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OZET

Sicanlar Uzerinde gercektemis oldugumuz bu cakmada, ogidektomi
sonras! hipokampus’ta meydana gelen morfolojilgigldikler arastirildi. Ayni
zamanda bu dssiklikler Gzerine testosteron hormonunun koruyuckileti de
incelendi.

Arastirmamizda, 230-250 ggaliginda toplam 21 adet Wistar-Albino cinsi
erkek sican kullanildi. Hayvanlar tgitegruba ayrildi. Grup I'deki sicanlar sham-
orsidektomi grubu (kontrol) olarak kullanildi. Grup’'yi¢ ait deney hayvanlarina
cerrahi olarak agidektomi yapildi. Grup llI'e ise grdektomi sonrasi gunlik dozu
0,5 mg/kg olan testosteron propionat 30 gin boywecddi. Deney slresi sonunda
hayvanlar dekapite edildi ve hipokampus doku oOrmektikartildi. Hipokampus
dokularinin bir kismi siperoksit dismutaz (SODtatyon peroksidaz (GSH-Px)
enzim aktiviteleri ile malondialdehit (MDA) seviyainin belirlenmesi icin
kullanildi. Geriye kalan hipokampus doku o6rneklemtin histolojik klemlerden
gecirilerek ik mikroskobu altinda incelendi. Bununla birliktekdilar bax immun
reaktivitesinin belirlenmesi icin immunohistokimyas olarak avidin-biyotin-
peroksidaz yontemi ile boyandi.

Orsidektomi yapilan sicanlarda, hipokampus SOD ve @&&H-enzim
aktivitelerinin kontrol grubuna goére azagidi MDA diizeylerinin de artg goraldo.
Yine bu gruba ait doku oOrneklerinigik mikroskobik incelemelerinde, piknotik
hiicre sayilari ile bax immin reaktivitesinin kohtgyubuna gore 6nemli oranda
arttigi  tespit edildi. Ogidektomi sonrasi testosteron verilen sicanlarda, ise
hipokampus SOD ve GSH-Px enzim aktivitesinin yidiggl MDA seviyelerinin de
azaldgl goruldi. Ayrica bu grupta, @dektomiye bgl olarak olgan bax immin
reaktivite artginin ve histopatolojik d@sikliklerin geriledigi belirlendi.

Biyokimyasal, $ik mikroskobik ve immunohistokimyasal diizeylerdeiyas
oldugumuz bu argtirma sonucunda, gidektomiye bl olarak hipokampusta ofan
oksidatif doku hasarinin ve morfolojik glgikliklerin testosteron hormonu ile
baskilandgl ortaya kondu.

Anahtar kelimeler: Hipokampus, testosteron,  sidektomi,

immunohistokimya, sican.



ABSTRACT
Immunohistochemical Investigation of MorphologicalStructure of
Hippocampus in Testosterone Administrated Rats

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

In our investigation, a total of 21 male Wistar-ib rats weightness 230-
250 g were used. Animals were divided into thregaégroups. The rats of group |
was used sham-orchidectomy (control). The animélgroup Il were operated
orchidectomy. The rats of group Il was administchtestosterone propionate, every
day 0,5 mg/kg, for 30 days after orchidectomy. #& &nd of the study animals were
decapitated and the hippocampus tissue specimens regenoved. Some of the
hippocampus tissues were used for determinatiosupéroxide dismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GSH-Px) enzyme activiteas]y malondialdehyde (MDA)
levels. The remaining hippocampus tissue specinvesie stained with routine
histological methods and examined under the ligidrascope. Additionally, the
samples were immunohistochemically stained usindjra¥biotin-peroxidase method
for determination bax immunoreactivity.

The SOD and GSH-Px enzyme activities of hippocasnwere decreased, and
MDA levels were increased in rats orchidectomy weoenpared with the sham-
control group. In the light microscopic evaluatibssue specimens of this group,
significantly an increase were detected number afngiic cells and bax
immunoreactivity were compared with the sham-cdmgroup. However, an increase
was observed in activities of SOD and GSH-Px enzyared a decrease of MDA
levels in animals of orchidectomy plus testosteraas observed. Furthermore, it
was determined that increase of bax immunoreagtant histopathological changes
were regressed caused by orchidectomy in this group

Results from this biochemical, light microscopicidaimmunohistochemical
study revealed that orchidectomy-induced oxidatitsssue damage and
morphological changes in the hippocampus were sapteby testosterone.

Key words: Hippocampus, testosterone, orchidectamgunohistochemistry,

rat.
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1. GIRIS

1.1. Hipokampus

Dis ylUzunun gorinami ko¢ boynuzuna bengedgin 6nceleri cornu
ammonis adi ile anilan bu gluma, deniz atina benzeiiinden dolay! hipokampus
adi verilmitir. Filogenetik olarak beynin en eski bolimlerindari olan hipokampus
frontal kesitlerde C harfieklinde goérular (1-3).

1.1.1. Embriyoloijisi

Fissura choroidea kavsininsdparcasindan gakn hipokampus’'un geim
sureci, boélgede bulunan Onci ndronlarin (néral @ndgrler) cg@almasi ve goc
etmesi ile bglar. Boylece hemisfer duvari bir yandan kalgnleen, dger yandan
ventriktlin medial kenarina @au bir ¢ikinti yaparak hipokampus’'u meydana getirir
(1, 4-6).

1.1.2. Morfolojik Yapisi

Gri cevher tabakasindan ¢an hipokampus, lateral ventrikiliin alt boynuz
tabani boyunca uzanir. Ventrikile bakan ylzi kosyakmisferin alt kismina bakan
yuzl ise konkavdir. Uzunfu yaklagik 5-8 cm’dir (7). Pes hippocampi adi verilen
geng On kisminda penceye benzeyen 2 veya 3 yuzeysehticikulunur. Bu
cikintilara ise digitationes hippocampi adi verillipokampus’'un konveks olan
ventriktler ylUzeyi kendi hucrelerinden gelen akaom olyturdugu alveus ile
ortaludar. Bu lifler medialde serit seklinde birbirine yaklgarak fimbria
hippocampi’yi olgturur. Fimbria hippocampi’'nin arka ucu alveus ilelikie crus
fornicis’'i meydana getirir. On ucu ise uncus gyipgocampi'nin beyaz cevherinde
sonlanir. Alveus’tan gelip fimbria’'ya dahil olanflér, fornix'in baslangicini
olusturmaktadir (1-3, 7-10%€kil 1).

Hipokampus, cornu ammonis’in $aharflerini temsilen CA olarak da
tanimlanir.icerdigi hiicre farkhliklarindan dolayr CA1, CA2, CA3 veA@ olmak
Uzere dort alana bolunngtiir. Bu alanlardassubiculum’a en yakin olani CA1, gyrus
dentatus’a en yakin olani ise CA3't(&, 3, 11, 12)Gyrus dentatus’un bir parcasi
veya hilusu olarak adlandirilan CA4 alani ise, GA&ni ile gyrus dentatus arasinda
bulunmaktadir. Fakat bu alan, icefidinticre yapisi ve Iganti lifleri acgisindan

CAZ3'ten farkl olmadgi icin modern siniflamadan cikarilghr (11).



Sekil 1. Beynin i¢ oblik goringu. 1- gyrus dentatus, 2- hipokampus, 3-
corpus amygdaloideum, 4- corpus mamillare, 5- hixysis, 6-
bulbus olfactoris, 7- hypothalamus, 8- comissurger@or, 9- gyrus
cinguli (3).

CA3 alaninda bulunan hicrelerin en 6nemli 6ggllidentat graniler
hicrelerden gelen mossy lifleri’'ni almasidir. Buakdpiramidal hicrelerin boyutu
diger alanlardaki hiicrelere gore daha fazladir. Pdafflcrelerin en ygun oldyu
alan ise CA2 alanidir ve bu alanda mossy liflen’'nkayboldgu go6ralur.
Supramamillar bélge ve hypothalamus'tan CA2 alanyasun lifler gelir.
Hipokampus’un en karme bélgesi CA1 alanidir. Buayukltkleri birbirindemrkl
piramidal htcrelerin bulungw bu alandaki noéronlarin %210’unu interndronlar

olusturur (2, 11).

Hipokampus histolojik olarak, ventrikiler ylzeydeaterine d@ru yedi
tabakadan okmaktadir (11) $ekil 2):

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

afferent ve efferent lifler igerir (2, 3).

2-Stratum oriens: Bu tabakada internéronlar ileampidal hicrelerin bazal
dendritleri yerlemistir. Burada bulunan ndéron aksonlarininggoalveus liflerine
katilir. Diger hiicre aksonlari ise en derinde yer alan molekéabakaya kadar uzanir
(1, 11).



3-Stratum pyramidale: Piramidal ve Golgi Tip Il Inélerinin fazla bulunmasi
bu tabaka icin karakteristiktir. Hipokampus'a asdklini veren bu tabakadaki
piramidal hicrelerin dizilimidir. Bu hucrelerin tabi hipokampus’un ventrikiler
yluzeyine d@ru donaktir. Bazi hiicrelerin her iki kutbundan aikengin pleksusga
piramit gorinimuine neden olur. Piramidal hicrelaite aksonlar stratum oriens
tabakasini gegerek alveus liflerine katilir. Bu felerin bazal-apikal dendritleri de
komsu tabakalara kadar uzanir (2, 13).

Piramidal tabakada, @mik yollar takip eden kisa aksonlu hucreler de
mevcuttur. Bunlardan biri, hipokampus’un stratunews ve stratum pyramidale
tabakalarn arasindaki gecibolgesinde bulunan sepet hicreleridir. Bu hcreler
hipokampus’un i¢ aktivitesini duzenler. Sepet hieniain aksonlari alveus
hippocampi'ye gramadan zit yonde ilerler ve piramidal hicrelergvresinde

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

4-Stratum lucidumicerdigi yosunsu (mossy) lifler CA3 alaninda bulunan
piramidal hicreler ile h#anti sglar. Bu tabaka, CAl1 ve CA2 alanlarinda
bulunmaz (11).

