerle gevrilidir.
Submukoza, fibr6z ve kavernoz vaskiiler dokudan olusur. Proksimal tirethra genellikle
irethral plug olarak bilinen eozinofilik bir kitle igerir, bu sayede enfeksiyoz etkenlere

kars1 bir koruma saglanir (Kunstyr ve ark., 1982; Jokinen, 1990).
2.1.6. Glandula bulbourethralis (Cowper bezi)

Cift tarafli bulunan bulbourethral bezler, erkek aksesuar genital bezlerindendir.
Rektumun lateralinde bulunan GI. bulbourethralis, ischiocavernosus ve bulbocavernosus
kaslar1 arasinda yer alir. Akitict kanali iirethranin igerisine agilir. Bu bez biiyiik olup, ¢ok
dall1 tubullere sahiptir. Bu tubuller tek katli miik6z ve serdmiikoz hiicrelerle kaplidir.
Hiicrelerin yiiksekligi piramit seklinde olup salgi graniilleri igerir. Tiim organ ¢izgili

kasla kaplidir (Krinke, 2000).



2.1.7. Glandula preputialis

Cift olarak bulunan preputial bezler, penisin lateralinde subkutanéz adipoz doku

icinde yer alan modifiye yag bezleridir. Bu bez parietal tabaka ve derinin sinirina agilir

(Krinke, 2000).
2.1.8. Vesicula seminalis (Glandula vesicularis)

Cift olarak bulunan, vesicula seminalis dorsalateral olarak idrar kesesine uzanir.
Bu bezin ventro-medial tarafi, prostat bezinin dorsocraniyal loblarina dayanir. Her iki
seminal kesecik de ortada birlesir ve iirethranin ampullasina agilirlar ve seminal
kollikulusda ductus deferensle birlesirler. Seminal vezikiil, diiz kastan ve uzun kolumnar

epitelden olusan bir duvara sahiptir (Krinke, 2000).
2.1.9. Prostat

Bilateral simetrik prostat ii¢ lobdan olusur. Dorsocraniyal (kaniile koagiilasyon
bezi), ventral ve dorsolateral. Dorsocraniyal lob (koagiilasyon bezi) seminal vezikiile
bagli olarak bulunur. Ventral lob, vezika iirinerianin ventrolateral yilizeyi boyunca
bulunur. Dorsolateral lob iirethranin proksimal ucunu kusatir. U¢ lob da seminal
kolikulusun yakininda iireter i¢ine agilir. Bu tubuloalveoler bez, epitelden olusan ve diiz
kasla ¢evrili alveollerden (acini) meydana gelir. Epitel tipi, organ igindeki ve fizyolojik
evresine bagli olarak; yalancit ¢ok katli epitelyum hiicrelerinden kiibik epitelyum

hiicrelerine degisebilmektedir (Hebel ve Stromberg, 1986).
2.2. Erkek Ratlarda Ureme Ozellikleri

Rat, tireme fizyolojisini incelemek i¢in en popiiler deney hayvanlarindan biridir.
Ratin avantajlarindan biri, biiylik hayvanlara kiyasla ¢cok daha kisa reprodiiktif dongiilere
sahip olmalaridir. Puberta, ostriis Siklusu, gebelik ve emzirme gibi evreler ¢cok daha
kisadir. Bu sebeple, iremeye iliskin deneylerde diger memeliler icin model olarak rat

kullanim1 bir avantaj olusturmaktadir (Krinke, 2000).



2.2.1 Puberta

Erkeklerde iireme organlarinin gelisimi, Suzuki tarafindan 1950'lerin basinda
Wistar suglar1 kullanilarak kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Suzuki, 1952; Suzuki
1954a,b; Sakuma, 1997). Spermler dogumdan sonraki 20-30’uncu giinlerde testiste
goriiliir ve 70’inci giinden itibaren ratlarin %100’linde testikiiler sperm tespit edilebilir.
40’1inc1 giinde epididimiste sperm bulunmasina ragmen genel olarak 90’mnc1 giin
itibariyle biitiin hayvanlarin epididimisinde sperm tespit edilebilir. Testis ve epididimisin

gelisimleri dogum sonrasi yaklasik 70’inci glinde tamamlanir.

Prepubertal donemde testikiiler agirligin hizla artmasi, sertoli hiicrelerinde folikiil
stimiile edici hormon (FSH) reseptorlerinin sayisindaki bir artisa bagli oldugu ileri
stiriilmiistiir (Ojeda ve Urbanski, 1994). Hem FSH hem de testosteron, FSH reseptor
sayisini uyarir. Sertoli hiicrelerindeki androjen reseptorlerinin sayist dogumdan sonraki
10-20’inci giinlerde ve 35-60 giinler arasinda artmaktadir. Bunla bagli olarak
androjenlerin puberta doneminde etkili oldugu bilinmektedir (Ojeda ve Urbanski, 1994).

Testisin skrotuma yerlesmesi 30-60. giinler arasinda olur. Erkek ratlarin penisi
disi ratin klitorisine benzer ve bu benzerlik dogumdan 30 giin sonrasina kadar cinsiyet
ayrimini zorlastirir. Penisin sekli bu asamada 'V tipi' dir. Penisin W veya U tipi ilk 20-
30. giinlerde goriiliir ve bu hayvanlarin %100'inde dogumdan sonraki 70. giine kadar
farkliliklar gozlenir. Cinsel olgunluga erisilen 70. giinden itibaren testis ve penisin
gelisiminin tamamlandig, erkek eklenti bezlerinin agirliklarinda ve gelisimlerinde artig

gozlenir (Suzuki, 1954b).

Gonodotropin Realising Hormon’un (GnRH) hipotalamik seviyeleri, postnatal
gelisme sirasinda ve hatta yetigkinlik doneminde artmaya devam etmektedir (Ojeda ve
Urbanski, 1994). Postnatal gelisme sirasindaki Luteinizing Hormon (LH) ve Folikiil
Stiimiile Edici Hormon (FSH) sekresyonunda tutarsizliklar vardir. Bu durumun sebebi,
LH’nin pulsatil bir sekilde salgilanmasindan kaynaklanir. Ote yandan, erkek ratn
ergenlik ¢caginin FSH salimiminda bir artis ile iliskili oldugu bildirilmistir. Serum FSH

konsantrasyonu 30-40. giinlerde maksimum seviyesine ulasir (Krinke, 2000).



2.2.2. Spermatogenezis

Testislerde sperm {iretim siireci spermatogenezis olarak adlandirilir.
Kemiricilerdeki spermler, insanlar ve evcil hayvanlar da dahil olmak tizere diger memeli
tirlerinden (Setchell, 1984) daha wuzun olup, farede yaklasitk 150-200 pm
uzunlugundadir. Ratlarda sperm bast diger kemirgenlerde oldugu gibi kanca
bi¢imindedir (Eddy ve O'Brien, 1994).

Rat spermatogenezisi hakkinda onemli miktarda bilgi birikimi olusturulmustur
(Russell ve ark., 1990; Kretser ve Kerr, 1995; Sharpe, 1994). Gelisimleri tamamlanan
premordial germ hiicreleri; sertoli hiicreleri ve seminifer tubullerin bazal membrani
tarafindan sarilirlar. Erkek gonositleri, ergenlikten hemen 6nce, yani dogumdan yaklasik
50 giin sonra aktif hale gelir. Bu agamada boliinmeye baslarlar ve spermatogonialar

olusur ve hayvan sperm tiretimini kaybedene kadar boliinmeye devam ederler.

Spermatogonia kabaca {i¢ tipe ayrilir: Tip A, intermediate ve Tip B (Clermont,
1962; Sharpe, 1994). A tipi spermatogonia kendi igerisinde AO tipi (kok hiicreler olarak
da bilinir) ve A1-A2-A3-A4 tipi olarak ikiye ayrilir. A0 tipi spermatogonia seminifer
tubullerin bazal membraninda bulunur ve ikiye boliinme yetenegine sahiptir. Bu
boliinme sonucu olusan Al tipi hiicrelerden bir tanesi kok hiicre olarak tabanda kalmaya
devam ederken digeri spermatogenezis silirecindeki boliinmelerine devam eder. Ratlarda,
Al spermatogonialar 6 mitoz bdliinme yapar ve daha sonra primer spermatosit olur.
Daha sonra primer spermatositler mayoz boliinme gegirir ve seminifer tiibiildeki sertoli
hiicresinin adluminal bileseninde sekonder spermatosit haline gelirler. Sekonder
spermatositler bir mayoz daha gegirerek spermatid adini alirlar. Bu mayoz béliinmeler
sonunda her spermatid akrozomal faza giren dort haploid spermatidden biri haline gelir
ve akrozom olusur. Ardindan niikleer yogusma ve uzama sathasi gelir. Bu safhay

sitoplazmik eliminasyon ve salinim evresi izler (Clermont, 1962; Sharpe, 1994).

