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HiPOGONADIZMLI HASTALARDA OKSIDATIF STRES
PARAMETRELERI VE BU PARAMETRELERIN TEDAVI iLE
ETKILESIMI

OZET
Amag: Bu calisma; hipogonadotropik hipogonadizmli hastalarda, oksidatif stres
varligini; protein, lipid ve niikleik asit oksidasyon iiriinleri ile antioksidan parametre
olan tiyol iizerinden gostermek ve hastalara uygulanan tedavi protokoliiniin, oksidatif

stres iizerine olasi etkilerini degerlendirmek amaciyla yapilmastir.

Gere¢ ve Yontem: Hipogonadizm tanisi alan 30 erkek hasta ile bunlarla yas ve
cinsiyet agisindan uyumlu 20 saglikli goniillii kontrol grubu olarak ¢alismaya alindi.
Oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla; ileri protein oksidasyon tiriinleri (AOPP),
tiyol, malondialdehid (MDA), nitrik oksit (NO) ve 8-hidroksideoksiguanozin
(8-OHdG) diizeyleri 6l¢iildii.

Bulgular: Hasta grubu, kendi i¢inde tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi olarak
karsilastirildiginda; tedavi sonrasi hasta grubunda tiyol degerlerinin istatistiksel
olarak arttigi; AOPP, MDA ve NO degerlerinin ise istatistiksel olarak azaldigi,
8-OHdG degerlerinde ise istatistiksel olarak anlamli fark olmadig goriildii.

Sonu¢: Hipogonadizm patogenezinde oksidatif stresin onemli bir faktér oldugu
goriisii; bu calismada olgiilen yiiksek AOPP, MDA, NO diizeyleri ve diisiik tiyol
diizeyleriyle  desteklenmektedir. ~ Caligmamiz;  hipogonadizmli  hastalarda,
plazma/serum AOPP, tiyol, MDA ve NO diizeylerinin degerlendirildigi, literatiirdeki
ilk c¢aligmadir. Bu tez calismasindaki bulgularin, hastalifin patogenezinin
aciklanmasi ve tedavi protokollerine faydali olmasi acisindan, literatiire Onemli

katkilar saglayacagi kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: Hipogonadizm, AOPP, tiyol, MDA, NO, 8-OhdG.
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OXIDATIVE STRESS PARAMETERS AND INTERACTION OF THESE
PARAMETERS WITH THE TREATMENT IN PATIENTS WITH
HYPOGONADISM

ABSTRACT
Aim: This study has been conducted in order to reveal the presence of oxidative
stress in patients with hypogonadotropic hypogonadism over the antioxidant
parameter thiol with protein, lipid and nucleic acid oxidation products, and further to

evaluate the probable effects of current patient treatments on oxidative stress.

Material and Method: 30 male patients with a diagnosis of hypogonadism and age-
and sex-matched control group of 20 healthy volunteers were included in this study.
In order to assess oxidative stress; advanced oxidation protein products (AOPP),
thiol, malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO) and 8-hydroxydeoxyguanosine (8-

OHdG) levels of the subjects were measured.

Findings: When the pre-treatment and post-treatment evaluations were made to the
patient group, it was observed that thiol level was statistically higher, AOPP, MDA
and NO levels were statistically lower and 8-OhdG level showed no statistically
significant difference after treatment.

Result: The view that oxidative stress is a significant factor in hypogonadism
pathogenesis is supported with high AOPP, MDA, NO levels and low thiol level
measured in the study. Our study is the first to evaluate AOPP, MDA, NO and thiol
levels of patients with hypogonadism in plasma/serum. We are in the opinion that
this study will make significant contributions to the literature for the explanation of
the pathogenesis of the disease and will be useful in treatment protocols.

Key Words: Hypogonadism, AOPP, thiol, MDA, NO, 8-OHdG.



1.GIRIS VE AMAC

Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi erkek hipogonadizmini; hipotalamo-
hipofizer-testikiiler aksta (HHTA) bir veya daha ¢ok seviyede bozukluk sonucu
testisin beklenen yasla fizyolojik diizeyde testosteron sentezleyememesi ve
spermatozoa sayisinda azalma veya yoklugu ile karakterize bir sendrom olarak
tamimlamustir (1).

Hipogonadizm; testikiiler bozukluk sonucu ortaya ¢ikarsa primer hipogonadizm,
hipotalamik ya da hipofizer diizeyde bozukluk sonucu ortaya ¢ikarsa sekonder
hipogonadizm olarak ifade edilir (2, 3). Hastalarda klinik belirtiler hipogonadizmin
baslangi¢ zamanina baghdir. Prepubertal androjen yetersizligi; ufak testis ve penis,
sekonder seks karakterlerinde ve iskelet sisteminde gelisim geriligi, uzun ekstremite
boyu ve infertilite ile kendini gosterirken, puberteden sonra ise temel belirtiler libido
azalmasi, erektil disfonksiyon, viicut killanmasinda degisiklik, kemik ve kas

kitlesinde azalma seklinde goriiliir (2, 3).

Viicutta normal sartlarda meydana gelen fizyolojik ve patolojik olaylar sirasinda
serbest oksijen radikalleri (SOR) olusmaktadir. Bu zararli molekiillerin miktari,
viicudun antioksidan savunma sisteminin kapasitesini asarsa oksidatif stres olarak
bilinen durum ortaya ¢ikar. Niikleik asitler, proteinler ve lipidler gibi temel hiicre
komponentleri oksidanlarla etkilesime girerek toksik bilesikler meydana gelmekte ve
bu bilesiklerin dl¢iilmesiyle oksidatif stres ortaya konmaktadir. SOR’un giiniimiizde

bir ¢ok hastaligin patogenezinde rol alabildigi gosterilmistir. Literatiirde, oksidatif



stresin hipogonadizm patogenezinde rol oynadigina dair ¢alismalar mevcuttur (4-8).
Ancak bu caligmalar; hipogonad hastalarin semen Orneklerinde oksidatif stresin
arastiritlmasi iizerine yogunlagsmistir. Literatiir taramamizda hipogonad hastalarin
serum/plazma Orneklerinde oksidatif stresi arastiran ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur.
Bu c¢alismanin amaci, hipogonadizm tanisi konan hastalarin serum/plazma
orneklerinde oksidatif stres parametrelerini 6l¢erek; hipogonadizm ile oksidatif stres
arasindaki iliskiyi arastirmak ve hastalara klasik olarak uygulanan gonadotropin
replasman tedavisinin bu parametreler {izerindeki etkisini degerlendirmektir. Bu
amagla hipogonadizm tanis1 konan hastalarin serum/plazmasinda; nitrik oksit (NO),
protein oksidasyonunu degerlendirmek icin ileri protein oksidasyon tiriinleri (AOPP)
ve tiyol, lipid peroksidasyonunu degerlendirmek i¢in malondialdehid (MDA),
niikleik asit oksidasyonu degerlendirmek igin 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG)

diizeyleri 6l¢iilmistiir.



2. GENEL BILGILER
2.1. ERKEK HIPOGONADiIZMi

Hipogonadizm; testislerin testosteron {iretimi ve sperm yapimindaki veya her
ikisinde birden yetersizligi sonucu ortaya ¢ikan klinik tablo olarak tanimlanir.

2.1.1. Etiyoloji, Patogenez ve Siniflamasi

Testikiiler yetmezlik, primer hipogonadizm (hipergonadotropik hipogonadizm)
olarak adlandirilirken, hipotalamik veya hipofizer yetmezlik ise sekonder
hipogonadizm (hipogonadotropik hipogonadizm) olarak adlandirilmaktadir (2,3).
Primer hipogonadizm, Leydig hiicrelerinden testosteron iiretimini ya da seminifer
tubuluslardan sperm tretimini ya da her ikisini birden etkileyen testikiiler bir defekt
sonucu meydana gelir. Negatif feedback mekanizmasi bozuldugu igin gonadotropin
diizeyleri yiikselmistir, bu nedenle hipergonadotropik hipogonadizm olarak da
adlandirilir.  Hipergonadotropik hipogonadizmin en sik goriilen nedenleri;
kromozomal bozukluklar, testislerin dogustan yoklugu, kriptorsidizm, ge¢irilmis
orsit ataklari, testis travmalari, testisi i¢cine alan radyoterapi, kemoterapi, otoimmiin
testikiiler yetmezliklerdir. Primer hipogonadizmde tedavi ile fertilitenin saglanmasi
miimkiin  degildir. Tedavinin esas amaci1 sekonder seks karakterlerinin
kazandirilmasidir (2,3).

Sekonder hipogonadizm ise hipotalamus ya da hipofizde meydana gelen patoloji
sonucu gonadotropinlerin yetersiz salgilanmasi ile olusur. Hipofizden luteinizan
hormon (LH) ve follikiil stimiilan hormon (FSH) salgisinda yetersizlik oldugu igin

sekonder hipogonadizm, hipogonadotropik hipogonadizm olarak da adlandirilabilir.



Idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizm (IHH), izole LH ve izole FSH eksikligi,
hipotalamus ve hipofiz tiimorleri, graniilomatéz hastaliklar, kafa travmalari, agir
sistemik hastaliklar, tremi, hemokromatozis sekonder hipogonadizmin en sik
goriilen nedenleridir. Hastalara uygun tedavi verilerek, sekonder seks karakterlerin
ve testislerin gelismesi ile fertiliteyi saglamak miimkiindiir (2, 3). Primer ve sekonder

hipogonadizm nedenleri Tablo 2.1.’de gosterilmistir (9).

2.1.2.Erkek Ureme Fizyolojisi

Cinsel gelisimin normal bir sekilde tamamlanarak, seksiiel fonksiyonlarin devam
ettirilebilmesi igin, cinsel farklilasmanin fotal hayatta tam olarak gergeklesmesi ve
hipotalamus-hipofiz-testis (HHT) aksmin olgunlasip diizenli bir sekilde ¢alismasi
gerekmektedir. Bu asamalardan herhangi birinde bozukluk meydana gelmesi sonucu
hipogonadizm olusmaktadir. Erkekte cinsel farklilasmanin gerceklesebilmesi igin
oncelikle olmasi gereken kromozomal yapinin XY olmasidir. Kromozom yapist XY
olur ise fotal testisler olusarak, miilleryan inhibitdr faktér (MIF) ve testosteron
salgilanmas1 olur. MIF, fotiiste i¢ genital organlarin kadin lehinde gelismesine neden
olan Miiller kanallarinin farklilagmasini inhibe eder. Bu kanallarin inhibe olmasi ile
birlikte, erkek i¢ genital organlarin gelisimini saglayan wolf kanallari farklilasmaya
baslayarak, epididimis, vezika seminalis ve sperm kanallar1 gelisir. Urogenital siniis
ve genital tiiberkiiliin erkek yoniinde farklilasmasi ile erkek dis genital organlar
olusur. Prostat ve prostatik iiretra, tirogenital siniisiin farklilagsmasiyla; penis, penil
tiretra ve skrotum ise genital tiiberkiiliin farklilagsmasiyla olusur. Testislerin inguinal
kanaldan skrotuma inmesi ve ekstragenital organlarin daha da biiyiimesi ge¢ fotal-
erken neonatal donemde meydana gelir ve bunun i¢in HHT aksinin aktive olarak
testosteron diizeyinin daha da artmasi gerekmektedir. Testislerin skrotuma inmesi ve
ekstragenital organlarin normal neonatal biiyiikliigiine ulasmasi ile HHT aks1
puberteye kadar baskilanir (2, 3, 9).



