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OZET

Sigcanlar iizerinde gerceklestirmis oldugumuz bu c¢alismada, orsidektomi
sonrasit hipokampus’ta meydana gelen morfolojik degisiklikler arastirildi. Aym
zamanda bu degisiklikler iizerine testosteron hormonunun koruyucu etkileri de
incelendi.

Arastirmamizda, 230-250 gr agirliginda toplam 21 adet Wistar-Albino cinsi
erkek sican kullanildi. Hayvanlar ii¢ esit gruba ayrildi. Grup I’deki sicanlar sham-
orsidektomi grubu (kontrol) olarak kullanildi. Grup II'ye ait deney hayvanlarina
cerrahi olarak orsidektomi yapildi. Grup III’e ise orsidektomi sonras: giinliik dozu
0,5 mg/kg olan testosteron propionat 30 giin boyunca verildi. Deney siiresi sonunda
hayvanlar dekapite edildi ve hipokampus doku ornekleri ¢ikartildi. Hipokampus
dokularmin bir kismi siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
enzim aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) seviyelerinin belirlenmesi icin
kullanildi. Geriye kalan hipokampus doku ornekleri, rutin histolojik islemlerden
gecirilerek 151k mikroskobu altinda incelendi. Bununla birlikte dokular bax immun
reaktivitesinin belirlenmesi i¢in immunohistokimyasal olarak avidin-biyotin-
peroksidaz yontemi ile boyandi.

Orsidektomi yapilan sicanlarda, hipokampus SOD ve GSH-Px enzim
aktivitelerinin kontrol grubuna gore azaldigi, MDA diizeylerinin de arttig1 goriildii.
Yine bu gruba ait doku orneklerinin 1s1k mikroskobik incelemelerinde, piknotik
hiicre sayilar ile bax immiin reaktivitesinin kontrol grubuna gore 6nemli oranda
artigr tespit edildi. Orsidektomi sonrasi testosteron verilen siganlarda ise,
hipokampus SOD ve GSH-Px enzim aktivitesinin yiikseldigi, MDA seviyelerinin de
azaldig goriildii. Ayrica bu grupta, orsidektomiye bagl olarak olusan bax immiin
reaktivite artiginin ve histopatolojik degisikliklerin geriledigi belirlendi.

Biyokimyasal, 151k mikroskobik ve immunohistokimyasal diizeylerde yapmis
oldugumuz bu arastirma sonucunda, orsidektomiye bagl olarak hipokampusta olusan
oksidatif doku hasarinin ve morfolojik degisikliklerin testosteron hormonu ile
baskilandig1 ortaya kondu.

Anahtar kelimeler: Hipokampus, testosteron, orsidektomi,

immunohistokimya, sican.
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ABSTRACT
Immunohistochemical Investigation of Morphological Structure of
Hippocampus in Testosterone Administrated Rats

In our study performed on rats, morphological changes in hippocampus were
investigated after orchidectomy. In addition, the protective effects of testosterone
were examined on these changes.

In our investigation, a total of 21 male Wistar-Albino rats weightness 230-
250 g were used. Animals were divided into three equal groups. The rats of group I
was used sham-orchidectomy (control). The animals of group II were operated
orchidectomy. The rats of group III was administrated testosterone propionate, every
day 0,5 mg/kg, for 30 days after orchidectomy. At the end of the study animals were
decapitated and the hippocampus tissue specimens were removed. Some of the
hippocampus tissues were used for determination of superoxide dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GSH-Px) enzyme activities, and malondialdehyde (MDA)
levels. The remaining hippocampus tissue specimens were stained with routine
histological methods and examined under the light microscope. Additionally, the
samples were immunohistochemically stained using avidin-biotin-peroxidase method
for determination bax immunoreactivity.

The SOD and GSH-Px enzyme activities of hippocampus were decreased, and
MDA levels were increased in rats orchidectomy were compared with the sham-
control group. In the light microscopic evaluation tissue specimens of this group,
significantly an increase were detected number of picnotic cells and bax
immunoreactivity were compared with the sham-control group. However, an increase
was observed in activities of SOD and GSH-Px enzymes and a decrease of MDA
levels in animals of orchidectomy plus testosterone was observed. Furthermore, it
was determined that increase of bax immunoreactivity and histopathological changes
were regressed caused by orchidectomy in this group.

Results from this biochemical, light microscopic, and immunohistochemical
study revealed that orchidectomy-induced oxidative tissue damage and
morphological changes in the hippocampus were supressed by testosterone.

Key words: Hippocampus, testosterone, orchidectomy, immunohistochemistry,

rat.
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1. GIRIS

1.1. Hipokampus

Dis yiizliniin goriinimii ko¢ boynuzuna benzedigi igin Onceleri cornu
ammonis adi ile anilan bu olusuma, deniz atina benzerliginden dolay1r hipokampus
adi verilmistir. Filogenetik olarak beynin en eski boliimlerinden biri olan hipokampus

frontal kesitlerde C harfi seklinde goriiliir (1-3).
1.1.1. Embriyolojisi

Fissura choroidea kavsinin dis parcasindan gelisen hipokampus’un gelisim
siireci, bolgede bulunan Oncii noronlarin (noral progenitorler) cogalmasi ve goc
etmesi ile basglar. Boylece hemisfer duvari bir yandan kalinlasirken, diger yandan
ventrikiiliin medial kenarina dogru bir ¢ikint1 yaparak hipokampus’u meydana getirir
(1, 4-6).

1.1.2. Morfolojik Yapisi

Gri cevher tabakasindan olusan hipokampus, lateral ventrikiiliin alt boynuz
taban1 boyunca uzanir. Ventrikiile bakan yiizii konveks, hemisferin alt kismina bakan
yiizii ise konkavdir. Uzunlugu yaklasik 5-8 cm’dir (7). Pes hippocampi adi verilen
genis on kisminda penceye benzeyen 2 veya 3 yiizeysel c¢ikinti bulunur. Bu
cikintilara ise digitationes hippocampi adi verilir. Hipokampus’un konveks olan
ventrikiiler ylizeyi kendi hiicrelerinden gelen aksonlarin olusturdugu alveus ile
ortillidir. Bu lifler medialde serit seklinde birbirine yaklasarak fimbria
hippocampi’yi olusturur. Fimbria hippocampi’nin arka ucu alveus ile birlikte crus
fornicis’i meydana getirir. On ucu ise uncus gyri hippocampi’nin beyaz cevherinde
sonlanir. Alveus’tan gelip fimbria’ya dahil olan lifler, fornix’in baglangicini

olusturmaktadir (1-3, 7-10) (sekil 1).

Hipokampus, cornu ammonis’in bas harflerini temsilen CA olarak da
tammlanir. icerdigi hiicre farkliliklarindan dolayr CA1, CA2, CA3 ve CA4 olmak
tizere dort alana boliinmiistiir. Bu alanlardan subiculum’a en yakin olan1 CA1, gyrus
dentatus’a en yakin olami ise CA3’tiir (2, 3, 11, 12). Gyrus dentatus’un bir pargasi
veya hilusu olarak adlandirilan CA4 alam ise, CA3 alani ile gyrus dentatus arasinda
bulunmaktadir. Fakat bu alan, igerdigi hiicre yapis1 ve baglant1 lifleri agisindan

CA3’ten farkli olmadigi i¢in modern siniflamadan ¢ikarilmastir (11).



Sekil 1. Beynin i¢ oblik goriiniisii. 1- gyrus dentatus, 2- hipokampus, 3-
corpus amygdaloideum, 4- corpus mamillare, 5- hypophysis, 6-
bulbus olfactoris, 7- hypothalamus, 8- comissura anterior, 9- gyrus
cinguli (3).

CA3 alaninda bulunan hiicrelerin en Onemli Ozelligi, dentat graniiler
hiicrelerden gelen mossy lifleri’ni almasidir. Buradaki piramidal hiicrelerin boyutu
diger alanlardaki hiicrelere gore daha fazladir. Piramidal hiicrelerin en yogun oldugu
alan ise CA2 alamidir ve bu alanda mossy lifleri’nin kayboldugu goriiliir.
Supramamillar bolge ve hypothalamus’tan CA2 alanina yogun lifler gelir.
Hipokampus’un en karmasik bolgesi CAl alamidir. Biiyiikliikleri birbirinden farkli
piramidal hiicrelerin bulundugu bu alandaki noronlarin %10’unu interndronlar

olusturur (2, 11).

Hipokampus histolojik olarak, ventrikiiler yiizeyden derine dogru yedi

tabakadan olusmaktadir (11) (Sekil 2):

1-Alveus hippocampi: Bu tabaka hipokampus’a ait piramidal hiicre aksonlari,

afferent ve efferent lifler igerir (2, 3).

2-Stratum oriens: Bu tabakada interndronlar ile piramidal hiicrelerin bazal
dendritleri yerlesmistir. Burada bulunan noron aksonlarinin ¢ogu alveus liflerine
katilir. Diger hiicre aksonlari ise en derinde yer alan molekiiler tabakaya kadar uzanir

(1, 11).



3-Stratum pyramidale: Piramidal ve Golgi Tip II hiicrelerinin fazla bulunmasi
bu tabaka icin karakteristiktir. Hipokampus’a asil seklini veren bu tabakadaki
piramidal hiicrelerin dizilimidir. Bu hiicrelerin tabani1 hipokampus’un ventrikiiler
yiizeyine dogru doniiktiir. Bazi hiicrelerin her iki kutbundan ¢ikan zengin pleksus agi
piramit goriinlimiine neden olur. Piramidal hiicrelere ait aksonlar stratum oriens
tabakasin1 gecerek alveus liflerine katilir. Bu hiicrelerin bazal-apikal dendritleri de
komsu tabakalara kadar uzanir (2, 13).

Piramidal tabakada, degisik yollar takip eden kisa aksonlu hiicreler de
mevcuttur. Bunlardan biri, hipokampus’un stratum oriens ve stratum pyramidale
tabakalar1 arasindaki gecis bolgesinde bulunan sepet hiicreleridir. Bu hiicreler
hipokampus’un i¢ aktivitesini diizenler. Sepet hiicrelerinin aksonlar1 alveus
hippocampi’ye ugramadan zit yonde ilerler ve piramidal hiicrelerin c¢evresinde

yogun bir ag yapar. Daha sonra stratum radiatum’a gecer (2, 14).

4-Stratum lucidum: Icerdigi yosunsu (mossy) lifler CA3 alaninda bulunan
piramidal hiicreler ile baglant1 saglar. Bu tabaka, CAl ve CA2 alanlarinda
bulunmaz (11).