Ratlarda spermatogenik siklusun seminifer tubullerde gergeklesen 14 evresi
tanimlanmistir. Seminifer tubul segmental bir diizenlemeye sahiptir ve her tubuliin her
kesiti homojen bir asamay1 gosterir. Dort veya bes farkli nesil germ hiicrelerinin

senkronize edilmesini kontrol eder (Perey ve ark., 1961; Sharpe, 1994). Ratda bulunan



seminifer tubuller, bu segmental yapiyla iyi karakterize edilirken, insan ve diger evcil
hayvanlarda genellikle birka¢ asamali mozaik desen gozlenir. Ratlarda, bu 14
kademeden olusan dongiiniin tamamlanmast 12 giin sirmektedir. Ratlarda
spermatogonianin sperme donilisiim siireci toplam 48 giin siirmektedir (Perey ve ark.,

1961; Sharpe, 1994).
2.2.3 Spermatogenezisin hormonal Kontrolii

Hipotalamustan salgilanan dekapeptid yapidaki GnRH, hipofiz 6n lobundan FSH
ve LH salinimin sitiimiile eder. LH intersitisyel hiicrelerden androjen salinimini uyarir.
Salgilanan bu androjenler kan yoluyla iireme sisteminin gelismesine ve sekonder
cinsiyet karakterlerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Androjenler, hipotalamus ve
hipofiz bezleri iizerine negatif feedback etki olusturarak GnRH, FSH ve LH’nin
salgilanmalarin1 baskilar. FSH ise sertoli hiicreleri lizerinde bulunan reseptorler ile
birleserek androjen baglayici protein  (ABP) iretiminde, spermataogenezisin
uyarilmasinda, testosteronun  dihidrotestosteron ile  Ostrojene  doniismesinde,

spermiasyonda ve inhibin salgilanmasinda gorev alir (Hafez, 2000).

Inhibin hormonu, yaptigi negatif feedback mekanizma ile hipofiz én lobunu
baskilayarak FSH salinimini kontrol altinda tutar. Ayn1 mekanizma yoluyla testosteron,
LH ve FSH salinnmlarimmi kontrol eder. Prolaktin hormonu, testosteron hormonunun

salinmasi sirasinda Leydig hiicreleri iizerinde bulunan LH reseptorlerini arttirir (Sonmez,

2004).

FSH''m spermatogenezis 1iizerindeki etkisi Sertoli hiicreleri tarafindan
yonlendirilir. Peptid hormonlar1 dogumdan sonraki 16-19 giin siiresince olusan kan-testis
bariyerinden dolay1 spermatositlere ve spermatidlere dogrudan erisemezler (Kretser ve
Kerr, 1995). Buna karsi, testosteron kan testis bariyerini kolayca gecebilmektedir.
Yetiskin ratlarda interstisyel sividaki testosteron seviyesinin (50 ng / mL'den fazla)
testikiiler (yaklasik 30 ng / mL) ve periferik vendz sividan (10 ng/mL'dan diistik) daha
yiiksek oldugu bildirilmistir. Testosteronun testislerde spermatogenezis {lizerine parakrin
ya da otokrin etkisi oldugu tespit edilmistir (Sharpe, 1994). Androjen varligi; germ

hiicrelerinde bulunurken, reseptorler, Leydig hiicrelerinde, peritubiiler hiicrelerde, Sertoli



hiicrelerinde ve rat testisindeki ¢ogu arter kas tabakasinda bulunur. Bu nedenle,
spermatogenezis lizerine testosteron etkisinin ikincil sirada oldugu diisiiniilmektedir.
Sertoli hiicrelerinin rollerinden biri, ABP’in iiretimidir. ABP gibi Sertoli hiicrelerinden
FSH'ya ve testosteron uyarisina tepki olarak salgilanan baz1 faktdrlerin

spermatogeneziste rol oynayabilecegi de ileri siiriilmektedir (Sharpe, 1994).
2.3. Testosteron

Testosteron, LH uyarimi ile Leydig hiicrelerinden sentezlenen steroid yapili bir
hormondur. Testosteronun erkeklerde spermatogenezis, sekonder cinsiyet karakterlerinin
gelisimi ve korunmasini igeren androjenik ve viicut gelisimini saglayan anabolizan

etkileri vardir (Knobil ve Neill, 1998).

Testosteron, C27 kolesterolden koken almaktadir. C27 kolesterol ilk olarak C21
steroidlerine ve sonunda testosteronun en yaygin formu olan C19 androjene doniistiiren
birka¢ steroidogenik hiicre enzimi hareketi ile sentezlenir. Bu reaksiyon dizisi, testisin
interfiztik bolmesinde barindirilan Leydig hiicrelerinde gergeklesir. Cogu hayvan
tiiriinde Leydig hiicreleri, testisin toplam hacminin <% 10'unu olusturur. Bunun yani sira
neredeyse tiim steroidler Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenir. Leydig hiicresindeki
testosteron biyosentezi, on hipofiz bezinden salgilanan bir glikoprotein olan LH ile
diizenlenir. Bu diizenleme, Leydig hiicrelerinde bulunan LH reseptorleri ile LH’nin
etkilesimiyle saglanir. LH’nin bu eylemine aracilik eden ikincil mesajc1 olan siklik

adenozin monofosfat (c-AMP) aracilik eder (Knobil ve Neill, 1998).

Steroid hormonlarin biyosentezi, ¢ogu tiiriin adrenal, ovaryum, testis ve
plasentasinda spesifik sterodiogenik hiicrelerde gerceklesir. Daha diisiik miktarlarda
steroidler beyinde ve diger periferik dokulardan sentezlenir. Beyin ve periferik
dokulardan sentezlenen steroidler, 6zellikle de noroaktif steroidlerin fonksiyonu heniiz
tam olarak tanimlanmamustir. Steroidlerin hormonal rolleri organizmanin homeostazi
icin vazgecilmezdir; adrenal mineralokortikoid, aldesteron, tuz dengesi, kan basinci
kontrolii, adrenal glukokortikoidler, kortizol, kortikosteron, karbonhidrat metabolizmast,
stres yonetiminde rol alirlar. Ureme fonksiyonu ovaryum steroidlerine, progesteron,

Ostrojene ve testosterona bagimhidir. Nitekim steroid hormonlarin diizgiin
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konsantrasyonlar1 ve eylemleri olmaksizin, yagam miimkiin degildir. Tiim steroid
hormonlar, tiir veya dokudan bagimsiz olarak, kolesterolden koken alir. Kolesterol, daha
once listelenen C21 veya C19 steroid hormonlarindan birine belirli bir dizi reaksiyonda
dondistiiriilen C27 ¢oklu baglanmis bilesiktir. Steroid hormon biyosentezi i¢in kolesterol
kaynagi tiirlerden tiirlere ve hatta organdan organa kadar degisebilir. Kolesterol,
asetattan koken alir ve hiicre i¢inde sentezlenir. Ug ana kaynaktan birinden gelir;
hiicrede depolanan kolesterol esterlerinin hidrolizinden, diisiik yogunluklu lipoprotein ve

yiiksek yogunluklu lipoproteinin kullanimindan olusmaktadir (Knobil ve Neill, 1998).
2.4. Prostat Biyolojisi

Prostat 20-50 lopguktan olusan tubulo-alveoler bir erkek eklenti bezidir. Prostatin
ortasindan urethra ge¢mektedir. Prostat, salgisin1 20 kadar kii¢iik kanalcik aracilig ile
buraya aktarir. Tek kath prizmatik epitellerinde c¢ekirdek, degisik yiizeylerde bulunur.
Intersitisyumda diiz kas hiicreleri ve esnek teller bulunmaktadir. Salg: alveolleri degisik
biiyiiklikkte bulunmaktadir. Salgi hiicreleri yapisinda graniil ve lipit icermektedir.
Prostatin son kisimlarinda asidofilik ve graniil benzeri topluluklar gézlenir. Bunlar,
prostat salgisinin yogunlasip kireclesmesi sonucunda olusan prostat taslaridir. Salgi
hiicreleri, sitrik asit, kalsiyum, fosforik asit, asit fosfataz, bir ¢esit pihtilasma enzimi ve
fibrinolizin igeren koyu, siit goriiniimiinde ve alkali 6zellikte bir siv1 salgilar. Ozellikle
fibrinolizin, disi genital kanalda pihtilasmis spermay: sivilastirarak akici ozellikte
olmasini saglar. Spermadaki asit fosfataz ve sitrik asit diizeyi, prostat islevinin normal
olup olmadigini gosterir. Prostat sivisinin tiire 6zgii bir kokusu vardir, insanda kestane
ciceginin kokusuna benzer. Spermanin kendine 6zgii kokusu genellikle bu sividan
kaynaklanmaktadir. Ejakiilasyon sirasinda prostat kapsiil, diiz kas demetleri, duktus
deferensle es zamanli olarak kasilir. Bu sayede prostat bezinin siit goriiniimdeki sivisi
spermaya karisir. Prostat salgisinin alkali 6zelligi ovumun déllenmesinde ¢ok 6nemlidir.
Ciinkii ductus deferens sivisinda spermlerin ortama saldiklar1 metabolik son {iriin olan
karbondioksit (CO;), bu sivinin asit 6zellik kazanmasina neden olur. Bu da sperm
hareketlerini sinirlar, yavaslatir ve dollenme yeteneklerini azaltir. Bunun yan1 sira vagina
salgis1 da asidik bir karaktere sahiptir (pH: 3.5-5). Spermler bu asit ortamda uygun

sekilde hareket edemezler. Bu nedenle, prostatin alkali 6zellikteki salgis1 ortam pH’sinin
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asidik olmasmi engeller. Alkali 6zellikteki prostat salgisi, ciftlesme sirasinda artarak
spermay1 sulandirir, asit Ozellikte olan vagina ve diger salgilar1 nétiirlestirerek
spermlerin i¢inde bulundugu ortami nétr ya da hafif alkali (pH 7-7.5) yapar (Yilmaz,
1999). Sperm, ortam pH degeri 6-6.5 ulagsana kadar optimal hareketliligini gosteremez.
Tiim bu sebeplerden dolayi, prostattan salgilanan sivinin, diger eklenti bezlerinden
salgilanan s1vilar1 ve ortam pH’sin1 nétralize etmesi, hareket ve fertilizasyon yeteneginin

artmasi ile sonuglanir (Guyton ve ark., 1996).