Tablo 2.1. Primer ve Sekonder Hipogonadizm Nedenleri

Primer Hipogonadizm Nedenleri

Sekonder Hipogonadizm Nedenleri

Konjenital bozukluklar
Kromozomal bozukluklar
Klinefelter ve diger sendromlar
Testosteron biyosentetik enzim defektleri
Miyotonik distrofi
Gelisimsel bozukluklar
Prenatal dietilstilbesterol sendromu
Kriptorsidizm
Akkiz bozukluklar
Orsit
Kabakulak ve diger viriisler
Graniilomatoz (tiiberkiiloz, lepra)
Insan immiinyetmezlik viriisii
Infiltratif hastaliklar
Cerrahi, travmatik yaralanmalar ve testis
torsiyonu
Radyoterapi
Toksinler
Mlaglar
Testosteron sentezi inhibitorleri ve
antiandrojenler (ketokonazol, simetidin,
flutamid, siproteron, spironolakton)
Etanol
Otoimmiin testikiiler yetmezlik
Diger organ-spesifik bozukluklarla iligkili
(Addison hastalig1, Hashimoto tiroiditi,
instilin-bagiml diyabet)
Sistemik hastaliklar (siroz, kronik bobrek
yetmezligi, orak hiicreli anemi, akkiz
immiinyetmezlik sendromu, amiloidoz)
Androjen direng sendromlari
So-rediiktaz eksikligi

IDIYOPATIK YA DA KONJENITAL
Izole GnRH eksikligi
Anosmi ile (Kallmann sendromu)
Diger anormallikler ile (Prader-Willi
sendromu, Laurence-Moon-Biedl
sendromu, bazal ensefalosel)
Parsiyel GnRH eksikligi
Multipl hipotalamik/hipofizer hormon
eksikligi
Hipofizer hipoplazi ya da aplazi
KAZANILMIS
Travma, cerrahi sonrasi, radyoterapi sonrasi
Neoplastik
Hipofiz makro adenomlari (prolaktinomalar,
diger fonksiyonel ve non-fonksiyonel timoérler)
Kraniyofarinjiyomlar, germinomlar, gliomlar,
16semi, lenfomalar
Hipofiz infarkti, karotid anevrizmasi
Infiltratif ve infeksiydz hipotalamus ve hipofiz
hastaliklar
Otoimmiin hipofizit
Malniitrisyon ve Sistemik hastalik
Anoreksiya nervoza, kronik aglik, bobrek
yetmezligi, karaciger yetmezligi
Ekzojen hormonlar ve ilaglar
Antiandrojenler, 6strojenler ve antiostrojenler,
progesteronlar, gluko-kortikoidler, simetidin,
spironolakton, digoksin, ilaca bagl
hiperprolaktinemiler (metoklopramid,
trankilizanlar, antihipertansifler)




Hipotalamus, hipofizer hormonlar olan FSH, LH ile testis fonksiyonlarini kontrol
altinda tutar. NoOrotransmitterlerin, hem negatif hem de pozitif kontrolii altinda
hipotalamus gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) salgilayarak, hipofiz bezinden
FSH ve LH salinimina yol agar.

GnRH, portal sistem ile 6n hipofize gelir. Hipofize ulasan GnRH, 6n hipofizdeki
gonadotrop hiicrelerden ritmik olarak gonadotropinlerin (LH ve FSH) salgilanmasina
neden olur. Gonadotropinlerin her 6 saatte bir 3.8 kez salgilanmaktadir.
Gonadotropin salginma ritminin bozulmasi halinde normal fizyoloji bozulur. Eger bu
ritm normalden daha sik olursa, serum FSH diizeyi asir1 artarken, LH diizeyi azalir.
Ritm normalden daha seyrek olursa serum FSH diizeyi azalirken, LH diizeyi asiri
artar (2, 3, 9).

LH, Leydig hiicrelerini uyararak testisten testosteron salgilanmasini saglar. FSH ise
Sertoli hiicrelerini uyararak spermatogenezin baglamasini saglar. Sertoli hiicrelerinde
spermatogenezin baslayabilmesi i¢in Leydig hiicrelerinden salgilanan testosterona da
ihtiyag vardir (9, 10).

LH ve FSH iki alt tiniteden (a ve B) olusan glikopeptidlerdir. o alt tiniteleri ortaktir
ve B alt dniteleri 6zglinligliinii saglar. Heterodimer yapi biyolojik aktivite igin
onemlidir. Alt liniteler serumda saptanabilir ve bazi patolojik durumlarda artabilirler
9).

HHT aksi, negatif ve pozitif feedback sistemi ile kontrol edilmektedir. Sertoli
hiicrelerinden salgilanan inhibin ile Leydig hiicrelerinden salgilanan testosteron
negatif feedback sistemini olusturur.  Inhibin, 6n hipofizden FSH salgisini,
testosteron ise hipotalamustan GnRH salgisini inhibe eder. Inhibinin LH salgis
tizerine ise herhangi bir etkisi yoktur. Aktivin ise pozitif feedback sisteminde gorev
alir (2, 3, 11).

Piiberte donemi; seksiiel tireme kapasitesinin kazanildigi donemdir. Puberte sirasinda
gozlenen fiziksel degisiklikler; boyun ve agirhigin hizla artisi, ikincil seks
karakterlerinin gelisimi, yag ve kas dokularinin dagiliminin ve miktarmin erkek
tipine degismesi seklinde siralanabilir. Sonug olarak puberte tamamlandiginda birey
yetigskin gOriiniimii kazanmis olur. Pubertenin tamamlanmasi bireyden bireye
farklilik gosterir ve baglama yas1 biiyiik 6l¢iide genetik faktorlerce belirlenmektedir.

Puberteyi etkileyen diger onemli faktorler ise beslenme ve iklim gibi cevresel



faktorler, etnik Ozellikler, fiziksel ve ruhsal stresler ile her tiirlii hastalik durumudur.
Piibertenin erken doneminde, 6zellikle uyku esnasinda GnRH ve gonadotropinler
(LH ve FSH) ritmik olarak salgilanmaya baglar. FSH ve LH salgisina cevap olarak
gonadlardan seks steroidleri sentezlenmeye baslar. Cocukluk ¢aginin tersine piiberte
doneminde, hipofizin GnRH’a ve testislerin gonadotropinlere hassasiyeti artarken,
hipotalamusun gonadal steroidlere olan hassasiyeti azalir. Bu yiizden hipotalamusun
negatif feedback ile baskilanabilmesi i¢in gonadal steroidlerin daha yiiksek diizeylere
ulagmas1 gerekir. Sonu¢ olarak piibertede GnRH, LH, FSH ve gonadal steroid
diizeyleri belirgin sekilde artar ve bu donemde goriilen degisiklikler ortaya ¢ikar (3,
2,9).

Bu doénemde pubik ve aksiller kil gelisiminde, kemik epifizlerin kapanmasinda ve
boy uzamasinin hizlanmasinda adrenal korteks steroidleri de gorev almaktadir (2, 3).
Erkek cocuklarda pubertenin ilk fiziksel bulgusu testis hacimlerinin artmasidir.
Testis voliimiiniin 4 mL'nin lizerine ¢ikmasi ya da uzun aksinin 2,5 cm veya tizerinde
olmasi puberteye girildigini gosterir. Erkeklerde piiberte ortalama 13.3 + 1.3 yasinda
baslar. Daha sonra pubik killanma, boyda ve peniste uzama ile devam eder.
Piibertenin sonunda fertilite yetenegi kazanilir ve birgok psikolojik ve davranis

degisiklikleri ortaya ¢ikar (2, 3, 9).

2.1.3. Klinik Hikaye ve Fizik Muayene Bulgulari

Medikal hikaye; testisin inmesi, pubertal gelisim, tras olma siklig1, viicut killarindaki
degisiklikler, var olan veya geg¢irilmis sistemik hastalik hikayesi {iizerine
odaklanmalidir. Tam seksiiel hikaye; libido degisikliklerini, erektil ve ejakulatuar
fonksiyonlart ve mastiirbasyon sikligini, koital aktivite ve fertiliteyi (6nceki ve
simdiki partnerleri) igermelidir. Onceki orsitis, sinopulmoner sikayetler, seksiiel
yolla gecen hastaliklar, genitoiiriner enfeksiyonlar ve reprodiiktif bolgeyi etkileyen
onceki cerrahi girisimlerle (6rn: vasektomi, prostatektomi, varikosel baglanmasi)
ilgili bilgiler elde edilmelidir. Sigara ve alkol alimini igeren sosyal anamnez
alimmalidir. Medikasyon ve ila¢ anamnezinde hormonal, spermatogenik ve erektil
fonksiyonu etkileyen her ilag sorgulanmalidir. Bunlar keyif verici ilaglar, anabolik

steroidler, psikiyatrik ilaglar, antihipertansifler, anti androjenik, sitotoksik ilaglar ve



alternatif tip tedavileri, ¢evresel toksinler ve sicaga maruz kalma (saunalar ve
jakuziler) ve radyasyonu kapsar (9).

Hipogonadizm; cinsel farklilasma zamanindan once meydana gelirse ambigius
genitale, ge¢ fotal veya erken neonatal donemde meydana gelirse inmemis testise ve
ekstragenital organlarin yetersiz gelisimine neden olur. Piiberteden Once
baslayanlarda ise; testisler skrotuma inmis ancak voliimleri 5 mL’den kii¢iiktiir.
Penis boyu 3-5 cm’den daha kisadir. Skrotum pigmentasyonunda ve ragat
gelisiminde yetersizlik vardir. Prostatin boyutu kiigiiktiir. Androjen eksikliginden
dolay1 epifizlerin kapanmas1 gecikmistir. Bu nedenle iskeletleri 6niikoidal yapidadir
(2,9).