5-Stratum radiatum: Piramidal tabakanin sinirinéansal olarak uzanan
dallara sahip olan bu tabaka gebir ag yapisindadir.

6-Stratum lacunosum: Area entorhinalis'ten (Brodma8 nolu alan) gelen
onemli afferent lifler burada sonlanir.

7-Stratum moleculardnce sinir lifleri ve ¢ok az sayida noron igerir.

Bazi yazarlar tarafindan son 3 tabaka “stratum oubdee” adi altinda tek bir
tabaka olarak kabul edilir. Bazi kaynaklar ise gartabakay! “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 tim duyusal uyanlicerir. Orngin Area

entorhinalis’ten gelen duyular dort yolla hipokarsjauiletilir:

1-Perforant yollar: Entorhinal korteks’ten gelersaklar, subiculum boyunca
gyrus dentatus’a ilerleyerek tim hipokampus’giblia
2-Yosunsu (mossy) lifler: Gyrus dentatus’tan CA8naha gider.



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

3-Schaffer kollateralleri: Piramidal htcre liflerolup CA3 ve CA2
alanlarindan CA1 alanina gf uzanir.

4-Alvear lifler:  Subkortikal alanlardan gelen bufldr alveus’tan
hipokampus’a gecer. Hipokampus'un CA1l alani ileisulom’un i¢ tabakasina
dagilr (1, 8, 15-17).

Gyrus parahippocampalis’ten uyarilar alan hipokaspmelen bu uyarilari
fornix yolu ile corpus mamillare, area septalis Vg/pothalamus’'un bazi
cekirdeklerine gonderir (18). Ayrica fornix aragtlile nuclei anteriores thalami,
area hypothalamica posterior, corpus mamillare,a aeptalis, substantia
innominata, area tegmentalis ventralis, nuclei eapé nucleus parabrachialis’ten

hipokampus’a lifler gelir (1, 19).

1.1.3.2. Efferent yollar

Hipokampus'un en buyldk efferent yolu fornix’tir. pbkampus ve
subiculum’dan bgayan miyelinli lifler, alveus’tan fimbria hippocagmiye gecer.
Sayilar 1.2-2.7 milyon arasinda gilgen bu lifler, splenium corporis callosi'nin

altinda crus fornicis; thalamus’un arkasinda isgg® fornicis olarak devam eder.



Her iki crus fornicis arasinda ¢apraz yapan lifleoenmissura hippocampi adi verilir.
Corpus fornicis'ten sonra columna fornicis olarakaman aksonlar, foramen
interventriculare dninde kavis yaparak nuclei aotes thalami ve nucleus dorsalis
lateralis thalami’ye lifler verir. Bu liflere postenissural lifler adi verilir. Buradan
hypothalamus’a uzanan liflerin go corpus mamillare ve nucleus ventromedialis
hypothalamica’da sonlanir. Columna fornicis’'ten eoissura anterior'a ayrilan az
saylidaki fornix lifleri ise area septalis, subsi@mnominata ve area hypothalamica

rostralis’e gecerler (1, 2, 4, 13).

1.1.3.3. Papez Devresi

Papez Devresi hipokampus’uns dbgglantilarini ifade eder. Klasik Papez
Devresi  sirasiyla; hipokampus, fornix, corpus mé#mnd, tractus
mamillothalamicus, nuclei anteriores thalami, gyrusinguli, gyrus
parahippocampalis ve hipokampus’a gerglaatilar yapan néronlari kapsar (2, 18,
20). Papez Devresi icinde uyarilarin, bilardo toplen carpmasi gibi, ardarda
birbirlerini izlemesi, yaadgimiz bir duygunun giderelkiddetlenmesine ve iz
birakmasina neden olur. Duygusal tepkilerin olabg8micin papez devresinin iyi
calismasi gereklidir (2, 4, 20B€kil 3).

Her iki hipokampus, komissural yollar ile ganti icindedir. Dejenerasyon
metoduyla yapilan ¢ainalarda, hipokampus’tan neocortex’egdadan giden yollar
saptanmytir (2, 3).

1.1.4. Fizyolojisi ve Kimyasi

Hipokampus’ta monoaminerjik, kolinerjik, GABAerji&afferentler bulunur.
Ornesin; glutamat ve aspartat, hipokampus'tan en cokgilsadan eksitator
transmitterler olarak bilinirler. Stratum oriens’@matostatin-immunoreaktif ve
glutamat dekarboksilaz (GAD)-immunoreaktif liflerstratum lacunosum’da
somatostatin-immunoreaktif lifler, stratum pyramelde glutamat dekarboksilaz
(GAD)-immunoreaktif ve kolesistokinin (CCK)-immureaktif lifler, stratum
radiatum’da ise glutamat dekarboksilaz (GAD)-immueaktif lifler yer alir.
Bununla beraber hipokampus’unggoalaninda vazoaktif intestinal polipeptid (VIP)
ile CA3 alanina giden mossy liflerinde bir opioid pdpbilan dinorfin yaygin olarak
bulunur (2, 11).



Sekil 3. Papez devresi: Hipokampus’tan (1) cikan lifler sy fornix (2),
corpus mamillare (3), nuclei anteriores thalami, @yrus cinguli
(Brodmann 24, 29, 30 alanlari), gyrus parahippocdi®p(5)
yolunu izleyerek hipokampus’a geri donerler (3).

Uykunun REM safhasinda, hipokampus'garet eden seratonerjik raphe
nukleuslari aktiftir. Bu safhada yakin hafiza ilgili bilgiler saglamlastirilir. Derin
uykuda yapilan neokortikal elektroensefalogram (EBGyitlari, dizenli ve
senkronize ritim gOsterir. Ancak hipokampal EEG IKay desenkronizedir.
Uyanikliik durumunda ise neokortikal kayitlar dekenize olmasina pmen;
hipokampus’un EEG kayitlari yayave diuzenli bir ritim go6sterir. Hipokampus'ta
gorilen EEG dalgalari, ritmik sintzoidal tiptekietd dalgalaridir. Bu durum
yapinin spontan aktivitesini ve bilincin ggk devreler ile ilgkili oldugunu
gostermektedir (1, 13).

1.1.5. Fonksiyonlari

Hipokampus’un karmgk yapisi ve beyinde bulunan bir ¢cok bdlge ile pakski
icinde olmasi hipokampus fonksiyonunun taniminiegbrmaktadir (2, 9, 10, 21, 22).

1948 yilina kadar, hipokampus'un sadece koku géi ibldugu bilinirdi (7).
Ancak daha sonra yapilan gatalarda, hipokampus ggiinin bulbus olfactorius
gelisimine paralel olmagh ve koku yollarinin gejmedii bazi insanlarda,

hipokampus’un normal getigi gbzlenmitir (2, 8, 11).



GoOrme, itme, koku, dokunma, i¢ organ duyulari gibi heditiduyusal uyart,
kiicik bir alan dahi olsa, hipokampus'u aktive ed¢ipokampus ise hypothalamus,
ventral thalamus ve limbik sistemingdr bolgelerine sinyaller gonderir. Bdylece
hipokampus, hareketlerin davranbicimine doéngmesinden ©nce, limbik sistemi
etkileyerek davraglarin sekillenmesine neden olur (13). Bundan dolay! hipgbas’un,
gelen duyusal sinyalleri icerisinden geciren elkbimal rolti oynagh distnulebilir (23).

Yeni bilgilerin depolanma kapasitesi olarak bilindmsa sureli hafizanin,
hipokampus ile yakindan ilgisi bulunmaktadir (24).2Bu nedenle verbal veya
sembolik uzun sureli anilarin kalici olabilmeshigig ve sol hipokampus’a gereksinim
vardir (2, 8, 13, 23). Ayrica gorsel hafiza ildlilpnksiyonlarda sg, s6zel hafiza ile
ilgili fonksiyonlarda sol hipokampus bdlgesi dalezla aktivite gostermektedir. Bu

bdlgelerin lezyonlarinda da ilgili hafizalarda kagelsmektedir (26, 27).

Hipokampus 6n bdlgesinde 6stradiolti konsantre edeonlarin saptanmasi ve
yapilan ¢caimalarda hipokampus’un uyariimasi ile ovulasyondbisyonun olgmasi,
hipokampus’un endokrin fonksiyon (zerinde de etikmsiolduzunu gostermektedir.
Ayrica fornix’in kesilmesi sonucu adrenokortikotibpghormon (ACTH) saliniminda

bozukluk oldgu saptannstir (4).

Bunlarin yani sira hipokampus’un; cerebral cortélzerine olan retikuler
aktivitenin ayarlanmasi, heyecanin kontroli vergaalara ait aktivitenin dizenlenmesi

gibi fonksiyonlari da bulunmaktadir (2, 3).

1.1.6. Lezyonlari

Hipokampus’un dgisik alanlarinin uyariimasi kizginlik, sakinliksia seks
gudusu gibi davragibicimlerinin gérilmesine sebep olur. Hafif uyasmnda ise,
uyarim bittikten sonra bile saniyelerce suren Ipiteptik nobet gorulir. Bu nobetler
sirasinda birey bilinclidir ve gercek olmgdn bildigi koku, gérme, gitme, dokunma
ve benzeri tarzda hallusinasyonlar tanimlar (23, 28

insanda hipokampus'u igine alagakilde lobus temporalis'in medial pargalarinin
iki tarafli ¢cikarilmasindan sonra hafiza kaybireveten, Kliver-Bucy Sendromu adi
altinda bgka belirtiler de gorultr. Bu belirtiler;

-Cins, tur, canli, cansiz ayirimi gozetmeksizitildek sekstiel aktivitede artma,

-Gorulen objelere anlam verememe,



-Yeniseyleri hafizalarinda tutamama ve yeni becerilee @dememe,

-Korku ve kizginlik duygusunun kaybolmasi,

-Uysallik,

-Yiyecekleri uzun stre koklayip kontrol ettikternsa yeme ve yiyecek olmayan
cisimleri de yemeye ¢ama gibi beslenme akanliklarinda dgisiklikler ortaya cikar (1-
3, 28, 29).