5-Stratum radiatum: Piramidal tabakanin sinirindan isinsal olarak uzanan
dallara sahip olan bu tabaka genis bir ag yapisindadir.

6-Stratum lacunosum: Area entorhinalis’ten (Brodmann 28 nolu alan) gelen
onemli afferent lifler burada sonlanir.

7-Stratum moleculare: ince sinir lifleri ve cok az sayida néron icerir.

Bazi yazarlar tarafindan son 3 tabaka “stratum moleculare” adi altinda tek bir
tabaka olarak kabul edilir. Baz1 kaynaklar ise son iki tabakay1 “stratum lacunosum-
moleculare” ismiyle inceler (1, 2, 8, 14).

1.1.3. Hipokampal Yollar

1.1.3.1. Afferent yollar

Hipokampus’a ait afferent lifler tiim duyusal uyarilari icerir. Ornegin Area

entorhinalis’ten gelen duyular dort yolla hipokampus’a iletilir:

1-Perforant yollar: Entorhinal korteks’ten gelen aksonlar, subiculum boyunca
gyrus dentatus’a ilerleyerek tiim hipokampus’a dagilir.

2-Yosunsu (mossy) lifler: Gyrus dentatus’tan CA3 alanina gider.



Sekil 2. Koronal kesitte hipokampus’un yapisi. Hipokampus: 1- alveus, 2-
stratum oriens, 3- stratum pyramidalis, 4- stratum lucidum, 5-
stratum radiatum, 6- stratum lacunosum, 7- stratum moleculare, 8-
subiculum, 9- fimbria hippocampi (3).

3-Schaffer kollateralleri: Piramidal hiicre lifleri olup CA3 ve CA2
alanlarindan CA1 alanina dogru uzanir.

4-Alvear lifler: Subkortikal alanlardan gelen bu lifler alveus’tan
hipokampus’a gecer. Hipokampus’un CA1l alam ile subiculum’un i¢ tabakasina
dagilir (1, 8, 15-17).

Gyrus parahippocampalis’ten uyarilar alan hipokampus, gelen bu uyarilari
fornix yolu ile corpus mamillare, area septalis ve hypothalamus’un bazi
cekirdeklerine gonderir (18). Ayrica fornix araciligi ile nuclei anteriores thalami,
area hypothalamica posterior, corpus mamillare, area septalis, substantia
innominata, area tegmentalis ventralis, nuclei raphe ve nucleus parabrachialis’ten

hipokampus’a lifler gelir (1, 19).

1.1.3.2. Efferent yollar

Hipokampus’un en biiyiik efferent yolu fornix’tir. Hipokampus ve
subiculum’dan baglayan miyelinli lifler, alveus’tan fimbria hippocampi’ye geger.
Sayilar1 1.2-2.7 milyon arasinda degisen bu lifler, splenium corporis callosi’nin

altinda crus fornicis; thalamus’un arkasinda ise corpus fornicis olarak devam eder.



Her iki crus fornicis arasinda ¢apraz yapan liflere commissura hippocampi ad1 verilir.
Corpus fornicis’ten sonra columna fornicis olarak uzanan aksonlar, foramen
interventriculare oniinde kavis yaparak nuclei anteriores thalami ve nucleus dorsalis
lateralis thalami’ye lifler verir. Bu liflere postcomissural lifler adi1 verilir. Buradan
hypothalamus’a uzanan liflerin ¢ogu corpus mamillare ve nucleus ventromedialis
hypothalamica’da sonlanir. Columna fornicis’ten commissura anterior’a ayrilan az
sayidaki fornix lifleri ise area septalis, substantia innominata ve area hypothalamica

rostralis’e gecerler (1, 2, 4, 13).

1.1.3.3. Papez Devresi

Papez Devresi hipokampus’un dis baglantilarim1 ifade eder. Klasik Papez
Devresi  swrasiyla;  hipokampus, fornix, corpus mamillare, tractus
mamillothalamicus, nuclei anteriores  thalami, gyrus cinguli, gyrus
parahippocampalis ve hipokampus’a geri baglantilar yapan néronlar1 kapsar (2, 18,
20). Papez Devresi i¢inde uyarilarin, bilardo toplarinin ¢arpmasi gibi, ardarda
birbirlerini izlemesi, yasadigimiz bir duygunun giderek siddetlenmesine ve iz
birakmasina neden olur. Duygusal tepkilerin olabilmesi icin papez devresinin iyi

calismas1 gereklidir (2, 4, 20) (Sekil 3).

Her iki hipokampus, komissural yollar ile baglant1 i¢indedir. Dejenerasyon
metoduyla yapilan calismalarda, hipokampus’tan neocortex’e dogrudan giden yollar

saptanmugstir (2, 3).

1.1.4. Fizyolojisi ve Kimyasi

Hipokampus’ta monoaminerjik, kolinerjik, GABAerjik afferentler bulunur.
Ornegin; glutamat ve aspartat, hipokampus’tan en c¢ok salgilanan eksitator
transmitterler olarak bilinirler. Stratum oriens’te somatostatin-immunoreaktif ve
glutamat dekarboksilaz (GAD)-immunoreaktif lifler, stratum lacunosum’da
somatostatin-immunoreaktif lifler, stratum pyramidale’de glutamat dekarboksilaz
(GAD)-immunoreaktif ve kolesistokinin (CCK)-immunoreaktif lifler, stratum
radiatum’da ise glutamat dekarboksilaz (GAD)-immunoreaktif lifler yer alir.
Bununla beraber hipokampus’un ¢ogu alaninda vazoaktif intestinal polipeptid (VIP)
ile CA3 alanina giden mossy liflerinde bir opioid peptid olan dinorfin yaygin olarak

bulunur (2, 11).



Sekil 3. Papez devresi: Hipokampus’tan (1) ¢ikan lifler sirasiyla fornix (2),
corpus mamillare (3), nuclei anteriores thalami (4), gyrus cinguli
(Brodmann 24, 29, 30 alanlar1), gyrus parahippocampalis (5)
yolunu izleyerek hipokampus’a geri donerler (3).

Uykunun REM sathasinda, hipokampus’a isaret eden seratonerjik raphe
nukleuslar1 aktiftir. Bu safhada yakin hafiza ile ilgili bilgiler saglamlastirilir. Derin
uykuda yapilan neokortikal elektroensefalogram (EEG) kayitlari, diizenli ve
senkronize ritim goOsterir. Ancak hipokampal EEG kayitlar1 desenkronizedir.
Uyaniklilik durumunda ise neokortikal kayitlar desenkronize olmasina ragmen;
hipokampus’un EEG kayitlar1 yavas ve diizenli bir ritim gosterir. Hipokampus’ta
goriilen EEG dalgalari, ritmik siniizoidal tipteki “teta dalgalari’”dir. Bu durum
yapmnin spontan aktivitesini ve bilincin degisik devreler ile iliskili oldugunu
gostermektedir (1, 13).

1.1.5. Fonksiyonlar

Hipokampus'un karmasik yapisi ve beyinde bulunan bir ¢ok bolge ile yakin iligki
icinde olmas1 hipokampus fonksiyonunun tanimini zorlastirmaktadir (2, 9, 10, 21, 22).

1948 yilina kadar, hipokampus’un sadece koku ile ilgili oldugu bilinirdi (7).
Ancak daha sonra yapilan ¢alismalarda, hipokampus gelisiminin bulbus olfactorius
gelisimine paralel olmadigi ve koku yollarinin gelismedigi bazi insanlarda,

hipokampus’un normal gelistigi gozlenmistir (2, 8, 11).



Gorme, isitme, koku, dokunma, i¢ organ duyular gibi her tiirlii duyusal uyari,
kiiciik bir alan dahi olsa, hipokampus’u aktive eder. Hipokampus ise hypothalamus,
ventral thalamus ve limbik sistemin diger bolgelerine sinyaller gonderir. Boylece
hipokampus, hareketlerin davranigs bi¢imine doniismesinden o©nce, limbik sistemi
etkileyerek davranislarin sekillenmesine neden olur (13). Bundan dolayr hipokampus’un,
gelen duyusal sinyalleri icerisinden geciren ek bir kanal rolii oynadig diistiniilebilir (23).

Yeni bilgilerin depolanma kapasitesi olarak bilinen kisa siireli hafizanin,
hipokampus ile yakindan ilgisi bulunmaktadir (24, 25). Bu nedenle verbal veya
sembolik uzun siireli anilarin kalic1 olabilmesi i¢in sag ve sol hipokampus’a gereksinim
vardir (2, 8, 13, 23). Ayrica gorsel hafiza ile ilgili fonksiyonlarda sag, s6zel hafiza ile
ilgili fonksiyonlarda sol hipokampus bolgesi daha fazla aktivite gostermektedir. Bu

bolgelerin lezyonlarinda da ilgili hafizalarda kayip gelismektedir (26, 27).

Hipokampus 6n bolgesinde Ostradiolii konsantre eden noronlarin saptanmasi ve
yapilan ¢alismalarda hipokampus’un uyarilmasi ile ovulasyonda inhibisyonun olusmasi,
hipokampus’un endokrin fonksiyon iizerinde de etkisinin oldugunu gostermektedir.
Ayrica fornix’in kesilmesi sonucu adrenokortikotropik hormon (ACTH) saliniminda

bozukluk oldugu saptanmistir (4).

Bunlarin yamt sira hipokampus’un; cerebral corteks iizerine olan retikiiler
aktivitenin ayarlanmasi, heyecanin kontrolii ve i¢ organlara ait aktivitenin diizenlenmesi

gibi fonksiyonlar1 da bulunmaktadir (2, 3).

1.1.6. Lezyonlari

Hipokampus’un degisik alanlarmin uyarilmas: kizginlik, sakinlik, asir1 seks
giidiisii gibi davranis bicimlerinin goriilmesine sebep olur. Hafif uyarilmasinda ise,
uyarim bittikten sonra bile saniyelerce siiren bir epileptik nobet goriiliir. Bu ndbetler
sirasinda birey bilinglidir ve gercek olmadigini bildigi koku, gérme, isitme, dokunma
ve benzeri tarzda hallusinasyonlar tanimlar (23, 28).

