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OZET

Amag: Siproteron asetat (CPA) ve cerrahi orsiektominin
rat penil erektil dokusundaki apoptotik etkisini Bax prote-
inine bagl olarak degerlendirmek.

Yontem: Postpubertal Wistar Albino ratlar Uc gruba ay-
nildr. 1k gruba (A) bilateral orsiektomi (n=10), ikinci gruba
(B) haftada bir 14 gin sireyle 15 mg intramuskiler CPA
uygulamasi (n=10) yapildi. Uctincii grup (C; sham opere)
kontrol grubu (n=10) olarak alindi. Tum ratlar postopera-
tif 14. gtnde sakrifiye edilip penil kaverndz cisimleri blok
olarak alindi, Bax proteinine karsi olusturulmus anti-mouse
IgG icerikli miyarla immtnohistokimyasal olarak boyandi ve
kaverndzal alanlar degisik buyUtmelerle mikroskop altinda
incelendi. Gruplar arasindaki Bax ekspresyonundaki farkli-
liklar one way ANOVA ile degerlendirildi.

Bulgular: Proksimal, mid ve distal penil kesitler arasin-
da apoptosis bakimindan fark olmadigi goérdldi. Cerrahi
kastrasyon grubunun penil apoptotik derecesi CPA grubu-
nunkinden yuksek bulundu (p<0.001). Her iki gruptaki
apoptoz derecesi kontrol grubununkinden ylksek idi
(p<0.001).

Sonug: Medikal androjen deprivasyonunun da penil
erektil dokuda apoptoza yol actigi ancak bu etkinin cerra-
hi kastrasyona gore dusuk oldugu gozlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Apoptoz, penil, kavernoz, erektil
doku, cerrahi kastrasyon, siproteron asetat

ABSTRACT

Aim: To evaluate the apoptotic effect of Ciproterone
acetate(CPA) and surgical orchidectomy on rat penile
erectile tissue on the basis of Bax protein.

Methods: Postpubertal Wistar Albino rats were divided
in three groups: First group (A) underwent bilateral
orchidectomy (n=10), second group (B) received 15 mg
intramuscular CPA (n=10) every two weeks for 14 days.
Third group (C; sham operated) was taken as control (n=10).
All rats were sacrified at 14" day, their cavernous bodies
were taken en bloc, stained immunohistochemically with a
reagent containing anti-mouse IgG against Bax protein and,
cavernous sections were evaluated under microscope with
different magnifications. Bax expression differences among
groups were analysed with one way ANOVA.

Results: No apoptotic difference among proximal, mid
and distal penile sections was found. The apoptotic index
in surgically castrated group was superior compared to
CPA treated group (p<0.001). Apoptotic indices in both
groups were superior compared to control group
(p<0.001).

Conclusion: Although medical androgen deprivation
also causes apoptosis on penile erectile tissue, its effect
appears to be inferior compared to surgical castration.

Key words: Apoptosis, penile, cavernous, erectile
tissue, surgical castration, ciproterone acetate
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GiRiS

1941 yilinda Huggins ve Hodges'un metastatik prostat
kanserli hastalarda orsiektomi ve &strojenlerle hastaligin
gerilemesini ve hatta yok olmasini géstermelerinden bu ya-
na, medikal ve cerrahi kastrasyon, erkeklerdeki en sik ma-
lignite olan prostat kanserlerin tedavisinde yer bulmaktadir
(1-3). Yapilan calismalarda kastrasyon sonrasi daha 6nce
potent olanlarin % 47 - % 100'Unde erektil disfonksiyon
(ED) gelistigi saptanmistir (4-7). Cerrahi kastrasyona alter-
natif bir tedavi olarak kullanilan siproteron asetat (CPA)
sonrasl, daha &nce potent olan erkeklerin 2 yil icinde %
92'sinde spontan ereksiyon kaybi, % 88'inde de seksuel
aktivite kaybr olusmustur (8). CPA'nin pedofili veya parafili
gibi seks suclularinda kullanimi da ereksiyon tzerindeki ne-
gatif etkisinin diger bir gdstergesi olmalidir (9,10). Penil
erektil dokudaki apoptoz konusunda, literattrdeki calisma-
larda, genellikle ratlarin kastrasyon ve denervasyonu kulla-
nilmistir (11-17).