Genel fizik muayenede boy ve parmak ucu arasindaki mesafe 6lgiilmeli, kas kitlesi
ile yag dokusu degerlendirilmelidir. Viicut kil dagilimi karakteristigi incelenmeli,
jinekomasti i¢in meme muayenesi yapilmalidir. Skrotal icerik incelenmeli, penil
uzunluk ve iretral biitiinlik Olgiilmelidir. Skrotal incelemede orta hat flizyon
degerlendirmesi (6r: bifid skrotum, hipospadias), testikiiler boyut 6lgtimii ve kivamu,
var olan intra-testikiiler kitleler, epididim anormallikleri, bilateral vas deferens
varligi, varikosel, hidrosel varlig1 arastirtlmalidir. Normal testikiiler boyut siyah ve
beyaz erkeklerde 3.6-5.5 ¢cm uzunlugunda 2.1-3.2 cm genisliginde ve 15-35 mL
hacmindedir. Asyali erkeklerde ortalama testis boyutlari biraz daha kiigiiktiir.
Azalmis testis voliimii genellikle azalmis spermatogenik hiicre anlamia gelir ¢linkii
testikiiler hacmin %80 inden daha fazlasini seminifer tiibiiller olusturur (2, 9).
Hipogonad hastalarda epifizlerin kapanmasi geciktigi icin kemik yaslari, kronolojik
yaslarindan geridir ve osteoporoz goriiliir. Erkek tipi sa¢ dokiilmesi olmaz, sakal
gelisimleri yetersizdir ve yiiz goriiniimleri kadmsidir. Pubik ve aksiller bolge basta
olmak tizere kil gelisimi yetersizdir. Hipogonad hastalarda ses yapisi ince olup viicut
yag dagilimi bozuktur, kadin tipi yag birikimi belirgindir. Kas kitlesinde ve giiclinde
azalma vardir. Libido azalmistir ve ereksiyonda yetersizlik vardir. Cogu kez
ejakiilasyon yoktur. Hipogonadotropik hipogonadizmde nadir olmakla birlikte
jinekomasti goriilebilir. Kallmann sendromunda anosmi goriiliir. Yarik damak ya da
dudak gibi yliz anomalileri, ekstremite deformiteleri, sinir tipi sagirlik goriilebilen

durumlardir (2, 3).



Piiberteden sonra ortaya ¢ikan hipogonadizmde ise; penis boyu normaldir. Testis
voliimii hafif kiigtiktiir (5-15 mL). Skrotum pigmentasyonu, ragat gelisimi ve prostat
voliimii normale yakindir. Iskelet oranlar1 normaldir fakat siklikla osteopenik veya
osteoporotiktir. Daha 6nce normal olan libidoda, ereksiyonda, sakal basta olmak
tizere viicut killarinda, kas kitlesi ve giiclinde zamanla yetersizlik ortaya cikar. Ses

yapist normaldir (2, 3).

2.1.4. Tam

Anamnez: Libido kaybi, empotans, seksiiel disfonksiyon, diigiik voliimlii ejakiilat
basta olmak tiizere sistematik olarak hasta sorgulanmalidir. Anosmi, hiposmi, orta hat
deformiteleri, kriptorsidizm Oykiisii hipogonadotropik hipogonadizm tiplerini akla
getirmelidir. Testikiiler travma Oykiisli, kriptorsidizm, kabakulak orsidi, toksik
maddelerle karsi karsiya kalma, radyoterapi ve kemoterapi testikiiler yetersizlikle
birlikte olabilir. Puberte sonrast baglayan empotans, seksiiel disfonksiyon
hipotalamik ya da hipofiz kaynakli patolojileri gosterebilir. Adrenal yetersizlik,
hipotiroidizm gibi diger endokrin patolojiler, bas agris1 sikdyeti ya da goérme alanm
bozukluklar1 nadirende olsa epileptik ataklar hipofizer tiimdrler basta olmak iizere
santral sinir sistemi ile birlikte olan hastaliklar1 diistindiirtir (2, 3, 9).

Fizik Muayene: Hastanin boyu, kilosu, viicut kiitle indeksi, kulag mesafesi, bas-
pubis ve pubis-topuk mesafesi Olgiimleri yapilmali, kas ve viicut yag dagilimi
incelenmelidir. Kas Kkitlesi ve yag dagiliminin erkek tipi olup olmadig
belirlenmelidir. Jinekomasti ve galaktore olup olmadigi degerlendirilmeli, gérme ve
koku muayenesi yapilmalidir. Sakal uzamasi, aksiler, pubik ve viicut kil dagilimi
dikkatli bir sekilde muayene edilmelidir. Testis boyutlarida muayenenin 6nemli bir
parcasidir, puberte oncesi 3-4 mL hacminde ve uzunlugu 2 cm’den kisa iken
erigkinlerde 20-30 mL hacminde 4.5-6.5 cm uzunlugunda 2.8-3.3 c¢cm genisligindedir.
(2,3,9).

Laboratuvar Bulgular:: Klinik bulgular gibi laboratuvar bulgular1 da tablonun de-
recesine ve sliresine gore degisebilir. Baglica bulgular sunlardir;

e Testosteron (serbest ve total) diistiktiir.
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e FSH, LH disiiktiir (Testosteron seviyesi diisilk oldugu halde FSH ve LH
yiiksekse olay primer testikiiler hipogonadizmdir). GnRH eksikligine bagl
bazi1 vakalarda (Kalmann sendromunda) LH seviyesi normal olabilir.

e Tabloya yol acan sebebe gore diger hipofiz hormonlarinda da degisiklik (artis
veya diisiikliik) olabilir

e Uzun siiren vakalarda kemik mineral dansitesinde azalma olabilir.

Stimiilasyon (dinamik) testleri:

Genellikle Klinik tablo ve bazal hormonal incelemelere gore gerek kalmayabilir,
ancak siipheli ve ayirim i¢in gereken vakalarda yapilabilir. Bu amagla en ¢ok
kullanilan testler GnRH stimiilasyon testi ve human chorionic gonadotropin (hcG)
testidir.

GnRH stimiilasyon testi: Olayin hipotalamik veya hipofizer oldugunu anlamak i¢in
yapilir. 1000 mg GnRH verildikten sonra 0, 30, 60, 90, 120. dakikalarda FSH ve LH
Olglimii i¢in kan alinir. Normalde FSH' da iki kat, LH' da 2-4 (3-6) kat artis olmas1
gerekir. Eger olay hipofizerse higbirinde artis olmazken, hipotalamik kokenli
olaylarda artis olur. Nadiren izole FSH eksikligi olan bazi vakalarda (Kalmann
sendromu gibi) LH' da da artis olmaz.

hcG stimiilasyon testi: Siipheli vakalarda en ¢ok basvurulan testtir. Degisik
sekillerde (ve dozlarda) uygulanir. Genellikle 1000ii-2000i heG (LH) intramiiskiiler
olarak uygulanir, 4 ve 5. giinler total testosteron (t-Tes) ve serbest testosteron (s-Tes)
icin kan alinir, bazale gére % 100' den fazla artis olursa hipofiz gonad aksinin saglam

olduguna ve olayin hipofizde olduguna karar verilir (2, 9).

2.1.5. TEDAVI

Tedavinin hedefi olayin baslangi¢c zamanina, hastanin ¢ocuk isteyip istememesine ve
cocuk isteginin zamanina gore degisir. Buna gore ili¢ sekilde tedavi ihtimali
mevcuttur.

a) Puberte Sonras1 Baglayan ve Hastanin Cocuk Isteginin Olmadig1 Vakalar:

Bu hastalarda sadece testosteron replasman tedavisi yapmak yeterlidir. Ancak su
andaki mevcut imkanlara gore istenilen bir testosteron preparatinin oldugu

soylenemez (etki siiresi, dozu, yan etki profili, homojenizasyonu, uygulama sekli).
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Burada tedavinin amaci normal virilizasyonun devamini saglamak, testosteron
eksikligine bagh olarak ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlar1 6nlemektir. Yapilacak
testosteron replasman tedavisinde en uzun etkili preparati kullanmak uygundur.
Tedavide en ¢ok kullanilanlar enantat, spionat ve undekanoat gibi testosteron es-
terleridir. Intramuskiiler olarak 2-3 haftada bir uygulanir. Doz siiresi hastaya gére
ayarlanabilir. Intramuskiiler preperatlar disinda en c¢ok kullanilanlar transdermal
patch'lerdir (Testoderm, Androderm gibi). Bunlarin en biiyiik yan etkileri allerjik
reaksiyonlardir. Oral preparatlar hem kullanim zorlugu hem de yan etkiler agisindan
pek tercih edilmez.

Gerek intramuskiiler enjeksiyonlarla uygulamada gerekse giinliik patch’lerle yapilan
testosteron replasman tedavisinde testosteron seviyesi enjeksiyonlarin ortasindaki
giinlerde veya giinliik 6lgtimlerle kontrol edilmelidir. Testosteron replasman tedavisi
yapilirken 6zellikle 40 yas tistiindeki hastalarda prostat hipertrofisi, prostat kanseri ve
kardiyak etkiler gibi durumlar dikkate alinmalidir (2, 3, 9).

b) Eriskinde Puberte Sonrasi Baslayan ve Hastanin Cocuk Isteginin Oldugu
Durumlarda Tedavi:

Sekonder seks karakterleri ve seksiiel gelisim normal oldugundan hedef
hormonogenezin ve spermatogenezin saglanmasi-siirdiiriilmesidir. Bu amagla haftada
{ic giin (aralikl) LH (hcG) tedavisi (1000U-5000U) ve haftada ii¢ giin human
menapozal gonadotropin FSH tedavisi (75U0-150U0) uygulanir. 2-2.5 aylik
kontrollerle hormonogenez ve spermatogenez kontrol edilerek fertilite kabiliyeti
takip edilir. Esinin hamileligi gerceklestiginde yukarida bahsedilen testosteron
replasman tedavisine gegilir.

Hipotalamik vakalarda LH ve FSH tedavisine cevap vermeyen vakalarda pulsatil
GnRH tedavisi de uygulanabilir. Her iki saatte bir GnRH verilerek de yapilan
tedavide doz vakalara gore ayarlanmalidir (Her bolusta 50-500 ng/kg gibi). Bu tedavi

hipofizer kokenli vakalarda etkisizdir (uygulanamaz-uygulanmamalidir) (2, 9).
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c) Eriskin Yasta Olup Puberte Olusmams Sekonder Hipogonadotropik
Hipogonadizmde Tedavi:

Tedavide amag¢ Oncelikli sekonder seks karakterleri gelisimini saglamak
(hormonogenez) daha sonra spermatogenezi olusturmaktir. Bu amagla tedaviye
hastanin yas1 da dikkate alinarak 1000i-2000i heG tedavisiyle (haftada ii¢ giin)
baglanir. 2-3 aylik araliklarla serum testosteron seviyesi kontrol edilir, yeterli
seviyeye gelmezse doz arttirilarak tedaviye devam edilir. Yeterli testosteron
konsantrasyonu (ve/veya testisler en az 8 mL'ye ulasmissa) saglanirsa tedaviye
menapozal gonadotropin (FSH:75 i, haftada ii¢ giin) eklenir. 4-6 aylik araliklarla
sperm sayist kontrol edilir ve yeterli seviyede degilse 150 i (haftada ti¢ giin) dozu
cikilir. Bu tedaviyle genellikle 6-12 ayda spermatogenez saglanir. Tedavinin
baslangicindan spermatogeneze kadar gecen siire genellikle 2 yildir. Ancak bir yilda
da sonug¢ alinabilir. Spermatogenez saglandiktan sonra hasta ¢ocuk istiyorsa esi
hamile kalana kadar tedaviye devam edilir. Eger ¢ocuk istegi yoksa tedavi

testosteron replasmani ile stirdiiriiliir (2, 3, 9).