Insanda hipokampus’u icine alacak sekilde lobus temporalis’in medial pargalarimnin
iki tarafli ¢ikarilmasindan sonra hafiza kaybina ilaveten, Kliiver-Bucy Sendromu adi
altinda bagka belirtiler de goriiliir. Bu belirtiler;

-Cins, tiir, canli, cansiz ayirimi gozetmeksizin siklikla seksiiel aktivitede artma,

-Goriilen objelere anlam verememe,



-Yeni seyleri hafizalarinda tutamama ve yeni beceriler elde edememe,

-Korku ve kizginlik duygusunun kaybolmasi,

-Uysallik,

-Yiyecekleri uzun siire koklayip kontrol ettikten sonra yeme ve yiyecek olmayan
cisimleri de yemeye calisma gibi beslenme aliskanliklarinda degisiklikler ortaya c¢ikar (1-
3,28, 29).

Kronik malnutrisyon, tiamin eksikligi, alkolizm, kanama, enfarktiis gibi
nedenlerden sonra, hipokampus’ta ¢ift tarafli lezyonlar ortaya cikabilir. Bu lezyonlar
sonucu yeni hatiralar kaydedilemez ve Korsakoff Sendromu (Dismnezik Sendrom) adi
verilen bir amnezi durumu meydana gelir. Bu sendromdaki hastalar yeni 6grenilmis
becerileri uygulayamazlar. Fakat rahatsizlanmadan Once ogrendikleri karmasik isleri
basarabilirler. Ayrica hastalar kendi ge¢misi ile ilgili hayal veya konfiizyon tarzi sagcma
deneyimler anlatirlar ve buna kendileri de inanirlar. Bu duruma konfabulasyon adi

verilmektedir (18, 28, 30, 31).

Hipokampus lezyonlarindaki davranmis degisikliklerinin, kortikal ve duyusal

uyaranlardan gelen bilginin kodlanamamasi sonucu ortaya ¢iktigi belirtilmektedir (13).



1.2. Testosteron Hormonu

1.2.1. Biyokimyasi

Kimyasal formiilii 17 p-Hidroksi-4-androsten-3-on olan testosteron, 19
karbonlu (19 C) ve steroid yapida androjen bir hormondur. Ortasinda 4 adet
siklopentanoperhidropenantren ¢ekirdek halkas1 bulunur. Ilave karbonlar Cjo, Ci3
konumuna eklenmistir (32). Lipofilik karakterde olan bu hormon androjen reseptorii
olsun ya da olmasin organizmanin biitiin hiicrelerine rahatlikla niifuz edebilir (33).
Testosteronun oncelikli prekiirsorii 27 karbonlu (27 C) kolesteroldur. Kolesterolden
oncelikle sitokrom p-450 yan zincir kiric1 enzim (p-450s.) araciligi ile pregnenolon
olusur. Pregnenolondan ise 5 ayrt enzim aracilifiyla [3 [ hidroksisteroid
dehidrogenaz (3 B OHSD), A 5,4 izomeraz, 17 a hidroksilaz, Cy750 liyaz, 17 B
hidroksisteroid dehidrogenaz (17 B OHSD) ] testosteron olugsmaktadir (32, 34, 35)
(Sekil 4, 5, 6).

CHy

CHa

_holesterol

P-450;¢c

\A

CHy

CH;

Ho™ S Fregnenolone

Sekil 4. Kolesterol yan zincir ayrilmasi (32) (Modifiye edilmistir).



Sekil 5. Testosteron hormonu (C9H»30,) (32).

1.2.2. Biyosentezi ve Metabolizmasi

Testosteron testikiiler dokuda yerlesmis olan Leydig hiicreleri tarafindan
tiretilir. Bu hormonun sentezi 6n hipofizden salgilanan Liiteinizan hormonun (LH)
kontrolii altindadir. LH, Leydig hiicrelerinin plazma membranlarindaki reseptorlere
baglanarak adenil siklazi aktive eder ve intraselliiler cAMP diizeyini artirir. Sonug
olarak cAMP artis1 yolu ile testosteron iiretimi uyarilir (23, 32, 35-37). Follikiiler
stimiilan hormon (FSH) ise sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen androjen baglayici
protein sekresyonunu artirir. Bu protein testosteron ile baglanarak tiibiil limenine
salgilanir. Liimende biriken testosteron spermatogenezi uyarip spermatogenezin
devamini saglar (23, 34, 35, 37, 38). Ayrica kan yolu ile taginan testosteron erkek
genital sistem bezlerine ve diger bircok organa etki eder (34, 38). Testosteron
hormonu negatif feed-back mekanizmasi ile GnRH (Gonadotropin salgilatici
hormon) ve gonadotropinlerin (LH, FSH) sekretuvar aktivitesini baskilar (32-35, 39)
(Sekil 7).

Spermatik venlerdeki testosteron konsantrasyonu 40-50 pg/dl’dir. Plazmaya
giren total testosteron miktar1 ise 6-7 mg/giin’diir ve bu miktar testosteron
hormonunun kan iiretim oranmi olarak degerlendirilir. Periferik olarak sentezlenen
testosteron miktar1 ise total plazma testosteron miktarinin %5’inden daha az olacak
sekilde hesaplanir. Metabolik klirensi 1000 L/24 saat olan hormonun plazma

yartlanma Omrii 10-20 dakikadir. Prepubertal donemde kan testosteron diizeyleri
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diisiiktiir, 12-17 yas grubu olan pubertal donemde ise bu diizeyler artmaya baslar.

Testosteronun yetiskin erkeklerdeki giinliikk ritmi sabahlar1 artma, aksama dogru

azalma yoniindedir (34, 35).
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Sekil 7. Erkeklerde hipotalamik-hipofizial-gonadal yol. Negatif feed-

back mekanizmasi (Arti isaretler uyarici, eksi isaretler inhibitor

etki gosterir) (39) (Modifiye edilmistir).

Karacigerde iiretilen B globulin, seks hormonu baglayici globulin (SHBG)
veya testosteron Ostrojen baglayici globulin (TEBG) olarak adlandirilir (32).
Dolasimdaki testosteronun %57’si SHBG’ye, %40°1 albumine (23, 32-35), %1’inden
az1 ise kortikosteroid baglayici globulin’e (CBG, transkortin) baglanir (34).

Testosteronun geriye kalan %2’lik kismi ise dolasimda serbest formda bulunur ve
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aktif olan kisimdir. SHBG’ye baglanan testosteron, viicutta iki yol araciligiyla
metabolize olur. Ik yolda karaciger dahil tiim dokularda aktivitesi az olan veya
inaktif durumda olan 17 ketosteroidlere doniistiiriiliir. Olusan 17 Kketosteroid
metabolitleri androsteron ve etiyokolanolon da karacigerde glukoronat ve siilfat ile
konjuge olduktan sonra idrarla atilir. Daha etkin olan II. yol ise primer olarak hedef
dokularda meydana gelen ve aktif olan dihidrotestosteronun olustugu yoldur (23, 32,
34, 35). Bu primer dokular vesicula seminalis, prostat, dis genital organlar ve derinin
bazi bolgeleridir. Diger hedef dokular ise Wolf kanali, spermatogonya, kaslar,
kemikler, bobrekler ve beyindir (32).

Testosterondan 5 a rediiktaz enzimi ile dihidrotestosteron hormonu olusur (23,
32-36). Insan testisi giinde 50-100 pg/dl dihidrotestosteron salgilamasina karsilik
dihidrotestosteronun ¢ogu periferik doniisiimden elde edilir (32). Eriskin erkeklerde
dihidrotestosteronun igerigi testosteronun 1/11°1 kadar olup giinde 611 ng/dl
testosterona karsilik yaklasik 56 ng/dl dihidrotestosteron iiretilmektedir (34, 35).
Testosteronun ufak bir yiizdesi (%1-5) beyinde 6nemli bir reaksiyon olarak kabul
edilen aromatizasyonla Ostradiole doniismektedir (32-34). Giiclii bir androjen olan
androstenediol (%2 oraninda) de testosterondan olusur (32).

1.2.3. Fonksiyonlari

Testosteron genel olarak, belirgin erkek karakterlerinin olusumundan
sorumludur. Larynx mukozasinda hipertrofiye ve larynx genislemesine sebep olarak,
sesin tipik bas erkek sesi karakterini almasini saglar. Viicut killarinin biiyiimesine
neden olur (23, 35). Testosteron proteinler iizerindeki genel anabolik etkisi ile kas,
kemik, kemik iligi (eritropoez), immiin sistem ve beyindeki metabolik olaylar1 da
diizenler (23, 35, 39). Bazal metabolizma hizin1 artirir. Tiim viicutta derinin
kalinlagsmasini, derialtt dokusunun giiclenmesini ve yag bezlerinin sekresyonunun
artmasint saglar. Kemik matriksinin total miktarm1 ve kalsiyum depolanmasini
artirarak, kemiklerin dayanikliliginin artmasina neden olur (23). Testosteron gen
regiilasyonu, erkek tipi davramisla ilgili bazi kompleks fizyolojik olaylar1 da
etkilemektedir (32). Bunlarin disinda spermatogenezisin gerceklesebilmesi icin
testosterona gereksinim vardir (23, 40).

Puberta sonras1 sekonder seks karakterlerinin ve seksiiel organlarin

gelisiminden sorumlu olan testosteron, erkeklerde libido, seksiiel ilgi ve seksiiel
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aktivitenin artmasini saglar. Ayrica erkek aksesuar bezlerinin [prostat, glandula
bulbourethralis (Cowper bezi) ve vesicula seminalis] fonksiyonlarini siirdiiriir (32, 34,
36, 39, 41).

Epididymis’de testosteron ve dihidrotestosteron hormonlar1 yiiksek
diizeylerde bulunur. Bu diizeyler epididimal fonksiyon ac¢isindan onemlidir. Bazi
epididimal proteinlerin sentezi androjenlere bagimli olarak gerceklesir. Yapilan
arastirmalara gore androjen replasman tedavisi ile epididymis’de, sperm hareket ve
fertilizasyon maturasyon asamalarinin devami ve sperm depolama yeteneginin
diizeldigi goriilmiistiir (34).

Fetal hayatta testosteron, Wolf kanalindan epididymis, vas deferens, vesicula
seminalis ve ductus ejaculatorius gelisimini saglar. Dihidrotestosteron ise penis,
scrotum ve prostat olusumunu indiikler. Dihidrotestosteron yoklugunda labium
major, labium mindr, klitoris ve vajinanin 2/3 alt bolimii gelisir (5, 23, 35, 36).
Ayrica erkek fetiiste testislerin scrotuma inmesi i¢in testosterona ihtiya¢ vardir (23,
35).