Kronik malnutrisyon, tiamin eksilgi, alkolizm, kanama, enfarktis gibi
nedenlerden sonra, hipokampus’ta cift tarafli ledy0 ortaya c¢ikabilir. Bu lezyonlar
sonucu yeni hatiralar kaydedilemez ve Korsakoffdg@mu (Dismnezik Sendrom) adi
verilen bir amnezi durumu meydana gelir. Bu sendi@kn hastalar yeni gienilmis
becerileri uygulayamazlar. Fakat rahatsizlanmadace Ggrendikleri karmaik isleri
bagarabilirler. Ayrica hastalar kendi gegimie ilgili hayal veya konftizyon tarzi sagma
deneyimler anlatirlar ve buna kendileri de inanirBu duruma konfabulasyon adi
veriimektedir (18, 28, 30, 31).

Hipokampus lezyonlarindaki davrandesisikliklerinin, kortikal ve duyusal

uyaranlardan gelen bilginin kodlanamamasi sonuayagciktg belirtimektedir (13).



1.2. Testosteron Hormonu

1.2.1. Biyokimyasi

Kimyasal formualt 17 B-Hidroksi-4-androsten-3-on olan testosteron, 19
karbonlu (19 C) ve steroid yapida androjen bir hmrdur. Ortasinda 4 adet
siklopentanoperhidropenantren cekirdek halkasi urduilave karbonlar g, Ci3
konumuna eklenmgiir (32). Lipofilik karakterde olan bu hormon ango reseptori
olsun ya da olmasin organizmanin butiin hiucrelehatlikla nufuz edebilir (33).
Testosteronun oncelikli prekirsoria 27 karbonlu (Q7kolesteroldur. Kolesterolden
oncelikle sitokrom p-450 yan zincir kirici enzim4pQ;.) aracilgl ile pregnenolon
olusur. Pregnenolondan ise 5 ayrn enzim arggila [3 [ hidroksisteroid
dehidrogenaz ($ OHSD), A 5,4 izomeraz, 1% hidroksilaz, G7.oo liyaz, 17
hidroksisteroid dehidrogenaz (I37OHSD) ] testosteron ofmaktadir (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 é&distir).



Sekil 5. Testosteron hormonu (§H250-) (32).

1.2.2. Biyosentezi ve Metabolizmasi

Testosteron testikiler dokuda yertés olan Leydig hucreleri tarafindan
dretilir. Bu hormonun sentezi 6n hipofizden salgda Liteinizan hormonun (LH)
kontroll altindadir. LH, Leydig hicrelerinin plazm@embranlarindaki reseptorlere
baglanarak adenil siklazi aktive eder ve intrasell@d@&MP dizeyini artirir. Sonug
olarak cAMP arti yolu ile testosteron uretimi uyarihr (23, 32,-38). Follikuler
stimtlan hormon (FSH) ise sertoli hiicreleri tardéin Uretilen androjen Beyici
protein sekresyonunu artirir. Bu protein testosteite balanarak tibul limenine
salgilanir. Lumende biriken testosteron spermategemyarip spermatogenezin
devamini sglar (23, 34, 35, 37, 38). Ayrica kan yolu ilgitean testosteron erkek
genital sistem bezlerine ve gér bircok organa etki eder (34, 38). Testosteron
hormonu negatif feed-back mekanizmasi ile GnRH @sdotropin salgilatici
hormon) ve gonadotropinlerin (LH, FSH) sekretuvativatesini baskilar (32-35, 39)
(Sekil 7).

Spermatik venlerdeki testosteron konsantrasyon6®pg/dl'dir. Plazmaya
giren total testosteron miktari ise 6-7 mg/gun’dée bu miktar testosteron
hormonunun kan dretim orani olarakgddendirilir. Periferik olarak sentezlenen
testosteron miktari ise total plazma testosteroktannin %5’inden daha az olacak
sekilde hesaplanir. Metabolik klirensi 1000 L/24 tsadan hormonun plazma
yarilanma omri 10-20 dakikadir. Prepubertal dénerkae testosteron duzeyleri
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distktar, 12-17 ya grubu olan pubertal donemde ise bu diuzeyler adntmlar.
Testosteronun yekin erkeklerdeki gunlik ritmi sabahlar artma,saka dgru

azalma yonundedir (34, 35).
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Sekil 6. Testosteron hormonu ve metabolitlerinin biyosent€2) (Modifiye

edilmistir).
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azi ise kortikosteroid Iggayici globulin'e (CBG,

Hipotalamus +7
/ GnRH

Hipofiz
Testaﬁt&rm LE—I FSI—E
| JW
Testis
Testosteron

Sper

Sekil 7. Erkeklerde hipotalamik-hipofizial-gonadal yol. Né§deed-

back mekanizmasi (Artsaretler uyarici, eksgaretler inhibitor

etki gosterir) (39) (Modifiye edilnstir).

Karacgerde Uretilenf globulin, seks hormonu Beyici globulin (SHBG)
veya testosteron Ostrojen ghayici globulin (TEBG) olarak adlandirilir (32).
Dolasimdaki testosteronun %57’si SHBG'ye, %401 aloum{@8, 32-35), %1’inden
transkortin) lganir (34).
Testosteronun geriye kalan %2’lik kismi ise dofada serbest formda bulunur ve
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aktif olan kisimdir. SHBG'ye kganan testosteron, vicutta iki yol arggyia
metabolize olur.ilk yolda karagker dahil tum dokularda aktivitesi az olan veya
inaktif durumda olan 17 ketosteroidlere dguiiulir. Olwan 17 ketosteroid
metabolitleri androsteron ve etiyokolanolon da kagerde glukoronat ve silfat ile
konjuge olduktan sonra idrarla atilir. Daha etdan 1l. yol ise primer olarak hedef
dokularda meydana gelen ve aktif olan dihidrotéstosiun olgtugu yoldur (23, 32,
34, 35). Bu primer dokular vesicula seminalis, pagds genital organlar ve derinin
bazi bolgeleridir. Oier hedef dokular ise Wolf kanali, spermatogonyasldca
kemikler, bobrekler ve beyindir (32).

Testosterondan & rediiktaz enzimi ile dihidrotestosteron hormonwoty(23,
32-36). Insan testisi giinde 50-1Q0@y/dl dihidrotestosteron salgilamasina skisk
dihidrotestosteronun o periferik dongiimden elde edilir (32). Eskin erkeklerde
dihidrotestosteronun iceii testosteronun 1/11'i kadar olup gunde 611 ng/dl
testosterona kaik yaklasik 56 ng/dl dihidrotestosteron uretilmektedir (335).
Testosteronun ufak bir ylzdesi (%1-5) beyinde O6ndoml reaksiyon olarak kabul
edilen aromatizasyonla Ostradiole démigktedir (32-34). Gucli bir androjen olan
androstenediol (%2 oraninda) de testosterondauio{32).

1.2.3. Fonksiyonlari

Testosteron genel olarak, belirgin erkek karaktgrile olusumundan
sorumludur. Larynx mukozasinda hipertrofiye ve herygenglemesine sebep olarak,
sesin tipik bas erkek sesi karakterini almasi@lasa Vucut killarinin biyimesine
neden olur (23, 35). Testosteron proteinler Uzekndenel anabolik etkisi ile kas,
kemik, kemik iligi (eritropoez), immuin sistem ve beyindeki metabadiaylar da
dizenler (23, 35, 39). Bazal metabolizma hizinunart Tim vicutta derinin
kalinlasmasini, derialti dokusunun guiclenmesini ves ygezlerinin sekresyonunun
artmasini sgar. Kemik matriksinin total miktarini ve kalsiyurdepolanmasini
artirarak, kemiklerin dayanikl@inin artmasina neden olur (23). Testosteron gen
regulasyonu, erkek tipi davrata ilgili bazi kompleks fizyolojik olaylari da
etkilemektedir (32). Bunlarin ginda spermatogenezisin gercaklailmesi icin
testosterona gereksinim vardir (23, 40).

Puberta sonrasi sekonder seks karakterlerinin vksieé organlarin

gelisiminden sorumlu olan testosteron, erkeklerde libideksuel ilgi ve seksuel
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aktivitenin artmasini gar. Ayrica erkek aksesuar bezlerinin [prostat,ndlda
bulbourethralis (Cowper bezi) ve vesicula semindtisksiyonlarini surdtrir (32, 34,
36, 39, 41).

Epididymis’de testosteron ve dihidrotestosteron niamlar  yiksek
dizeylerde bulunur. Bu duzeyler epididimal fonksiyacisindan onemlidir. Bazi
epididimal proteinlerin sentezi androjenleregioali olarak gerceklgr. Yapilan
aragtirmalara gore androjen replasman tedavisi ile idprdis’de, sperm hareket ve
fertilizasyon maturasyon samalarinin devami ve sperm depolama yeiene
diuzeldgi goralmistur (34).

Fetal hayatta testosteron, Wolf kanalindan epididynas deferens, vesicula
seminalis ve ductus ejaculatorius getini sagslar. Dihidrotestosteron ise penis,
scrotum ve prostat ojumunu indukler. Dihidrotestosteron yokglinda labium
major, labium mindr, klitoris ve vajinanin 2/3 d&blumu gelsir (5, 23, 35, 36).
Ayrica erkek fetliste testislerin scrotuma inmeBi i@stosterona ihtiyag vardir (23,
35).

2-14 yalari arasinda her iki cinste hemoglobin dizeyirafaha sonra, 20
yasina kadar bu dizey erkeklerde artarken kizlardalirazaestosteron ve
metabolitleri, hem eritropoietini artirir hem de gdadan eritroid hicre yapimini
uyarmaktadir. Klinefelter sendromu gibi testikilaipogonadizm durumlarinda
gorulen hafif anemi, testosteron tedavisi ile diiZ80).

