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Androjenler hedef dokulardaki etkilerini esas olarak androjen reseptdr (AR) aracilifiyla
gosterirler. Bu c¢aligmada disi ve erkek cilice hamster genital dokularinda AR
lokalizasyonu arastirildi. Mevcut ¢aligmada 6 adet disi, 6 adet erkek hayvan kullanildi.
Anestezi sonrasi, ¢alisilacak dokular, hizli bir sekilde viicuttan uzaklagtirilarak %10’luk
tamponlu ndtral formalinde tespitin ardindan parafine gomiildii. Kesitler, mikrodalga
isinimli ~ “antijen  retrieval” teknigi uygulandiktan sonra immunohistokimyasal
yontemlerle boyandi. AR pozitif immunboyanma testis, kaput epididimis, prostat bezi ve
vezikula seminalis dokularinda yalnizca hiicre ¢ekirdeklerinde gbzlenirken, ovaryum ve
ovidukt dokularinda hiicrelerin bir kisminda sitoplazmada bir kisminda ise ¢ekirdekte
gozlendi. Ciice hamster erkek ve disi genital dokularindaki AR lokalizasyonu, diger
tiirlerle benzerdi. Genital dokularda AR varligi, androjenlerin bu dokular igin elzem
oldugu goriisiinii desteklemektedir.
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Androgens perform the their effects on target tissues mainly through the androgen
receptor (AR). In this study, AR localization was investigated in female and male dwarf
hamsters genital tissues. In the present study, 6 female and 6 male animals were used.
After anesthesia, the tissues to be worked were quickly removed from the body and fixed
in 10% buffered neutral formalin, and embedded in paraffin. Sections were stained after
microwave antigen retrieval for immunohistochemistry. Although AR positive
immunostaining was observed only in cell nuclei in testis, caput epididymis, prostate
gland and vesicle seminalis tissues, it was observed in cytoplasm or nucleus of the cells in
the ovarium and oviduct tissues. AR localization in dwarf hamster male and female
genital tissues was similar to other species. The presence of AR in genital tissues supports
the idea that androgens are essential for these tissues.
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Giris

Androjenler; embriyonik gelisim doneminde lireme
sisteminin geligsmesini, beynin erkege ya da disiye 6zgii
bir sekilde farklilasmasini, sekonder seksiiel karakterlerin
gelismesini ve ayrica kas, kemik ve deri gibi dokularda
protein sentezini stimiile eden, erigkinlerde ise liremeyi ve
ireme davranislarini diizenleyen hormonlardir (Kimura
ve ark., 1993). Dolasimdaki asil androjen olan testosteron,
gonadlarda sentezlenir. Bununla birlikte, adrenal bezler
tarafindan dehidroepiandrosteron gibi androjenler de
sentezlenmekte, sentezlenen bu androjenlerin bir kismi
ozellikle disilerin periferik dokularinda testosterona
donistirilmektedir  (Dart ve ark., 2013). AR,
androjenlerin hedef hiicrelerdeki etkilerine aracilik eder
(Mooradian ve ark., 1987). Cekirdege 0zgii bir
transkripsiyon faktorii olan AR, androjenle birlestiginde
DNA’ya baglanma yetenegi kazanarak, androjene bagh
gen transkripsiyonunu stimiile eder (Zhu ve ark., 2000).
Yapilan immunohistokimyasal c¢alismalarla ovaryumda
(Kimura ve ark., 1993, Takeda ve ark., 1990, Duda ve
ark., 2004, Juengel ve ark., 2006, Dart ve ark., 2013, Giir
ve Timurkaan 2016) uterusta (Takeda ve ark., 1990,
Kimura ve ark., 1993, Dart ve ark., 2013, Gir ve
Timurkaan, 2016a), oviduktta (Vermeirsch ve ark., 2002;
Okada ve ark., 2003; Horne ve ark., 2009), testiste
(Kimura ve ark., 1993; Bremner ve ark., 1994; Suarez-
Quian ve ark., 1999; Chang ve ark., 2004; Gur ve ark.,
2012; Timurkaan ve ark., 2012), epididimiste (Takeda ve
ark., 1990; Ruizeveld de Winter ve ark., 1991;
Ungefroren ve ark., 1997; Zhou ve ark., 2002; Yamashita,
2004; Gur ve ark., 2011), prostat bezinde ve vezikula
seminalisde (Takeda ve ark., 1990; Prins ve ark., 1991;
Kimura ve ark., 1993; lwamura ve ark., 1994; Janssen ve
ark., 1994; Prins and Birch 1995; Banerjee ve ark., 2001;
Chaves ve ark., 2012; Gur ve Timurkaan, 2016b) AR
dagilimi  belirlenmistir. ~ Androjenler,  6zelliklede
testosteron, spermatogenezin baslamasi ve siirdiiriilmesi,
erkek ireme sisteminin gelismesi ve fonksiyonlarini
devam ettirmesi icin gereklidir (Steinberger, 1971;
Regadera ve ark., 2001). Disilerde; androjenler adren,
ovaryum ve yag doku tarafindan iiretilmekle beraber
dolasimdaki konsantrasyonlar1 erkeklere gore daha
distiktiir.  Disilerde  testosteron  yoklugunun, sag
dokiilmesine, halsizlige, osteoporoz’a, osteopeni’ye,
libido azalmasina, iireme sistemiyle ilgili bozukluklara,
viicut kitlesinde azalmaya yol agtifi gdsterilmis,
dolayisiyla testosteronun disiler i¢cin de gerekli oldugu
ortaya konulmustur (Li and Al-Azzawi, 2009; Dart ve
ark., 2013). Rodentia, plasentali memelilerin en genis
takimidir ve memelilerin yarisindan fazlasini igerir
(Demirsoy, 1992). Bir rodent olan ciice hamster (P.
roborovskii); Tuvinskaya bolgesi, Mogolistan ve Cin’de
yasamaktadir (Ross, 1994). Bu bdlgelerdeki zorlu gevre
kosullar1 ciice hamsterlerin morfolojisi, fizyolojisi ve
davramisin1 etkileyebilir (Miiller ve ark., 2015). Bu
calisma ciice hamsterlerin genital organlarindaki AR’in
immunohistokimyasal lokalizasyonunu ortaya koymak ve
diger tiirlerdeki bulgularla kargilagtirmak amaciyla
yapilmugtir.