2-14 yaglar arasinda her iki cinste hemoglobin diizeyi artar. Daha sonra, 20
yasina kadar bu diizey erkeklerde artarken kizlarda azalir. Testosteron ve
metabolitleri, hem eritropoietini artirir hem de dogrudan eritroid hiicre yapimini
uyarmaktadir. Klinefelter sendromu gibi testikiiler hipogonadizm durumlarinda
goriilen hafif anemi, testosteron tedavisi ile diizelir (39).

Testosteron beyindeki baz1 metabolik olaylar etkiler. Beyinde iireme, seksiiel
ve agresif davraniglarin diizenlenmesini saglar. Ayrica analjezik ve anksiyolitik
etkilere sahip olan testosteron, ruh halini ve bilinci de etkiler (33, 42). Aromatase
enzimi, Ogrenme ve hafizada hayati yapilar olan hipokampus ve corpus
amygdaloideum’da bulunur. Testosteron etkisini, bir dstrojen veya bir androjen gibi
gosterebilir. Boylece biligsel aktivite iizerindeki testosteronun etkisini gosteren
calismalarin  degerlendirilmesinde, ©Onemli olan testosteronun, beyindeki bu
hormonlara doniisebileceginin bilinmesidir. Yapilan deneylerde androjen miktarinin
azaltilmasiyla hipokampus’ta sinaptik dansitenin %40 oraninda azaldigi
gosterilmigtir. Testosteron replasmani ile sinaptik dansitenin normale dénmesi
testosteronun,  hipokampus’un  fonksiyonu ve fizyolojisini  degistirdigini

gostermektedir (33).
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Noroprotektif ozelliklere sahip olan testosteron, merkezi sinir sistemi
fonksiyonlari i¢in 6nemli bir role sahiptir. Santral sinir sistemi yaralanmalarini iceren
norodejenerasyonun farkli deneysel modellerinde testosteronun, noronal Oliimii
engelledigi bildirilmistir. Noronlarin korunmasini, farklilasmasini, biiyiime ve
gelisimini saglayan testosteron hormonunun salgilanmasindaki bozukluklar, noral
dokularda apoptozisin tetiklenmesine yol acmaktadir (42-44). Insanda plazma
testosteron seviyesinin azalmasi, nérodejeneratif hastaliklarin gelisimi i¢in bir risk
faktorii olarak goriilmektedir (42, 43). Beyin hasar1 sonucu olusan gliozisin ve
astrosit cogalmasinin testosteron hormonu tarafindan onlendigi bildirilmistir (42, 45).
Ayrica testosteronun erkeklerde, uzaysal ve sozsel (verbal) hafizadaki azalmay1
onledigi belirtilmistir (43, 46). Yapilan deneysel c¢alismalarda testosteronun
antiepileptik etkilere sahip oldugu ortaya konmustur (47).

Testosteronun kalp iizerine koruyucu etkileri bulundugunu belirten
arastirmalar da mevcuttur (48). Yapilan anjiografik calismalarda diisiik testosteron
seviyesi ile ateroskleroz plaklarindaki artisin paralel olarak seyrettigi goriilmiistiir
(49, 50). Hipotestosteroneminin hipertansiyon, hiperkoagulasyon, hiperfibrinojenemi
ve hiperinsiilinemi gibi durumlarla iliskili oldugu bildirilmistir (50). Bununla birlikte
testosteronun fibrinolitik aktiviteyi artirip fibrinojeni azaltarak koroner arter
hastaliklarin1 onledigi bildirilmektedir (51).

Yas artis1 ve testosteron diisiikliigliniin beraber oldugu durumlarda cesaretin
azalmasi, depresif durum, irritabilite, anksiyete ve sinirlilik gibi psikolojik belirtilere
ilave olarak motivasyonda azalma ve yorgunluk semptomlar1 ortaya c¢ikmaktadir
(52). Bu gibi durumlarda testosteron replasmani, semptomlari azaltarak kisinin
kendini daha iyi hissetmesini saglar. Depresyonlu hastalarda da testosteron diizeyleri
siklikla diisiik bulunmustur (53). Ayrica diisiik testosteron seviyeli yasl erkeklerde
eklem ve kas yakinmalari, terleme, sicak basmasi, uyku ihtiyacinda artig, uyku
bozukluklari, kuvvette azalma ve kendini i1yl hissetmeme gibi somato-vejetatif
belirtiler 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlara hafiza ve konsantrasyon gii¢liigii de eslik
eder. Viicuttaki yag oranm artarak, kardiyo-vaskiiler hastalik riski fazlalagir. Kemik
kitlesindeki kayba bagl olarak osteoporoz gelisimi de goriiliir (52, 54). Ereksiyonda
zayiflama, orgazm olamama, ejakulat voliimiinde diisiikliik ve libido azalmas: ortaya

cikan cinsel sistemdeki belirtilerdir (55).
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1.2.4. Antioksidan Etkileri

Testosteronun hipokampus’ta, f amiloid toksisitesi ve oksidatif stresin
yapmis oldugu néron Oliimiinii azalttigi bildirilmistir (47). Ayrica, beyinde kronik
etanol alimi ile olusan noroflamentlerin kaybini Onleyerek, etanoliin indiiklemis
oldugu oksidatif strese karsi koruyucu bir ozellik gostermektedir (56). Oksidatif
stresin neden oldugu hiicre kaybi sirasinda anahtar bir rol oynayan glutatyon
peroksidaz, apoptozisin regiilasyonunu saglar. Testosteron ise hipokampus
dokusunda glutatyon peroksidaz seviyesini artirarak oksidatif stresin neden oldugu
hasar1 azaltir (57). Katalaz enzimi reaktif oksijen tiirlerine kars1 defansta, detoksife
enzim olarak 6nemli bir rol oynar. 10” molar konsantrasyonda verilen testosteron,
beynin bazi bolgelerinde katalaz aktivitesini artirarak bu defansa katkida bulunur
(58). Testosteron; prostat, pankreas gibi baz1 dokularda oksidatif stres ile iligkili olan

superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz enzim seviyelerini de diizenler (59).
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1.3. Apoptozis

Apoptozis, gelismis organizmalarda fonksiyonel islevi bozulan hiicrelerin
cevreye zarar vermeden programli oliimiidiir. Embriyo doneminden itibaren baglar
ve yasam boyu devam eder (60). Apoptozis Yunanca’da apo:(ayr1) ve ptozis:(diisen)
kelimelerinin birlestirilmesiyle olusmus yaprak dokiimiinii tanimlayan bir kelimedir
(61, 62). Cesitli fizyolojik ve patolojik durumlar sonucu ortaya ¢ikar. Embriyonal ve
fetal gelisimde, yaslilikta, hormon azalmasina bagli involiisyonda, hiicrenin
hasarlarinda ve immiin reaksiyonda olusabilmektedir (61-64).

Apoptozis nekrozdan farklidir. Homeostazi koruyan bir siire¢ olan apoptozis
genlerle diizenlenir. RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyar. Nekroz ise
inflamasyon yanmitinin gelistigi patolojik hiicre oliimiidiir. Nekrozda ATP miktari
azalir, hiicre homeostazi hizla bozulur (62).

1.3.1. Apoptozisin Homeostazis Icindeki Yeri

1. Metamorfoz veya yaslanma sonucu fonksiyonlarini yitirmis hiicrelerin
ortadan kaldirilmasi,

2. Endometrium, prostat ve meme dokusu hiicrelerinde hormona bagimli
involiisyon,

3. Gastrointestinal sistem hiicreleri veya deri gibi siirekli ¢ogalan hiicre
gruplarinin azaltilmast,

4. Immiin hiicrelerinin se¢imi.

1.3.2. Apoptozisin Patolojik Siireclerdeki Rolii

1. Tlimoriin biiylimesi ve regresyonunda hiicre oliimii,

2. Hormona bagimli dokularda patolojik atrofi,

3. Karaciger, pankreas, tiikriik bezi gibi parenkimatoz organlarda duktus
tikanmasina bagli patolojik atrofi,

4. Sitotoksik T lenfositleri ile olusturulan hiicre 6liimii,

5. HCV, Adenoviriis infeksiyonlar1 gibi bazi viral hastaliklarda hiicre 6liimii,

6. Hipoksi, radyasyon gibi cesitli zedeleyici etkenlerle olusan hiicre 6liimii
(60-62, 65).

Apoptotik siire¢ esnasinda, hiicrede bir cok morfolojik degisiklikler meydana

gelir. Bu degisiklikler; hiicrelerin kiiciilmesi, biiziismesi, kromatin yogunlasmasi,
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niiklear piknoz ve parcalanma, sitoplazmik tomurcuklanma ve apoptotik
cisimciklerin olusumu ile karakterizedir (60, 61, 63).

1.3.3. Apoptotik Siirecteki Hiicre Oliimii Asamalar

-Apoptozisin baslatilmast,

-Hiicre i¢i proteazlarin aktivasyonu,

-Hiicrede meydana gelen morfolojik degisiklikler,

-Fagositoz (61, 64).

1.3.3.1. Apoptozisin Baslatilmasi

Hiicre ici ve hiicre disindan kaynaklanan sinyaller apoptotik siirecte etkili
olur. Bu uyarilar sonucu hiicrede, ilgili genetik mekanizma harekete gecer ve
apoptozis baslar. Hiicre i¢inden kaynaklanan sinyaller metabolizma ve siklus
bozukluklari, hiicre i¢i kalsiyum miktarinin artisi, pH degisiklikleri gibi etkilerdir.
Ultraviole 1sinlari, hipoksi, 1s1 degisiklikleri, viral ve bakteriyel hastaliklar,
glukokortikoidler, kanser tedavisinde kullanilan ilaclar ve toksik maddeler gibi hiicre
disindan gelen sinyaller de hiicrede DNA hasarina yol acarak apoptozise neden olur
(60-62, 64, 65).

1.3.3.2. Hiicre Ici Proteazlarin Aktivasyonu

Hiicre icerisinde bulunan proteazlara kaspaz (caspase: cysteine containing
aspartate specific proteases) adi verilir. Kaspazi1 aktive eden, hiicre ici veya hiicre
dis1 kaynakli apoptotik sinyallerdir. Sayilar1 toplam 14 olan kaspazlar; Baslatici
kaspazlar (kaspaz 2, 8, 10), oldiriici kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7) ve sitokin
olgunlagmasindan sorumlu kaspazlar (kaspaz 1, 4, 5, 13) olarak ii¢ sinifa ayrilir (62,
63, 66, 67).