Testosteron beyindeki bazi metabolik olaylari etkiBeyinde tUreme, seksiel
ve agresif davraglarin dizenlenmesini gkar. Ayrica analjezik ve anksiyolitik
etkilere sahip olan testosteron, ruh halini venbilide etkiler (33, 42). Aromatase
enzimi, @renme ve hafizada hayati yapilar olan hipokampus oceogpus
amygdaloideum’da bulunur. Testosteron etkisini,dstrojen veya bir androjen gibi
gOsterebilir. Boylece bysel aktivite Uzerindeki testosteronun etkisini gosh
calismalarin  dgerlendiriimesinde, Onemli olan testosteronun, begkn bu
hormonlara dorgebileceginin bilinmesidir. Yapilan deneylerde androjen raikhin
azaltimasiyla hipokampus’ta sinaptik dansitenin 0%d4oraninda azal@gh
gOsterilmitir.  Testosteron replasmani ile sinaptik dansiteniormale doénmesi
testosteronun, hipokampus’un fonksiyonu ve fizyisloj  degistirdigini
gostermektedir (33).
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Noroprotektif 6zelliklere sahip olan testosteronerkezi sinir sistemi
fonksiyonlari igin 6nemli bir role sahiptir. Santsanir sistemi yaralanmalarini iceren
norodejenerasyonun farkli deneysel modellerindeosésronun, néronal 6lumu
engelledgi bildirilmistir. Noronlarin  korunmasini, farklgenasini, biyime ve
gelisimini saglayan testosteron hormonunun salgilanmasindaki kbailar, noral
dokularda apoptozisin tetiklenmesine yol agmakta@2-44). insanda plazma
testosteron seviyesinin azalmasi, norodejenerastatklarin gekimi icin bir risk
faktorti olarak gorulmektedir (42, 43). Beyin hasaonucu olgan gliozisin ve
astrosit cgalmasinin testosteron hormonu tarafindan onfgiddirilmi stir (42, 45).
Ayrica testosteronun erkeklerde, uzaysal ve sopssibal) hafizadaki azalmayi
onledigi belirtilmistir (43, 46). Yapilan deneysel cahalarda testosteronun
antiepileptik etkilere sahip ol@gu ortaya konmgtur (47).

Testosteronun kalp uUzerine koruyucu etkileri bulyfwhu belirten
argtirmalar da mevcuttur (48). Yapilan anjiografik igadalarda dglik testosteron
seviyesi ile ateroskleroz plaklarindaki gt paralel olarak seyregii goralmustir
(49, 50). Hipotestosteroneminin hipertansiyon, tkpagulasyon, hiperfibrinojenemi
ve hiperinsilinemi gibi durumlarla gkili oldugu bildirilmistir (50). Bununla birlikte
testosteronun fibrinolitik aktiviteyi artirip fibmbjeni azaltarak koroner arter
hastaliklarini 6nled bildiriimektedir (51).

Yas artil ve testosteron gukliginin beraber oldiw durumlarda cesaretin
azalmasi, depresif durum, irritabilite, anksiyegesinirlilik gibi psikolojik belirtilere
ilave olarak motivasyonda azalma ve yorgunluk sempdri ortaya c¢ikmaktadir
(52). Bu gibi durumlarda testosteron replasmanmpemlari azaltarak kinin
kendini daha iyi hissetmesini@ar. Depresyonlu hastalarda da testosteron duzeyler
siklikla distiik bulunmytur (53). Ayrica diglk testosteron seviyeli yia erkeklerde
eklem ve kas yakinmalari, terleme, sicak basmagdw uhtiyacinda arf, uyku
bozukluklari, kuvvette azalma ve kendini iyi higeetne gibi somato-vejetatif
belirtiler 6n plana ¢ikmaktadir. Bunlara hafiza kensantrasyon gugii de slik
eder. Vicuttaki ya orani artarak, kardiyo-vaskiler hastalik riskilddegir. Kemik
kitlesindeki kayba b&i olarak osteoporoz gelmi de goralur (52, 54). Ereksiyonda
zayiflama, orgazm olamama, ejakulat voliumundgikiik ve libido azalmasi ortaya

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

Testosteronun hipokampus’'t amiloid toksisitesi ve oksidatif stresin
yapmsg oldugu néron olumand azalg bildirilmistir (47). Ayrica, beyinde kronik
etanol alimi ile olgan noéroflamentlerin kaybini 6nleyerek, etanolintikidmis
oldugu oksidatif strese kar koruyucu bir 6zellik gostermektedir (56). Oksidlat
stresin neden oldw hicre kaybi sirasinda anahtar bir rol oynayartagtan
peroksidaz, apoptozisin regulasyonunuglaa Testosteron ise hipokampus
dokusunda glutatyon peroksidaz seviyesini artiraregidatif stresin neden olgu
hasari azaltir (57). Katalaz enzimi reaktif oksij@nlerine kagl defansta, detoksife
enzim olarak 6nemli bir rol oynar. P0molar konsantrasyonda verilen testosteron,
beynin bazi bolgelerinde katalaz aktivitesini arak bu defansa katkida bulunur
(58). Testosteron; prostat, pankreas gibi bazi Bo#a oksidatif stres ile kili olan

superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz enzinyséarini de dizenler (59).
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1.3. Apoptozis

Apoptozis, gelimis organizmalarda fonksiyoneklévi bozulan htcrelerin
cevreye zarar vermeden programli 6limidir. Embd§neminden itibaren kiar
ve yaam boyu devam eder (60). Apoptozis Yunanca'da ago)(ve ptozis:(dgen)
kelimelerinin birlgtiriimesiyle olusmus yaprak dokimuni tanimlayan bir kelimedir
(61, 62). Ceitli fizyolojik ve patolojik durumlar sonucu ortaygkar. Embriyonal ve
fetal gelsimde, yahlikta, hormon azalmasina @$a involiisyonda, hicrenin
hasarlarinda ve immun reaksiyondasahilmektedir (61-64).

Apoptozis nekrozdan farklidir. Homeostazi koruyanskire¢ olan apoptozis
genlerle dizenlenir. RNA, protein sentezi ve egergereksinim duyar. Nekroz ise
inflamasyon yanitinin galigi patolojik hiicre dlumudir. Nekrozda ATP miktar
azalir, hiicre homeostazi hizla bozulur (62).

1.3.1. Apoptozisin Homeostazifcindeki Yeri

1. Metamorfoz veya wanma sonucu fonksiyonlarini yitirgihtcrelerin
ortadan kaldiriimasi,

2. Endometrium, prostat ve meme dokusu hicrelerimolenona bgimli
invollsyon,

3. Gastrointestinal sistem hucreleri veya deri ghbirekli ¢@alan hicre
gruplarinin azaltiimasi,

4. Immiin hiicrelerinin segimi.

1.3.2. Apoptozisin Patolojik Sureclerdeki Rolu

1. Tumoran bayumesi ve regresyonunda hiicre olumda,

2. Hormona bgml dokularda patolojik atrofi,

3. Karacger, pankreas, tukrik bezi gibi parenkimattz orgalaladuktus
tikanmasina kg patolojik atrofi,

4. Sitotoksik T lenfositleri ile okturulan hiicre 8limda,

5. HCV, Adenovirus infeksiyonlari gibi bazi virahstaliklarda hiicre olumd,

6. Hipoksi, radyasyon gibi g#li zedeleyici etkenlerle okan hicre 6lumu
(60-62, 65).

Apoptotik sure¢ esnasinda, hiicrede bir cok morfolbggisiklikler meydana
gelir. Bu deisiklikler; htcrelerin kigulmesi, buzinesi, kromatin ygunlasmasi,
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niklear piknoz ve parcalanma, sitoplazmik tomuranokia ve apoptotik
cisimciklerin olyumu ile karakterizedir (60, 61, 63).

1.3.3. Apoptotik Surrecteki Hiicre Olumi Asamalari

-Apoptozisin balatiimasi,

-Hucre ici proteazlarin aktivasyonu,

-Hucrede meydana gelen morfolojikgagklikler,

-Fagositoz (61, 64).

1.3.3.1. Apoptozisin Bglatiimasi

Hucre ici ve hicre dindan kaynaklanan sinyaller apoptotik surecte ietkil
olur. Bu uyarilar sonucu hicrede, ilgili genetik kapizma harekete gecer ve
apoptozis bgar. Hlcre icinden kaynaklanan sinyaller metabolzmwe siklus
bozukluklari, hiicre ici kalsiyum miktarinin artipH deisiklikleri gibi etkilerdir.
Ultraviole wsinlari, hipoksi, 1si d#siklikleri, viral ve bakteriyel hastaliklar,
glukokortikoidler, kanser tedavisinde kullanilaaglar ve toksik maddeler gibi hicre
disindan gelen sinyaller de hiicrede DNA hasarina gafak apoptozise neden olur
(60-62, 64, 65).

1.3.3.2. Huicrelgi Proteazlarin Aktivasyonu

Hucre icerisinde bulunan proteazlara kaspaz (caspasteine containing
aspartate specific proteases) adi verilir. Kaspiaive eden, hiicre i¢i veya hicre
disi kaynakl apoptotik sinyallerdir. Sayilari toplab# olan kaspazlar; Bhatici
kaspazlar (kaspaz 2, 8, 10), oldurici kaspazlaspéka 3, 6, 7) ve sitokin
olgunlgmasindan sorumlu kaspazlar (kaspaz 1, 4, 5, 1&lol&; sinifa ayrilir (62,
63, 66, 67).

Apoptozisde 6nemli rol oynayan hiicre ici organelokondridir. Sitotoksik
ajanlar ve oksidatif hasar gibi hiicre ici ve higrg etkiler sonucu mitokondrial yol
aktive olur. Boylece mitokondri membranlarindarogiaizmaya dgru sitokrom c
salinir. Sitokrom ¢, bir sitoplazma proteini olarpak-1'in (Apoptotic Protease
Activating Factor 1) aktivatorudur. Sitokrom c’ispaf-1'e tutunmasi prokaspaz-9’
u aktive ederek “apoptozom” adi verilen komplaksolusmasina neden olur.
Meydana gelen apoptozomlar ise, kaspazlari aktlgek apoptozise yol agar (61,
62, 65-69).
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1.3.3.3. Hiicrede Meydana Gelen Morfolojik Dgisiklikler

Kaspazlarin aktin proteinini yikmasi sonucu hiiooenral seklini kaybeder.
DNA endonikleaz'in yikilmasi DNA kiriklarina nedeolur. Sonucta hicre
membraninin yapisi bozulur (61, 62, 64, 68). Hisuekaybederek buzulir ve
yuzeyinde kraterler okwr. Daha sonra kucuk cisimciklere (apoptotik ciskhc
parcalanir. Bu cisimcikler membranla kapli olugidik sayida nukleuslara sahiptir
(61, 64).