2.2. SERBEST RADIKALLER
Serbest radikaller, dis orbitallerinde bir veya daha fazla ¢iftlesmemis elektrona sahip,
kisa omiirldi, kararsiz, diisik molekiil agirlikl, reaktif etkinligi ¢ok fazla olan atom
veya molekiillerdir (12). Yapilarinin kararsiz olmasi nedeniyle ¢ok reaktif olan
radikaller; amino asitler, proteinler, serbest yag asitleri, lipidler, karbohidratlar ve
niikleotidler gibi tiim hiicre bilesenleriyle etkilesime girebilmektedirler (13, 14).
Serbest radikaller baglica 3 temel mekanizma ile olusurlar (15):

1.Kovalent baglarin homolitik kirilmasi: A:B — A"+ B’

2.Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi veya bir molekiiliin heterolitik

boliinmesi: A:B — A"+ B”

3.Normal bir molekiile elektron transferi A + e — A~
Serbest radikaller; organizmalarda normal metabolik aktivite sirasinda olusabildikleri
gibi organizmanin radyasyon, hava kirliligi, sigara dumani, ilag gibi dig etkenlere
maruz kalmasi sonucuda olusabilir (15).
Iki tane eslesmemis elektrona sahip olan molekiiler oksijen (O,) ve triplet oksijen

(0,), organizmalarda en fazla bulunan radikallerdir (15). Radikaller molekiiler
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oksijenden tiireyebildigi gibi; karbon, nitrojen ve kikiirt kaynaklida
olusabilmektedir. Serbest radikallerle elektron aligverisi yapan veya zincirleme
reaksiyonlara katilan bir¢ok biyomolekiil de yeni radikal olusumuna yol
acabilmektedir (14).

2.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

Normal sartlarda kararli, kokusuz, renksiz, tatsiz, sudaki ¢oziiniirliigi sinirli olan
oksijen, insan hayat1 i¢in hem gerekli hem de toksik olan bir molekiildiir. Bir ¢ok
metabolik olayda terminal elektron akseptorii olarak gorev yapar. Serbest radikallerin
temel kaynagi molekiiler oksijendir. SOR terimi, oksijenin radikal olan ve olmayan
tim tiirevlerini kapsayacak sekilde kullanilmaktadir. Oksijen molekiilii reaktif
olmamasma ragmen diger radikallerle reaksiyona girme o6zelligine sahiptir.
Molekiiler oksijenin indirgenmesi sonucunda siiperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirleri olusur. Serbest oksijen radikalleri
endojen olarak viicutta sentezlenen metabolik yan triinlerdir. Viicutta normal veya
patolojik olarak serbest radikaller tiretilir. Tablo 2.2.°de biyolojik 6nemi olan bazi
serbest oksijen radikalleri gosterilmistir. Bu {iriinler hemen sentez edildikleri yerde

detoksifiye edilmezler ise zararl etkilerini olustururlar (12).

Tablo 2.2. Biyolojik Onemi Olan Baz1 Serbest Radikaller

Radikaller Non- radikaller
Stiperoksit anyon radikali (O,") Hidrojen peroksit (H,O,)
Hidroksil radikali (OH"-) Hipokloréz asit (HOCI)
Peroksil radikali (RO,) Ozon (O3)
Alkoksil radikali (RO) Singlet oksijen (O)
Hidroperoksit radikali (HO,) Peroksinitrit (ONOO)
Nitrik oksit radikali (NO) Hidroperoksid (L(R)OOH)
Organik radikaller (R") Azot dioksit (NO,)
Hemoproteine bagl radikaller Hipohal6z asid (HOX)

Serbest radikal olusumu lipid peroksidasyonu ile baslar ve zar yapisinda yer alan
doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden olur (16). Lipid peroksidasyonuna

bagli olarak organellerde fonksiyon bozuklugu olusur, lizozomal fragilite artisi ile
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mikrozomal enzimlerde degisiklikler olusur ve sonugta hiicre 6limii gerceklesir.
Serbest oksijen radikalleri ozellikle hiicre zarinda hasara yol acarak lipid
gecirgenligini arttirir ve lipoproteinlerin kana gegisine neden olur. Bu durum monosit
ve makrofajlarin damar duvarina gegisini arttirarak aterogenezi hizlandirir. Serbest
oksijen radikalleri damar diiz kas hiicrelerinin biliyiime ve g¢ogalmasini uyarir,
kovalent baglar etkileyerek protein, niikleik asit ve lipidlerin yap1 ve fonksiyonlarin
bozmaktadir (15).

Serbest radikal etkisine karsi proteinler, ¢oklu doymamis yag asitlerinden daha az
hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri amino
asit kompozisyonlarina baghdir. Metiyonin, sistein gibi tiyol grubu i¢eren amino
asitler ile triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi aromatik amino asitler
oksidasyona en fazla derecede maruz kalmaktadirlar. Oksidasyon sonucu proteinlerin
sekonder ve tersiyer yapilarinda olusan degisiklikler fonksiyonlarini etkilemektedir.
Enzim veya reseptér olan membran proteinleri, Ozellikle serbest radikallerin
modifikasyonuna duyarli olduklar1 ig¢in Onemli hiicresel fonksiyonlarini
kaybetmektedirler (17).

Proteinlerin tiyol gruplarinin oksidasyonu, enzim fonksiyonundaki kayiplara,
membran iyon ve metabolit transportunda aksamalara ve kontraktil fonksiyonlarda
bozulmalara neden olmaktadir (18).

Serbest oksijen radikalleri hiicrede saldirdig1 bir diger 6nemli makromolekiil niikleik
asitlerdir. Serbest oksijen radikalleri etkilerini deoksiriboniikleik asitin (DNA) temel
tas1 olan niikleotidin yapisi icinde yer alan piirin ve pirimidin bazlar iizerinde
gosterirler. Serbest radikaller, DNA ¢ift sarmalinin ayrilmasina, sarmal i¢inde gapraz
baglanmalara veya niikleik asit baz degisimlerine neden olabilir. Bu da kromozal
mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanir (19).

Radikaller araciligr ile 6zellikle guanin bazinin hidroksilasyonu sonucunda DNA
molekiiliiniin yapis1 degismekte ve mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir (20). DNA’nin
yarilmasi, DNA-protein ¢apraz baglari, purinlerin otooksidasyonu gibi bazi durumlar
reaktif oksijen tiirlerinin 6zellikle de hidroksil radikalinin neden oldugu hasarlardir
(21). Ayrica aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit, membrandan
gecerek hiicre ¢ekirdeginde hasarlara yol agabilmektedir (15). Tablo 2.3.’de serbest

radikallerin etkiledigi molekiiller ve sonuglari 6zetlenmistir.
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Tablo 2.3. Serbest Radikallerin Etkiledigi Molekiiller ve Sonuglart

Etkilenen bilesik Sonuclar

Protein denatlirasyonu
Doymamis amino asitler ve kiikiirt | Capraz baglanma
iceren amino asitler Enzim inhibisyonu

Hiicre gegirgenliginde degismeler

Hiicre gelisiminde degismeler

Niikleik asit bazlar
Mutasyon
Karbohidratlar Hiicre yiizey reseptorlerinde degisim
Doymamus lipidler Kolesterol ve yag asitlerinin oksidasyonu
Nikotinamit ve flavin igeren kofaktorlerin
Kofaktorler aktifliginde azalma

Askorbat ve porfirin oksidasyonu

o a-tokoferol ve B-karoten gibi antioksidanlarin
Antioksidanlar o
aktifliginin azalmasi

) Denatirasyon
Proteinler o
Peptit zincirinde kirilmalar
Baz modifikasyonlari
DNA
Zincirde kirilmalar
Hyaliironik asit Sinovyal sivinin vizkositesinde degisim

2.3. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLERI

Cesitli kaynaklardan gelen serbest radikallere maruz kalma, organizmanin birgok
savunma mekanizmalarim1  gelistirmesine yol a¢mistir. Bu mekanizmalar
“antioksidan savunma sistemleri” ya da kisaca ‘“antioksidanlar” olarak bilinirler.
Normal sartlar altinda hiicre i¢i serbest radikallerin seviyeleri ile antioksidanlarin
aktiviteleri arasinda bir denge vardir. Bu denge, organizmalarin yasamasi ve sagligi
igin gereklidir. Bu dengenin serbest radikallerin lehine bozulmasi oksidatif stresle
sonuglanmaktadir (12, 22). Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri membranlarin

yapisinda bulunan lipidlerin peroksidasyona karsi korunmasi olmustur. Giiniimiizde
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ise, antioksidanlarin koruyucu etkilerinin lipidlerin yani sira proteinleri, niikleik
asitleri ve karbonhidratlar1 da kapsadigi gosterilmistir. Boylece, antioksidanlar hedef
molekiillerdeki oksidan hasar1 engelleyen veya geciktiren maddeler olarak
tanimlanmistir ve bu tamimla baglantili olarak antioksidanlarin etkileri farkl
sekillerde olabilmektedir. Antioksidan maddeler, aktif oksijen olusumunu
engelleyerek ya da olusan aktif oksijenleri tutarak, oksidasyonun tesvik etmis oldugu
zararlanmalar1 hiicresel bazda engellemekte ve dejeneratif hastaliklarin olusumunu
durdurmaktadir (12, 22).
Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler;
1- Serbest radikal olusumunun engellenmesi

a- Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirarak

b- Oksijeni uzaklastirarak veya konsantrasyonunu azaltarak

c- Katalitik metal iyonlarin1 uzaklastirarak
2- Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi

a- Toplayici etki: SOR’lerini etkileyerek onlar tutmaya ve daha az reaktif
baska molekiillere ¢evirmeye yonelik etki (enzimler).

b- Bastirici etki: SOR’leri ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek aktivite
kaybina neden olan etki (flavinoidler, vitaminler).

c- Onarict etki

d- Zincir kiric1 etki: SOR’ lerini ve zincirleme reaksiyon baslatacak olan diger
maddeleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak fonksiyonlarini 6nleyici
etki (hemoglobin, seroplazmin, mineraller, vitaminler).
Antioksidanlar yapilarina gore enzimatik yapida olanlar ve enzimatik yapida
olmayanlar seklinde gruplandirilabildigi gibi (Tablo 2.4.), hiicre lokalizasyonlarina
gore de intraseliiler antioksidanlar, ekstraseliiler antioksidanlar ve membran

antioksidanlari olarak gruplandirilabilir (23).
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Siipiiriicii

Antioksidanlar

Enzimatik

Antioksidanlar

Sentetik

Antioksidanlar

Koruyucu

Antioksidanlar

Askorbik asit
Alfa-tokoferol
Tiyol
Beta-karoten
Urik asit
Flavonoidler

Ko-enzim Q

Katalaz (Cat)
Paraoksonaz (PON)
Siiperoksit dismutaz
(SOD)

Glutatyon
peroksidaz(GSH-Px)