Apoptozisde onemli rol oynayan hiicre ici organel mitokondridir. Sitotoksik
ajanlar ve oksidatif hasar gibi hiicre i¢i ve hiicre dis1 etkiler sonucu mitokondrial yol
aktive olur. Boylece mitokondri membranlarindan sitoplazmaya dogru sitokrom c
salinir. Sitokrom c, bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’in (Apoptotic Protease
Activating Factor 1) aktivatoriidiir. Sitokrom c’nin Apaf-1’e tutunmasi prokaspaz-9’
u aktive ederek ‘‘apoptozom’ adi verilen kompleksin olusmasina neden olur.
Meydana gelen apoptozomlar ise, kaspazlari aktive ederek apoptozise yol acar (61,

62, 65-69).
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1.3.3.3. Hiicrede Meydana Gelen Morfolojik Degisiklikler

Kaspazlarin aktin proteinini yikmast sonucu hiicre normal seklini kaybeder.
DNA endoniikleaz’in yikilmast DNA kiriklarina neden olur. Sonugta hiicre
membraninin yapist bozulur (61, 62, 64, 68). Hiicre su kaybederek biiziiliir ve
yizeyinde kraterler olusur. Daha sonra kiiciik cisimciklere (apoptotik cisimcik)
parcalanir. Bu cisimcikler membranla kapli olup degisik sayida nukleuslara sahiptir
(61, 64).

1.3.3.4. Fagositoz

Olusan apoptotik cisimcikler, ¢cevredeki fagositler tarafindan hizlica ortadan
kaldirilarak dokudan temizlenir. Apoptozis esnasinda inflamasyon olusmaz (60-65,
68).

1.3.4. Apoptozisin Regiilasyonu

Hiicrelerdeki apoptozisin diizenlenmesi mitokondri aktivasyonu ile
saglanmaktadir. Aktivasyona yol agcan en onemli faktor, Bcl-2 molekiilleri ailesidir.
Pro-apoptotik ve anti-apoptotik {iyeleri bulunan bu molekiillerin mitokondri
tizerindeki etkileri sonucu, ya sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi gerceklesir
(apoptozisin baglamasi) ya da sitokrom c’nin sitoplazmaya saliverilmesi baskilanir
(apoptozisin inhibisyonu). Apoptozisi 6nleyen anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin
en iyi bilinenleri; Bcl-2, Bcel-X;, Mcl-1, Bcel-w, Boo, Mcl-1 iken, pro-apoptotik
olanlar ise; Bax, Bak, Bok, Bad, Bim, Bik, Blk, Brk, Hrk, Bcl-Xs, Bid’dir (62-64,
67-69). Bcl-2 ailesi tiyeleri arasindaki denge sitokrom ¢’nin salinmasini belirler. Bcl-
2, Bax’in mitokondrial membrana tutunmasin1 engelleyerek, sitoplazmaya olan
sitokrom c¢ salimmmini inhibe eder ve apoptozis engellenir. Bax’in mitokondrial
membrana tutundugu durumlarda, sitokrom c¢’nin sitoplazmaya salinimi aktive olur
ve apoptozis olusur (62, 69).

Santral sinir sistemi hasarinda apoptozisin ve noronal yikima cevabin
gostergesi, Bax, Bcl-2, p53 ve Fos proteinlerindeki degisikliklerdir. Bu ailenin pro-
apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerinin rolatif oran1 hiicrenin yasayabilirlik durumu
hakkinda bilgi verir. Bax/Bcl-2 oranindaki degisiklikler apoptozisin seyrini belirler.
Bu oranin artis1 apoptozisin aktivasyonuna, azalisi ise apoptozisin inhibisyonuna

neden olur. Bu da prognozu belirleyici bir deger tasiyabilir (69, 70).
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1.3.5. Apoptozis Hizimin Bozuldugu Hastaliklar

a. Norodejeneratif hastaliklar: Alzheimer, Parkinson, Huntington gibi
norodejeneratif hastaliklarda, hiicre 6liimiine neden olan apoptozisin nasil basladig
heniiz bilinmemektedir. Apoptozis mekanizmasinin aydinlatilmasi, bu hastaliklarin
tedavisi acisindan yararli olacaktir. Lenfoid hiicreler ve periferik sinir sisteminde
detayli olarak calisilan apoptozis mekanizmasi, santral sinir sistemi icin
karakteristik morfolojik degisimler ve gene bagimli DNA fragmanlari agisindan
uygun degildir. Bu yiizden santral sinir sistemindeki apoptozis mekanizmasinin
detayli incelenmesi ve yeni modeller gelistirilmesi gereklidir (64, 71).

b. Malign hastaliklar: Hiicre proliferasyonunun asir1 ve kontrolsiiz oldugu bu
hastaliklarda, hiicreler zamani gelince apoptozise gitmeden daha uzun siire yasar. Bu
hiicreler, mutasyonlarin etkisiyle malign hiicrelere doniisebilir.

c. Viral infeksiyonlar: Sitotoksik T-lenfositleri immun sistemin onemli bir
komponentidir. Bu lenfositler apoptozisi indiikleyerek viriisle enfekte olmus
hiicreleri oldiiriir (64).

d. Sitokin yetersizligine bagli olarak T ve B-lenfositler apoptozise gidebilir.

HIV enfeksiyonu sonucu CD4" T-lenfositler apoptozisle slmektedirler (60).

1.3.6. Apoptozisin Saptanmasinda Kullamilan Yontemler

1. Hiicrenin morfolojik incelenmesi: Isik mikroskobu, elektron mikroskobu,
faz kontrast mikroskobu, fluoresan mikroskobu / lazerli konfokal mikroskop.

2. Immunohistokimyasal yontemler.

3. Biyokimyasal yontemler: Sitoplazmik biyokimyasal aktivasyonu tespit
eden testler (kaspaz yikim iiriinleri, kaspaz aktivitesi).

4. Immunolojik yontemler: DNA kirilmas1 gen analizi, DNA kirilmasinin in
situ olarak teshisi (tek ve cift zincirli DNA boyayan antikorlar).

5. Molekiiler biyoloji yontemleri: Mitokondrial fonksiyon bozuklugunu,
kromatin ve cekirdegin segmentasyona ugramasini tespit eden tetkikler kullanilir

(61, 63, 64, 68).

20



1.4. immunohistokimya

1.4.1. Genel Bilgiler

Immunohistokimya; temel olarak isaretlenmis antikor ile antijen birlesmesi
reaksiyonudur. Cok duyarli ve 6zgiin bir boyama yontemidir. Hiicre veya dokularda
yer alan bir molekiiliin tespit edilmesi icin bu molekiile karsi hazirlanan isaretli
antikorlarin 151k veya elektron mikroskobu diizeyinde gosterilmesi esasina dayanir.
Belirlenmesi cok zor olan protein ve enzim gibi yapilar, immunohistokimyasal
teknikler sayesinde gosterilebilmektedir. Bu teknigin dezavantaji kullanilan
maddelerin kisa omiirlii olmas1 ve saklama kosullarina dikkat edilmedigi takdirde
bozulmasidir (72-74).

Immunohistokimyasal calisma, ilk olarak 1941 yilinda fluoresan boyayla
birlestirilmis antijen-antikor kompleksinin dokuda gosterilmesiyle baglamistir. Cok
hassas olan bu yontemde, doku ve hiicre elemanlarinin lokalizasyonu kolaylikla
yapilabilmektedir. Ancak spesifik olmayan zemin boyanmasi, capraz reaksiyon
gelismesi, yalanci pozitiflik bu teknigin uygulanmasinda karsilasilan zorluklardir (2,
74).

1.4.2. immunohistokimyada Kullanmilan Antikorlar

Immunohistokimyasal boyamanin temel elemami olan antikor molekiilii
karmagik bir yapiya sahiptir. Antikorlar ‘“Y’’ harfi seklinde iki zincirden olusur.
Y’nin kisa bacaklar1 antijene baglanirken, uzun bacagi ise komplemana baglanir. Bu
boyamada poliklonal ve monoklonal olmak {izere iki tiir antikor kullanilir (73-75).

Poliklonal antikorlar farkli hiicreler tarafindan iiretilir ve bir antijen iizerinde
farkli bolgelere baglanir. Genellikle tavsanlardan elde edilir. Cok sayida antikor
icerdiklerinden dolayi, dokular icin yeterince spesifik degildirler (73-75).

Monoklonal antikorlar belirli bir klona ait olduklar1 i¢in antijen iizerindeki
0zel bir epitop ile reaksiyona girer. Sadece farelerden elde edilir. Poliklonal antikora
gore avantajli yonleri vardir. Bunlar; nonspesik antikorlarin bulunmayisi, yiiksek
homojenlik, parcalar ve biitiin arasinda varyasyonun olmamasidir. Uretiminde
karsilagilan zorluklar, fiksasyon isleminde epitopun etkilenmesi, monoklonal

antikorlar icin dezavantajlardir (74, 75) ( Sekil 8).
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Sekil 8. Monoklonal antikorun yapis.

1.4.3. immunohistokimya Metodlar

Immunenzimatik ve immunfluoresan olmak iizere iki temel boyama metodu
vardir.

1.4.3.1. immunenzimatik Boyama Metodlar

Bu yontemde reaksiyon sonucunu gérmek i¢in isaretli enzimler kullanilir.
Enzimlerin renklendirilmis reaksiyon iiriinleri, mikroskopta antijen-antikor
kompleksinin immun reaksiyonu sonucu olarak gozlenir. Alkalen fosfataz, [3-
galaktozidaz, glikoz oksidaz, horse-radish peroksidase (HRP) en sik kullanilan
enzimlerdir. Dokuda veya hiicrede bulunan antijen konsantrasyonun fazla olmasi,
boyanmanin daha da koyu olmasina neden olur (73, 74).

Direkt ve indirekt olmak iizere baslica iki immunenzimatik boyama metodu
vardir. Alinan dokunun oOzelligi, arastirmacinin gereksinimi, duyarlilik derecesi,
inkiibasyon siiresi ve maddi olanaklar tercih edilecek yontemi belirleyen kriterlerdir
(73).

1. Direkt Yontem: Bu yontemde, bir antijen dogrudan isaretli olan ilgili
antikora baglanir. Tek bir antikor kullanildig1 i¢in ¢ok diisiik boyanmalar goriilebilir.

Kullanimi giderek azalmaktadir (73).
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2. Indirekt Yontem: Bu boyama metodunda, isaretlenmemis primer antikor
antijene baglanir. Isaretlenmis olan sekonder antikor, primer antikor-antijen
kompleksini antijen olarak kabul eder ve bu komplekse baglanir. Daha sonra bu ikili
antikor yapisinin iizerine substrat-kromojen soliisyonu ilave edilir. Primer antikor ve
sekonder antikorun elde edildigi immunglobulin uyumlu olmalidir. Doku ve antikor
uygunsuzlugu, reaksiyonun gerceklesmemesi, sonucu olumsuz sekilde etkiler (73,
74).