1.3.3.4.Fagositoz

Olusan apoptotik cisimcikler, ¢cevredeki fagositler favdan hizlica ortadan
kaldirilarak dokudan temizlenir. Apoptozis esnaalimflamasyon olgmaz (60-65,
68).

1.3.4. Apoptozisin Regulasyonu

Hucrelerdeki apoptozisin dizenlenmesi mitokondri tivasyonu ile
sglanmaktadir Aktivasyona yol acan en dnemli faktor, Bcl-2 madléri ailesidir.
Pro-apoptotik ve anti-apoptotik Gyeleri bulunan Imolekillerin  mitokondri
Uzerindeki etkileri sonucu, ya sitokrom c’nin silagmaya saliverilmesi gercekie
(apoptozisin bgamasi) ya da sitokrom c’nin sitoplazmaya saliveesi baskilanir
(apoptozisin inhibisyonu)Apoptozisi dnleyen anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Ugehin
en iyi bilinenleri; Bcl-2, Bcl-X, Mcl-1, Bcl-w, Boo, Mcl-1 iken, pro-apoptotik
olanlar ise; Bax, Bak, Bok, Bad, Bim, Bik, BIk, Brirk, Bcl-Xs, Bid'dir (62-64,
67-69).Bcl-2 ailesi Uyeleri arasindaki denge sitokrom ig’salinmasini belirler. Bcl-
2, Bax’in mitokondrial membrana tutunmasini engaiek, sitoplazmaya olan
sitokrom ¢ salinimini inhibe eder ve apoptozis #egeg. Bax'in mitokondrial
membrana tutundiu durumlarda, sitokrom c’nin sitoplazmaya salinaktive olur
ve apoptozis okur (62, 69).

Santral sinir sistemi hasarinda apoptozisin ve méroylkima cevabin
gostergesi, Bax, Bcl-2, p53 ve Fos proteinlerindidgisikliklerdir. Bu ailenin pro-
apoptotik ve anti-apoptotik Gyelerinin rélatif oramiicrenin ygayabilirlik durumu
hakkinda bilgi verir. Bax/Bcl-2 oranindaki glgiklikler apoptozisin seyrini belirler.
Bu oranin artn apoptozisin aktivasyonuna, azalise apoptozisin inhibisyonuna
neden olur. Bu da prognozu belirleyici birzée tgiyabilir (69, 70).
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1.3.5. Apoptozis Hizinin Bozuldgu Hastaliklar

a. Norodejeneratif hastaliklar: Alzheimer, ParkmsaHuntington gibi
norodejeneratif hastaliklarda, hiicre 6limine nexdan apoptozisin nasil kladig
heniiz bilinmemektedir. Apoptozis mekanizmasininigdiimasi, bu hastaliklarin
tedavisi agisindan yararli olacaktir. Lenfoid hierere periferik sinir sisteminde
detayli olarak c¢ayilan apoptozis mekanizmasi, santral sinir sistergin i
karakteristik morfolojik dgisimler ve gene hamli DNA fragmanlari agisindan
uygun degildir. Bu yuzden santral sinir sistemindeki apopsomekanizmasinin
detayli incelenmesi ve yeni modeller ggtilmesi gereklidir (64, 71).

b. Malign hastaliklar: Hiicre proliferasyonunuprave kontrolstiz oldgu bu
hastaliklarda, hiicreler zamani gelince apoptozisgegen daha uzun siresga. Bu
hiicreler, mutasyonlarin etkisiyle malign hiicrel@daisebilir.

c. Viral infeksiyonlar: Sitotoksik T-lenfositlerimmun sistemin dnemli bir
komponentidir. Bu lenfositler apoptozisi induklegkr virisle enfekte olnw
hicreleri 6ldurar (64).

d. Sitokin yetersizfiine bali olarak T ve B-lenfositler apoptozise gidebilir.

HIV enfeksiyonu sonucu CD4T-lenfositler apoptozisle 6lmektedirler (60).

1.3.6. Apoptozisin Saptanmasinda Kullanilan Yodntenalr

1. Hucrenin morfolojik incelenmesisik mikroskobu, elektron mikroskobu,
faz kontrast mikroskobu, fluoresan mikroskobu £léiZonfokal mikroskop.

2. Immunohistokimyasal yontemler.

3. Biyokimyasal yontemler: Sitoplazmik biyokimyasaktivasyonu tespit
eden testler (kaspaz yikim Urlnleri, kaspaz alkst

4. Immunolojik yontemler: DNA kirllmasi gen analizi, BNirilmasinin in
situ olarak tghisi (tek ve cift zincirli DNA boyayan antikorlar).

5. Molekuler biyoloji yontemleri: Mitokondrial fordtyon bozuklgunu,
kromatin ve cekirdgin segmentasyonagtamasini tespit eden tetkikler kullanilir
(61, 63, 64, 68).
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1.4.iImmunohistokimya

1.4.1. Genel Bilgiler

Immunohistokimya; temel olarakaretlenmg antikor ile antijen birlgmesi
reaksiyonudur. Cok duyarli ve 6zguin bir boyama gimdir. Hiicre veya dokularda
yer alan bir molekulin tespit edilmesi icin bu nidlee kagl hazirlanan garetli
antikorlarin gik veya elektron mikroskobu diizeyinde gosterilmessasina dayanir.
Belirlenmesi ¢cok zor olan protein ve enzim gibi yap immunohistokimyasal
teknikler sayesinde gdosterilebilmektedir. Bu tgkmi dezavantaji kullanilan
maddelerin kisa 6murlu olmasi ve saklamauKarina dikkat edilmegs takdirde
bozulmasidir (72-74).

Immunohistokimyasal c¢ama, ilk olarak 1941 yilinda fluoresan boyayla
birlestirilmi s antijen-antikor kompleksinin dokuda goésteriimesiyglamistir. Cok
hassas olan bu yontemde, doku ve hiicre elemamlalokalizasyonu kolaylikla
yapilabilmektedir. Ancak spesifik olmayan zemin &omasi, capraz reaksiyon
gelismesi, yalanci pozitiflik bu tekgin uygulanmasinda kgtasilan zorluklardir (2,
74).

1.4.2. immunohistokimyada Kullanilan Antikorlar

Immunohistokimyasal boyamanin temel elemani olarik@ntmolekuili
karmalk bir yapiya sahiptir. Antikorlar “Y” harfiseklinde iki zincirden olgur.
Y’nin kisa bacaklari antijene panirken, uzun bagaise komplemana ganir. Bu
boyamada poliklonal ve monoklonal olmak tzere ikiantikor kullanilir (73-75).

Poliklonal antikorlar farkli hicreler tarafindaretitir ve bir antijen tzerinde
farkli bolgelere bglanir. Genellikle tayanlardan elde edilir. Cok sayida antikor
icerdiklerinden dolayi, dokular igin yeterince siiesdegildirler (73-75).

Monoklonal antikorlar belirli bir klona ait oldukt icin antijen tzerindeki
Ozel bir epitop ile reaksiyona girer. Sadece fadar elde edilir. Poliklonal antikora
gore avantajli yonleri vardir. Bunlar; nonspesikilarlarin bulunmawi, ytuksek
homojenlik, parcalar ve bitin arasinda varyasyooimamasidir. Uretiminde
karsilasilan zorluklar, fiksasyon sieminde epitopun etkilenmesi, monoklonal
antikorlar icin dezavantajlardir (74, 75%¢€kil 8).
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Sekil 8. Monoklonal antikorun yapisi.

1.4.3.Immunohistokimya Metodlari

Immunenzimatik ve immunfluoresan olmak (izere iki¢btroyama metodu
vardir.

1.4.3.1.immunenzimatik Boyama Metodlari

Bu yontemde reaksiyon sonucunu gormek igaretli enzimler kullanihr.
Enzimlerin renklendirilm§ reaksiyon urUnleri, mikroskopta antijen-antikor
kompleksinin immun reaksiyonu sonucu olarak gozlerilkalen fosfataz,(3-
galaktozidaz, glikoz oksidaz, horse-radish peraksed (HRP) en sik kullanilan
enzimlerdir. Dokuda veya hiicrede bulunan antijenskotrasyonun fazla olmasi,
boyanmanin daha da koyu olmasina neden olur (33, 74

Direkt ve indirekt olmak Uzere Weca iki immunenzimatik boyama metodu
vardir. Alinan dokunun 0Ozefli, argtirmacinin gereksinimi, duyarhlik derecesi,
inkiibasyon siresi ve maddi olanaklar tercih edikegimtemi belirleyen kriterlerdir
(73).

1. Direkt Yontem: Bu yontemde, bir antijen @oudan saretli olan ilgili
antikora bglanir. Tek bir antikor kullanilg icin ¢cok digtik boyanmalar gorulebilir.

Kullanimi giderek azalmaktadir (73).
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2. Indirekt Yontem: Bu boyama metodundasairetlenmensi primer antikor
antijene bglanir. Isaretlenm§ olan sekonder antikor, primer antikor-antijen
kompleksini antijen olarak kabul eder ve bu kompekglanir. Daha sonra bu ikili
antikor yapisinin tzerine substrat-kromojen soliisyitave edilir. Primer antikor ve
sekonder antikorun elde ediggdimmunglobulin uyumlu olmalidir. Doku ve antikor
uygunsuzlgu, reaksiyonun gercekimemesi, sonucu olumsugkilde etkiler (73,
74).