Bu calismada, CPA ile olusurulan androjen deprivasyo-
nunun ve cerrahi orsiyektominin rat penil erektil dokusu
Uzerindeki apoptotik etkilerini, proapoptotik Bax proteini-
nin imunohistokimyasal boyanmasi ile belirlemek ve her iki
kastrasyon yontemini kiyaslamak amaclanmistir.

GEREG VE YONTEM

Bu deneysel calismada ortalama agirliklar 200 gr (180-
220 gr) olan 12’ser haftalik 30 adet eriskin Wistar Albino
cinsi erkek rat kullanilmistir. Ratlar onarlik t¢ gruba ayrildi;
A grubuna orsiektomi, B grubuna CPA ve C grubuna kon-
trol (Sham opere) ratlari dahil edildi. Gruplara dahil edilen
ratlarin yas, agirlik, cins gibi fizik 6zelliklerinin yani sira su-
lari, beslenmeleri, saklanmalari ve bakimlari agisindan fark
yoktu. A grubuna Halotanla indlksiyon yapildiktan sonra,
insan dozunun 25 mg/kg'lik tiyopental sodyum verilerek
anestezi yapildi ve rafeden yapilan tek bir skrotal insizyon-
la bilateral orsiektomi yapildi. B grubuna orsiektomi yapilan
grupla ayni gtin ve bir hafta tamamlaninca yeniden olmak
lzere, 15 mg siproteron asetat IM enjekte edildi. C grubu-
na (Kontrol) sham operasyonu yapildi (anestezi altinda yal-
nizca skrotal insizyon). Iki hafta sonunda, hayvanlar 75
mag/kg tiyopental ile ldrtlup sakrifiye edildiler, penisler
en blok alindi.

immiinohistokimyasal boyama; Doku kesitleri para-
finden arindirildi. Hidrojen peroksidaz cozeltisinde 15 da-
kika inklbe edilip, TBS ile 2 kez yikandi. Mikrodalga firin-
da sitrat tampon yapilip oda isisinda 20 dakika sogutuldu,
TBS ile 4 kez yikandi. Ozgiil olmayan zemin boyanmasini
onlemek amaciyla 5 dakika oda isisinda Ultra V Blok (Pro-
tein Blokaji) uygulamasi yapildi. Yikama yapiimadan sade-
ce lam Uzerindeki Ultra V Blogu akitildi, Bax antikoru do-
kuyu kaplayacak bicimde tzerlerine damlatildi ve 1 saat in-
kibe edildi. Sulandirma 1/100 oraninda yapildi. TBS ile 4
kez yikandi. “Biotinylated Goat antipolyvalent Solution”
serumu damlatilip 20 dakika bekletildikten sonra TBS ile 4

kez yikanip, AEC (3-amino-9-ethylcarbazole) kromojen ile
renk alincaya kadar inkibe edildi (AEC hazirlanisi; 1 ml
substrat icerisine 1 damla kromojen konuldu ve distile suy-
la yikandi). Daha sonra Mayer hematoksileni ile - burada
en fazla 1 dakika bekletilerek - zit boyama yapilip distile
suyla yikandi ve Ultramount ile kapatildi. Preparatlar, isik
mikroskobunda ve fotomikrograf altinda incelendi. Her bir
rata ait proksimal, distal ve mid saft penil spesmenlerinde,
kaverndzal dokulara uyan bolgelerdeki 100 hicre sayild
ve pozitif boyanan hiicreler % deger olarak belirtildi. Pozi-
tif boyanan hucrelerin gruplardaki ve kesitlerdeki sayisal
% degerleri, tek yonli varyans analizi (One way ANO-
VA)'nde LSD (Least Significant Difference) coklu karsilastir-
ma yontemi ile degerlendirildi. Prensip olarak; temelde
apoptoza giden hucrelerdeki Bcl-2 ile Bax arasindaki den-
genin ikincisi lehine olan kayma neticesinde intraselller
Bax proteininin artmis ekspresyonu vardir. Miyar (Reagent)
icinde bu antijenle reaksiyona girecek anti-mouse im-
munglobulini, bax geninin spesifik bir bélimi icin sentez-
lenen proteinin immUnojen olarak keciye verilmesi ile elde
edilmis bir immunglobulin G’dir. Bu antikor, ratdaki intra-
selltler Bax proteinini baglamakta ve intrasitoplazmik gra-
nUler tarzda boyanarak artmis bir kirmizi renk tesekkdl et-
mektedir (18).