Materyal ve Yontem

Bu c¢alismada 6 adet disi, 6 adet erkek ciice hamster
kullanildi. Yapilan deneysel islemler Bingdl Universitesi
Deneysel Arastirmalar  Merkezi (BUDAM) Hayvan
Deneyleri Etik Kurulunun onayr ile gergeklestirildi.
Hayvanlar pentotal’in (thiopental) 40 mg/kg dozda
intraperitoneal olarak enjeksiyonuyla anestezi edildi.
Testis, kaput epididimis, prostat bezi, vezikula seminalis,
ovaryum ve ovidukt hizli bir sekilde ekstirpe edilerek
%10’luk tamponlu nétral formalinle +4°C 18 saat siireyle
tespit edildi. Bu islemi miiteakip dokular alkol ve ksilol
serilerinden  gegirilip  parafine gomiildii. Parafin
bloklardan mikrotomda Sum kalinliginda polysine kapli
lamlara alinan kesitler, mikrodalga 1smumli “antijen
retrieval” protokolii uygulanarak immunohistokimyasal
yontemlerle boyandi.

Immunohistokimyasal boyama

Dokularin, lama daha gii¢lii yapismasini saglamak i¢in
60°C’lik etliivde 1 saat siireyle bekletilen kesitler, bu
islemin ardindan xylol ve alkol serilerinden gegirildi.
Endojen peroksidazin giderilmesi i¢in 10 dakika %3’liik
hidrojen peroksit (H202) (metanolle hazirlanmig) de
bekletilen doku kesitleri bunun ardindan distile suda (5
dakika) yikandi. Antijen retrieval protokolii (Iwamura ve
ark., 1994) doku Kkesitlerinin, icerisinde 0,01M sitrat
tamponu (pH 6,0) bulunan plastik koplin jara
aktarilmasiyla basladi. Koplin jar mikrodalga firmin
donen platformunun orta noktasmna yerlestirilerek
600W’da beser dakika siireyle ard1 ardina dort kez 1sitildi.
Her bes dakikada bir koplin jardaki tampon miktart
kontrol edilerek azalan kisim distile suyla tamamlandi.
Daha sonra mikrodalga firindan c¢ikarilan kesitler oda
isisinda 20 dakika sogumaya birakildi. Soguyan doku
kesitlerinin 5 dakika siireyle PBS (phosphate buffer
saline) de yikanmasi ile antijen retrieval iglemi sona erdi.
Immunohistokimyasal boyama Avidin-Biotin-Peroksidaz
Kompleks (ABC) teknigi kullanilarak gergeklestirildi.
Antijen retrieval protokolii sonrasi PBS’de yikanan
kesitler, spesifik olmayan antikor baglanmalarin1 6nlemek
amacityla %10’luk normal kec¢i serumu ile oda 1sisinda (10
dakika) inkube edildi. AR’yi saptamak i¢in primer antikor
olarak PG-21 [Rabbit Anti-Rat/Human Androgen Recep-
tor Polyclonal Antiserum (Millipore Corporation)]
kullanildi. Negatif kontrol olarak kullanilan doku
kesitlerine PG-21 vyerine non spesifik sigir serumu
uyguland1 (Sekil 3). Kesitler primer antiserum ile 16—20
saat 4°C de inkube edildi (Antiserum, igerisinde %2,5
bovine serum albumin ve %0,25 sodyum azid igeren