Prostat bezindeki biiylime ve regresyonun dolasimdaki androjen varligi veya
yokluguna bagli olarak degismektedir. Androjenlerin bu organ iizerinde etkisi prostatin
biiyiimesinde merkezi bir rol oynar. Sik goriilen bir enfeksiyon bolgesi olmasi, benign ve
malign biiylime goézlenmesi bakimindan biiylik 6nem tasimaktadir. Bu hastaliklarin
Onlenmesi, tam1 ve tedavisi i¢in, normal prostatin biyolojisinin anlagilmasi Onem

tasimaktadir (Knobil ve Neill, 1998).
2.4.1. Prostat iizerine etki eden hormonlar
Androjenler

Prostat; biiyiime, farklilagsma, yapisal ve islevsel biitiinliigiin korunmasi i¢in
androjene bagimlidir. Testis androjenin ana kaynagidir. Kastre edilmis bir erkege
androjen uygulamak, prostatik biiylimeyi tekrar aktiflestirecektir. Prostat igin tespit
edilen en giiclii mitojenlerden biri 5 alfa-dihidrotestosterondur. Bu nedenle BPH’nin
Klinik tedavisinde prostatta 5 alfa-dihidrotestosteron diizeyini diisiirmek ig¢in 5 alfa-
rediiktaz inhibitorleri kullanilmaktadir (Knobil ve Neill, 1998).

Testisin androjenik olmayan etkisi

Testisin prostat bilylimesindeki roliiniin onun androjen iiretebilme yeteneginden
kaynaknaklandigiyla iligkili genel bir kabul vardir. Giincel arastirmalar, testisin prostat
bliylimesini tesvik etmek icin androjen ile birlikte calisan, biiylik olasilikla dogada
bulunan ve nonandrojenik bir madde irettigi kavramini da desteklemektedir. Bu
nonandrojenik testikiiler faktor prostatin androjenin duyarliligini arttirmak i¢in prostatik

biliylimeyi dogrudan veya dolayli olarak stimule edebilmektedir. Bu yapi, dolasimdaki
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androjen seviyesinin azaldig1 géz Oniine alindiginda, yaslanan erkeklerde devam eden

prostatik biiylimenin paradoksuna iliskin olasi bir agiklama sunmaktadir (Knobil ve
Neill, 1998).

Ostrojen

Prostatik biiyiimede &strojenin rolii onemlidir. Ostrojen reseptorleri prostatik
stromal hiicrelerde tespit edilmistir. Bu nedenle stromanin prostatik biiyiimede 6strojenin

hedefi olabilecegi teorisi diistiniilmektedir (Knobil ve Neill, 1998).
2.5. Benign Prostat Hiperplazi (BPH)

BPH, genellikle yaslanmayla bagli olarak gézlenen bir durumdur (Kandel ve ark.,
1986). BPH iiriner disfonksiyona sebebiyet veren hastaliklardan biri olarak uzun yillardir
bilinmektedir. Milattan 6nce 1500°li yillardan kalan Misir papiriislerinde konusu gegmis
olup, papiriislerden 1000 y1l sonra da Hipokrat’in yazilarinda konuya dikkat ¢ekilmistir
(Shapiro ve ark., 1992). 1960’11 yillarin basindan itibaren yapilan bir¢ok arastirmaya
ragmen, erkeklerde gozlenen prostat biiylimesinin etiyolojisi, fizyolojisi ve sebep-sonug

iliskisi hakkinda tam olarak kesin bir kaniya vartlamamistir (Shapiro ve ark., 1992).
2.5.1. Prostat Bezinin Fizyolojisi

Epitelyal hiicreler ve bu hiicrelerin yakin gevresindeki ultrastrukturel iskelet
sistemi doku matriksi adin1 almaktadir. Bu yapinin esas elemanlari, membran matriksi,
hiicre iskeleti, niikleer matriks ve ekstraselliiler matrikstir. Bu yapilar arasi baglant1 ve
etkilesimler, prostatin gelisimi ve fonksiyonunda 6nemli rol oynamaktadir ve tiim bunlar
giinlimiizde modern hiicre biyolojisinin en ¢ok arastirilan konularindandir. Salgisinda
sitrik asit (gl¢lii bir metal iyonu baglayicisi), spermin (alifatik poliamin), c¢inko,
kolesterol, lipitler (prostatik antibakteriyel faktor), seminin (likefaksiyondan sorumlu
proteaz enzim aktivitesine sahip olup diger ismi prostate spesifik antijen), prostatitik asit
fosfataz, leucine amino peptidaz, laktik dehidrogenaz, immunoglobulinler, C-3
kompleman, transferring, prostate spesifik protein 94 ve Zn-alfa-2 glikoprotein

bulunmaktadir. Bu organik molekiil, element ve protein yapili maddelerin biyolojik
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fonksiyonlar1 tam olarak agikliga kavusturulamamistir (Singaravelu ve ark., 2015;
Coffey ve ark., 1992).

2.5.2. Hiperplazi

Bir organda hiicre sayist ve organ biiyiikliigili, hiicre ¢ogalmast ve hiicre Sliimii
arasindaki dengeye baglidir. Bir organda biiylime sadece hiicre cogalmasi ile olmaz, ayni
zamanda hiicre Oliimiinde azalma ile de olmaktadir. Deneysel modellerde yapilan
calismalarda androjenler ve biiylime faktorlerinin hiicre ¢ogalmasimi uyardigi tespit
edilmistir. BPH’nin erken doénemlerinde hizli bir hiicre ¢ogalmasi olmasina ragmen,
hastalik olustuktan sonra bu ¢ogalmanin dengede kaldig1 ya da azaldigi gozlenmistir.
Androjenler prostatta normal hiicre ¢ogalmasi ve degisimi i¢in gereklidir. Bunun yani

sira aktif olarak hiicre 6liimiinii inhibe etmektedirler (Juniewicz ve ark., 1994).

BPH bir “kdk hiicre” problemi gibi goriilebilir. Tahminen normal prostatta
uyuyan kok hiicreler nadiren boliiniir, fakat boliinme oldugunda da DNA sentez ve
cogalmasina gidiste ikinci tip gegcici hiicre ¢ogalma kapasitesinde bir artis yapar ve
boylece prostattaki hiicre sayisi korunur. Cogalan hiicreler son degisim sathasindan
gecip olgun hale geldiklerinde, programlanmis hiicre 6liimiine gitmeden once belirli bir
yasam Omriine sahiptirler. Yasin ilerlemesi bu maturasyon siirecinde bir blok
olusturarak, son degisim safhasina ulagan hiicre sayisini azaltir ve boylece toplam 6liim
oranini diisiiriir. Insanlara gdzlenen BPH’sine sahip bireylerde yapilan bir galismada,
biiyiik prostatlarda hiicresel duyarlilik markir1 yiiksek oranda bulunmus ve bu hiicrelerin
birikiminin prostat biiylimesi 1ile gelisiminde etiyolojik rol oynayabilecegi
diisiiniilmistiir. Hormonlarin kok hiicre populasyonu iizerindeki etkileri sadece ilerleyen
yasla ortaya ¢ikmaz, ayn1 zamanda embriyonik ve neonatal gelisimde de etkilidir (Isaacs
ve Coffey, 1989). Prostat hacmi bezde bulunan potansiyel kok hiicre sayisi ile orantili
olarak ifade edilebilir. Postnatal androjen etkisi ile olusacak erken prostatik dokunun
daha sonra gelisecek hormonal etkili prostatik biiyiimede 6nemli dlgiide etkisi vardir.
Puberta ve yaslanmadaki testikiiler androjenlerin varligt BPH gelisimi igin gereklidir.
Puberta once kastre edilen erkeklerde ya da androjen yapim ve fonksiyonunu etkileyen
genetik hastalig1r olanlarda BPH gelismemektedir. Androjen reseptorleri ve Prostatik

Dihidrotestosteron (DHT) yaslanma ile beraber yiiksek kalirken, periferal testosteron
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seviyesi diismektedir. Prostatta niikleer membrana bagli olan 5 alfa rediiktaz enzimi,
testosteronu dokulardaki esas androjen olan DHT’ya doniistiiriir. Prostatik androjenin
%90’ 11 olusturan DHT, esas olarak testikiiler androjenlerden koken alir. Adrenal
androjenler prostatik androjenin %10’unu kapsamasina ragmen, bu hormon kaynaginin
BPH etiyolojisindeki rolii fazla degildir. Hiicre icerisinde DHT ve testosteron ayni
androjen reseptdr proteinine baglanir. Dihidrotestesteron, testosterondan daha giiclii bir
androjen oldugundan dolayr androjen reseptoriine olan affinitesi daha yiiksektir.
Dihidrotestosteron androjen reseptoriine baglandiktan sonra, bu reseptor kompleksi
cekirdekteki DNA baglanma boélgesine tutunarak, androjen bagimli transkripsiyonun
artisina sebep olur ve protein sentezi stimiile edilir (McConneli, 1995). Normal prostatik
gelisim ve sekretuar fizyoloji i¢in androjenlerin 6nemli olmasina ragmen, testosteron ve
de DHT yash insan prostatinda biiyiimeye neden olan direkt mitojenik etkiye sahip
degildir. Prostat diger androjen bagimli organlardan farkli olarak yasam boyu
androjenlere cevap verebilme yetenegini sahiptir. Ornegin peniste puberta
tamamlandiktan sonra androjen reseptdr salinimi ¢ok diisiik degerlere kadar azalir.
Prostatik stromal ve epitel hiicrelerin sofistike bir parakrin tipte baglantilari
bulunmaktadir. Stromal hiicre sekresyon proteini, epiteyal hiicre degisimini regiile
etmektedir. Boylece BPH, normalde hiicre ¢ogalmasini inhibe eden stromal
komponentteki defekte bagli olarak ¢ogalma i¢in bir durdurma mekanizmasinin kaybiyla
olusmaktadir. Bunlarin yani sira biiylime faktorleri ile steroid hormonlar arasindaki
iliski, hiicre ¢ogalmasina karsi hiicre o6liimii arasindaki dengeyi degistirerek BPH’ya
neden olmaktadir. Bu konumda en etkili bliylime faktoriiniin, temel fibroblastik biiyiime

faktorii oldugu tespit edilmistir (McConneli, 1995).
2.5.3. Benign prostat hiperplazisinin etiyopatogenezi