Indirekt yontem, direkt yonteme goére daha fazlaitteeilir. Duyarhli
daha fazladir. Birden fazla sekonder antikorla epmlenin olabilmesi, indirekt
yontem icin avantajdir. Kullanilan maddeye géreybatem tce ayrilir:

a- Avidin-Biyotin Yontemi (ABC Metodu): Avidin, yumurta akindan elde
edilen bir glukoproteindir. Karagerde bulunan vitaminlerden olan biyotine sar
yuksek bir afinitesi vardir. ABC Metodbu afiniteden yararlanilarak yapilan bir
yontemdir. Duyarhlg diger metodlara gbére daha fazladir. Biyotinli sekonder
antikorun Uzerine peroksidaz enzimiyaretli avidin-biyotin kompleksi ilave edilir.
Daha sonra substrat—kromojen sollisyonu eklenerddu dmtijeni gorinir hale
getirilir (74, 76) Sekil 9).

b- Enzim-Antienzim Kompleks Yoéntemi (PAP Metodu): Isaretsiz antikor
metodu olarak bilinen bu yontemde, sekonder antikotzerine ¢ozunebiligi
yuksek olan enzim-antienzim immun kompleksi ve sabkromojen sollsyonu
ilave edilir. Enzim-antienzim kompleksleri perokamantiperoksidaz (PAP), alkalin
fosfataz-antialkalin fosfataz (APAP), glikoz okszdantiglikoz oksidaz (GAG)
seklinde olabilir. En sik peroksidaz-antiperoksideampleksi kullanilir (73, 74)
(Sekil 9).

c- Indirekt Immunoperoksidaz Yoéntemi: Doku antijenine bganms olan
primer antikor tUzerine peroksidazigan sekonder antikor eklenir. Qan bu yapi
Uzerine substrat kromojen hiigi ilave edilir (73, 74) $ekil 9).

1.4.3.2 immunfluoresan Boyama Metodlari

Bu yontemde, antikorlara piamak icin fluoresan bir madde (fluorokrom)
kullanilir. Bu madde yiksek oranda kisa dakgalarini absorbe edebilme 6zgihe

sahip olmahdir. Fluorokrom igin uygun filtreler lkanilir. Fluoresan mikroskop
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altinda ortaya c¢ikan mavi, gieve kirmizi renklere gére g@erlendirme yapilir (72,
74).

Bo k\g FAP Kompleksi
ABC Karmpleksi \ /

e

meme -
Direkt Metot ABC Metodu PAP Metodu  indirekt IP Metaduy
= Biyotin ®  igarstieyici Enzim

Antikor

A Antijen 3 avidin

Sekil 9. Immunenzim boyama metotlari (ABC Metodu, PAP Metodiindirekt iP
indirekt boyama metotlarindandir).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Gruplarinin Olwturulmasi ve Uygulamalar

Calismamizda Firat Universitesi Deneysel #ramalar Merkezi’'nden
(FUDAM) temin edilen egkin, 230-250 gr girliginda, Wistar-Albino cinsi erkek
sicanlar kullanildi. Siganlar t¢ gruba ayrilaragulgma bglatildi.

Grup I. Kontrol (sham-or sidektomi) grubu (n=7): Bu gruba ait deney
hayvanlari rompun (5 mg/kg) ve ketamin (60 mg/kgmbinasyonu ile genel
anestezi altina alindi. Scrotum Uzerindeki raph®tidge bir ensizyon yapilarak
testislere kadar butin katmanlar gecildi. Daha admerhangi bir cerrahislem

yapilmadan bdlge tekrar kapatildi.

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

genel anestezi altina alinan sicanlara cerrahalolagidektomi yapildi.

Grup lll. Or sidektomi + Testosteron propionat grubu (n=7):Bu gruba
ait deney hayvanlarina genel anestezi altinda lveofarak ogidektomi yapildi.
Orsidektomiden iki hafta sonra her giin 0,1 ml susag i@ande 0,5 mg/kg dozunda
subkutan testosteron propionat verildi. Uygulamautha 1 ay sureyle devam edildi.

Bir aylik deney slresi sonunda tim sicanlar dekapdilerek olduraldi.
Hayvanlara ait hipokampus doku oOrnekleri cikarakaimmunohistokimyasal ve
biyokimyasal incelemeler igin kullanildi.

2.2. Deney Hayvanlarinin Bakimi

Uygulama siiresince sicanlar oda sigaktia (22+2°C) ve %40-50 nem
oraninda tutuldu. slk dizeni ise 12 saat gundiz, 12 saat gece olaekitde
ayarlandi. Ozel olarak yaptirilan kafeslerde bestemicanlara yemler celik kaplarda,
su (ceme suyu) cam biberonlarda verildi. Hayvan yemlednY Sanayii T.AS.

Elazig Yem Fabrikasinda hazirlandi (Tablo 1).
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Tablo 1. Deney hayvanlarina verilen sican yeminin terkijkg)

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 IU A, 960 IUH12 mg E, 0.8 mg K 0.8 mg B, 2.4
mg B, 1.2 mg B, 0.006 mg B, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3.2 mg Cal.
Panth., 0.32 mg Folic acid, 0.02 mgHtin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zit
Bacitracin, 32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg @8,mg |, 0.2 mg Co, 0.06
mg Se, 4 mg Antioksidan ve 200 mg Ca.

**0518 fosfor, %25 kalsiyum, %0.2 flordan ajur.

2.3. Histolojik Calisma

Deney sonunda gruplarda bulunan tim sicanlar dekagdildi.
Dekapitasyonun ardindan sicanlarin beyinleri ciéfariAlinan beyinler %10’luk
formaldehit solusyonunda tespit edildi. Sol veg $eeyin yarim kureleri 1-2 mm
kalinhginda parcalara ayrildi. Yikamalami yapilan kesitler, histolojik takip
serilerinden gecirildi(Tablo 2). Histolojik takip sonrasi dokular, paratbloklara
(Sigma—paraplast embedding media, Stenheim, Gepmgdmildi. Mikrotomda
5um kalinlginda kesitler alinarak Hemotoksilen-Eosin (HE)atyandi. Hazirlanan
preparatlar Olympus BX-50 agtama mikroskobunda incelendi. Once kiguk
bayutme (X10 buyutme objektifinde) ile hipokampuselendi. Sonra stereotaksik
atlas yardimi ile kesit seviyeleri ve CAl, CA2, Calanlar tespit edildi. Daha sonra

blyuk buyitme alaninda (X40 buyutme objektifindepokampus’ta piramidal
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hicre tabakasi saptandi. Bu tabakada bulunan gikimitcreler X40 buyidtme
objektifinde, Eyepieces graticule (1 mm?2 alanindi® it parcadan olguyor)

yardimi ile sayildi.

Tablo 2. Histolojik takip serileri.

Sira No Kullanilan Madde Kimyasal Bekletilme

Suresi

1 %70 Alkol 2 saat

2 %380 Alkol 1.5 saat

3 %96 Alkol | 30 dakika

4 %96 Alkol I 30 dakika

5 %2100 Alkol | 30 dakika

6 %2100 Alkol II 30 dakika

7 Alkol + Xylol 15 dakika

8 Xylol | 30 dakika

9 Xylol 1l 30 dakika

10 Yumuak Parafin + Xylol 45 dakika

11 Yumuak Parafin 1 saat

12 Y. Parafin + Sert Parafin 1.5 saat

13 Sert Parafin 3 saat

2.4. Immunohistokimyasal Calsma

Parafin bloklarda gomili olan hipokampus dokulaamdium kalinlkta
kesitler alinarak, poly-L-lysine ile kapli lamlarzérine yerlgtirildi. Daha sonra
lamlar immunohistokimyasal olarak boyandmmunohistokimyasalboyamada
Avidin-biyotin-peroksidaz boyama yontenrABC Metodukullanildi. Primer antikor
olarak Bax monoklonal Ig@kullanildi (Tablo 3).

Bu islemler sonunda boyanan hipokampus doku kesitlegmPus BX50
argtirma mikroskobu ile deerlendirildi. Immunohistokimyasal boyanmanin
deserlendiriimesinde boyanma §onlugu ve siddeti esas alindi. Bu gozlemler

sayisal olarak 0’'dan +6’ya kadar numaralandirilébfo 4).
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Tablo 3. immunohistokimyasal boyama prosediirleri.

Sira  lIslem Suresi
1 Deparafinizasyon 1 saat
2 Distile su 5 dakika
3 Fosfat tamponlu tuzlu PBS)de (pH: 7.6) 5 dakika
4 %3'luk H,O,'de 5 dakika
5 PBS’de(pH: 7.6) 5 dakika
6 Primer antiko(Bax)—oda Isisinda 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'depH: 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 boyanmagmlugunun derecesi.

Derece Anlami
0 Yok
+1 Minimal
+2 Az
+3 Orta
+4 Gok
+5 Siddetli
+6 Coksiddetli
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2.5. Biyokimyasal Olctimler

Biyokimyasal analizler icin alinan hipokampus dodwnekleri aliminyum
folyoya sarilarak plastik kaplara konuldu. Kuru Baziondurulan bu 6rnekler, &5
derin dondurucuda (Nuaire -85 Ultralow Freezer-Japonya) biyokimyasal testlerin
yapilacg zamana kadar saklandi. Derin dondurucudan caxarhipokampus
dokulari bir bisturi yardimiyla kiigik parcalara @it ve cam tiplere aktarildi.

Hipokampus dokularinin Gzerinegk 2 ml Tris-HCL tamponu eklendi (pH
7.4, 0.2 mM Tris-HCL tamponu; 0.2 mM olarak haxda Tris solusyonu ve HCL
solusyonu 50/39.9 (v/v) oraninda kamlarak hazirlandi). Tum camalarda bu
tampon kullanildi. Daha sonra dokulagsklugu muhafaza edilerek homojenizator
ile (Ultra Turrax Type T25-B, IKA Labortechnic, Geany) 16000 rpom’de 2 dakika
homojenize edildi. Homojenat Uzerine 4 ml daha tampave edildi ve 1 dakika
sureyle tekrar homojenize edilerek sire 3 dakikagmamlandi. Homojenat
5000xg'de 1 saat (+4C'de) santrifujlenerek sipernatan elde edildi velian
zamanina kadar (1 hafta) —“4Dde bekletildi. Elde edilen slipernatanda, antidési
enzimlerden olan siperoksit dismutaz (SOD) ve gjotaperoksidaz (GSH-Px) ile
oksidatif hasarin bir gostergesi olan malondialdeliMDA) degerleri
spektrofotometrik olarak tayin edildi.