Indirekt yontem, direkt yonteme gore daha fazla tercih edilir. Duyarliligl
daha fazladir. Birden fazla sekonder antikorla birlesmenin olabilmesi, indirekt
yontem i¢in avantajdir. Kullanilan maddeye gore bu yontem iice ayrilir:

a- Avidin-Biyotin Yontemi (ABC Metodu): Avidin, yumurta akindan elde
edilen bir glukoproteindir. Karacigerde bulunan vitaminlerden olan biyotine karsi
yiiksek bir afinitesi vardir. ABC Metodu bu afiniteden yararlanilarak yapilan bir
yontemdir. Duyarliligt diger metodlara gore daha fazladir. Biyotinli sekonder
antikorun iizerine peroksidaz enzimiyle isaretli avidin-biyotin kompleksi ilave edilir.
Daha sonra substrat-kromojen soliisyonu eklenerek doku antijeni goriiniir hale
getirilir (74, 76) (Sekil 9).

b- Enzim-Antienzim Kompleks Yontemi (PAP Metodu): Isaretsiz antikor
metodu olarak bilinen bu yontemde, sekonder antikorun {iizerine c¢oziinebilirligi
yiiksek olan enzim-antienzim immun kompleksi ve substrat-kromojen soliisyonu
ilave edilir. Enzim-antienzim kompleksleri peroksidaz-antiperoksidaz (PAP), alkalin
fosfataz-antialkalin fosfataz (APAP), glikoz oksidaz-antiglikoz oksidaz (GAG)
seklinde olabilir. En sik peroksidaz-antiperoksidaz kompleksi kullanilir (73, 74)
(Sekil 9).

c- Indirekt immunoperoksidaz Yontemi: Doku antijenine baglanmis olan
primer antikor iizerine peroksidaz tasiyan sekonder antikor eklenir. Olusan bu yap1

tizerine substrat kromojen bilesigi ilave edilir (73, 74) (Sekil 9).

1.4.3.2. immunfluoresan Boyama Metodlar

Bu yontemde, antikorlara baglamak i¢in fluoresan bir madde (fluorokrom)
kullanilir. Bu madde yiiksek oranda kisa dalga 1sinlarin1 absorbe edebilme 6zelligine

sahip olmalidir. Fluorokrom icin uygun filtreler kullamilir. Fluoresan mikroskop
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altinda ortaya ¢ikan mavi, yesil ve kirmizi renklere gore degerlendirme yapilir (72,

74).

pe e PAPKompleksi
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Sekil 9. Immunenzim boyama metotlar1 (ABC Metodu, PAP Metodu ve Indirekt IP
indirekt boyama metotlarindandir).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Uygulamalar
Calismamizda Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi’nden
(FUDAM) temin edilen eriskin, 230-250 gr agirliginda, Wistar-Albino cinsi erkek

sicanlar kullanildi. Siganlar ii¢ gruba ayrilarak uygulama baglatildi.

Grup L. Kontrol (sham-orsidektomi) grubu (n=7): Bu gruba ait deney
hayvanlar1 rompun (5 mg/kg) ve ketamin (60 mg/kg) kombinasyonu ile genel
anestezi altina alindi. Scrotum iizerindeki raphe scroti’ye bir ensizyon yapilarak
testislere kadar biitiin katmanlar gecildi. Daha sonra herhangi bir cerrahi islem

yapilmadan bolge tekrar kapatildi.

Grup II. Orsidektomi grubu (n=7): Rompun/ketamin kombinasyonu ile

genel anestezi altina alinan siganlara cerrahi olarak orsidektomi yapildi.

Grup III. Orsidektomi + Testosteron propionat grubu (n=7): Bu gruba
ait deney hayvanlarina genel anestezi altinda cerrahi olarak orsidektomi yapildi.
Orsidektomiden iki hafta sonra her giin 0,1 ml susam yag1 i¢inde 0,5 mg/kg dozunda
subkutan testosteron propionat verildi. Uygulama dozuna 1 ay siireyle devam edildi.

Bir aylik deney siiresi sonunda tiim si¢anlar dekapite edilerek oldiiriildii.
Hayvanlara ait hipokampus doku ornekleri ¢ikartilarak immunohistokimyasal ve

biyokimyasal incelemeler icin kullanildi.

2.2. Deney Hayvanlarinin Bakinm

Uygulama siiresince sicanlar oda sicakliginda (22+2 °C) ve %40-50 nem
oraninda tutuldu. Isik diizeni ise 12 saat giindiiz, 12 saat gece olacak sekilde
ayarlandi. Ozel olarak yaptirilan kafeslerde beslenen siganlara yemler celik kaplarda,
su (cesme suyu) cam biberonlarda verildi. Hayvan yemleri Yem Sanayii T.A.S.

Elaz1g Yem Fabrikasinda hazirland: (Tablo 1).
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Tablo 1. Deney hayvanlarina verilen sican yeminin terkibi (g/kg).

Bugday 150

Misir 100

Arpa 270

Kepek 80

Soya 294

Balik Unu 80
Tuz 6
Kavimix VM 23-Z * 2
Methionin 2
DCP ** 16

*1 graminda: 4800 1U A, 960 IU D3, 12 mg E, 0.8 mg K3, 0.8 mg By, 2.4
mg B,, 1.2 mg B, 0.006 mg B, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3.2 mg Cal. D.
Panth., 0.32 mg Folic acid, 0.02 mg D-Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc
Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0.8 mg I, 0.2 mg Co, 0.06
mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

**9%18 fosfor, %25 kalsiyum, %0.2 flor’dan olusur.

2.3. Histolojik Calisma

Deney sonunda gruplarda bulunan tiim sicanlar dekapite edildi.
Dekapitasyonun ardindan si¢anlarin beyinleri ¢ikarildi. Alinan beyinler %10’luk
formaldehit solusyonunda tespit edildi. Sol ve sag beyin yarim kiireleri 1-2 mm
kalinliginda parcalara ayrildi. Yikama islemi yapilan kesitler, histolojik takip
serilerinden gecirildi (Tablo 2). Histolojik takip sonrasi dokular, parafin bloklara
(Sigma—paraplast embedding media, Stenheim, Germany) gomiildii. Mikrotomda
Spm kalinliginda kesitler alinarak Hemotoksilen-Eosin (HE) ile boyandi. Hazirlanan
preparatlar Olympus BX-50 arastirma mikroskobunda incelendi. Once kiiciik
biiytitme (X10 biiyiitme objektifinde) ile hipokampus incelendi. Sonra stereotaksik
atlas yardimu ile kesit seviyeleri ve CA1, CA2, CA3 alanlar tespit edildi. Daha sonra
biiylik biiyiitme alaninda (X40 biiyiitme objektifinde) hipokampus’ta piramidal
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hiicre tabakasi saptandi. Bu tabakada bulunan piknotik hiicreler X40 biiyiitme
objektifinde, Eyepieces graticule (1 mm? alaninda 100 esit parcadan olusuyor)

yardimu ile sayildi.

Tablo 2. Histolojik takip serileri.

Sira No Kullanmilan Madde Kimyasal Bekletilme

Siiresi

1 %70 Alkol 2 saat

2 %80 Alkol 1.5 saat

3 %96 Alkol 1 30 dakika

4 %96 Alkol 11 30 dakika

5 %100 Alkol I 30 dakika

6 %100 Alkol 1T 30 dakika

7 Alkol + Xylol 15 dakika

8 Xylol I 30 dakika

9 Xylol I1 30 dakika

10 Yumusak Parafin + Xylol 45 dakika

11 Yumusak Parafin 1 saat

12 Y. Parafin + Sert Parafin 1.5 saat

13 Sert Parafin 3 saat

2.4. Iimmunohistokimyasal Calisma

Parafin bloklarda gomiilii olan hipokampus dokularindan Spum kalinlikta
kesitler alinarak, poly-L-lysine ile kapli lamlar iizerine yerlestirildi. Daha sonra
lamlar immunohistokimyasal olarak boyandi. Immunohistokimyasal boyamada
Avidin-biyotin-peroksidaz boyama yontemi (ABC Metodu) kullanildi. Primer antikor
olarak Bax monoklonal IgG; kullanildi (Tablo 3).

Bu islemler sonunda boyanan hipokampus doku kesitleri, Olympus BX50
aragirma mikroskobu ile degerlendirildi. Immunohistokimyasal boyanmanin
degerlendirilmesinde boyanma yogunlugu ve siddeti esas alindi. Bu gozlemler

sayisal olarak 0’dan +6’ya kadar numaralandirildi (Tablo 4).
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Tablo 3. Immunohistokimyasal boyama prosediirleri.

Sira  islem Siiresi
1 Deparafinizasyon 1 saat
2 Distile su 5 dakika
3 Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS)’de (pH: 7.6) 5 dakika
4 %3’1lik H,0O,’de 5 dakika
5 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
6 Primer antikor (Bax) —oda 1s1sinda 30 dakika
7 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
8 Sekonder antikor 30 dakika
9 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
10 Streptavidin peroksidaz 30 dakika
11 PBS’de (pH: 7.6) 5 dakika
12 AEC Kromojen 10 dakika
13 Distile su 5 dakika
14 Zit boya olarak Mayer’s hematoksilen 1 dakika
15 Akarsuda 1 dakika
16 Kurulama
17 Ozel kapatma maddesi ile kapatma
Tablo 4. Immunohistokimyasal boyanma yogunlugunun derecesi.
Derece Anlam
0 Yok
+1 Minimal
+2 Az
+3 Orta
+4 Cok
+5 Siddetli
+6 Cok siddetli
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2.5. Biyokimyasal Olciimler

Biyokimyasal analizler icin alinan hipokampus doku ornekleri aliiminyum
folyoya sarilarak plastik kaplara konuldu. Kuru buzda dondurulan bu 6rnekler, -85°C
derin dondurucuda (Nuaire -85°C Ultralow Freezer-Japonya) biyokimyasal testlerin
yapilacagr zamana kadar saklandi. Derin dondurucudan cikarilan hipokampus
dokular bir bistiiri yardimiyla kiiciik parcalara boliindii ve cam tiiplere aktarildi.