BPH, histopatolojik olarak, prostatin periiirethral alanlarinda artmis epitelyal
elemanlar, bag dokusu, vaskiiler yapilar ve hiperplaziye ugramis diiz kas olarak
tanimlanmaktadir. Yeni epitelyal bez olusumu normalde fotal gelisim sirasinda
goriildiigiinden dolayr, BPH’daki epitel formasyonunun artigi, Cunha ve ark., (1983)
tarafindan, stromal hiicrelerin indiiksiyonuyla, embriyonik yeniden uyanim teorisiyle

izah edilmistir. Bu konuda bir baska teori de programli hiicre Oliimiiniin bozulmasi
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nedeniyle dengenin hiicre ¢ogalmasi yoniinde artmasidir (Isaacs ve Coffey, 1989).
Androjenlerin ve growth faktorlerin prostatik biiylimeyi stimiile ettikleri deneysel olarak
bilinmekle olup prostatik biiyiimeyi sadece bu iki faktorle iliskilendirmemek

gerekmektedir. BPH nin etyopatogenezinde rol oynayan faktorler asagida siralanmistir.

e Androjenler

e Androjen Reseptorii

¢ Dihidrotestosteron ve Sa-Rediiktaz
e Ostrojenler

e Apoptozisin Regiilasyonu

e Stromal-Epitelyal Etkilesim

e Biiylime Faktorleri
2.6. Sperm DNA Hasar1
2.6.1. Sperm DNA'sindaki hasara neden olan faktorler
Spontan degisimler sonucu olusan hasar

Yanhs eslesme: DNA hasarinin en 6nemli sebeplerinden biri DNA sentezi
sirasinda  bazlarin yanlis eslesmesinden kaynaklanmaktadir. Okaryotlarda DNA
replikasyonu sirasinda normalde; Adenin (A)-Timin (T), Guanin (G)-Sitozin (C) baz
eslesmesi gerekirken, saglikli bireylerde yanlis baz eslesmesi gozlenebilmektedir. Bunun
yant sira, rekombinasyon ve onarim islemleri esnasinda da yanlis baz eslesmeleri

olabilmektedir (Sharma ve ark., 2004).

Bazlarin kimyasal yapisinda meydana gelen degisimler: Bazlarin yapisal
izomerlerinin olusumu, bazdaki eslesme Ozelligini degistirebilmektedir. Plirin ve
pirimidin bazlarindaki azot atomlar1 genel olarak -NH, formunda bulunurken, cesitli
durumlarda tautomerik formu olan -NH doniisebilmektedirler. Sitozin ve Adenin,
spontan bir sekilde deaminasyona ugramasindan kaynakli Urasil (U) ve Hipoksantine
dontismektedirler. DNA yapisinda U bulunmasi biyolojik olarak biiyilk énem teskil
etmektedir. Urasili uzaklastirma kabiliyeti bulunmayan bazi E.Coli tiirlerinde mutasyon

hizinda artig ve G-C — A-T transisyonunun oldugu gézlenmistir (Duncan, 1980). DNA
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yapisindaki hipoksantin bulunmasi potansiyel bir mutajenik etki olusturmaktadir.
Replikasyon esnasinda hipoksantin sitozin ile eslesmekte ve A-T — G-C mutasyonuna

sebebiyet vermektedir (Fernandez ve ark., 2003).

Baz kaybi: DNA yapisinin temel iskeletini olustura piirin ve pirimidin bazlar
termal dayanikliliklarindan dolay: hidrolitik baz kaybina ugrar ve sonucunda piirin veya
pirimidin bazlarindan uzaklastirilmis bolgeler aciga ¢ikar. Bu baz kayiplari replikasyonu
etkileyebilecegi gibi pilirin veya pirimidin bazlarindan uzaklastirilmis bu bolgelerde
fosfodiester baginin kolayca hidrolize ugramasindan kaynakli zincir kiriklart da

olugmaktadir (Fernandez ve ark., 2003).

Serbest radikaller: Serbest radikaller (SR) hiicre yaralanmasi, hiicresel
solunum, baz1 enzimatik reaksiyonlar ve fagositoz esnasinda endojen olarak
iiretilebilmesinin disinda kanserojen maddeler, pestisitler, hava kirliligi ve iyonize
radyasyon gibi cevresel faktor kaynakli bir sekilde ekzojen olarak organizmada
olugsmaktadir. SR, DNA da bulunan deoksiriboz fosfat iskeletinde deformasyona, piirin
ve pirimidin bazlarinda spesifik modifikasyona, tek veya cift zincir kiriklarina, abazik
alanlara baz modifikasyonuna, DNA-protein ¢apraz bag olusumuna neden olmaktadir.
Deoksiriboz iskeletinin oksidasyonu; baz salinimimi ve DNA zincir kiriklarina sebep
olurken, mutasyonlar; oksidatif baz modifikasyonu sonucu olusmaktadir (Dinger ve
Akcay, 2000).

Bireysel farkliliklara bagh meydana gelen DNA hasarlar:

Yas: Yasin ilerlemesiyle spermlerde meydana gelen DNA hasar boyutunun
arttig1 ve hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasinin zorlastig1 tespit edilmistir (Narendra

ve ark., 2003).

Hormonlar: Yapilan bir ¢alisma sonucu, testosteronun, spermatogenezis
esnasinda DNA kirllmasinda ve baglanmasida rol alan DNA topoizomeraz Il enzimi

ekspresyonunun pozitif diizenleyicisi oldugu tespit edilmistir (Basar ve ark., 2005).
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Genotoksik maddeler: Yapilan calismalar sonucu, akrilonitril, siklofosfamid,
tamoksifen, akrilamid ve stiren gibi pek ¢ok genotoksik etkiye sahip maddenin sperm

yapisinda bulunan DNA ‘da hasara sebep oldugu ortaya ¢ikmustir (Tiirk ve ark., 2006).

Seminal plazma: Yetersiz antioksidan bulunmasi durumunda spermlerin maruz
kaldiklar1 oksidatif stres boyutunda artis gozlenir. Oksidatif strese maruz kalan sperm
DNA’larinda hasarin arttig1 tespit edilmistir (Tiirk ve ark., 2006).

Spermanin islenmesi asamalarinda kullanilan tekniklere bagh DNA

hasarlan

Spermanin sulandirilmasi: Konu hakkinda yeterli bilgi olmaksizin, alabalik ve
cipuralarda yapilan ¢alismalarda 1:6 ve 1:20 oraninda sulandirilan spermalarda
sulandirma oranina bagli olarak DNA hasar boyutunun yaklasik %30’dan %40’a
yiikseldigi tespit edilmistir (Cabrita ve ark., 2005).

Spermanin kisa siireli saklanmasi: Domuz spermasinda yapilan caligmalar
1s1ginda, elde edilen verilerde farkli sicaklik ortamlarinda ve ¢esitli sulandiricilar
kullanilarak kisa siireli bekletilen spermalarda DNA hasar1 boyutunun ortam kosullarina
ve slireye bagh olarak olumsuz etkilendigi tespit edilmistir (Boe-Hansen ve ark., 2005,
Fraser ve Strzezek, 2003)

Reaktif oksijen molekiillerine maruz kalma: Reaktif oksijen tiirevlerinden
olan hidrojen peroksitin kullanildig1 c¢aligmalarda DNA hasar boyutunu arttirdig:
saptanmistir. Bunun yani sira siiperoksit dismutazin kullanildigi ¢aligmalarda herhangi

bir etki bulunamamistir (Baumber ve ark., 2003).
Cevresel kokenli DNA hasarlar

Iyonize radyasyon: Iyonize radyasyon (IR) DNA iizerindeki etkisini dogrudan
veya dolayli bir sekilde gosterebilmektedir. Radyasyonun enerjisinin dogrudan DNA ile
etkilesmesi dogrudan etkiye sebep olurken, aciga c¢ikan enerji sonucu uyarilan
molekiillerin  DNA ile etkilesiminden kaynakli hasar gdzlenmektedir. Iyonize
radyasyondan etkilenen DNA’da zincir kiriklar1 ve baz hasarlar1 meydana gelmektedir

(Dinger ve Akgay, 2000).
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Ultraviyole isinlar: Dalga boyu 240-400 nm araliginda bulunan ultraviyole (UV)
1sinlar iki sekilde DNA hasarina sebep olmaktadir (Dinger ve Akcay, 2000).