SOD tayini: Superoksit dismutaz enzim gkxleri Sun ve arkadgarinin (77)
modifiye ettgi metotla belirlendi. Bu metodun prensibi nitrobltetrazolium’un
(NBT) superoksit dreticisi olan ksantin-ksantinalkesz sistemi  tarafindan
indirgenmesi esasina dayanmaktadir. ffl@mizda SOD aktivitesi Gnite/gram (U/g)
doku proteini olarak ifade edildi.

GSH-Px tayini: Glutatyon peroksidaz aktivitesi Paglia ve arkgalanin
(78) metoduna gore cailldi. GSH-Px, hidrojen peroksit vaginda redikte
glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) yuksegltgesini katalize eder.
Hidrojen peroksidin bulundiu ortamda GSH-Px'in okturdusu GSSG, glutatyon
rediktaz ve NADPH yardimi ile GSH’a indirgenir. G aktivitesi, NADPH’In
NADP+'ya vyikseltgenmesi sirasindaki absorbans aaxsiimn 340 nm’de
okunmasiyla hesaplandi ve Unite/gram (U/g) dokuepmoseklinde belirtildi.

MDA tayini: Lipid peroksidasyon 6lcim metodu olan Esterbauetontu

uygulanarak yapildi (79). Tiyobarbutirik asit ile0-95 °C’'de reaksiyona giren

29



malondialdehit, pembe renkli kromojen giwrmaktadir. On bedakika sonra hizla
sogutulan numunelerin absorbanslari 532 nm’de spedtinaietrik olarak okundu.
Sonuclar nmol/g doku proteini olarak ifade edildi.

2.6.1statistiksel Analiz

Biyokimyasal parametre (SOD, GSH-Px, MDA) sonucikrpiknotik hiicre
sayllarinin analizi icin “SPSS 9.05 for windows'taisstik programi kullanildi.
Gruplarin dgerleri “Kruskal-Wallis Varyans Analizile karsilastirildi. Farkin hangi
grup/gruplardan kaynaklargni bulmak icin ‘Mann-Whitney U Testi'uygulandi.
Istatistiksel olarak p<0.05 olan girler anlamli kabul edildi. Elde edilen veriler

aritmetik ortalama + standart sapma (gXlinde tabloya gecirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Biyokimyasal Bulgular

Sicanlara ait hipokampus doku o6rneklerinde, supgrakismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimgdderi ve malondialdehit (MDA) duzeyleri
belirlendi.

Orsidektomi grubuna ait hipokampus SOD ve GSH-Px ergtivitelerinin,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamii dekilde azalmy oldugu gorildu
(p<0.05) (Tablo 58ekil 10, 11). Oksidatif hasarin bir gostergesi otloku MDA
degerlerinin ise kontrol grubu ile kafastirildiginda, ogidektomili sicanlarda
anlamh bir sekilde arttgl tespit edildi (Tablo 5Sekil 12). Ogidektomi sonrasi
testosteron uygulanan gruba ait biyokimyasal veiitbeelendginde ise, SOD ve
GSH-Px seviyelerin yukselgii MDA degerlerinin de ditigl ortaya kondu
(p<0.05) (Tablo 5Sekil 10-12).

Calismamizin biyokimyasal bulgulari, @dektomi sonrasi hipokampus’'ta
antioksidan savunma sisteminin boz@dou ve oksidatif doku hasarinin meydana
geldigini gostermgtir. Ayrica, dsaridan uygulanan testosteronunsidektomiye
bagli olarak ortaya cikan bu oksidatif hasari ongetispit edilmstir.

Tablo 5. Gruplara ait hipokampus doku 6rneklerindeki SOBH=PXx ve MDA
deserleri (n=7).

SOD GSHRx MDA

GRUPLAR (U/g protein)  (U/g protein) (nmol/g protein)
KONTROL 46,5@:8,06 39,621,29 14,4872
ORSIDEKTOM i 37,7%5,40 30,30:0,83 21,520,69
ORSIDEKTOM i+ 65,214,71 41,672,04 18,622,27

TESTOSTERON

Degerler ortalama =+ Ssseklinde verilmgtir. *p<0.05 (Diger gruplar ile
karsilastirildiginda).
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Sekil 10. Deney gruplarina ait SOD gerleri (U/g protein). *p<0.05 (@Zer
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gruplar ile kagilastirildiginda).
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Sekil 11. Deney gruplarina ait GSH-Px gkrleri (U/g protein). *p<0.05 ([ger
gruplar ile kagilastirildiginda).
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Sekil 12. Deney gruplarina ait MDA g@erleri (nmol/g protein). *p<0.05
(Diger gruplar ile kanlastirildiginda).

3.2. Isik Mikroskobik Bulgular

Hematoksilen-Eosin ile boyanan preparatlarda hipgkas’un piramidal
hiicre tabakasi X40 buyltmede eyepieces graticaleirala incelendi. Bu alana
disen piknotik hicrelerin ortalamalari alindi. s@lektomili sicanlara ait
hipokampus doku preparatlari incelefidde, piknotik hicre sayisinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli g@kilde artmg oldugu gorildi (p<0.05)
(Tablo 6, Sekil 13-17). Osidektominin yani sira testosteron verilen grupte, is
piknotik hicre sayisinin gdektomili hayvanlara gore azagglitespit edildi (Tablo
6, Sekil 13-15, 18).
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Tablo 6. Gruplara ait hipokampus CA1, CA2 ve CA3 alanlaigaren piramidal
hicre tabakasina ait piknotik hiicre sayilari (n=7).

GRUPLAR CA1 CA2 CA3
KONTROL 0,66:0,02 280,11 3,56D,9
ORSIDEKTOM i 2,810,172 6,65+1,46 8,05+1,55
ORSIDEKTOM 1+ 0,8%0,06 3,71+0,17 4,5%1,25
TESTOSTERON

Degerler ortalama =+ Ssseklinde verilmgtir. *p<0.05 (Diger gruplar ile
karsilastirildiginda).

Pilmotik Hiicre Sayia

1 4
0 L
I I1 II1

SELIF

Sekil 13. Deney gruplarina ait hipokampus CA1 alaninda bulugi&notik hiicre
sayisl. *p<0.05 (Cder gruplar ile kaglastirildiginda).
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Sekil 14. Deney gruplarina ait hipokampus CA2 alaninda baupiknotik hticre
sayisl. *p<0.05 (Oder gruplar ile kaglastirildiginda).
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Sekil 15. Deney gruplarina ait hipokampus CA3 alaninda barupiknotik hiicre
sayisl. *p<0.05 (Oder gruplar ile kaglastirildiginda).
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3.3.Iimmunohistokimyasal Bulgular

Gruplarda bulunan sigcanlara ait hipokampus doku itlegede
immunohistokimyasal Bax boyamasi yapildi. Bax protelokuda gorinir hale
getirilerek incelendi. Bu boyamada saptanan reaksig ygunluguna goére
degerlendirme yapilarak dokuda meydana gelen apopbetidendi.

Kontrol grubuna ait hipokampus doku 6rnekleri iBoeliginde, herhangi bir
Bax boyanmasinin olmagli(0) gdzlendi $ekil 19). Ogidektomi yapilan siganlarda
ise hipokampus yapisindaiddetli bir sekilde immunohistokimyasal Bax
boyanmasinin oldiu (+5) tespit edildi §ekil 20). Ogidektomi sonrasi testosteron
verilen grupta ise hipokampus’taki Bax boyanmasminimal derecede olgu (+1)
gozlendi Sekil 21).

Mikroskopik duzeyde elde egimiz bu sonuclar, grdektominin

hipokampus’ta apoptozise yol gghi ve meydana gelen apoptotikgdgkliklerin

testosteron uygulamasiyla gerilgidi gostermgtir.

Sekil 16. Kontrol grubuna ait hipokampus CA1l alanindan narima gorinim
(Hematoxylen-Eosin X40).
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Sekil 17. Orsidektomi grubuna ait hipokampus CA2 alani incelgimdie, cok sayida
piknotik hicre ) gorilmekte (Hematoxylen-Eosin X40).

Sekil 18. Testosteron verilen gruba ait hipokampus CA2 alaoelendginde, az
sayida piknotik hiicre-$) gorulmekte (Hematoxylen-Eosin X40).
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incelgnuie,

hipokampus CA1 alani

19. Kontrol grubuna ait

Sekil

immunohistokimyasal olarak Bax boyanmasinin ol@iadérilmekte.

X40.

Sekil 20. Orsidektomi grubuna ait hipokampus CA3 alanigdidetli derecede—{)
Bax boyanmasinin olgu gorulmekte. X40.
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Sekil 21. Testosteron verilen gruba ait hipokampus CA1 ald&aiminimal derecede
(—) Bax boyanmasinin olgu gorilmekte. X40.
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4. TARTISMA

Erkek sicanlar Uzerinde gerceilemis oldusumuz bu cakmada,
orsidektomi sonrasi hipokampus morfolojik yapisindaydsma gelen dgsiklikler
ve bu dgisiklikler Gzerine dg¢aridan uygulanan testosteron hormonunun etkileri
incelendi. Cakma o©ncesi yapiimiz literatir taramalarinda bu konu ile ilgili
argtirmalarin ~ yetersiz  oldiu  goruldi. Bu nedenle caamizda,
immunohistokimyasal yontemler kullanilarak, testoshun hipokampus Uzerindeki
etkileri 6zellikle apoptozis yonuyle incelendi. Aya hipokampus doku ornekleri
biyokimyasal dizeyde de gerlendirilerek yapilan @er calsmalarla beraber
karsilastirildi.