Hipokampus dokularinin iizerine soguk 2 ml Tris-HCL tamponu eklendi (pH
7.4, 0.2 mM Tris-HCL tamponu; 0.2 mM olarak hazirlanan Tris solusyonu ve HCL
solusyonu 50/39.9 (v/v) oraninda karistirllarak hazirlandi). Tiim c¢alismalarda bu
tampon kullanildi. Daha sonra dokular soguklugu muhafaza edilerek homojenizator
ile (Ultra Turrax Type T25-B, IKA Labortechnic, Germany) 16000 rpm’de 2 dakika
homojenize edildi. Homojenat iizerine 4 ml daha tampon ilave edildi ve 1 dakika
sireyle tekrar homojenize edilerek siire 3 dakikaya tamamlandi. Homojenat
5000xg’de 1 saat (+4 °C’de) santrifiijlenerek siipernatan elde edildi ve analiz
zamanina kadar (1 hafta) —40 °C’de bekletildi. Elde edilen siipernatanda, antioksidan
enzimlerden olan siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ile
oksidatif hasarin bir gostergesi olan malondialdehit (MDA) degerleri
spektrofotometrik olarak tayin edildi.

SOD tayini: Siiperoksit dismutaz enzim degerleri Sun ve arkadaslarinin (77)
modifiye ettigi metotla belirlendi. Bu metodun prensibi nitroblue tetrazolium’un
(NBT) siiperoksit iireticisi olan ksantin-ksantinoksidaz sistemi tarafindan
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Calismamizda SOD aktivitesi tinite/gram (U/g)
doku proteini olarak ifade edildi.

GSH-Px tayini: Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve arkadaslarinin
(78) metoduna gore calisildi. GSH-Px, hidrojen peroksit varliginda rediikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yiikseltgenmesini katalize eder.
Hidrojen peroksidin bulundugu ortamda GSH-Px’in olusturdugu GSSG, glutatyon
rediiktaz ve NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir. GSH-Px aktivitesi, NADPH’1n
NADP+’ya yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin 340 nm’de
okunmasiyla hesaplandi ve iinite/gram (U/g) doku proteini seklinde belirtildi.

MDA tayini: Lipid peroksidasyon 6l¢iim metodu olan Esterbauer metodu

uygulanarak yapildi (79). Tiyobarbutirik asit ile 90-95 °C’de reaksiyona giren
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malondialdehit, pembe renkli kromojen olusturmaktadir. On bes dakika sonra hizla
sogutulan numunelerin absorbanslart 532 nm’de spektrofotometrik olarak okundu.
Sonuglar nmol/g doku proteini olarak ifade edildi.

2.6. Istatistiksel Analiz

Biyokimyasal parametre (SOD, GSH-Px, MDA) sonugclar1 ile piknotik hiicre
sayllarinin analizi i¢in “SPSS 9.05 for windows” istatistik programi kullanildi.
Gruplarin degerleri “Kruskal-Wallis Varyans Analizi” ile karsilagtirildi. Farkin hangi
grup/gruplardan kaynaklandigini bulmak i¢in “Mann-Whitney U Testi” uygulandi.
Istatistiksel olarak p<0.05 olan degerler anlamli kabul edildi. Elde edilen veriler

aritmetik ortalama + standart sapma (Ss) seklinde tabloya gecirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Bulgular

Siganlara ait hipokampus doku oOrneklerinde, siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim degerleri ve malondialdehit (MDA) diizeyleri
belirlendi.

Orsidektomi grubuna ait hipokampus SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinin,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmis oldugu goriildii
(p<0.05) (Tablo 5, Sekil 10, 11). Oksidatif hasarin bir gostergesi olan doku MDA
degerlerinin ise kontrol grubu ile karsilastinldiginda, orsidektomili sicanlarda
anlaml bir sekilde arttig1 tespit edildi (Tablo 5, Sekil 12). Orsidektomi sonrasi
testosteron uygulanan gruba ait biyokimyasal veriler incelendiginde ise, SOD ve
GSH-Px seviyelerin yiikseldigi, MDA degerlerinin de diistiigii ortaya kondu
(p<0.05) (Tablo 5, Sekil 10-12).

Calismamizin biyokimyasal bulgulari, orsidektomi sonrasi hipokampus’ta
antioksidan savunma sisteminin bozuldugunu ve oksidatif doku hasarinin meydana
geldigini gostermistir. Ayrica, disaridan uygulanan testosteronun orsidektomiye

bagl olarak ortaya c¢ikan bu oksidatif hasar1 6nledigi tespit edilmistir.

Tablo 5. Gruplara ait hipokampus doku orneklerindeki SOD, GSH-Px ve MDA
degerleri (n=7).

SOD GSH-Px MDA
GRUPLAR (U/g protein) (U/g protein) (nmol/g protein)
KONTROL 46,50+8,06 39,62+1,29 14,45+1,72
ORSIDEKTOMI 37,79+5,40" 30,30+0,83" 21,52+0,69"
ORSIDEKTOMIi+ 65,21+4,71 41,67+2,04 18,62+2,27

TESTOSTERON

Degerler ortalama + Ss seklinde verilmistir. *p<0.05 (Diger gruplar ile
karsilastirildiginda).

31



80

B0 4

40 4

U/e protein

20

*

|
GETP

Sekil 10. Deney gruplarina ait SOD degerleri (U/g protein). *p<0.05 (Diger
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Sekil 11. Deney gruplarina ait GSH-Px degerleri (U/g protein). *p<0.05 (Diger
y grup gp p

gruplar ile karsilastirildiginda).
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Sekil 12. Deney gruplarina ait MDA degerleri (nmol/g protein). *p<0.05
(Diger gruplar ile karsilastirildiginda).

3.2. Isik Mikroskobik Bulgular

Hematoksilen-Eosin ile boyanan preparatlarda hipokampus’un piramidal
hiicre tabakasi X40 biiyiitmede eyepieces graticule alaninda incelendi. Bu alana
diisen piknotik hiicrelerin ortalamalar1 alindi. Orsidektomili sicanlara ait
hipokampus doku preparatlar1 incelendiginde, piknotik hiicre sayisinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis oldugu goriildii (p<0.05)
(Tablo 6, Sekil 13-17). Orsidektominin yami sira testosteron verilen grupta ise,
piknotik hiicre sayisinin orsidektomili hayvanlara gore azaldig: tespit edildi (Tablo

6, Sekil 13-15, 18).
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Tablo 6. Gruplara ait hipokampus CA1, CA2 ve CA3 alanlarini iceren piramidal
hiicre tabakasina ait piknotik hiicre sayilar1 (n=7).

GRUPLAR CAl CA2 CA3
KONTROL 0,66+0,02 2,0+0,11 3,50+0,9
ORSIDEKTOMI 2.8140,12 6,65+1,46" 8,05+1,55"
ORSIDEKTOMI- 0,85+0,06 3,71+0,17 4,57+1,25
TESTOSTERON

Degerler ortalama + Ss seklinde verilmistir. *p<0.05 (Diger gruplar ile
karsilastirildiginda).
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Sekil 13. Deney gruplarina ait hipokampus CA1 alaninda bulunan piknotik hiicre
sayist. *p<0.05 (Diger gruplar ile karsilastirildiginda).
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Sekil 14. Deney gruplarina ait hipokampus CA2 alaninda bulunan piknotik hiicre
sayis1. *p<0.05 (Diger gruplar ile karsilastirildiginda).
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Sekil 15. Deney gruplarina ait hipokampus CA3 alaninda bulunan piknotik hiicre
sayist. *p<0.05 (Diger gruplar ile karsilastirildiginda).
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3.3. immunohistokimyasal Bulgular

Gruplarda bulunan sicanlara ait hipokampus doku kesitlerinde
immunohistokimyasal Bax boyamas1 yapildi. Bax proteini dokuda goriiniir hale
getirilerek incelendi. Bu boyamada saptanan reaksiyonun yogunluguna gore
degerlendirme yapilarak dokuda meydana gelen apoptozis belirlendi.

Kontrol grubuna ait hipokampus doku 6rnekleri incelendiginde, herhangi bir
Bax boyanmasinin olmadigi (0) gozlendi (Sekil 19). Orsidektomi yapilan sicanlarda
ise hipokampus yapisinda siddetli bir sekilde immunohistokimyasal Bax
boyanmasinin oldugu (+5) tespit edildi (Sekil 20). Orsidektomi sonrasi testosteron
verilen grupta ise hipokampus’taki Bax boyanmasinin minimal derecede oldugu (+1)
gozlendi (Sekil 21).

Mikroskopik diizeyde elde ettigimiz bu sonuglar, orsidektominin
hipokampus’ta apoptozise yol actigin1 ve meydana gelen apoptotik degisikliklerin

testosteron uygulamasiyla geriledigini gostermistir.

Sekil 16. Kontrol grubuna ait hipokampus CA1l alanindan normal bir goriiniim
(Hematoxylen-Eosin X40).
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Sekil 17. Orsidektomi grubuna ait hipokampus CA2 alan1 incelendiginde, cok sayida
piknotik hiicre (—) goriilmekte (Hematoxylen-Eosin X40).

Sekil 18. Testosteron verilen gruba ait hipokampus CA2 alani incelendiginde, az
sayida piknotik hiicre (—) goriilmekte (Hematoxylen-Eosin X40).

37



Sekil 19. Kontrol grubuna ait hipokampus CA1l alam1 incelendiginde,
immunohistokimyasal olarak Bax boyanmasinin olmadig goriilmekte.
X40.
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Sekil 20. Orsidektomi grubuna ait hipokampus CA3 alaninda siddetli derecede (—)
Bax boyanmasinin oldugu goriilmekte. X40.
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Sekil 21. Testosteron verilen gruba ait hipokampus CA1 alaninda minimal derecede
(—) Bax boyanmasinin oldugu goriilmekte. X40.
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4. TARTISMA

Erkek sicanlar iizerinde gerceklestirmis oldugumuz bu calismada,
orsidektomi sonrasi hipokampus morfolojik yapisinda meydana gelen degisiklikler
ve bu degisiklikler iizerine disaridan uygulanan testosteron hormonunun etkileri
incelendi. Calisma Oncesi yaptigimiz literatiir taramalarinda bu konu ile ilgili
arastirmalarin ~ yetersiz ~ oldugu  goriilldi. Bu nedenle c¢alismamizda,
immunohistokimyasal yontemler kullanilarak, testosteronun hipokampus iizerindeki
etkileri Ozellikle apoptozis yoOniiyle incelendi. Ayrica hipokampus doku ornekleri
biyokimyasal diizeyde de degerlendirilerek yapilan diger c¢alismalarla beraber
karsilastirildi.