Alkilleyici maddeler: DNA yapisinda bulunan niikleofilik merkezlere affinitesi
olan alkilleyici maddeler bu alanlara saldirarak DNA alkilasyonuna sebep olurlar.
Alkilasyon sonucu DNA yapisi bozularak hasar ortaya ¢ikmaktadir (Dinger ve Akgay,
2000).

Capraz baglayicilar: Mitomisin, nitréz asit, nitrojen mustard, kiikiirt mustard,
bazi platinyum tiirevleri, diamino diklorid, fotoaktive olmus psoralenler; DNA yapisinda
zincir iginde ve zincirler arasinda ¢apraz bag olugmasina sebep olurlar. Capraz baglarin
olugsmasi sonucunda zincirler ayrilmaz, replikasyon ve transkripsiyon durur (Fernandez
ve ark., 2003).

2.6.2. DNA Hasar1 Tespit Yontemleri

Glniimiiz en ¢ok kullanilan DNA hasar1 tespit yontemleri; tek hiicre jel
elektroforezi (Comet), Flow cytometric terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated
fluorescein dUTP nick end labeling (Tunel), sperm chromatin structure assay (SCSA)’
dir (Sharma ve ark., 2004). Bu yontemler disinda sperm kromatin dispersiyon, enzyme
linked immuno-sorbent assay (ELISA), elektron mikroskop, akridin oranj testi (AOT), in
situ translasyon analizi, likit kromatografi ve fluorescence in situ hybridization (FISH)
yontemleride DNA hasar tespiti icin tercih edilmektedir (Agarwal ve Said, 2003;
Fernandez ve ark., 2003; Floyd ve ark., 1986). Bu yontemler disinda DNA yapisinin
belirlenmesinde, gimsa CMA3, metil yesil ve anilin mavi gibi boyama metotlarida da
bulunmaktadir (Esterhuizen ve ark., 2000).

COMET (Tek Hiicre Jel Elektroforezi)

COMET, labil bolgeler ve DNA tamir mekanizmasinda ki bozukluklardan dolay1
olusan DNA daki zincir kiriklarinin boyutunun tespitinde kullanilan DNA hasar tespit
yontemlerindendir (Aravindan ve ark., 1997). DNA hasar boyutunun hesaplanmasinda
tercih edilmesinin baglica sebeleri; yliksek duyarliliginin bulunmasi, farkli birgok

Okaryotik hiicre cestinde kullanilabilir olmasi, ¢alisma i¢in az sayida hiicrenin yeterli
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olmasi gibi avantajlarindan kaynaklanmaktadir. Bunun yani sira sicaklik, siire ve 1s1k
gibi etkenler hasar boyutunu arttirabileceginden g¢alisma ortaminin soguk ve karanlik
olmasi tercih edilmelidir (Abdulkerim ve ark., 2004). DNA’ya baglanan boya sonucu
ortaya ¢ikan kuyruklu yildiz benzeri yapilar incelenir. Kuyruk uzunlugu ve niikleus
caplarina gore derecelendirilir. DNA yapisindaki ¢ift zincir kiriklart bag kisminda
toplanirken, cift ve tek zincir kirtklar1t COMET in kuyruk kisminda toplanarak uzama

gosterirler (Sakkas ve ark., 2002).

COMET yontemi; uygulamanin maliyetinin diisiik olmasi, hassas ve hasar
oraninin tespitindeki giivenilirlik comet yontemini daha kullanilabilir kilmaktadir.
Ayrica yapilan ¢alismalar baz alindiginda SCSA ve TUNEL yontemlerine gore sperm
DNA hasar tespitinde daha duyarli bir yontem oldugu bildirilmistir (Morris ve ark.,
2002; Donnelly ve ark., 2000).

20



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Bu calisma Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulun’un 05/05/2016 tarihli 2016/04 karari ile yapilmistir.

Calismada 18 adet Albino Wistar Rat kullanildi. Ratlar rastgele 3 gruba ayrildi.
Sperma, sakrifiye edilen ratlarin epididimislerinden punksiyonla elde edildi. Alinan
spermalarin mikroskobik muayenesi 1sitma tablali faz-kontrast mikroskop ile yapildi.

Sperm DNA hasari tespiti icin COMET yo6ntemi uygulandi.

Bu calismada deney grubu olarak rat tercih etmemizin nedeni; ratlarin diger
hayvan tiirlerine kiyasla sperm DNA hasarina daha dayanikli olmalaridir (delBarco-
Trillo ve ark. (2017).

3.2. Gruplarin Olusturulmasi

1. Grup (n=6): Kontrol grubu. Ratlar iizerinde hicbir uygulama yapilmadi.
Calismada prostat bezleri ayrildi, spermanin mikroskobik muayenesi yapildi ve

spermlerde DNA hasarina bakildi.

2. Grup (n=6): 30 giin siireyle 3 mg/kg dozunda IM olarak testosteron propionat
uygulandi. Uygulama sonunda prostat bezleri ayrildi, spermanin mikroskobik

muayenesi yapildi ve spermlerde DNA hasar1 bakild.

3. Grup (n=6): 30 giin siireyle 5 mg/kg dozunda IM olarak testosteron propionat
uygulandi. Uygulama sonunda prostat bezleri ayrildi, spermanin mikroskobik

muayenesi yapildi ve spermlerde DNA hasar1 bakild.
3.3. Yontem
3.3.1. Spermatolojik Muayeneler

Motilite muayenesi: Spermanin epididimis punksiyonu yapildiktan hemen

sonra, 38°C’ye ayarlanmig 1sitma tablas1 lizerindeki lam {izerine alindi. Lamel 45° ‘lik
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bir actyla birakildi ve mikroskobun x40’lik biiylitmesinde (% olarak) motiliteleri tespit
edildi (Hafez, 2000).

Yogunluk muayenesi: Eepididimis punksiyonundan sonra igerisinde 0.5 ml
hayem soliisyonu bulunan ependorflara, 0.1 ml olacak sekilde sperma Ornekleri

eklenerek homojenizasyon saglandi. Thoma laminda sayimi yapildi (Hafez, 2000).

Anormal spermatazoon orani: Epididimis punksiyonu ile elde edilen sperma
0.5 ml Hancook soliisyonu konulan ependorflara alind1 ve x40°lik biiylitmede en az 400

sperm incelenerek bas, boyun ve kuyruk anomalilerine goére siniflandirilarak oran

belirlendi (Hafez, 2000).
3.3.2. Sperm DNA Hasarimin Tespiti

Sperm DNA hasarinin tespitinde Comet Assay yontemi kullanildi. Bu yontem,
genotoksisite testlerinden biri olup ve son yillarda kullanimi artan, tek hiicre
elektroforezini ayrintili olarak agiklamaktadir. Hiicre 6rnegi olarak sperm kullanildi.
Comet testi olarak isimlendirilmesinin nedeni, hasarli DNA’larin hasar biyiikliigiine
gbre yiirlimesi ve boyama sonunda mikroskop altinda incelendiginde hasarli kismin

kuyruklu yildiz seklinde goriintiilenmesidir.
Comet Assay’de Kullanilan Malzemeler

1. Elektroforez Tanki: Midi olarak siniflandirilan ve orta kismi yani tray’in yerlestigi
yerin genis oldugu elektroforez tanklar tercih edildi.

Etliv veya su banyosu

Floresan mikroskop

Erlen, beher (250, 500 mI’lik)

Metal tepsi

Sale

Lam ve lamel.

Ependorf tiipler

© o N o g bk~ DN

NMA (Normal Melting Agarose): Standart erime sicakligina sahip agaroz. Bu tip
agarozlar yatay elektroforezlerde DNA ve RNA yiiriitlirken kullanildu.
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10. LMA (Low Melting Agarose): Erime sicakligi normal erime sicakligina sahip

agaroza gore diisiik olan agarozdur.
Soliisyonlarin Hazirlanmasi
e 10x TBE hazirlanmasi
Tris : 81gr
Borik Asit 41 gr
EDTA (0.5M) :30ml (0.5M EDTA: 18.61gr EDTA+ 2gr NaOH + 80 ml dH20)

Toplam 750ml’ye tamamlandi.

TBE olarak nétral TBE (pH=7) kullanilir.

e Lizing Stok Soliisyonu hazirlanmasi

NaCl :146.1gr
EDTA :37.29r
Tris :1.2¢r

Yukarida belirtilen maddeler hazirlandi ve 1000 ml’lik meziir igerisine alind1 ve
tizerine 10gr NaOH eklendi. Solisyonun pH degeri 10 olacak sekilde ayarlandi.

Soliisyon +4°C’de muhafaza edildi.

e Lizing soliisyonu
Her ¢alisma oncesinde taze olarak hazirlandi.
Lizing sollisyonu Lizing stok soliisyon : 99 ml
Triton X :1mi
Na lauril sarkosinat :1gr
DTT (65 mligin)  :0.09 gr
Calisma oncesinde bu soliisyon hazirlanip +4°C’de muhafaza edildi.

Hazirlarken DTT harig tiim soliisyonlar eklendi ve karistirildi. Bu soliisyon daha

sonra saleye aktarildi.
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Soliisyon hazirlandiktan sonra 0,09 gr DTT saleye dogrudan eklendi. Mikropipet
yardimiyla ¢oziinmesi saglandi. Soliisyon igerisinde Triton-X bulundugundan soliisyon
kopiirme ihtimaline kars1 ve DTT’ nin ¢oziindiiglinden emin olmak i¢in bu karistirma

islemi 5 dakika siiresince yapildi.
Steril PBS: pH degeri 7 olacak sekilde hazir tabletlerden hazirlandi.