PBS’de 1:50 oraninda sulandirildi). Daha sonra
biotinlestirilmis sekunder antiserum [goat anti-rabbit 1gG
(Zymed 50-2357)] ile 30 dakika ve bunu takiben
streptavidin horseradish peroksidaz (HRPO conjugate, SA
1007, CALTAG) ile 30 dakika 37°C nemli ortamda
inkube edildi. Kesitler her inkiibasyon oncesi 10 dakika
stire ile PBS soliisyonu ile yikandi. Daha sonra kesitler
AEC (3-amino-9-ethylcarbozole) kromojen substratina
daldirilip (10 dakika) su ile yikanip, hematoksilen ile
boyand1 (3 dakika) ve entellan ile kapatildi. Boyanan
kesitler Olympus BX-43 (DP 72) fotomikroskop ile
incelendi ve fotograflar ¢ekildi.
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Bulgular

Testiste pozitif immunboyanma; peritubuler miyoid
hiicreler, Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri gibi
somatik hiicrelerin niikleusunda gozlendi. Germ hiicreleri
AR negatifti (Sekil 1a). Kaput epididimiste pozitif
immunboyanma, tubuler epitel hiicrelerin ¢ekirdeklerinde
gozlendi. Epitel dokuyu olusturan hiicrelerin biiyik
cogunlugu AR pozitif olmasmna ragmen AR negatif
hiicreler de mevcuttu (Sekil 1b). Prostat bezinde ve
vezikula seminalisde AR pozitif immun boyanma,
luminal epitel hiicreler ve stromal hiicrelerinin

¢ekirdeklerinde gozlendi. Luminal hiicrelerden bazilari

Sekil 1 Testiste (a), aput epiddmiste (b), Prostat bezinde (c,d), Vezikula seminalisde 2é) AR

AR pozitif immunoreaktivite gosterirken bazilart AR
negatifti (Sekil 1c,d,e). Ovaryumda, granulosa hiicreleri
(stratum granulosum) ve teka hiicrelerinin bir kisminda
sitoplazmik bir kisminda ise niikleer immunoreaktivite
gozlendi. Teka hiicreleri granuloza hiicrelerine gore daha
yogun boyandi (Sekil 2a,b). Ovidukt epitel hiicrelerinin
sitoplazmasi, giicli  bir pozitif immunoreaktivite
gostermesine ragmen, cekirdekleri AR negatifti. Ayrica
ovidukt stromasindaki bazi hiicrelerin ¢ekirdeklerinde AR
pozitif immunboyanma gézlendi (Sekil 2c). Incelenen
dokularin negatif kontrol kesitlerinin hi¢ birisinde AR
pozitif immunoreaktivite goriilmedi (Sekil 3a,b,c,d,e).

Iokalizasyon.u-.'(a) p, '

peritubuler miyoid hiicre; S, Sertoli hiicresi (epitheliocytus sustentans); pL, pozitif Leydig hiicresi (endocrinocytus
interstitialis); nL, negatif Leydig hiicresi (endocrinocytus interstitialis). (b) pe, pozitif epitel hiicre; ne, negatif epitel
hiicre. (c,d) pl, pozitif luminal hiicre; nl, negatif luminal hiicre; ps, pozitif stromal hiicre. (e) pl, pozitif luminal hiicre;
nl, negatif luminal hiicre; ps, pozitif stromal hiicre. a, b, c, d, e; 400 x.