Histopatoloji; Piyesler formalinde fikse edildikten son-
ra parafine gdbmullp proksimal, distal ve mid safta ait pe-
nil kesitler alindi. Tum lamlar rastlantisal olarak enflama-
tuvar infiltrat, 6dem, fibroz, bazal hiicre dejenerasyonu,
hiperplazi, endotel hlcre hacim yogunlugu acisindan
arastirildi.

BULGULAR

Kontrol grubunun ratlarina ait penil doku kesitlerinde
nadir gorilen Bax(+) boyanma (sekil 1), androjen deprivas-
yonu yapilan grupta (B) orta derecede artma gosterirken
(Sekil 2) orsiektomi yapilan grupta bu artma daha da kuv-
vetli idi (Sekil 3). Ayni penise ait kesitler arasinda da bariz
olmamakla birlikte homojen olmayan farkliliklar vardi. Do-
layisiyla, béyle bir 6n incelemeden sonra, her 3 grubun rat-
larina ait penil kesitler, rastlantisal olarak bulunan bir blytk

: -
$ekil 1. Kontrol grubu(C) ratlarin kaverntz diiz kas hicrelerin-
de normal Bax pozitif boyanma (x 100)
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Sekil 2. Cerrahi kastrasyon grubu (A) ratlarin kavernéz duz kas
hticrelerinde kuvvetli Bax pozitif boyanma (x 100)

buyitme alaninda yeniden degerlendirildi. Merkezden et-
rafa dogru yan yana bulunan 100 hicre, pozitif boyanan
ve boyanmayan olarak sayildi. Her bir ratin proksimal, mid
ve distal kesitlerine ait degerler tablo 1 de 6zetlenmistir.
Kontrol grubunun proksimal penil kesitlerinde, 100 hicre
icersinde Bax(+) boyanan hticre sayisinin 10 ratdaki ortala-
masinin, 13.0; mid saft kesitlerde 14.2 ve distal safta ait ke-
sitlerde 11.8 oldugunu saptadik. Benzer sekilde, cerrahi or-
siektomi yapilan ratlarin proksimal, mid ve distal saft kesit-
lerinde bu oranlarin ortalamasi, sirasiyla, 29.8, 30.1 ve 29.7
idi. CPA verilen grupta ise, yine ayni sirayla, bu degerler
19.5, 19.0 ve 19.2 idi. Sayisal verilere dokllen kesitsel ve
grup tabanli verileri, tek yonlt varyans analizinde LSD, cok-
lu karsilastirma yontemi kullanilarak analiz edildi (One Way
ANOVA). 1k olarak gruplarin icerisindeki kesitler karsilasti-
rildi. Buna gore, her 3 grubun kendi aralarinda proksimal,
mid ve distal safttaki (+) boyanan hticre sayilari arasindaki
farklilik, istatistiksel analiz sonucuna gére anlamli degildi.
Bax(+) boyanan % hucre sayisinin ortalama ve standart
sapma (SD) degerleri, kontrol grubu icin 13.00 = 5.91, or-
siyektomi yapilan grup icin 29.87 + 10.17 ve CPA uygula-
nan grup icin 19.23 + 9.23 olarak bulundu. Kontrol — cer-

Sekil 3. Medikal kastrasyon grubundaki (B), ratlarin kaver-
ndz diz kas hiicrelerinde orta derecede Bax boyanma (x 100,
C grubu)

rahi kastrasyon, kontrol — CPA, cerrahi kastrasyon — CPA
gruplarinin istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldu-
gu goruldi (p<0.001, F=29.238, SD=2,87).