N-asetilsistein
Allopurinol
Probukol
Penisilamin
Deferoksamin
Butil

Hidroksitoluen

Transferrin
Albliimin
Seriiloplazmin

Ferritin

2.4. OKSIDATIF STRES VE OKSIDATIF STRESI GOSTEREN
PARAMETRELER

BAZI

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz1 bir
denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu
dengenin bozulmasina neden olur. ’Oksidatif stres’’ olarak adlandirilan bu durum
Ozetle: serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku hasarina yol agmaktadir.
Serbest oksijen radikalleri belirli diizeyi asarsa veya antioksidanlar yetersiz kalirsa
denge radikaller lehine bozulur ve ateroskleroz, kronik bobrek yetmezligi, diyabet,
respiratuvar distres sendromu, romatoid artrit, sepsis ve alzheimer hastaligi gibi
birgok patolojik durum meydana gelir (23). Serbest radikaller insanlarda elliden fazla
hastaligin patolojisi ile iligkilendirilmektedir.
Oksidatif stresle olusan baslica doku hasarlar1 asagidaki gibi siralanabilir:

« Protein oksidasyonu

. Lipid peroksidasyonu, membran fonksiyonlarinin bozulmasi
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«DNA yapisinin bozulmasi (8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) olusumu
ya da zincirin kirilmasi)

Oksidatif stresin gosterilmesinde doku hasar1 sonucu ortaya ¢ikan protein, lipid ve
nikleik asit gibi biyomolekiillerin  oksidatif {iriinlerine ydnelik testler
kullanilmaktadir.
2.4.1. Proteinlerin fleri Oksidasyon Uriinleri (AOPP)
Proteinler serbest oksijen radikallerine maruz birakildiklarinda bir¢ok kovalent
degisiklige ugrar. Bu degisikliklerden bazilar serbest radikallerin protein molekiilleri
tizerine direkt etkileri sonucu olusabildigi gibi, bazilari da oksidasyon yan
trlinlerinin proteinlere kovalent olarak baglanmasi ile meydana gelir (24, 25).
Proteinlerin radikal aracili hasari; elektron kaybi, metal-iyon Kkatalizli reaksiyonlar,
lipid ve sekerlerin otooksidasyonu ile baslatilabilmektedir.
SOR’un proteinler {izerinde olusturdugu oksidatif hasar, dort farkli sekilde
gerceklesebilir (26):

« Protein iskeletinin oksidasyonu

« Peptid baglariin kirilmasi

« Amino asit yan zincirlerinin oksidasyonu

« Kovalent ¢apraz baglanma reaksiyonlari
Oksidatif hasar goren proteinlerin onartmi miimkiin olmadigindan, endojen
proteazlar tarafindan proteolitik yolla yikilmalar1 gerekir. Ancak oksidatif hasarin
derecesi, proteinlerin metabolik sonlarint belirlemekte ve kismi oksidasyon,
proteinlerin hidrofilik 6zelligini artirirken; ileri derecede oksidasyon, proteinlere
hidrofobik o6zellik kazandirmaktadir. Bu nedenle, kismen denature ya da hafif
derecede okside olan proteinler, proteolitik ataga karsi1 daha duyarls; ileri derecede
okside olanlar ise daha direnglidirler (26). Protein oksidasyonunun saptanmasinda
yiiksek basingli stvi kromatografisi (HPLC), Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), izotop diliisyon gaz kromatografisi-kiitle spektrofotometrisi, Western blot
ve spektrofotometri teknikleri kullanilmaktadir (27).
AOPP, ilk kez Witko-Sarsat ve ark (28) tarafindan 1996’da kronik iiremik hastalarin
plazmasinda tanimlanmistir. Protein oksidasyonunun son capraz baglanma iiriinleri
olarak kabul edilmekte ve bir oksidatif stres parametresi olarak kullanilabilecegi 6ne

stirilmektedir (29). Diger taraftan yapisal olarak ileri glikasyon son iiriinlerine
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benzedigi, yiiksek oranda disiilfid kopriileri ve tirozin ¢apraz baglanmalarini iceren
albiimin agregatlarindan olustugu, kendi klirensini de Onleyebilen yiiksek bir
molekiil agirligina sahip oldugu bilinmektedir (28, 29).

AQOPP, klorlu oksidanlarin proteinlerle ileri reaksiyonu sonucu olusan bir iriindiir.
Klorlu oksidanlarin baslica kaynagi da, miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesine sahip
fagositik hiicrelerdir. Clinkii MPO organizmada, in vivo klorlu oksidan iiretebilen tek
enzimdir (30, 31).

Fagositik hiicreler tarafindan olusturulan hipokloréz asit (HOCI), SOR tiirleri
icerisinde, en reaktif ve en toksik olan ajandir. Baglica hedefi, membran proteinleri
ve Ozellikle onlarin tiyol gruplari olan HOCI; kloraminleri olusturmak iizere endojen
aminler ile reaksiyona girmekte ve kloraminlerle okside olan proteinler iizerinde
AOPP olusmaktadir (30).

AOPP, protein oksidasyonunun derecesini belirlemede duyarli bir belirtegtir. Witko-
Sarsat ve ark (32) tarafindan yapilan c¢alismada, AOPP diizeylerinin, protein
oksidasyonunun gostergesi olan plazma ditirozin ve ileri glikasyon son iiriinii olan
pentozidin diizeyleri ile korelasyon gosterdigi, fakat lipid peroksidasyon markeri
olan tiyobarbiitirik asit (TBA) ile reaksiyonlasan maddelerle korelasyon
gostermedigi bildirilmistir. Uremik hastalarda, dolasimdaki nétrofil sayis1 ve monosit
aktivasyonun bir gostergesi olan neopterin diizeyleri ile plazma AOPP diizeyleri
arasinda, pozitif iliski bulunmasi, AOPP’nin monosit aktivasyonu ile olustugunu
gostermektedir (33, 34). Diger taraftan AOPP’nin bizzat mononiikleer fagositleri

aktive ederek proinflamatuvar mediator gibi davrandiklari da iddia edilmistir (33).

2.4.2. Serbest Tiyol Gruplar:

Tiyol terimi kiikiirt grubu igeren bilesikleri ifade etmektedir. Plazmada en g¢ok
bulunan protein olan albiiminin yapisinda 34. konumda bulunan sisteil artigi,
plazmanin baglica serbest tiyol grubunu olusturur ve plazmada bulunan baslica
ektraselliiler antioksidandir (35). Intraseliiler ortamin baslica antioksidanlarindan
olan katalaz (Cat), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
aktiviteleri plazmada nispeten disiiktir (36). Plazma antioksidanlar1 arasinda,

vitamin E, seriiloplazmin, transferin de yer almasina ragmen en yiiksek
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konsantrasyona sahip olan tiyol gruplaridir ve bunun nedeni de protein diizeylerinin
yiiksek olmasiyla agiklanmaktadir (36, 37). Tiyol bilesiklerinin segici olarak HOCI
ve kloraminleri yakaladig1 bilinmektedir. Bu nedenle plazmada HOCI’yi yakalayan

en 6nemli antioksidanin tiyol oldugu s6ylenebilir (38).

Serbest tiyol gruplari, gesitli oksidanlar1 indirgeyerek ve temizleyerek biyolojik
sistemleri oksidatif strese kars1 korurlar. Pek ¢ok proteinin yapisinda bulunan sistein
grubunun oksidatif ataga ugramasi sonucu disiilfit baglari olusabilmektedir (35).
Tiyol gruplarmin disiilfitlere ve diger oksitlenmis tiirevlere doniistimii, radikal aracili
oksidatif protein hasarinin en erken gozlenebilen belirtisidir (39, 40). Proteinlerdeki
tiyol gruplart antioksidan ozelliklerini, peroksidasyonu baglatan oksidanlari tutarak
gosterir (30). Tiyol grubu oksidasyonu, ayni zamanda protein oksidasyonunun
gostergesi olarak da diisiiniilebilir. Albliminin sisteinilasyonu veya nitrozilasyonu,

albiiminin oksidan tamponlama kapasitesini 6nemli 6l¢tide diistirmektedir (35).

Serbest tiyol grubu igeren bilesikler, radikallerle direkt veya indirekt reaksiyona
girerek ya da protein lizerindeki serbest tiyol gruplariyla reversibl baglar olusturarak,
proteinlerin oksidatif hasara ugramalarini Onleyebilmektedirler. Tiyol gruplarinin
oksiasitler gibi diger okside tiirlere ya da disiilfidlere doniismesi; proteinlerin radikal
aracilt oksidasyonu sirasinda, en Once gozlenen olaylardan biridir. Protein
yapisindaki amino asitlerin ¢ogu, hidrojen peroksit (H,O, varliginda, kiigiik
degisikler gegirirken; tiyol gruplan tliketilmekte ve protein iizerinde siilfid tiirevleri

olusmakta; boylece proteinde yapisal degisiklikler meydana gelmektedir (39, 41).

Tiyol gruplarmin oksiasitler gibi diger okside tiirlere ya da disiilfidlere dontigsmest;
proteinlerin radikal aracili oksidasyonu sirasinda, en 6nce gozlenen olaylardan birisi
oldugundan ve plazmada total peroksi radikal yakalama siirecinde ilk olarak tiyoller
tilketildiginden (37); plazma tiyol diizeylerinin tayini, proteinlerin SOR aracili
oksidasyondan ne denli etkilendiklerini gostermesi bakimindan 6nem tasimaktadir.
Protein yapisindaki amino asitlerin ¢ogu, H,O, varliginda, kiiciikk degisikler
gecirirken; tiyol gruplart tiiketilmekte ve protein {izerinde siilfid tiirevleri

olusmakta; boylece proteinde yapisal degisiklikler meydana gelmektedir (39).
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2.4.3. Nitrik Oksit (NO)

Bir sinyal molekiilii olarak kesfedildigi ilk yillarda “endotel kaynakli gevsetici
faktor” adimi alan NO; iki atom igeren dis yoriingesinde ¢iftlesmemis elektron
tasimasi nedeniyle serbest radikal 6zelligi tasiyan gaz yapisinda oldukcga reaktif bir
maddedir (42). Reaktivitesi pek ¢ok radikalden diisiiktiir. Biyolojik sistemlerde ¢ok
kararsiz olup, yar1 dmriiniin 30 saniyeden az oldugu bildirilmektedir. Kolaylikla
nitrit (NO2) ve nitrata (NO3) oksitlenebilir. Yiikstiz ve lipofilik olan NO, biitiin
biyolojik zarlar1 gegme yetisine sahiptir. Bu 6zelligi ile parakrin hormon aktivitesine
sahiptir (43, 44). Memelilerde NO’in varlig1 ilk kez 1916 yilinda gosterilmis, 1980
yilinda Furchgott ve Zawavadzki tarafindan “endotel kaynakli gevsetici faktor”
(EDRF) olarak tanimlanmis, sonradan EDRF’nin NO oldugu gdsterilmistir. 1985
yilinda ise aktive olmus makrofajlarin NO saldigi bulunmustur. Nitrik oksit, nitrik
oksit sentaz (NOS) olarak adlandirilan enzimlerce baslica damar endotel hiicresinde,
L-arjinin’in L-sitriillin’e oksidasyonu sirasinda iretilmektedir (45). Nitrik oksit;
noronlar, makrofajlar ve endotelyal hiicreler gibi bircok degisik hiicreden
sentezlenebildigi i¢in noronal, indiiklenebilir ve endotelyal NOS olarak ti¢ izoenzim
formu tanimlanmistir  (46). NO sentezinin, insanda vaskiiler toniisiin
diizenlenmesinde ©6nemli rol oynadigi, kan basinct ve bobrek fonksiyonunun
kontroliinde kesin bir role sahip oldugu bilinmektedir (47, 48). Trombosit
agregasyonu, monosit adezyonu ve diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe etmesi ve
antioksidan o&zelliklerinden dolayi; endojen antiaterojenik molekiil olarak da
adlandirilmaktadir (B8). NO’in DNA hasarmi arttirici etkisi vardir. Ayrica NO’in
demirsiilfiir iceren enzimlerin fonksiyonunu degistirdigi, mitokondrial solunumu

bozucu zararl etkiler gosterdigi gesitli calismalarda gosterilmistir (49, 50).

