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GIRIS

Kuvvetli bir metabolik aktiviteye sahip olan testosteron’un genetik diizenleme-
deki rolii 6zellikle hedef organiarinda iyi arastintmgstir’*?*3%353 _Testosteron etkisi
DNA polimeraz aktivitesindeki artis ile yakindan ilgilidir®*®, Bir gériise gore tes-
tosteron karbosteroid polimeri halinde DNA de 6zel bir lokusa baglanir"'*”. He-
def organlarinda siiratle toplanan testosteron*'", 6zellikle nukleus civarinda
lokalize olur'’*?, Hedef organlarimin disindaki organlarda testosteron tutulmasi
kuvvetli degildir®?*?; ayrica bu hormonun metabolitlerinin hiicre tarafindan tu-
tulusu dokunun neoplastik veya normal olusuna gore degismektedir®**

Testosteron’un etkisi hiicrelerin In Vivo veya In Vitro sartlarda bu hormona ma-
ruz birakildiklarinda da farkhdir****. Testosteron solid Ehrlich timorlerinde DNA,

RNA ve protein sentezinde uyaric bir etkiye sahip oldugu halde"® bu tiumériin In
Vitro ¢ogalmasim Snler’.

Hiicre kiiltiirlerinin kisa siire testosteronla inkubasyonu, hiicrelerde morfolojik
transformasyona neden olmaz?"

Testosteron, devaml hiicre kiiltiirlerinden Hela hiicrelerinde ¢ok diisiik konsant-
rasyonlarda hiicre cogalmasim engeller®™, hedef organlarin doku veya hiicre kiiltiir-
lerinde™?, deri’®, kas® ve testis somatik hiicre kiiltiirlerinde® proliferasvon icin
gereklidir.

(*) Istanbul Tip Fakiltesi Histoloji ve Embriyoloji ve Psikiyatri Anabilim Dali
(**) Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Bilim Dah
(***) Cerrahpasa Tip Fakiltesi Uroloji Anabilim Dah



Bu ¢alismada, steroidlere karsi duyarh® ve devaml hiicre kiiltiirleri L-Strain
hiicrelerinde, testosteronun hiicre devrinin S fazina etkisi arastiriimstir.

MATERYAL VE METOD

Kontrol ve deneylerde petri kutularinda lameller tizerinde %5 CO, ve %95 ha-
va kangiminda, %10 dana serumu (Flow, Ingiltere) 100 ug/mi streptomisin, 100 1;2/ml
penisilin ihtiva eden Medium 199 (Gibco, Ingiltere) icinde 37° de iireyen L-Strain
hiicreleri kullamlmistir. Hiicreler lameller iizerine 3 x 10* hiicre/cm? olacak sekilde
ekilmis, ve ekimden 24 saat sonra kullaniimistir. Deneyler asagida belirtildigi sekilde
yapilmustir.

a) Yukanda agiklanan ve basgka bir madde ilave edilmemis ortamda iireven hiic-
reler kontrol olarak kullanilmistir.

b) Deneylerde petri kutular: dért gruba béliinmiis ve bunlara siras: ile 2 ul eto-
nelde ¢ozillmiis 0.1 pg/ml, 1 pug/ml, 10 ug Testosteron ve sadece etanol 2 xl/ml ola-
cak sekilde ilave edilmistir. Hiicreler bu ortamda 1/2, 12 ve 24 saat inkube
edilmisterdir. Her inkubasyon siiresinin sonunda ortamlar degistirilerek hiicreler, 20
dakika 0,5 uCi/ml *H-Thymidine (TRA-120 Radiochemical Center, Ingiltere) ihti-
va eden yukanda agiklanan ortamda inkube edildiler. 20 dakika sonra hiicreler Hank’s
BSS ile yikanarak Carnoy sivisi ile tespit edildiler.

c) Hiicreler (b) de verilen konsantrasyonlardaki testosteron, etanol ve kontrol
ortamlarinda aym sartlarda, 0.5 uCi/ml *H-Thymidine ile birlikte ve 24 ve 48 saat
birakildiktan sonra tespit edildiler.

Tespit isleminden sonra lameller jelatinli lamlara yapistinildi ve Kodak AR.10
filmi ile otoradyogramlar hazirlandi. Otoradyogramlar 4°C de 3 giin bekletildikten
sonra develope ve tespit edilerek, Giemsa yontemi ile boyandilar.

Ug defa tekrarlanan deneylerin sonunda lameller iizerinde her deney i¢in rastge-
le secilmis 60 alanda *H-Thymidine ile damgalanmis ve damgalanmamus hiicre ora-
n tespit edilerek Student’in t testi yontemi ile p<0.05 e gore degerlendirildi.