Figure 1 Immunohistochemical localization of AR in testis (a), caput epididymis (b), prostate gland (c,d), seminal
vesicle (e). (a) pm, peritubular myoid cell; S, Sertoli cell; pL, positive Leydig cell; nL, negative Leydig cell. (b) pe,
positive epithelial cell; ne, negative epithelial cell. (c,d) pl, positive luminal cell; nl, negative luminal cell; ps, positive
stromal cell. (e) pl, positive luminal cell; nl, negative luminal cell; ps, positive stromal cell. a, b, c, d, e; 400 x.

Tartisma

Bu ¢aligmada, disi ve erkek ciice hamsterlerin genital

dokularinda AR’nin immunohistokimyasal
lokalizasyonunu  aragtirildi.  Testiste AR pozitif
immunboyanma  Sertoli  (epitheliocytus  sustentans),

Leydig (endocrinocytus interstitialis) ve peritubuler
myoid hiicrelerin  (myofibroblastus) c¢ekirdeklerinde
gozlendi (Committe, 1992). Germinal hiicreler AR
negatifti. Bu bulgular daha 6nce insanlarda (Ruizeveld de
Winter ve ark., 1990; Sar ve ark., 1990; Kimura ve ark.,
1993; Suarez-Quian ve ark., 1999), sicanlarda (Buzek ve
Sanbom, 1988; Takeda ve ark., 1990; Sar ve ark., 1990;
Bremner ve ark., 1994; Shan ve ark., 1997; Zhu ve ark.,

2000; Gur ve Timurkaan, 2012; Timurkaan ve ark., 2012),
farelerde (Zhou ve ark., 2002; Chang ve ark., 2004), ve
kecilerde (Goyal ve ark., 1997a) yapilan ¢alismalarda elde
edilen sonuglarla paraleldir. Leydig hiicre
cekirdeklerindeki immunoreaktivite heterojendi. Bu
hiicrelerin bir kismi AR pozitifken bir kismi negatif idi.
Leydig hiicrelerinin boyanma o6zelliklerine dair bulgular
literatiirlerle uyumludur (Vomberger ve ark., 1994; and
Goyal ve ark.,, 1997ab). Kaput epididimiste -epitel
hiicrelerinin ~ biiylik  bir kisminda AR pozitif
immunboyanma goézlenmekle beraber, hiicrelerin bir
kismi AR negatift olarak belirlenmistir.
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Sekﬂ 2 Ovaryumda (a, b) owduktta (c) AR Iokallzasyonu ( a) pg, posz granuler hiicre; pt, pozitif tekal hucre (b) png,
pozitif niikleer graniiler hiicre; psg, pozitif sitoplazmik graniiler hiicre; pozitif niikleer tekal hiicre; pozitif sitoplazmik
tekal hiicre. (c) poe, pozitif epitel hiicre; pos, pozitif stromal hiicre. a, 200 x; b,c 400 x.

Figure 2 Immunohistochemical localization of AR in ovary (a,b), oviduct (o). (a) pg, positive granulosa cell; pt, positive
thecal cell. (b) png, positive nuclear granulosa cell; psg, positive cytoplasmic granulosa cell; pnt, positive nuclear
thecal cell; pst; positive cytoplasmic thecal cell. (c) poe, positive epithelial cell; pos, positive stromal cell. a, 200 x; b,c
400 x.

Sek113Negat|f kontroller a) testls 200 x. b) kaput epididimis. 400 x. ¢) vezikula seminalis. 400 x. d) ovaryum. 200x

e) ovidukt. 200 x.
Figure 3 Negative controls. (a) testis. 200 x. (b) caput epididymis. 400 x. (c) seminal vesicle. 400 x. (d) ovary. 200 x. €)
oviduct. 200 x.