NO, vaskiiler endoteliyal hiicrelerde olusturulan énemli bir vazodilatatordiir Nitrik
oksit pek cok biyolojik etkisini guanilat siklaz/siklik guanozin monofosfat (cCGMP)
sistemi aracilig1 ile gosterir. NO diiz kas hiicrelerine girer ve 3'5'-siklik GMP
(cGMP) olusturmak iizere solubl guanilat siklazi stimiile eder. Bdylece hiicrede
cGMP konsantrasyonu artar. Diiz kas hiicrelerinde ¢cGMP, bir veya daha fazla
protein kinazi siklik adenozin monofosfat (CAMP) gibi aktive eder. Aktive olan

protein kinazlar diiz kasin relaksasyonu ve ardindan damarlarin dilatasyonundan
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sorumludurlar. Peniste de NO etkisi ile kavernéz doku diiz kaslari gevsemekte,
damarlar dilate olmakta ve ereksiyon saglanmaktadir. Son zamanlarda noronal
NOS’un (nNOS) testise spesifik bir 6zel alt grubu olan testikiiler nNOS (TnNOS)
tespit edilmistir. TnNOS’un; NO olusumu i¢in 6nemli bir etken oldugu ileri
stiriilmektedir. TnNOS sadece testisin Leydig hiicrelerinde lokalize bulunmustur ve

steroidogenezde etkin rol oynadig: diisiiniilmektedir (51).

2.4.4. 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG)

Serbest oksijen radikallerinin DNA’da yaptig1 20°nin tizerindeki oksidatif baz hasar

diriiniinden en sik karsilagilan ve mutajenitesi en yiiksek olan1 8-OHdAG dir (52).

Guanin, DNA yapisindaki en diisiik iyonizasyon o6zelligine sahip molekiil olarak
serbest radikal etkilerine en acik ve oksidasyona en yatkin olanidir (53). Guaninin 8.
karbon atomuna hidroksil radikalinin baglanmasi sonucu, modifiye bir baz olan
8-OHdG olusur. Bu iiriin, normal oksidatif metabolizma sirasinda iiretilen endojen
veya ekzojen kaynakli SOR tarafindan DNA’da olusan bir mutajendir (53).

Serbest oksijen radikalleri direkt veya indirekt mekanizmalarla DNA hasarina neden
olabilir. DNA hasari, baz degisiklikleri, tek ve ¢ift zincir kirilmalar1 veya
kromozomal ayrilmalar seklinde gergeklesmektedir. Oksidatif DNA hasariin
mutajenez, karsinojenez, yaslanma, diyabet, karacier hastaliklarmin gelisiminde
o6nemli rolii oldugu ileri siirilmektedir (54). DNA hasarina neden olan radikal

olusum mekanizmalar1 sunlardir:

e Iyonize radyasyona maruz kalma, yiiksek oksijen konsantrasyonu, aktive
fagositik hiicreler, redoks dongii kimyasallari, sigara dumani veya ozona

maruziyet.

e HyO,, peroksinitrit, nitréz asit ve organik hidroperoksitlerin artisi.
Otooksidasyon kimyasallarina maruz kalma (dihidroksifumarat, dopamin,

L- dopa, noradrenalin, adrenalin).

e Ksantin oksidaz substratlar1 olan ksantin veya hipoksantine maruziyet.

e Timor nekroz faktdr (TNFa) (55).
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8-OHdG, DNA replikasyonu sirasinda G-C’den A-T’ye doniisiime neden
oldugundan mutasyon egilimini arttirir. Bu bilesigin DNA’y1 tamir edici enzimler
tarafindan ortadan kaldirilmasi da yeni hatalara sebep olur (53). SOR iiretimini
arttiran tiim etkenler oksidatif DNA hasarlanmasin1 da arttirabilmektedir. Oksijen
tilketiminin en yiiksek oldugu dokularda 8-OHdG diizeyinin de dogrusal bigimde
arttigi gosterilmistir. Bu nedenle 8-OHAG o6lgiimii, DNA’daki oksidatif hasarin
dogrudan gostergesi olarak kabul edilmekte ve oksidatif DNA hasarin1 belirlemek
i¢in kullanilan en yaygin yontemdir (53).

Normal sartlarda, insan dokularindaki 8-OHdG ve diger okside baz olusumu ile
bunlarin onarim hizi, kisiden Kisiye degismekle birlikte, neredeyse birbirine esittir.
Insan DNA’sinda olusan lezyonlarin yar1 émrii 8-60 dakika olup pirimidin
lezyonlarinin tamir siiresi daha kisadir (56). Yasa bagl olarak bu yarilanma émriinde
artis gozlenir. Bunun en muhtemel nedeni antioksidan enzim aktivitelerindeki
azalmayla birlikte tamir mekanizmalarindaki  yetersizliktir.  Antioksidan
mekanizmalarin yetersiz kaldigi ya da bu molekiillerin olusumunu hizlandiran
oksidatif stres nedenlerinin agir bastig1 durumlarda onarilamayacak ¢oklukta okside
baz olusur ve bunlar bozulmus DNA iriinlerine neden olarak hastalik stirecine
katkida bulunur (57).

Yasa bagh olarak, ozellikle bagirsak, karaciger ve bobrek dokusundaki DNA
8-OHdG diizeyinde artig goriliir. Bu durumun yasla birlikte artan; tiimor, dejeneratif
hasarlanma tipleri ve organ fonksiyon kapasitelerinde azalma gibi sorunlarla iliskili
olabilecegi disiiniilmektedir. Oksijen radikali tireten etkenlerin ve kanserojen
maddelerin (benzen, aflatoksin), in vitro veya in vivo ortamda, deoksiguanozinden 8-
OHdG olusumunu hizlandirabildigi gosterilmistir (58) .

Ilk kez 1986 yilinda okside olmus DNA iiriinleri diizeyi &lciimleri
gerceklestirilmistir. Giiniimiizde hiicre, doku, kan, idrar ve diger viicut sivilarinda
8-OHdG veya diger okside DNA baz1 diizeyi 6l¢en bir ¢ok yontem gelistirilmistir.
Oksidatif DNA baz hasarmin 6l¢iimii ya idrar ile atilan DNA onarim {iriinleri
Olctilerek saptanir ya da dogrudan baz hasari1 analizlenir. Oksidatif hasar {riinleri
arasinda en sik 6l¢tim yapilan parametre 8-OHdG dir. Genellikle 8-OHdAG’yi tantyan

antikorlar igeren kolonlarda idrar konsantre edildikten sonra HPLC ile 6l¢iiliir (59).
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Idrardaki 8-OHdG miktar: diyetten etkilenmez. Niikleozidin polar seker komponenti
bagirsaklardan absorbsiyonu engeller.

8-OHdG insanlarda baska iiriinlere metabolize olup olmadig tartismalidir. Idrar ile
atilan 8-OHdG’nin bir kism1 ya da tamami1 DNA’dan degil dGTP havuzundan da
kaynaklanabilir (60).

2.4.5. Malondialdehid (MDA)

Serbest radikallerin hiicre zarlarindaki yag asitleri ile reaksiyona girerek sonugta zar
biitiinligiiniin bozulmasi ile sonuclanan reaksiyon dizisine lipid peroksidasyonu
denir. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikaller ile kolaylikla reaksiyona girerek peroksidasyon iirlinlerini olusturabilir
(61). Bir hiicrede lipid hidroperoksitlerinin birikimi, fonksiyon bozukluguna yol
acabilecegi gibi yiiksek miktarda sitotoksik ftriinler de olusturabilir. Lipid
peroksidasyonu sonucu olusan en sitotoksik iiriin aldehidlerdir. Bunlardan biri olan
MDA, lipid peroksitlerin enzimatik olmayan oksidatif dekompozisyonu sonucu
olusur. MDA’nin asil kaynaklar1 li¢ veya daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu veya eikosonoid sentezinde serbestlesen siklik hidroperoksitlerdir.
MDA, hiicre membraninin deformasyonuna, iyon gecisinin ve enzimatik
fonksiyonlarin bozulmasina neden olur. Hiicre zarlarindan kolayca gegebilecegi igin
hiicre igindeki protein sentezini, enzimatik olaylar1 ve DNA yapisim1 da olumsuz
yonde etkilemektedir. MDA bu 06zelliklerinden dolayr mutajenik, genotoksik ve
karsinojenik bir bilesiktir ve oksidan hasar1 degerlendirmede siklikla kullanilir. MDA
lipid peroksidasyonunun siddetiyle orantili olarak artar (62, 63).

Lipid peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonu seklinde ilerler
ve hiicresel bilesenlere en ¢ok zarar veren reaksiyonlardan biridir (Sekil 2.1.). Lipid
peroksidasyon olayr ii¢ asamali olarak meydana gelir. Tepkimenin ilk basamagi
temel olaylarin meydana geldigi baslangi¢c asamasidir. Lipid peroksidasyonu, bir
serbest radikalin, doymamig yag asidinin metilen grubundan, bir hidrojen atomu
koparmasiyla baslamaktadir. Kopartilan hidrojen atomu geride eslesmemis elektron
tasiyan bir lipid radikali birakir. Doymamis yag asitlerinden olusan karbon merkezli
radikaller, bir molekiiler diizenlenme ile konjuge dien yapisini olusturur. Bu konjuge

dien, fizyolojik kosullarda oksijen ile birlesmeye egilimli oldugundan oksijen ile
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reaksiyona girerek okside olur ve peroksil radikalini olusturur (63). Tepkimenin
ikinci basamag: ilerleme asamasidir. Peroksil radikali diger lipid molekiillerinden
hidrojen koparirsa kendisi lipid hidroperokside doniistir. Peroksil radikalleri
birbirleriyle birlesebilir ya da proteinlere saldirabilir. Bu radikaller, komsu yag asit
zincirlerinden bir hidrojen atomu ¢ikarmak suretiyle zincir reaksiyonunun
ilerlemesine neden olabilirler (63). Tepkimenin icilincii basamag: sonlanma
asamasidir. 1ki lipid peroksil radikali biraraya gelerek zincirleme reaksiyonu
sonlandirabilir. Bir lipid peroksil radikali ile bir lipid radikali bir araya gelirse
eslesmemis elektron kalmayacagindan dolayr bu zincirsel reaksiyonlar sonlanmig
olur. Bununla birlikte, ilerleme reaksiyonlar1 zincir reaksiyonlarmi kiran bir
antioksidan tarafindan lipid perokside bir hidrojen atomu verilmesi ile de
sonlandirilabilir (63).
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Sekil 2.1. Lipid Peroksidasyonu ile MDA Olusumu

Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi nedeniyle reaksiyonlarin ¢ogu
membrana bagli molekiillerle meydana gelir. Membran permeabilitesini ve
mikrovizkositesini ciddi sekilde etkiler. Peroksidasyonla olusan MDA, membran

komponentlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur. Bu da
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deformasyon, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin
agregasyonu gibi membran Ozelliklerini degistirir. Diger taraftan MDA, difuzyon
sonucu  DNA'min azot baziyla reaksiyona girerek mutajenik, genotoksik ve

karsinojenik etkilere neden olur (64, 65).