Calisma oncesi kullamilacak lamlarin NMA ile kaplanmasi: Bu islemde
oncelikle %1°lik NMA hazirlandi. Bunun igin; 1gr NMA tartildi. 100 ml steril PBS
icerisinde mikrodalga igerisinde eritildi ve eritilen NMA 100 ml’lik bir sale icerisine
bosaltildi, siv1 halde ve sicak olan NMA 60-70 °C’ye kadar sogutuldu. Ardindan, daha
once hazirlanan temiz lamlar sale icerisine daldirildi ve kurutuldu. Bu sekilde lamlar

NMA ile kaplandi.

Cahsma sistematigi: COMET testinin giivenilirligi acisindan karanlik bir

ortama ihtiya¢ duyulur.

Oncelikle lizing soliisyonu hazirlanip +4°C’de sogutuldu.

- 1 XTBE hazirland1 ve +4 °C’ye sogutuldu.

- +4°C’te bulunan LMA 6nceden ¢ikartildi ve 37 °C’de,

- NMA kapli lamlar ¢calisma 6ncesinden ¢ikarilip bekletildi.

- Ince metal tepsi soguk buz akiilerinin iizerine diizgiin olarak yerlestirilerek sogutuldu.

1. Sperma 1200rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrast siipernatant kisim
atildu.

2. Ornegin iizerine 1ml PBS eklendi ve yavasca karistirildi.
3. Bu esnada 37 °C’ye getirilen LMA, su banyosu igerisine yerlestirildi.

4. Ornekten mikropipet yardimiyla her bir NMA ile kapli preparat bagma 100.000 hiicre
olacak sekilde hiicre alinip, bir ependorf tiipiinde su banyosundaki LMA ile
karistirildi.
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Ad-Soyad o |

. Bu karisimi oda sicakliginda bekleyen lamlarin {izerine mikropipet ile 3 damla

eklenerek homejen bir sekilde yayildi.

. Bu damlalarin iizeri lamel ile kapatilip damlalarin homejen bir sekilde yayilmasi

saglandi.

. Lameller kapatildiktan sonra, daha 6dnceden buz (veya akii) iizerinde bekletilen tepsi

tzerine lamlar dizilerek 20-25 dakika donmalar1 beklendi. Daha sonra lameller

kaydirilarak alindi, agarozun kalkmamasina dikkat edildi.

Tarih

Ad-Soyad o

Lamel sinirlari

Tarih v v

10

Lamel1 Lamel 2

Lameller kaldirildiktan sonra preparatlar 6nceden hazirlanip +4° te sale igerisinde

bekleyen lizing soliisyonuna birakildi, +4 °C’de 1 saat beklendi.

Soliisyona 1 saat sonunda 15 pl Proteinaz K eklenip soliisyon birka¢ kez yavasca

karistirildi. 37°C” de 2 saat inkiibe edildi.

. Inkiibasyon siiresi tamamlanan preparatlar elektroforez tankina yerlestirilip {izerine

soguk TBE soliisyonu eklendi. TBE seviyesi lamlarin tizerini 3-5 mm gececek
bigimde ayarlanip etrafi 151k almayacak bi¢cimde siyah bir naylon ile ortiildii. Tankin

tizerine ve kenarlarina soguk akiileri koyarak TBE’in soguk kalmasi saglandi.
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11. Lamlar soguk 1XTBE’ de 20 dakika bekletildi.

12. Bekleme islemi tamamlandiktan sonra tankin iistii agilmadan elektroforezi 25 dakika
26V’ da yiritildi. Yiriitme asamasi bitince preparatlar tanktan alinip oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Daha sonra +4 °C’te bulunan preparat kutusuna

yerlestirildi.

13. Preparat kutusunda +4 °C’de bulunan lamlar, 8ug/ml konsantrasyonunda EtBr her

preparatta 50ul EtBr 3 damla olacak sekilde boyanip iizerleri lamel ile kapatildi.
14. Floresan mikroskop altinda her gruptan 2000 sperm homojen olacak sekilde sayildi.

15. Degerlendirme; Sifir (0) degeri hasarsiz hiicreyi, Bir (1) degeri az hasarli hiicreyi,
iki (2) degeri hasarli hiicreyi, ti¢ (3) degeri orta hasarli ve dort (4) degeri ¢ok hasarl
hiicreyi temsil edecek sekilde yapildi (Anderson ve Dhavan, 2016).

3.4. istatistiksel Analiz

Elde edilen tiim degiskenler onemlilik testlerine gegilmeden once normallik
yoniinden Shapiro-Wilk ve varyanslarin homojenligi yoniinden Levene testi ile
incelendi. Degiskenler arasi1 farkliligin istatistiksel agidan kontrolii Kruskal Wallis testi
ile yapildi. Gruplar arasi farkliligin anlamli ¢iktig1 degiskenler i¢in ileri asama testi
olarak Mann-Whitney U testi'nden yararlanildi. Tiim istatistiksel analizler minimum %5
hata payi ile incelendi. Bu siiregte SPSS 14.01 (IBM Corporation) paket programindan

yararlanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Sekil 3. 5 mg/kg doz grubu prostat goriintiisii.
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4.2. Mikroskobik Bulgular

Tablo 1. Yizdelik hasar.

Yiizdelik Hesaplama Toplam Toplam | DNA Hasar
Orani
Sayilan Hasarli
Hasar 0 1 2 3 4 hiicre hiicre (%)
derecesi
Kontrol | 2084 | 58 18 6 2 2168 84 3.87454
3mg/kg | 2063 | 120 | 38 28 27 | 2276 213 9.35852
5mg/kg | 1749 | 185 | 48 44 38 | 2064 315 15.2616
Tablo 2. Yiizdelik hasar istatistik verileri.

Kontrol (n,%) | 3mg (n,%) | 5 mg (n,%) Toplam p
Hasarh 84 (13.7) 213 (34.8) | 315(51.5) 612 (9.4)
Hasarsiz 2084 (35.3) 2063 (35.0) | 1749 (29.7) | 5896 (90.6) <0.001
Toplam 2168 (33.3) 2276 (35.0) | 2064 (31.7) | 6508 (100)

Kontrol grubu, 3mg/kg ve 5 mg/kg doz gruplar1 sperm DNA hasar yiizdeleri

kikare analizi ile karsilastirilmis ve sperm DNA hasar yiizdeleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001). Kikare analizi ile yapilan ikili grup

karsilagtirmalar1 sonucunda gruplar arasinda farklarin yine p<0.001 diizeyinde anlaml

oldugu gozlenmistir.
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Tablo 3. Arbitrary unit.

Arbitrary Unit Toplam | Yalnizca DNA
2,34
Hasar Orani1 (%)
0 1 2 3 |4

Kontrol | 2084 |58 |18 |6 |2 |2168 26 1.199262
3mg/kg | 2063 | 120 |38 |28 |27 |2276 93 4.086116
5mg/kg | 1749 | 185 |48 |44 |38 | 2064 130 6.29845
Tablo 4. Arbitrary unit istatistik verileri.

Kontrol (n,%) | 3 mg (n,%) | 5 mg (n,%) Toplam p
Hasarh 26 (10.4) 93 (37.3) 130 (52.2) 249 (3.8)
Hasarsiz 2142 (34.2) | 2183 (34.9) | 1934 (30.9) | 6259 (96.2) <0.001
Toplam 2168 (33.3) 2276 (30.9) | 2064 (31.7) | 6508 (100)

Kontrol grubu, 3mg/kg ve 5 mg/kg doz gruplari sperm DNA hasar oranlari
arbitrary unite gore degerlendirilmis, kikare analizi ile karsilagtirilmis ve sperm DNA
hasar oranlarinda arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.001).
Kikare analizi ile yapilan ikili grup karsilastirmalar1 sonucunda gruplar arasinda

farklarin yine p<0.001 diizeyinde anlamli oldugu gozlenmistir.
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Tablo 5. Genetik hasar indeksi.

Genetik hasar indeksi Toplam Katsay1 Hasar orani
carpimi
(%)
0 1 2 3 4
Kontrol | 2084 | 58 18 |6 2 2168 120 5.5351
3mg/kg | 2063 | 120 |38 |28 27 2276 388 17.0475
5mg/kg | 1749 | 185 |48 |44 38 2064 565 27.374
Tablo 6. Genetik hasar indeksi istatistik verileri.
Kontrol 3mg (n,%) | 5mg (n,%) Toplam p
(n,%)
Hasarh 120 (11.2) 388 (36.2) 565 (52.7) | 1073 (16.7)
Hasarsiz 1964 (36.7) | 1888 (35.3) | 1499 (28) | 5351 (83.3) <0.001
Toplam 2084 (32.4) | 2276 (35.4) | 2064 (32.1) | 6424 (100)

Kontrol grubu, 3mg/kg ve 5 mg/kg doz gruplari sperm DNA hasar oranlari

Genetik hasar indeksine (Ghi) gore degerlendirilmis, kikare analizi ile karsilagtiriimig ve

sperm DNA hasar oranlarinda arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur

(p<0.001). Kikare analizi ile yapilan ikili grup karsilagtirmalart sonucunda gruplar

arasinda farklarin yine p<0.001 diizeyinde anlaml1 oldugu gozlenmistir.
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Tablo 7. Motilite muayenesi.