Epitel hiicrelerdeki AR lokalizasyonuna yonelik bu
bulgular bir ¢ok ¢alismada (Goyal ve ark., 1997a; Zhou
ve ark., 2002; Yamashita, 2004; Trybek ve ark., 2005;
Gur ve ark., 2011; Giir ve Timurkaan, 2011) elde edilen
sonuglart teyit etmektedir. Prostat ve vezikula seminalis
bezlerinde AR pozitif immunboyanma luminal epitel
hiicreler ve stromadaki hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde
gozlendi. Her iki bezde de luminal epitel hiicrelerin ¢ogu
AR pozitif boyanma gosterirken AR negatif hiicreler de
mevcuttu. Elde edilen sonuglar yapilan birgok galismayla
uyumludur (Ruizeveld de Winter ve ark., 1990; Takeda ve
ark., 1990; Prins ve ark., 1991; Kimura ve ark., 1993; Giir
ve Timurkaan, 2016). Ovaryumda granuloza ve teka

hiicrelerinin  bazilarinda sitoplazmik bazilarinda da
niikleer AR pozitif reaksiyon gozlendi. Daha dnce yapilan
caligmalarda (Takeda ve ark., 1990, Kimura ve ark., 1993,
Janssen ve ark., 1994; Duda ve ark., 2004; Juengel ve
ark., 2006; Dart ve ark., 2013) granuloza ve teka
hiicrelerinde yalmizca niikleer AR immunoreaktivite
gozlendigi bildirilmigtir. Ovidukt epitel hiicrelerinin
sitoplazmasinda yogun bir AR pozitif reaksiyon
goriiliirken,  ¢ekirdekte  herhangi  bir  reaksiyon
gozlenmedi. Literatiirlerin bazilarinda (Okada ve ark.,
2003; Horne ve ark., 2009) AR pozitif immunboyanmanin
ovidukt epitel hiicrelerinin ¢ekirdeginde sekillendigi
belirtilmekle beraber Vermeirsch ve ark., (2002)
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yaptiklar1 calisgmada AR pozitif reaksiyonun kopeklerde,
prodstrus ve Ostrus evresinde ovidukt epitel hiicrelerinin
sitoplazmasinda da goriildiigii belirtilmistir. Bu bulgular
mevcut ¢alismada elde edilen sonuglar1 desteklemektedir.
Ovidukt  stromasinda  sekillenen @~ AR pozitif
immunoreaktivite literatiirlerle (Okada ve ark., 2003;
Horne ve ark., 2009) uyumludur.

Androjen  reseptdriin  intraseliller lokalizasyonu
tartigmalidir. Bazi arastirmacilar androjen varliginda;
androjen reseptoriin yalnizca gekirdekte bulunabilecegini
belirtirken (Sar ve ark., 1990, Takeda ve ark., 1990,
Ruizeveld De Winter ve ark., 1991, Kimura ve ark., 1993,
Iwamura ve ark., 1994, Janssen ve ark., 1994), digerleri
(Duda ve ark., 2004, Bezdickova ve ark., 2007, Dart ve
ark., 2013) sitoplazmada bulunabilecegini belirtmislerdir.
Giliniimiizde kabul gdren goriis; AR’nin  ligand
yoklugunda sitoplazmada, ligand varliginda ise yer
degistirerek cekirdekte, lokalize oldugudur (Simental ve
ark., 1991, Georget ve ark., 1997, Roy ve ark., 2001).
Mevcut ¢alismada incelenen eriskin erkek sigan genital
dokularinin tiimiinde AR pozitif immunoreaktivite sadece
cekirdekte sekillenmesine ragmen, incelenen eriskin disi
genital dokularinda AR pozitif reaksiyon bazi hiicrelerde
¢ekirdekte bazilarinda ise sitoplazmada sekillenmistir. Bu
farklilik  disilerdeki  androjen  konsantrasyonunun
erkeklere gore daha diisiik seviyede olmasindan
kaynaklanabilir. Bununla birlikte her iki cinsiyete ait
genital dokularda AR’nin mevcudiyeti, androjenlerin,
erkek ve disi genital dokularinin gelismesi ve
fonksiyonlarint  yerine getirmesinde Onemli roller
iistlendigini teyit etmektedir.

Sonug

Sonug¢ olarak mevcut calismada elde edilen bulgular
degerlendirildiginde, incelenen  dokulardaki AR
lokalizasyonunun diger tiirlerde elde edilen verilerle
benzer oldugu gorillmiistiir.
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