27

3. GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenen
(Proje no: TSU-11-3403) ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylanan (16.09.2010 tarih, karar no: 2010/107) bu g¢alisma, Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali’nda yapild.

3.1. GEREC

Biyokimyasal ol¢limlerde, analitik saflikta Sigma ve Merck marka Kkimyasal
maddeler kullanildi.

Calisma sirasinda saf su cihazlar1 (MINIpure, EASYpure RF), spektrofotometre
(Shimadzu UV-1601), sogutmali santrifiij (Sigma 3K 30), hassas terazi (AND GR-
200), pHmetre (WTW-3301/SET), etiiv (Dedeoglu), su banyosu (Kéttermann), derin
dondurucu (Newbrunswick scientific), manyetik karistirict (Labor Brand Hotplate
Stirrer), vorteks (Velp scientifica 2x?), buzdolabi (Arcelik), kronometre, mikro
ELISA okuyucu (BioTek ELx800), mikro ELISA yikayic1 (BioTek ELx50), HPLC
cihazi (Immun Diagnostik), otomatik pipetler (Socorex, Nichipet EX, Genex
Gamma), balon jojeler, polipropilen cam ve ependorf tiipler, beher, meziir ve cam
pipetler kullanildi. Calismada kullanilan c¢ozeltiler, deiyonize su ile hazirlandi.
Calismada kullanilan tiim cam malzemeler deiyonize su ile yikandiktan sonra bir giin
boyunca %20’lik nitrik asit (HNO3) i¢inde bekletildi ve sonrasinda tekrar deiyonize

su ile yikandu.
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3.1.1. Calisma Grubu

Hasta Grubu:

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart Anabilim Dali Endokrinoloji ve
Metabolizma Hastaliklar1 Poliklinigine, Eylil 2010-Temmuz 2012 tarihleri arasinda
bagvurarak ayn1 Endokrinoloji uzmani tarafindan anamnez, fizik muayene bulgulari
ve laboratuvar tetkikleri ve hipofiz MR’lar1 ile hipogonadotropik hipogonadizm
tanis1 konulan, takip ve tedavileri ayn1 uzman tarafindan siirdiiriilen 30 erkek hasta
calisma kapsamina alindi.  Hastalara, yapilacak testler hakkinda bilgi verildi.
Caligmay1 kabul edenlerden Helsinki Deklarasyonu’na uygun olarak imzali onam
kagidi alinarak, protokole dahil edildi. Baska bir hormonal veya sistemik hastaligi
olanlar ve 6 ay oncesine kadar hipogonadizm tedavisi alanlar ¢alisma kapsamina
alinmad. ilk basta ¢alisma kapsamina alinmis olan ancak tedaviye uyum saglamayan
6 hasta ise ¢alisma dis1 birakildi. Hasta grubuna rutin olarak gonadotropin (FSH, LH)
tedavisi uygulandi. Ik énce LH tedavisi baslanarak, 6-12 ay arasinda testis voliimii
8-10 mL seviyesine geldikten ve testosteron seviyeleri yeterli diizeye ulastiktan sonra
FSH tedavisine baglandi. Hastalarin durumuna gére FSH tedavisi devam ettirildi. Her
iki tedavide enjektabl olarak haftada 3 giin yapildi. Hasta grubuna rutin tedavilerinin
disinda ek bir tedavi uygulanmadi.

Calisma oncesi rutin olarak; trigliserid (TG), total kolesterol (TK), yiiksek dansiteli
lipoprotein kolesterol (HDL-K), diisiikk dansiteli lipoprotein kolesterol (LDL-K),
t-Tes, s-Tes, FSH, LH, ostradiol (E2), seks hormon baglayici globulin (SHBG),
instilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) diizeyleri olgiilerek; hastalar lipid profili

ve hormonal fonksiyonlar1 yoniinden degerlendirildi.

Hastalarin antropometrik dlgiimleri (boy, kilo, bel ¢evresi, kal¢a cevresi) yapilarak,
kg/m® formiilinden viicut kiitle indeksleri (VKI) ile bel-kalga oranlari (BKO)
hesaplandi.

Kontrol Grubu:

Rutin laboratuvar sonuglari referans aralik igerisinde bulunan, sistemik hastalig
olmayan, herhangi bir ila¢ kullanmayan, sigara igmeyen, hasta grubunun yas ve
cinsiyet dagilimina benzer sekilde segilen 20 goniillii erkek, kontrol grubu olarak

calisma kapsamina alindu.
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Calismaya katilan hastalardan; tedaviye baslanmadan once ve tedavi bitiminden
sonra olmak iizere iki kez; saglikli goniilliilerden ise bir kez 2 adet CBC tiipii ile 10

cc diiz biyokimya tiipiine kan numuneleri alindi.

Kan o6rnekleri, biyokimyasal dlgiimlere uygun sekilde, antikoagiilanli ve diiz tiiplerde
toplandi. Tiipler, 30 dakika igerisinde, 4°C’de 2000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Ayrilan plazma ve serum Ornekleri alikotlara ayrilarak ependorf tiiplerde -70°C’de

dondurularak saklandi.

3.2. YONTEM

Hasta ve kontrol grubunun, plazma ve serum Orneklerinde rutin analizler ve

biyokimyasal ¢aligmalar yapildi.

3.2.1. Rutin Analizler

TG, TK, HDL-K, LDL-K, FSH, LH, E2 &l¢iimleri Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi

Merkez laboratuvarinda; SHBG, IGF-1, t-Tes, s-Tes diizeyleri Erciyes Universitesi

Tip Fakiiltesi Niikleer T1ip Anabilim Dali1 laboratuvarinda c¢alisildi.

e Serum TG, TK, HDL-K ve LDL-K dizeyleri Architect C8000 marka
otoanalizorde uygun ticari kitler kullanilarak analiz edildi.

e Serum FSH, LH, E2 diizeyleri, Siemens ADVIA Centaur XP marka otoanalizérde
uygun ticari kitler kullanilarak analiz edildi.

e Serum t-Tes diizeyleri, Biosourche marka ticari kit kullanilarak radioimmuno
assay (RIA) yontemiyle analiz edildi.

e Serum s-Tes diizeyleri, DSL marka ticari kit kullanilarak RIA yontemiyle analiz
edildi.

e Serum SHBG ve IGF-1 diizeyleri, Immunutech marka ticari kit kullanilarak
immunoradiometric assay (IRMA) yontemiyle analiz edildi.

Tiim hastalarda gonadotropin tedavisi Oncesi ve sonrasinda tekrarlanmak {izere;

boylari cm, kilolar1 kg olarak 6lgiildii. VKI; kilonun, boyun metre cinsinden karesine

boliinerek hesaplandi (kg/m?). Bel cevresi, kisi ayakta dururken, g6giis kafesinin en

alt kism1 (son kosta) ile iliyak kemigin en iist diizeyi esas alinarak inspirasyon ve

ekspirasyonda 6l¢iildii ve ortalamasi alindi. Kalga ¢evresi kalganin en genis yerinden
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cm olarak o6lgiildii. Daha sonra bel/kalga orani (bel ¢evresi(cm)/kalca ¢evresi(cm))

hesaplandi. Kontrol grubu i¢inde ayn1 degerlendirmeler yapildi.

3.2.2. Biyokimyasal Analizler

Alikotlar halinde dondurularak calisma giiniine kadar saklanan serum ve plazma
orneklerinde AOPP (33) ve thiol (37) diizeyleri spektrofotometrik yontemlerle
oOlgiiliirken; 8-OHdG ve NO diizeyleri, ELISA yo6ntemi ile ticari Kitler kullanilarak
o6l¢iildii. MDA 6l¢timii ise uygun ticari kit kullanilarak HPLC cihazinda yapildi.

Calismada kullanilan spektrofotometrik yontemlerin tekrarlanabilirligini belirlemek
amactyla; rutin biyokimya sonuglaria gore, saglikli oldugu kabul edilen kisilerden
kan Ornekleri alinarak serum havuzu olusturuldu. Bu havuzlarda yonteme uygun

Ol¢iimler yapilarak, degisim katsayis1 (CV) degerleri hesaplandi.

3.2.2.1. AOPP Tayini
AOPP diizeyleri, Witko-Sarsat ve ark (33) tarafindan gelistirilen spektrofotometrik

metod ile tayin edildi.

Prensip:

Plazmadaki uzun Omiirlii klorlu oksidanlar ile proteinlerin ¢apraz baglama
tirtinlerinin, potasyum iyodiirii oksitlemesi ve a¢iga cikan triiyodid iyonunun, 340
nm’de Olglilmesi esasina dayanir (33). Tablo 3.1.°de AOPP ¢alisma prosediirii

aciklanmugtir.

Reaktifler:

* 0.015 M fosfat tamponu (PBS), pH 7.4

* Glasiyal asetik asit

+ 1.16 M Potasyum Iyodiir (KI)

* Kloramin T Standartlar1 (5-200 umol/L )
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Tablo 3.1. AOPP Calisma Prosediirii

Kor Numune
Plazma - 200 ul
PBS 1000 pl 800 ul
KI 10 ul 10 pl

Tiipler 25°C’de 2 dk inkiibe edildi

Asetik Asit 20 pl 20 ul

Asetik Asit ilavesinden hemen sonra, numune tiiplerinin absorbanst, kore karsi
340 nm’de okundu

Hesaplama:
Kloramin T ile hazirlanan standart grafik yardimiyla, plazma 6rneklerinin optik

dansite (OD) degerlerinden AOPP seviyelerine gegildi ve plazma degerleri bulundu.

Standart Serinin Hazirlanmasi

200 pmol/L konsantrasyondaki stok Kloramin T ¢ozeltisi, saf su ile uygun sekilde
dilie edilerek; 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150 ve 200 umol/L konsantrasyonlarinda
standart seri hazirlandi. Standartlar numune gibi ¢alisildi. Kloramin T

konsantrasyonuna karsilik gelen OD degerleriyle standart grafik ¢izildi (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Kloramin T Standart Grafigi

Plazma AOPP konsantrasyonlari, litrede mikromol kloramin T ekivalani (umol/L)
olarak verildi.
AOPP tayininde kullanilan metodun CV degeri, % 3.4 bulundu.