Hayvan No Kontrol 3 mg/kg 5 mg/kg
80 70 40
80 60 70
90 70 60
80 80 20
90 60 20
80 60 80
Tablo 8. Motilite muayenesi istatistik verileri.
Arit. Std. Std.
Grup Medyan P Harf
Ort. Hata Sapma
Kontrol 83.33 211 5.16 80.00 a
3mg 66.67 3.33 8.16 65.00 0.006 b
5mg 48.33 10.46 25.63 50.00 b

Kontrol grubu, 3mg/kg ve 5 mg/kg doz gruplar1 arasinda motilite oranlar kikare

analizi ile karsilastirilmis istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.




Tablo 9. Yogunluk.

Hayvan No Kontrol 3 mg/kg 5 mg/kg
1 3.15x10° 4.37x10° 1.99x10°
2 1.53x10° 2.66x10° 2.45x10°
3 2.69x10° 1.61x10° 4.17x10°
4 2.13x10° 4.02x10° 3.34x10°
5 2.42x10° 2.01x10° 2.88x10°
6 2.28x10° 2.84x10° 2.08x10°
Tablo 10. Yogunluk istatistik verileri.
Arit. Std. Std.
Grup N Medyan
Ort. Hata Sapma
Kontrol 6 2.37 0.22 0.54 2.35 0.645
3mg 6 2.92 0.44 1.09 2.75
5mg 6 2.82 0.34 0.83 2.67

Kontrol grubu, 3mg/kg ve 5 mg/kg doz gruplar1 arasinda sperm yogunluklari

kikare analizi ile karsilastirilmis istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamastir.
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Tablo 11. Anormal sperm orant.

Hayvan No Kontrol 3 mg/kg 5 mg/kg
1 20 31 73
2 25 42 63
3 23 46 72
4 22 49 94
5) 26 54 81
6 23 60 62
Tablo 12. Anormal spermatazoa orani istatistik verileri.
Grup N Arit. Std. Std. Medyan p Harf
Ort. Hata Sapma
Kontrol 6 5.79 0.22 0.53 5.75 c
3mg 6 11.75 1.02 2.51 11.88 0.001 b
5mg 6 16.96 1.01 2.47 17.00 a

Kontrol grubu, 3mg/kg ve 5 mg/kg doz gruplar1 arasinda anormal spermatazoa

oranlar1 kikare analizi ile karsilastirilmis istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
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Sperm DNA Hasar Boyutlari

Sekil 4. Sperm DNA hasar1 0 (hasarsiz).

Sekil 5. Sperm DNA hasar1 1 (az hasarli).

Sekil 6. Sperm DNA hasar1 2 (hasarl).

Sekil 7. Sperm DNA hasar1 3 (orta hasarl).
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Sekil 8. Sperm DNA hasar1 4 (¢ok hasarl).

Sekil 9. Sperm DNA hasar1 4 (¢ok hasarlr).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kemirgen prostatinda BPH modeli olusturmak i¢in degisik ajanlar
kullanilmaktadir. Bu ajanlar arasinda en sik kullanilani testosteron propionattir (Hieble,
2011). Bu nedenle bu tez calismasi kapsaminda da BPH modeli igin testosteron

propionat secilmistir.

Pourmarin ve ark. (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Sprague-Dawley
cinsi ratlarda BPH olusturmak igin testosteron propionatin 3mg/kg dozda 15 giin
boyunca kullanildigr bildirilmisgtir. Asir1  aktif mesane sendromunda oksibiitinin
etkinliginin degerlendirildigi bir ¢alismada ise Sprague-Dawley cinsi ratlarda
testosteron propionatin 3 mg/kg dozda kullanilmasi ile prostat hipertrofisi olusturuldugu
belirtilmistir (Julia ve ark., 2006). Wistar cinsi ratlarda testosteron propionat (3 mg/kg,
4 hafta) ile olusturulan BPH modelinde ise oral kateksin tedavisinin antihiperplastik
etkisi degerlendirilmistir (Cho ve ark., 2007). Banerjee ve ark. (1994), Brown Norvay
cinsi ratlarda prostatin androjene yasa ve loba spesifik olarak yanitini
degerlendirmislerdir. Androjen olarak testosteron ile doldurulmus ve subkutan olarak
implante edilmis silikon tiipleri kullanmiglardir. Holtzman cinsi 3 aylik 42 adet ratda
prostat hiperplazisi olusturmak icin 25 mg dozunda testosteron enanthate kullanilmistir
(Gonzales ve ark., 2007). Gonzales ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada testosteronun
prostat {lizerindeki etkisini sadece agirlik artisi ile degerlendirmislerdir. Yaptigimiz bu
tez calismasinda ise testosterone propionat 3mg/kg ve Smg/kg dozunda 30 giin siireyle
uygulanmistir. Calisma sonunda yapilan makroskopik incelemede doza bagli olarak
prostat hacminde artis tespit edilmistir. Bu bulgu Pourmarin ve ark. (1998), Cho ve ark.,
(2007), Banerjee ve ark. (1994), Gonzales ve ark. (2007)’nin ¢alismalariyla benzerlik

gostermektedir.

Katz ve ark. (1989) yaptiklar1 bir ¢alismada 350-375 g agirhigindaki Sprague-
Dawley cinsi ratlarda prostat biiyiimesinde erken faz androjen uyarisi esnasindaki gen
aktiviteleri degerlendirilmistir. Arastiricilar deneyin baslangicinda tim ratlart cerrahi
yolla kastre etmisler, kastrasyon sonrasi ventral prostat lobunda regresyonun meydana
gelmesi i¢in 7 giin beklemislerdir. Bu 7 giin boyunca testosteron propionat 2 mg/kg

dozunda 12 saat araliklarla uygulanmistir. Bu ¢alismada testosteronun prostat lizerine
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etkileri genetik diizeyde degerlendirilmistir (Katz ve ark., 1989). Yaptigimiz tez
calismasinda da Wistar albino cinsi ratlara sadece testosteron propionat 3 mg/kg ve 5
mg/kg diizeyinde kullanilmis ve sonucunda prostat hiperplazisine bagli sperm DNA
hasar1 gergeklestirmistir. Bu sonuglar Katz ve ark.(1989)'nin calisma sonuglariyla

benzerlik gostermektedir.

BPH gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmay1 arastirmak i¢in Kim ve
ark.(2009) tekrarlayan fenilefrin uygulamalar1 ile Wistar cinsi ratlarda kronik o-1
adrenerjik stimiilasyonu yaparak rat prostatinda insan BPH’1na benzer histomorfolojik
degisiklikler olusturmuslardir. Fenilefrin 0 mg/kg, 1 mg/kg, 5 mg/kg veya 10 mg/kg giin
dozunda 4, 7, 14 veya 28 giin uygulanmistir. Bunun sonucunda makroskopik olarak
prostat hiperplazisi sekillendigini belirlemislerdir (Kim ve ark. 2009). Yapilan bu
caligmada da, testosteron propionat 3mg/kg ve 5mg/kg dozunda 30 giin siireyle
uygulanmis ve ¢alisma sonunda yapilan mikroskobik incelemede doza bagli olarak
prostat hacminde artis tespit edilmistir. Yapilan bu tez c¢aligmasiyla Kim ve
ark.(2009)’nin yaptig1 calismadaki sonuglara benzer sonuglar alinmistir. Her iki
calismada da BPH olustugu bu agidan fenilefrin ile testosteron propionatin benzer

etkiler olusturdugu gézlenmistir.

Caligsma siiresince gozlem altinda olan hayvanlarda ilk iki hafta siirecinde agresif
davraniglar, libido ve agirlik artis1 gézlenmis fakat son haftaya girildiginde hayvanlarda
durgunluk dikkat ¢ekecek boyutlarda arttig1 tespit edilmistir.

Gintimiizde sperm DNA hasart tespitinde kullanilan birgok yontem
bulunmaktadir. Bu yontemler; Anilin Mavi boyamasi, AOT, COMET, SCSA, Toulin
Mavi boyamasi, TUNEL olarak siralanmaktadir. Yontemler karsilastirildiginda
aralarindaki farkliliklar; calisma prensibi, yontem ve avantajlar1 goz oniine alindiginda
COMET yontemi tercih edilmistir. Ayrica COMET hem ¢ift zincir kiriklart hem de tek
zincir kiriklarini tespit edebilmesi, 6zel ekipmanlara ihtiyag duyulmamasi ve duyarlilig
diger test yontemlerine kiyasla daha yliksek olmasindan dolayr bu calismada tercih

edilmistir.
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COMET yonteminin ortam pH’sina bagli olarak Alkali ve Notral COMET
olmak iizere iki farkli tiirii bulunmaktadir. ki yontem karsilastirildiginda ¢alisma
materyalinin sperm olmasindan dolay1 ortam pH’s1 biiyiik bir 6nem arz etmektedir.
Alkali ortamda spermler daha ¢ok denatiire olacagindan DNA hasar1 artacaktir.
Calismada kullanilan spermlerin ortam kosullarindan olumsuz etkilenerek verilerde

negatif bir etki olusturmamasi agisindan Notral COMET uygulamasi yapilmistir

(Fairbairn ve ark., 1995; Simoniello ve ark., 2009).

Sariozkan ve ark. (2012), tavsan spermasinda yaptiklari ¢alismada 15°C’de
muhafaza edilen spermanin, sperm motilitesini artirdigi, DNA hasarlarin1 azalttig
yoniinde 6nemli tespitlerde bulunmuslar, muhafaza sicakliginin; motilite, DNA yapilari
ve sperm membraninin protein-lipit kompleksini dengelemek i¢in 6nemli faktdrlerden
biri oldugu bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismada bu faktorler goz 6niine alinarak verimli
sonuglar elde etmek amaciyla ortam sicakligi 20°C olan karanlhk bir ortam tercih
edilmistir. Bu tez c¢alismasinda uygulanan ortam kosullar1 ile Sariozkan ve

ark.(2012) nin uyguladigi ortam kosullar1 benzerlik gostermektedir.