Normal fizyolojik sartlar veya herhangi bir patolojik siire¢ sonucu olusan
oksidatif strese karsi canlilarda antioksidan savunma sistemi koruyucu bir rol alir.
Hiicresel diizeyde etkili olan bu sistemde siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimler bulunmaktadir (80).

Yapmis oldugumuz bu arastirmada, orsidektomi sonrasi hipokampus doku
orneklerindeki SOD ve GSH-Px enzim seviyelerinin kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig1 ortaya konmustur. SOD ve GSH-Px
enzim aktivitelerinde tespit ettigimiz bu azalma ise orsidektomi sonrasi dokuda
antioksidan savunma mekanizmasinin bozuldugunu ve oksidatif hasarin olustugunu
gostermektedir.

Oksidatif strese bagli olarak olusan hasarin diger bir gostergesi de
malondialdehit (MDA) seviyesidir. MDA lipid peroksidasyonu sonucu olusan bir
triindiir (81). Yaptigimiz calismada da, orsidektomi yapilan grupta hipokampus
MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde arttii tespit edildi.
MDA diizeyindeki bu artig, orsidektominin lipid peroksidasyon sonucu dokuda
oksidatif hasara yol agtigin1 ortaya koymaktadir.

Son zamanlarda si¢canlar iizerinde yapilmis arastirmalarda gonadektominin,
hem antioksidan enzim seviyelerini azalttigi hem de dokularda apoptotik siireci
baglatarak hiicre o©liimiine neden oldugu bildirilmistir. Klapcinska ve ark’nin
periferik dokularda yapmis oldugu calismada, gonadektomi sonrasi antioksidan
savunma sisteminin negatif yonde etkilendigi, antioksidan enzim (SOD, GSH-Px)

seviyelerinin azaldigi, lipid peroksidasyon diizeyinin ise arttigi gosterilmistir (82).
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Noral dokular iizerinde yapilan arastirmalarda ise gonadektomi sonrasi antioksidan
savunma sisteminin bozuldugu, ndéronlarin sinaptik yogunlugunun azaldigr ve
apoptozis ile hiicre 6liimiine neden oldugu belirtilmistir (83-85). Yapmis oldugumuz
arastirmada da, bu sonuclara benzer veriler elde edilmistir. Immunohistokimyasal
incelemelerimizde, orsidektomi sonras1 hipokampus hiicre sitoplazmalarinda siddetli
derecede Bax boyanmasinin gerceklesmis olmasi orsidektomi sonrast hipokampus’ta
apoptozisin meydana geldigini ortaya koymaktadir. Ayrica, 1sik mikroskobik
incelemelerimizde, hipokampus’un piramidal hiicre tabakasinda kontrol grubuna
oranla daha fazla sayida piknotik hiicrelerin varligi tespit edilmistir.

Testosteron hormonu testis interstisyel dokusunda bulunan Leydig hiicreleri
tarafindan salgilanir. Genel olarak, sekonder seks karakterlerinin olusumundan
sorumludur. Ayrica seksiiel gelisim ve davranislar i¢cin gerekli olan organizasyonda
rol alir. Noron koruyucu oOzelliklere sahip olan testosteron hormonunun ayni
zamanda, antioksidan etkileri de bulunmaktadir. Antioksidan savunma sisteminde
bulunan enzim seviyelerini diizenledigi bircok aragtirmada gosterilmistir. Degisik
dokular iizerinde yapilan bu arastirmalar, testosteronun antioksidan ozelligi ile
oksidatif stres sonucu olusan doku hasarina karsi koruyucu etkisininin oldugunu
bildirmektedir. Noral dokular iizerinde yapilan c¢alismalarda, testosteronun
antioksidan 6zelligi gosterilmistir. Disaridan uygulanan testosteronun doku SOD ve
GSH-Px enzim aktivitelerinde artisa, MDA seviyelerinde ise azalmaya neden oldugu
bildirilmistir (86-88).

Yukaridaki arastirmalara paralel olarak, noral dokularda oksidatif strese
neden olan bazi toksik maddelerin olusturdugu hasara karsi, testosteronun koruyucu
ozelligini gosteren calismalar da mevcuttur. Sicanlarda etanol maruziyetine bagl
olarak cerebellum’da olusan oksidatif hasar ve doku MDA artisinin testosteron
uygulamasiyla geriledigi bildirilmistir. Bununla birlikte ayn1 dokuda kronik etanol
aliminin neden oldugu noroflament kaybinin da bu hormon tarafindan Onlendigi
belirtilmistir (56). Deneysel olarak yapilan bir diger arastirmada da, testosteronun
hipokampus GSH-Px aktivitesini arttirdig1 ifade edilmistir (57). Sigcanlar iizerinde
yapilan diger bir calismada ise pankreas hiicrelerinde streptozisin uygulamasina
bagli olarak meydana gelen apoptozisin testosteron uygulamasi ile Onlendigi

gosterilmistir (59).
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Yapmis oldugumuz bu ¢alisma sonucunda elde edilen bulgular ile daha dnce
gerceklestirilmis olan benzer calismalarin  sonucglari arasinda bir uyum
gozlenmektedir. Arastirmamizda, testosteronun hipokampus dokusunda orsidektomi
sonrasi diisen SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerini arttirdigi, yiikselen MDA
seviyesini ise azalttig1 ve antioksidan etki gosterdigi ortaya konmustur.

Yapilan ¢cogu caligsmada testosteronun noron fonksiyonlar: ic¢in hayati bir rol
oynadigi, normal konsantrasyonlarda (nanomolar diizey) noronlarin korunmasini,
farklilagmasini, biiyiime ve gelisimini sagladig vurgulanmistir (43, 89, 90). Bununla
beraber Estrada ve ark’nin yapmis oldugu calismada yiiksek konsantrasyonlarda (1-
10 mikromolar diizey) zararli etkilere sahip oldugu ve apoptotik siireci baslattig
bildirilmistir (44). Molekiiler seviyelerdeki testosteronun, rat kortikal néronlarinda
sinir biiylime faktor reseptorlerinde artisa, Alzheimer hastaliginda goriillen amiloid
beta peptid seviyesinde azalisa neden oldugu gosterilmistir (91). Bu yiizden diisiik
diizeylerde, yasla beraber insanlarda Alzheimer hastalifina yatkinligin artmasindan
sorumlu olabilecegi belirtilmistir (43, 92). Bunlara ilave olarak depresyon, anksiyete
ve hafiza kayb1 gibi durumlarla iliskili oldugu soylenmistir. Diisiik diizeylerle iliskili
apoptozisin, normal dozunda verilen testosteron replasmamn ile onlendigi, bunlara
bagli semptomlarin azaldigi goriilmiistiir (43).

Testosteronun hafiza ve Ogrenme iizerine olan etkileri konusunda yakin
zamanda bircok calisma yapilmistir. Bu ¢alismalarda hipokampus’un néronal yapi
ve fonksiyonunun testosteron ile degistigi bildirilmistir. Gonadektomi sonrasi veya
androjen miktarinin azaltilmasiyla hipokampus CA1 bodlgesinde bulunan noronlarin
sinaptik yogunlugunda %40-50’ye kadar azalma oldugu tespit edilmistir.
Testosteron ve DHT nun verilmesi ile bu seviyelerin normale dondiigii goriilmiistiir.
Bu etkinin hipokampus’ta bulunan androjen reseptorleri araciligr ile gerceklestigi
belirtilmistir (33, 83, 84). Bu bilgilere uyumlu olarak Wallace ve ark’nin yapmuis
oldugu calismada, overektomi sonrasi hafiza performansinda ©nemli derecede
azalma oldugu goriilmiistiir. Bu azalmanin prefrontal korteks ve hipokampus CAl
bolgesindeki piramidal hiicrelerin dendritik uzantilarinin yogunlugunun azalmasiyla
iliskili oldugu gosterilmistir. Hipokampus CA1 bolgesinde bulunan dendritik

uzantilarinin hafiza fonksiyonu ile ilgili oldugu ve bunlara baglh olarak hafiza ile
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ilgili beyin bolgelerindeki morfolojik degisiklikler sonucu biligsel bozukluklar
meydana geldigi ortaya konmustur (93).

Barreto ve ark’1 yapmis olduklar1 ¢alismada, testosteronun néron koruyucu
etkisinin  bulundugu mekanizmalar icinde gliosisin  kontrolii  oldugunu
bildirmislerdir. Beyin gelisimi sirasinda testosteronun glial fibriller asidik protein
(GFAP), immunreaktif astrosit ve astroglialarin farklilasmasini etkiledigini, eriskin
hipokampus dokusunda ise GFAP’in baskilanmasini diizenledigini belirtmislerdir
(42). Testosteron ve metaboliti olan DHT nun hipokampus ve gyrus dentatus’ta
norogenezisi stimule ettigi (94), N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor baglantilarini
artirarak spinogenezisi arttirdig1 gosterilmistir (95). Ayrica testosteronun, calbindin-
Dygk ad1 verilen kalsiyum baglayici bir protein iizerinden noron oliimiinii 6nledigi
belirtilmistir. Calbindinin santral sinir sistemi gelisimi ve fonksiyonu i¢in 6nemli
oldugu bildirilmistir. Bunun yani sira noronlar icerisinde apoptozise karsi koruyucu
mekanizma olarak ©zel bir fonksiyona sahip oldugu tespit edilmistir. Diisiik
seviyeleri Parkinson, Huntington gibi norodejeneratif hastaliklarla iliskili oldugu
kabul edilmistir. Yapilan calismalarda testosteron ve DHT gibi androjenlerin,
calbindin-D,gx seviyelerini diizenledigi ve buna bagli olarak apoptozisin neden
oldugu hiicre 6liimiinii 6nledigi ortaya konmustur (96-99).

Gerceklestirmis oldugumuz bu arastirmada, testosteron hormonunun
antioksidan 6zelligi mikroskopik diizeyde de ortaya konmustur. Yani, orsidektomi
sonucu hipokampus’ta olusan piknotik hiicre artisinin ve apoptozisin testosteron
uygulamastyla geriledigi tespit edilmistir.

Biyokimyasal, 151k mikroskopik ve immunohistokimyasal diizeylerde yapmis
oldugumuz bu calisma sonucunda, orsidektomili sicanlara ait hipokampus yapisinda
oksidatif doku hasarinin ve apoptozisin meydana geldigi goriilmiistiir. Ayrica
orsidektomiye bagli olarak dokuda olusan bu degisikliklerin disaridan uygulanan

testosteron hormonu ile baskilandig: ve geriledigi tespit edilmistir.
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