Normal fizyolojik sartlar veya herhangi bir patolojik sire¢ sonucusatu
oksidatif strese kar canlilarda antioksidan savunma sistemi koruyuicurdd alir.
Hucresel dizeyde etkili olan bu sistemde slUperaksinutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimler bulunmaktadir)(80

Yapms oldugumuz bu argtirmada, ogidektomi sonrasi hipokampus doku
orneklerindeki SOD ve GSH-Px enzim seviyelerininntol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli bigekilde azaldil ortaya konmgtur. SOD ve GSH-Px
enzim aktivitelerinde tespit efimiz bu azalma ise eidektomi sonrasi dokuda
antioksidan savunma mekanizmasinin bozgdw ve oksidatif hasarin alwgunu
gOstermektedir.

Oksidatif strese kg olarak olgan hasarin der bir gostergesi de
malondialdehit (MDA) seviyesidir. MDA lipid perokdasyonu sonucu ojan bir
arindur (81). Yappimiz calgmada da, gidektomi yapilan grupta hipokampus
MDA duzeylerinin kontrol grubuna gére anlamh Bekilde arttgl tespit edildi.
MDA duzeyindeki bu arg, oridektominin lipid peroksidasyon sonucu dokuda
oksidatif hasara yol a¢ini ortaya koymaktadir.

Son zamanlarda sigcanlar tzerinde yapilargtirmalarda gonadektominin,
hem antioksidan enzim seviyelerini azgltthem de dokularda apoptotik sureci
baslatarak hiicre 6limine neden ogdu bildirilmistir. Klapcinska ve ark’nin
periferik dokularda yapmioldusu calsmada, gonadektomi sonrasi antioksidan
savunma sisteminin negatif yonde etkileiidantioksidan enzim (SOD, GSH-Px)
seviyelerinin azald, lipid peroksidasyon dizeyinin ise agttigosterilmgtir (82).
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Noral dokular Gzerinde yapilan amamalarda ise gonadektomi sonrasi antioksidan
savunma sisteminin bozulgw, noéronlarin sinaptik ygunlugunun azaldg ve
apoptozis ile hiicre 6limine neden @duelirtilmistir (83-85). Yapmy oldugumuz
argtirmada da, bu sonuclara benzer veriler elde egtimimmunohistokimyasal
incelemelerimizde, gidektomi sonrasi hipokampus hticre sitoplazmalargratietli
derecede Bax boyanmasinin gercgklig olmasi ogidektomi sonrasi hipokampus’ta
apoptozisin meydana gegihi ortaya koymaktadir. Ayrica,sik mikroskobik
incelemelerimizde, hipokampus’un piramidal hicréat@asinda kontrol grubuna
oranla daha fazla sayida piknotik hicrelerin gatiespit edilmgtir.

Testosteron hormonu testis interstisyel dokusundanan Leydig hicreleri
tarafindan salgilanir. Genel olarak, sekonder dekskterlerinin olgumundan
sorumludur. Ayrica seksiel ggin ve davrarglar icin gerekli olan organizasyonda
rol alir. Noron koruyucu ozelliklere sahip olan ttesteron hormonunun ayni
zamanda, antioksidan etkileri de bulunmaktadir.igksidan savunma sisteminde
bulunan enzim seviyelerini diuzenlgdibircok argtirmada gosterilmgtir. Degisik
dokular Gzerinde yapilan bu amamalar, testosteronun antioksidan 6zgllile
oksidatif stres sonucu clan doku hasarina karkoruyucu etkisininin oldgunu
bildirmektedir. Noral dokular Uzerinde vyapilan g¢alalarda, testosteronun
antioksidan 0Ozelfii gosterilmgtir. Disaridan uygulanan testosteronun doku SOD ve
GSH-Px enzim aktivitelerinde aga, MDA seviyelerinde ise azalmaya neden gidu
bildirilmi stir (86-88).

Yukaridaki aratirmalara paralel olarak, néral dokularda oksidatifese
neden olan bazi toksik maddelerin gwludusu hasara kar, testosteronun koruyucu
Ozelligini gosteren cagmalar da mevcuttur. Sicanlarda etanol maruziyehiag!
olarak cerebellum’da ofan oksidatif hasar ve doku MDA ahin testosteron
uygulamasiyla geriledi bildirilmistir. Bununla birlikte ayni dokuda kronik etanol
aliminin neden oldiu noéroflament kaybinin da bu hormon tarafindan riohfg
belirtiimistir (56). Deneysel olarak yapilan birgdr argtirmada da, testosteronun
hipokampus GSH-Px aktivitesini arttigdiifade edilmgtir (57). Sicanlar Gzerinde
yapilan dger bir calgmada ise pankreas hicrelerinde streptozisin uygdam
bagli olarak meydana gelen apoptozisin testosteronulaygas! ile 6onlengdi
gosterilmitir (59).
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Yapms oldugumuz bu ¢akma sonucunda elde edilen bulgular ile daha 6nce
gerceklatirilmis olan benzer calmalarin sonuclari arasinda bir uyum
gozlenmektedir. Argirmamizda, testosteronun hipokampus dokusungdettomi
sonrasi dien SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerini arttgg yikselen MDA
seviyesini ise azalfil ve antioksidan etki gostefgiortaya konmstur.

Yapilan ¢@u calsmada testosteronun néron fonksiyonlari icin halgatrol
oynadgl, normal konsantrasyonlarda (nanomolar diizey) miéron korunmasini,
farklilasmasini, buyime ve geiimini sazladigi vurgulanmgtir (43,89, 90). Bununla
beraber Estrada ve ark’nin yagnoldugu calsmada yuksek konsantrasyonlarda (1-
10 mikromolar dizey) zararh etkilere sahip dglduve apoptotik streci biattig
bildirilmi stir (44). Molekiler seviyelerdeki testosteronurt, kartikal néronlarinda
sinir biyume faktoér reseptorlerinde sati Alzheimer hastglinda goérulen amiloid
beta peptid seviyesinde azalineden oldgu gdsterilmgtir (91). Bu ylzden diuk
diizeylerde, yda beraber insanlarda Alzheimer hagiala yatkinlgin artmasindan
sorumlu olabilecg belirtilmistir (43, 92). Bunlara ilave olarak depresyon, anksiyete
ve hafiza kaybi gibi durumlarlagkili oldugu sdylenmgtir. DUstk duzeylerle ikkili
apoptozisin, normal dozunda verilen testosterotasapani ile dnlengdi, bunlara
bagli semptomlarin azalg goralmistar (43).

Testosteronun hafiza vegr@nme Uzerine olan etkileri konusunda yakin
zamanda birgok ¢aima yapilmgtir. Bu calgmalarda hipokampus’un néronal yapi
ve fonksiyonunun testosteron ilegigigi bildirilmi stir. Gonadektomi sonrasi veya
androjenmiktarinin azaltilmasiyldipokampus CA1 bdlgesinde bulunan néronlarin
sinaptik y@unlugunda %40-50'ye kadar azalma ofdu tespit edilmgtir.
Testosteron ve DHT’nun verilmesi ile bu seviyelemormale dondgi goralmitar.

Bu etkinin hipokampus’ta bulunan androjen reseptoraracilgl ile gercekletigi
belirtiimistir (33, 83, 84). Bu bilgilere uyumlu olaraWallace ve ark’nin yapmi
oldugu calsmada, overektomi sonrasi hafiza performansinda lbnderecede
azalma oldgu goérulmigtar. Bu azalmanin prefrontal korteks ve hipokam@4sl
bdlgesindeki piramidal hicrelerin dendritik uzaatihin y@unlugunun azalmasiyla
iliskili oldugu gosterilmgtir. Hipokampus CAl bdlgesinde bulunan dendritik
uzantilarinin hafiza fonksiyonu ile ilgili olgu ve bunlara b#li olarak hafiza ile

42



ilgili beyin bolgelerindeki morfolojik d@siklikler sonucu bilgsel bozukluklar
meydana geldi ortaya konmstur (93).

Barreto ve ark’i yapmiolduklari calsmada, testosteronun néron koruyucu
etkisinin  bulundgu mekanizmalar icinde gliosisin  kontrolii  ofgunu
bildirmislerdir. Beyin gel§imi sirasinda testosteronun glial fibriller asigikotein
(GFAP), immunreaktif astrosit ve astroglialarinkldasmasini etkilediini, eriskin
hipokampus dokusunda ise GFAP’in baskilanmasinewléggini belirtmislerdir
(42). Testosteron ve metaboliti olan DHT'nun hipwiaus ve gyrus dentatus’ta
norogenezisi stimule egii (94), N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptor gantilarini
artirarak spinogenezisi arttiggigosterilmgtir (95). Ayrica testosteronurcalbindin-
D.gk adi verilen kalsiyum kgayici bir protein Gzerinden néron dlumunt ongdi
belirtiimistir. Calbindinin santral sinir sistemi gglini ve fonksiyonu icin énemli
oldugu bildirilmistir. Bunun yani sira néronlar icerisinde apoptoagi koruyucu
mekanizma olarak 0Ozel bir fonksiyona sahip @ldutespit edilmitir. DusUk
seviyeleri Parkinson, Huntington gibi nodrodejeniératstaliklarla ilgkili oldugu
kabul edilmgtir. Yapilan calgmalarda testosteron ve DHT gibi androjenlerin,
calbindin-Dygk seviyelerini duzenledi ve buna bgh olarak apoptozisin neden
oldugu hiicre dlumina onlegii ortaya konmstur (96-99).

Gergeklgtirmis oldusumuz bu argtirmada, testosteron hormonunun
antioksidan 6zelfii mikroskopik dizeyde de ortaya kongtwr. Yani, osidektomi
sonucu hipokampus’ta alan piknotik hiicre aginin ve apoptozisin testosteron
uygulamasiyla geriledi tespit edilmstir.

Biyokimyasal, stk mikroskopik ve immunohistokimyasal dizeylerdgiyas
oldugumuz bu ¢cakma sonucunda, gidektomili sicanlara ait hipokampus yapisinda
oksidatif doku hasarinin ve apoptozisin meydanadigelgéralmdstir. Ayrica
orsidektomiye bl olarak dokuda olgan bu dgisikliklerin disaridan uygulanan
testosteron hormonu ile baskilagidve geriledgi tespit edilmgtir.
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