Sperm DNA hasar1 Aitken ve de luliis (2010), tarafindan iki temel nedene
dayandirilmistir. Bu nedenlerden birincisi; spermiyogenezis kusurudur. Bu kusur
niikleohistonlarinda fazla kromatin varligi, anormal protaminasyon, yiiksek seviyede
doymamus yag asidi igerirler germinal epitelden premature olarak salinan disfonksiyonel
hiicrelerden kaynaklanmaktadir. Bu disfonksiyonel sperm hiicrelerinin zona pellusidaya
baglanma kapasiteleri diisiiktiir. ikinci neden ise oksidatif strestir. Bir ROS olan
hidrojen peroksit (H20,)’in mitokondriler tarafindan salinmasi sonucu DNA hasari

olustugu gozlenmektedir (Aitken ve de luliis, 2010).

Zilli ve ark. (2003), yapmis olduklar1 ¢aligmada, kryoprotektan olarak
kullandiklart BSA ve Me,SO’1 levrek baligi spermasma eklemislerdir. Natif sperma
orneklerinde COMET yontemi ile yapilan DNA hasar1 tespitinde hasar orami %32.7
iken, kryoprotektan kullanip dondurulup ¢ozdiiriilen 6rneklerde bu oran1 %38.2 olarak
tespit etmislerdir. Mohammed ve ark. (2005), aldiklari sperma Orneklerine H,O;
ekleyerek COMET yontemi ile sperm DNA hasarina baktiklarinda, hasar oraninin
%55.45 ten %72.15’e ciktigini tespit etmislerdir. Richard ve Scott (2003), yapmis
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olduklart ¢alismada temiz alanlardan ve marina yakinlarindan almis olduklar1 Mavi
Midyelerde (M. edulis) COMET yontemi ile spermatolojik parametrelere ve sperm
DNA hasarma bakmislardir. Biinyesinde Bakir (Cu) ve H»0O, konsantrasyonu yliksek
olan midyelerde sperm DNA hasarinin arttigini tespit etmislerdir. Yapilan bu caligmada
kullanilan testosteron propionat sperm DNA hasarim1 %3.18’den %9.36 ve %15.2°ye
cikarmistir. Yapilan bu calismada ilk uygulamadan son uygulamaya kadar olan
donemde 4 kat daha fazla miktarinda bir DNA hasar1 olusturulurken, kryoprotektanda
1.3 kat, H,O,’de ise 1.16 kat daha fazla bir hasar artis1 meydana gelmistir. Bu bulgulara
bakildiginda testosteron propionat kryoprotektan ve H,O,’e gore daha fazla miktarda

DNA hasari olusturmustur.

Elde edilen sonuglar hasar tespiti hesaplanmasinda kullanilan 3 farkli yontem ile
degerlendirildi. Bu yontemler; yiizdelik hasar orani, arbitrary unit ve genetik hasar
indeksine gore hesaplandi. Sirastyla sperm DNA hasar boyutlari; yiizdelik hasar orani;
%3.87, %9.35, %15.26 olarak, arbitrary unite gore; %1.19, %4.08, %6.29 olarak,
genetik hasar indeksine gore; %5.53, %17.04, %27.37 olarak hesaplanmistir. Kullanilan
bu yontemler sonucu elde edilen verilerin istatistik analizleri degerlendirildiginde
yontem fark etmeksizin sperm DNA hasar oranmin kullanilan testosteron diizeyiyle

dogru orantili olarak anlamli oranlarda arttig1 gézlendi (p<0.001).

Ronnberg  (1980)’in infertil erkeklerde yapmis oldugu bir ¢aligmada,
Clomiphene Sitrat (strojen antagonisti) kullanmislardir. 3 ay boyunca giinliik 50 mg/kg
dozda Clomiphene Sitrat verilmistir. Sonugta FSH, LH, testosteron, 0&strojen
hormonlarinin arttig1 ve bunun yam sira sperm yogunlugunun ortalama 13.3x10%dan
28.7x10%a ¢iktig1 tespit edilmistir. Netter ve ark. (1980), yapmus olduklari ¢alismada,
oligospermi olgulart ¢inko siilfat ile tedavi edilmeye calisilmistir. Kullanilan ¢inko
stilffat plazma testosteron seviyesini ortalama 3.5 mg/ml’den 5.4 mg/ml’ye ¢ikardigi
tespit edilmistir. Artan plazma testosteron seviyesi sperma yogunlugunu 8x10° ml’den
20x10° ml ¢ikardigi gézlenmistir. Yapilan bu calismada sperma yogunluk oranlari
diizeyinde gruplar karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
bulunamamistir (p>0.05). Yogunlugun tiim gruplarda ortalama bir degere sahip olmasi

disaridan verilen testosteron hormonu sperm iiretiminde olumlu veya olumsuz herhangi
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bir etkiye sahip olmadigini gostermektedir (p>0.05). Ronnberg (1980) ile Netter ve ark.
(1980)’nin yaptiklar1 ¢alismada kullandiklar1 ajanlara bagli olarak spermada yogunluk
artmistir. Fakat bizim yaptigimiz calismada kullanilan testosteron propionatin sperm
yogunlugu tizerine herhangi bir etki gdstermedigi belirlenmistir. Bunun nedeninin
normalde 58 gilin siiren spermatogenezisin ancak 30 giinde bu uygulamanin
yapilmasidir. 60 giin siiren bir uygulama yapilsa idi muhtemelen sperm yogunlugunda

da bir artisin goriilmesi miimkiin olabilirdi.

Sonmez ve ark. (2004), Wistar ratlarda askorbik asitin sperm parametreleri
tizerine etkisine baktiklar1 ¢alismada; motilite orani {izerinde istatistiksel bir fark
yaratacak etki bulunmazken, sperm yogunlugu ve plazma testosteron seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada motilite
bakimindan gruplar birbirleriyle karsilastirildiklarinda testosteron uygulanan gruplarda
istatistiksel olarak diisiis gozlenmistir. Motilite oraninda ki bu diisiis istatistiksel olarak
karsilastirildiginda uygulanan testosteronun dozuna bagli olmadigi tespit edilmistir
(p<0.05). Bunun sebebinin doz araliginin genis olmamasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bu bulgu testosteron propionatin, askorbik asite gore motiliteyi

olumsuz yonde etkiledigini ortaya koymaktadir.

Surveen ve ark. (2011), yapmis olduklar1 ¢aligmada Sperm DNA hasarini
minimum indirmek i¢in farkli yikama teknikleri uygulamiglardir. Density gradient ve
Swim up yontemlerinin kombine bir sekilde uygulanmast sonucu DNA hasaria sahip

sperma orneklerinde hasar diizeyinin distiriilebilecegi kanisina varmislardir.

Calismada anormal sperm oraninin kullanilan testosteron hormonu dozuna bagl
olarak arttig1 tespit edilmistir. Anormal sperm oran1 ve DNA hasarina sahip sperm
oranlar birbirleri arasinda paralel bir etkilesime sahip oldugu tespit edilmistir. Anormal

sperm oranindaki artigin sperm DNA hasarini artirdigi saptnmustir (p<0.001).

Sperm DNA biitiinligii, sadece genetik materyalin gelecek nesillere basarili bir
bi¢imde aktarilmasinda degil fertilizasyonun diizglin bir seklide gerceklesmesi ile
kaliteli embriyo gelisimi ve gebeligin devamliligi acgisindan da Oonem tasimaktadir.

Yakin zamanda yapilan ¢alismalarda, sperm DNA hasarmin, fertilizasyon potansiyeli,
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gebelik ve canli dogum oranlari ile ters iligkili oldugu gosterilmektedir (Duarte ve ark.,
2017; Simon ve ark., 2013). Bu tez ¢alismasi verileri, infertilite kliniklerinde
spermatogenezin desteklenmesi amaciyla yapilan testosteron tedavilerinde doza ve
siireye bagli olarak testoteronun sperm DNA hasarina neden olabilecegini ortaya
koymaktadir. Bu nedenle, klinik testoteron uygulamalarinda bu durum goézardi
edilmemelidir. Ayrica sperm DNA hasarinin yeni dogan anomali riskini ve ¢ocukluk
cag1 kanser riskini arttirabildigi de 6ne siiriilmiistiir (Sawyer ve ark., 2003; Sorahan ve
ark., 2001).

Bu tez calismasi sonucunda elde edilen veriler 1s18inda, ekzojen testosteron
hormonu kullanilarak olusturulan BPH modelinde sperm DNA hasar1 oraninin arttigi,
motilite ve anormal sperm oranmnin olumsuz olarak etkilendigi ancak yogunlugun

etkilenmedigi ilk defa bu tez ¢alismasiyla ortaya konulmustur.

Bu calismanin sonuglarindan yola ¢ikarak gerek spermatogenezis asamasinda
gerekse sperma alma ve degerlendirme asamalarinda konunun molekiiler genetik
yaklasimlarla daha detayli ve gesitli ajanlar kullanilarak arastirilmasinin yani sira; testis
ve prostat histopatolojisi ile bazi kan parametrelerinin analizleri yapilarak

calisilmasinda da yeni ve daha net verilerin elde edilmesi miimkiin olabilecektir.
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