TARTISMA

Apoptoz, degisik dis etkenlere (hipoksi, travma, toksin-
lere) sekonder gelisen nekrozdan farkli olarak, embriyoje-
nez ve gelisim, timorijenez ve, selliler homeostazla birlik-
te olan ayr bir morfolojik antite olarak ilk kez 1972'de ta-
nimlanmistir (19). Apoptoza giden hiicreler dehidratasyon
ve bilzulme gosterirler ve bu yiizden ilk tanimlandiginda
blzilme nekrozu diye adlandirimistir (20). Apoptozun ge-
netik temelinde bulunan Bax, prototipik apoptotik gendir
ve Bcl-2 ise, prototipik anti apoptoz genidir (21). Bu 2 gen
arasindaki koordinasyon, p53 geni ile saglanmaktadir (22).
p53, apoptoza neden olan gen olarak da dustnulebilir; bu
etkisini Bax kopyalamasini artirarak yaptigi gérinmektedir
(23). Penil dokuda cerrahi kastrasyon veya denervasyona
bagl olarak gelisen apoptoz ve diyabete sekonder gelisen
apoptoz onceki calismalarda gosterilmistir (11-17). Testos-
teron Uzerine bilinen etkisinden dolayi teorik olarak cerrahi
kastrasyonla ayni sonucu verecegi tahmin edilen CPA'nIn

KONTROL SIPROTERON ORSIEKTOMI
proksimal| mid distal |proksimal| mid distal |proksimal| mid Distal
Rat 1 18 17 18 15 18 19 25 26 29
Rat 2 2 2 2 32 46 37 10 20 20
Rat 3 20 17 20 12 11 20 20 20 20
Rat 4 12 12 12 35 17 24 42 31 30
Rat 5 14 10 10 20 10 16 50 55 51
Rat 6 18 18 1l 5 18 12 36 25 30
Rat 7 16 10 14 12 19 19 26 25 30
Rat 8 9 20 9 34 12 19 29 29 30
Rat 9 19 20 17 18 20 18 42 35 29
Rat 10 2 16 5 12 19 8 18 35 28
Ortalama 13 14.2 1.8 19.5 19 19.2 29.8 3041 29.7

Tablo 1: Kontrol, medikal kastrasyon ve cerrahi kastrasyon gruplarindaki 10'ar ratin proksimal, mid ve distal
penil erektil doku kesitlerinde Bax antikoru ile pozitif boyanan hiicre sayilari
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da apoptotik slrece etkisi buradaki calismamizda arastiril-
mistir. Siproteron asetatin neden oldugu apoptotik artis
cerrahi kastrasyon grubundakine gére daha distk bulun-
mustur, buradaki sonuc testosteronla penis arasinda ve tes-
tosteronla erektil fonksiyon arasinda ilgi kuran calismalara
katkida bulunabilir (24-28). Ote yandan, yaslanma ile erek-
til fonksiyondaki bozulma vyalniz kavernéz dokudaki
apoptoza baglanamaz, yaslanan kavernéz dokuda artmis
kollajen ve kollajendeki yapisal degisikliklerin mevcudiye-
ti de akilda tutulmalidir (29). Buna ek olarak, penil erektil
dokudaki apoptoz yalniz antiandrojen veya androjen yok-
sunlugu etkisi ile gérilmez, penil denervasyon sonucuda
olusur. Radikal prostatektomi sonrasi gozlenen ED ve pe-
nis klctlmesi yakinmalarindan yola cikarak ratlarda yapi-
lan kavernozal nérotomi calismalari penil denervasyon
sonrasl apoptozun, postoperatif erken gtinlerde oldugu-
nu gostermektedir (13,17). Bilateral olarak denerve edilen
rat penislerindeki penil agirlik ve majoér molekdler karak-
teristiklerdeki degisikligin ve apoptotik degisikliklerin de-
rece ve zamanlamasini karakterize etmek ve saptamak
icin yapilan calismalarda penil denervasyon sonrasi apop-
tozun, 1. ve 2. glnlerde yikselmekte, 14, 28, ve 60. gun-
lere dogru cok azalmakla birlikte devam etmekte oldugu
bildirilmistir (15-17).

SONUC

Bu calismada, rat penil erektil dokusunun, medikal an-
drojen deprivasyonu ve cerrahi orsiektomiye cevap olarak
verdigi selltler dejeneratif kapasitenin yani apoptozun, Bax
proteini temelinde immunohistokimyasal incelemesi yapil-
mistir. Bulgularimizda cerrahi kastrasyonun erektil dokuda-
ki apoptoza etkisi medikal kastrasyona gore ylksek bulun-
mustur. Bu sonuc cerrahi kastrasyonun erektil disfonksiyo-
na negatif etkisinin medikal kastrasyona goére daha ciddi
olabilecegini dustindirmektedir.
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