BULGULAR

Deneylerimizde kullanilan testosteron, etanolde ¢6ziinmistir. Testosteron’un
¢6ziindiigii 2 microgram/ml konsantrasyonundaki etanol L-Strain hiicrelerinde S fa-
zina *H-Thymidine ile damgalanan hiicre sayis) iizerinde kontrola goére anlamli bir
etki gostermemistir (Tablo 1 ve 2).

‘ Testosteron, 0.1 microgram/m] konsantrasyonda kullamlarak 1/2,12,24 saat son-
ra hiicrelerin *H-Thymidine ile muamele edildigi deneylerde (Tablo 1) ve hiicrelerin
24 ile 48 saat testosteronla birlikte *H-Thymidine de birakildigy deneylerde (Tablo
2) S faz1 tizerinde, kontrola gore, anlaml bir etkiye sahip degildir. Buna karsihk tes-
tosteron konsantrasyonunun 1 microgram/ml olarak alindig ve bu konsantrasyon-
da 1/2 saat birakildiktan sonra *H-Thymidine ile muamele edilen hiicrelerde DNA
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Tablo — 1

Testosteron’da birakildiktan sonra 20 dakika *H-TdR ile
muamele gormiis hiicrelerdeki damgalanma yiizdesi

Etanol Testosteron Testosteron Testosteron
Kontrol 2 ul/ml 0,1 pg/ml 1 pg/ml 10 pg/ml
X XX XX

1/2 Saat 39.64+16.96 40.06x15.56 41.76+16.34 32.8+17.97 33.27x=14.71

XX
12 Saat 38.66+11.07 36.98+16.8 39.05+21.14 34.87+22.3 27.77x14.02

XX
24 Saat 36.43+12.23 35.24+12.85 36.34+14.02 32.8+14.94 24.9.13.55

n=60
x=SD
P<0.05, X = anlamh fark

Tablo — 2

Testosteron ve H-TdR de 24 ve 48 saat birakilmis hiicrelerde damgalanma yiizdesi

Etanol Testosteron Testosteron Testosteron
Kontrol 2 ul/ml 0,1 pug/ml 1 ug/ml 10 pg/ml
X XX

24 Saat 93.98+13.34 93.20+12.39 92.89+13.32 89.17+14.4 30.10+17.19

XX
48 Saat 95.79£10.76 96+15.41 95.57+13.47 96.94+10.53 45.30+18.97

n=60
x=SD
P<0.05, XX = anlamh fark

Tiirk Uroloji Dergisi, Cilt: 13, Say:: 1, 1987 9



sentezine giren hiicre sayisinda anlamh azalma goriilmektedir (Tablo 1). Testoste-
ron’un 1 microgram/ml konsantrasyonda 1/2 saat iginde S fazina giren hiicrelerde

etkisi 12 ve 24 saat ayni ortamda birakilan hiicrelerde (Tablo 1) ve buna paralel ola-
rak 24 ve 48 saat *H-Thymidine ile birlikte testosteronda birakilan hiicrelerde gé-
rilmemektedir (Tablo 2). Testosteron’un 10 microgram/ml olarak kullamildig
deneylerde ise, 1/2, 12,24 saat sonra S fazindaki hiicre sayisinda belirli bir azalma
goze carpmaktadir (Tablo 1).

Ayni sekilde 10 microgram/ml konsantrasyonda testosteron, *H-Thymidine ile
birlikte hiicrelerin ortamina konuldugunda, 24 ve 48 saat sonra S fazinda anlamh
bir azalma goriilmiistiir (Tablo 2).

TARTISMA

Deneylerimizde kullanilan konsantrasyondaki etanol (Tablo 1,2) daha énce de
gosterildigi gibi® hiicreler icin toksik degildir.

Bulgularda isaret edildigi gibi testosteron 0.1 microgram/ml konsantrasyonda
L-Strain hiicrelerinde S fazinda etken goriilmemistir. 1 microgram/ml konsantras-
yonda ise ancak 30 dakikalik inkubasyon siiresi sonunda *H-Thymidine ile damga-
lanan hiicre sayisinda azalmaya sebep olmaktadir (Tablo 1). Bu azalma sonradan
kaybolarak 12 ve 24 saatlik inkubasyonlarda goériilmemektedir (Tablo 1). Buna kar-
siik 10 microgram/ml konsantrasyonda testosteron S fazina giren hiicre sayisim 30
dakika ile 24 saat testosteronun *H-Thymidine ile birlikte verildigi deneylerde 24 ve
48 saat sonra da goriilmiistiir (Tablo 2).

Hela hiicrelerinde testosteronun, hiicre ¢ogalmasini dnledigi bildirilmistir™. Yi-
ne Hela hiicrelerinde 5 x 10°-107 konsantrasyondaki testosteron ile mitoz sikhf azal-
maktadir®. Diger taraftan prostat hiicre kiiltiirlerinde ise 1 microgram/ml
konsantrasyonunda testosteron, hiicre ¢ogalmasi icin gereklidir”?. Tavsan kulak de-
risi kiiltiirlerinde de histolojik yapimin korunabilmesi i¢in testosterona ihtivag var-
dir®'®, Levator ani kasimmin In Vitro incelenmesinde gorillmiistiir ki testosteron 1
microgram/ml olarak kullanilirsa 24 saat sonra protein sentezi artmakta, daha yiik-
sek konsantrasyonlarda ise engellenmektedir®™. L-Strain hiicrelerinde aym miktar-
da testosteron, 24 saat sonra S fazina giren hiicre sayisim etkilememektedir.
testosteronun artan doza bagh olarak engelleyici etkisi oldugu organ kiiltiirlerinde®®,
cervix®?, adipos doku® ve fare embryosu doku kiiltiirlerinde®® gosterilmistir. Ben-
zer sekilde, testosteron’un, adrenal hiicre kiiltiirlerinde RNA ve protein sentezini en-
gelledigi de bildirilmistir®.

Deneylerimizde kullamilan, asenkron ¢ogalan L-Strain hiicrelerinde venilenme
siiresi, bir mitozdan yeni bir mitoza gegis siiresi, 20 saat kadardir; DNA mn artisi,
S fazi, yenileme siiresinin 8-16 nci saatleri arasinda olur"'®. Hormon etkisini sadece
mitoz iizerinde degil de, hiicre devrinin biitiin fazlarinda diisiindiigiimiizde®*", bul-
gulanmuza gore testosteronun G, fazina birinci derecede etken oldugunu dikkate al-
mamiz gerekecektir. Buna gore testosteron, hi¢ olmazsa, 1 microgram/ml
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konsantrasyonda G, fazindan S fazina gecen hiicre sayisim etkilemektedir. Testos-
teronun bu etkisi daha ileri saatlerde gériilmiiyorsa, engelleyici etkinin genetik ma-
teryaldeki tamir (recovery) mekanizmasinin ¢ahsmasina zaman birakmamasindan ileri
gelmektedir. Zira testosteronun DNA ya baglanmasi®® onun tek ipligine olmakta-
dir®™,

L-Strain hiicrelerinde S fazi mitozu takiben 8-16 nc1 saatlerde olduguna gore,
ortama testosteron ilavesinden 12 saat sonra, testosteron etkisi kayboldugundan, tes-
tosteron etkisiyle G, fazindan S fazina gegiste meydana gelen duraklama, heniiz G,
fazina gegmemis hiicrelerde goriilmekte ve 12 nci saate 1 microgram/ml konsantras-
yonunda testosteron S fazina gegen hiicre sayisini etkilememektedir. Testosteron 10
microgram/ml olarak kullanildigi zaman bu durum gériilmemekte testosteronun en-
gelleyici etkisi diger fazlara da yansiyarak *H-Thymidine ile damgal hiicre sayisi
azalmaktadir.

Calismamizda testosteron ile L-Strain hiicrelerinde elde edilen sonuglar, hiicre
proliferasyonu agisindan, daha 6nce yapilan ¢alismalara kismen uymakta ve kismen
uymamaktadir. Bu durum kullanlan hiicre tiplerinin farkh olmasindan ileri gelmek-
tedir®. Hiicre ve dokulardaki bu farkhlik, gesitli 6rneklerde belirtildigi gibi**® hiic-
relerin ihtiva ettigi reseptor proteinlerin dokudan dokuya degiserek ve muhtemelen
organizmanin yasina gore de farkh sekilde hiicresel isleviere katilmasiyla ilgilidir.

OZET

Testosteronun devamh ve primer hiicre kiiltiirlerindeki etkisi konusunda degi-
sik bulgular vardir. Bu calismada, devaml hiicre kiiitiirlerinden L-Strain hiicrelerin- ]
de testosteronun hiicre devrinin S fazina etkisi arasunlmistir. L-Strain hiicreleri 0.1
microgram/ml, 1 microgram/ml ve 10 microgram/ml konsantrasyonda testosterona
maruz birakiimis ve testosteronun etkisi *H-Timidin otoradyografisi ile arastiriimis-
tir, Sonug olarak testosteronun konsantrasyona ve zamana bagh olarak devaml L-
Strain hiicre kiiltiirlerinin S fazinda engelleyici bir etkisi oldufu goriillmiistiir.

SUMMARY

There are different results on the effects of testosterone on established and
primary cell cultures. In this study, the effect of testosterone on the S phase of cell
cycle of L-Strain cells of established cell cultures has been searched. The L-Strain
cells have been exposed to 0.1 microgram/ml, 1 microgram/m] and 10 microgram/ml
concentrations of testosterone has been searched through *H-Thymidine
autoradiography. As a result, it has observed that, due to concentrations and time
there is a hindering effect of testosterone on S phase of L-Strain cell cultures.
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