Olgiim sayist X +SD CV (%)

AOPP (umol/L) 20 153.2+5.2 3.4

3.2.2.2. Tiyol Tayini

Plazma tiyol seviyeleri, Hu ve ark (37) tarafindan modifiye edilen metoda gore tayin
edildi.

Prensip:

Reaksiyon, Ellman reaktifi [5.5-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit); DTNB]’ nin, serbest
tiyol gruplariyla rediiklenmesi sonucu olusan koyu sar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoik
asit (TNB)’in renk siddetinin 412 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
olglilmesi esasina dayanir (38):

DTNB + 2R-SH — R-S -S-R + 2TNB (koyu sar1 renk)
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Tablo 3.2.”de tiyol ¢alisma prosediirii agiklanmigtir.

Reaktifler:

* 0.1 M Tris-HCI tamponu, pH 8.2 (10 mM EDTA igerir)
* 10 mM DTNB (metanolde hazirlanir)

* 1.0 mM GSH (stok standart)

* Metanol

Tablo 3.2. Tiyol Calisma Prosediirii

Numune Kontrol Kor
Tris-HCL 100 pl 100 pl 105 wl
Serum Sul Sul -
Metanol - 5ul -
DTNB 5ul - 5ul

Tiipler, oda 1sisinda 15 dk inkiibe edildikten sonra; kontrol ve numune tiiplerinin
absorbansi, kor tiipiine kars1 412 nm dalga boyunda okundu

Hesaplama

Numune ve kontrol tiiplerinin absorbanslari kullanilarak AOD degerleri hesapland.
GSH ile hazirlanan standart grafik yardimiyla, plazma orneklerinin AOD

degerlerinden tiyol seviyelerine gecildi.

Standart Serinin Hazirlanmasi

Stok GSH (1.0 mM) ¢dzeltisi, saf su ile uygun sekilde diliie edilerek; 100, 200, 400,
600, 800 ve 1000 umol/L konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi ve numune
gibi calisildi. GSH konsantrasyonlarina karsilik gelen OD degerleriyle standart
grafik ¢izildi (Sekil 3.2.).



34

OD (412 nm)
0,3

0,25 /

0,2
/ y = 0,0002x + 0,0543
0[15 R2= 0.9985

0,1

0,05

O T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200

GSH (umol/L)

Sekil 3.2. Glutatyon Standart Grafigi

Standart grafik lizerinden bulunan plazma tiyol seviyeleri, litrede umol tiyol olarak
verildi (umol/L).

Tiyol 6l¢iimiinde kullanilan metodun CV degeri, % 2.9 olarak bulundu.

Olgiim sayisi X +SD CV (%)

Tiyol (umol/L) 20 193.3+5.7 2.9

3.2.2.3. Nitrik Oksit Tayini

Serum NO diizeyleri Cayman marka ticari kit (Katalog No: 780001) kullanilarak
tayin edildi.

Prensip:

Yar1 omrii ¢cok kisa olan nitrik oksitin 6l¢limii, dayanikli son flriinler olan nitrit
(NO") ve nitrat (NO3") konsantrasyonlar1 {izerinden iki basamakta 6lglilmesi esasina
dayanir. Ik basamakta, nitrat rediiktaz kullanilarak NO3z~, NO,’ye déniistiiriiliir.
Ikinci basamakta NO,~, primer bir aromatik aminle (siilfanilamid) diazotizasyonun
ardindan N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorid ile mor renkli azo bilesikleri olusturur
ve olusan rengin siddeti 540 nm’de ol¢iiliir (Sekil 3.3.) (G3). Tablo 3.3.’de NO

calisma prosediirti agiklanmistir.
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Sekil 3.3. Griess Reaksiyonu

Reaktifler:
e (alisma tamponu
e Nitrat rediiktaz
o Nitrat rediiktaz kofaktorleri
e Nitrat standart seri (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 uM)
e QGriess 1 reaktifi (Siilfanilamid)
e Griess 2 reaktifi [N-(1-naftil) etilendiamin hidroklorid]

35
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Calisma oncesi serum Orneklerine, Millipore marka Amicon Ultra-0.5, Ultracel-10
Membrane, 10 kDa (katalog no: UFC 501096) filtrelerle ultrafiltrasyon islemi

uygulandi. Bu islem sonrasinda ornekler, ¢alisma tamponuyla 1/2 oraninda diliie

edildi.

Tablo 3.3. NO Calisma Prosediirii

Kor Numune Standart
Calisma Tamponu 200 pl - -
Numune - 80 ul -
Standart - - 80 pl
Enzim Kofaktorii - 10 pl 10 pl
Nitrat Rediiktaz - 10 ul 10 ul

Plate tizeri kapatilarak oda 1sisisinda 3 saat inkiibasyona birakildi

Griess R1 - 50 pl 50

Griess R2 - 50 ul 50

Renk olusumu i¢in oda 1s1sinda 10 dakika inkiibasyona birakilan numune ve
standartlarin absorbansi1 540 nm dalga boyunda okundu.

Standart Serinin Hazirlanmasi:

Stok nitrat standart (200 uM) ¢ozeltisi, ¢alisma tamponu ile uygun oranlarda diliie
edilerek, 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35 uM konsantrasyonlarinda standart seri
hazirlandi. Standart konsantrasyonlarina karsilik gelen OD degerleri kullanilarak

nitrat standart grafigi cizildi (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. NO Standart Grafigi

Standart grafigi yardimiyla, numunelerin OD degerlerine karsilik gelen
konsantrasyonlar1 hesaplanarak, diliisyon faktoriiyle ¢arpildi. Serum NO diizeyleri,

umol/L olarak verildi.

3.2.2.4. 8-OHdG Tayini

Serum 8-OHdG diizeyleri Jalca marka ticari kit (Katalog No: KOG-HS10)
kullanilarak kompetetif ELISA yontemi ile tayin edildi.

Prensip:

Kompetitif ELISA yonteminde; Ol¢iilmek istenen antijenle, isaretli antijen sinirl
sayidaki antikorla birlesmek {izere ayni anda ortama konularak antikora karsi
yarismalart saglanir. Baglanamayan antijenler uzaklastirillir. Daha sonra ortama
enzim isaretli sekonder antikor, monoklonal antikora baglanmasi i¢in ortama eklenir.
Baglanmayan enzim isaretli sekonder antikorlar yikama ile ortamdan uzaklagtirilir.
Kromatik soliisyonun ortama eklenmesiyle olusan rengin siddeti serumda bulunan
8-OHdG konsantrasyonu ile ters orantilidir. Tablo 3.4.’de 8-OHdG g¢alisma

prosediirii agiklanmustir.

Reaktifler:
e Primer antikor (8-OHdG ye 6zgii monoklonal antikor)

o Sekonder antikor



o Kromatik soliisyon (3,3',5,5',-tetrametilbenzidin)
e Yikama soliisyonu

e Stop soliisyonu (1 M fosforik asit)

Tablo 3.4. 8-OHdAG Calisma Prosediirii
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Numune Standart
Numune 50 ul -
Standart - 50 ul
Primer antikor 50 ul 50 ul

Plate iizeri kapatilarak +4 °C°de bir gece inkiibasyona birakild

Her bir kuyucuk 250 pl yikama soliisyonu ile 3 defa yikandi

Sekonder antikor 100 pl 100 pl

Plate {izeri kapatilarak oda 1sisisinda 1 saat inkiibasyona birakildi

Her bir kuyucuk 250 ul yikama soliisyonu ile 3 defa yikandi

Enzim substrati 100 pl 100 pl

Oda 1s1sinda 15 dakika inkiibasyona birakildi

Stop soliisyonu 100 pl 100 pl

450 nm dalga boyunda numune ve standartlarin absorbanslari okundu
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Sekil 3.5. 8-OHdG Standart Grafigi
Hesaplama:

Standart grafigi yardimiyla (Sekil 3.5.), numunelerin OD degerlerine karsilik gelen

konsantrasyonlari hesaplandi. Serum 8-OHdG diizeyleri, ng/mL olarak verildi.

3.2.2.5. Malondialdehit Tayini

Serum MDA  diizeyleri Merkez Laboratuvari Metabolizma  biriminde
Immundiagnostik marka ticari kit (Katalog No: KC1900) kullanilarak Agilent 1100
marka HPLC cihazinda tayin edildi.

Prensip: MDA’nin derivatizasyon reaktifi ile fluoresan iiriinlere doniismesini
takiben reaksiyon soliisyonu eklenerek ortamin pH’s1 optimum degerlere getirilir.
MDA'nin olusturdugu fluoresans, izokratik HPLC sisteminde, spektrofluorometrik
detektorle 553 nm (emisyon) ve 515 nm (eksitasyon)’de dlgiiliir. Tablo 3.5.”de HPLC

sisteminin Ozellikleri, Tablo 3.6.”da MDA ¢alisma prosediirii agiklanmustir.

Reaktifler:

e Mobil faz

e Kalibrator: Liyofilize haldeki kalibrator, ¢alisma oOncesi tip I su ile ¢oziilerek
hazirlandi.

e Derivatizasyon soliisyonu
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e Reaksiyon soliisyonu

Kontrol: Liyofilize haldeki kontrol, ¢alisma 6ncesi tip I su ile ¢oziilerek hazirlandu.

Tablo 3.5. HPLC Sisteminin Ozellikleri

Analitik Kolon Bischoff Paozrlé[oniirllqli)(uzorl;]e};ld, 5 pm,
Akis hiza 0.8 - 1.2 mL/dk

Ornek hacmi 20 ul

Uygulama siiresi 4 dk

Dalga boyu Emisyon / Eksitasyon: 553 / 515 nm
Sensitivite 0.15 pmol/L

Linearite 100 umol/L

Tablo 3.6. MDA Calisma Prosediirii

Kor Numune
Tip Isu 20 pL -
Serum - 20
Derivatizasyon sol. 1mL 1mL

Tiipler 15 sn vortekslendikten sonra, 95 %C’de 60 dk inkiibe edildi.

Sogutulan tiipler 10000 rpm’de, 5 dk santrifiij edildi.

Siipernatan 500 uL 500 pL

Reaksiyon soliisyonu 500 pL 500 uL

Tipler vorteksle iyice karistirildi.

Ko6r ve numune tiiplerindeki karisimlardan 20 pL alinarak, HPLC sistemine enjekte
edildi
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Kalibratér ve kontrol numune gibi c¢aligildi. 1.97 £ 0.41 okunmas1 gereken kontrol
degeri, 1.87 umol/L olarak okundu (Sekil 3.6.). Sekil 3.7. ve 3.8.’de birinci hastanin

tedavi dncesi ve sonrast MDA kromotogrami goriilmektedir.

Sekil 3.6. MDA Kontrol kromotogrami

Sekil 3.7. Birinci Hastanin Tedavi Oncesi MDA Krotomogrami
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FLD1 A Ex=515, Em=553 (MDAKENAN22101270.0)

BUES

392

0.28-

024-

0.22-

02+

Sekil 3.8. Birinci Hastanin Tedavi Sonrast MDA Kromotogrami

Hesaplama:

Numune pik yiiksekligi x Kalibrator konsantrasyonu

MDA konsantrasyonu(pumol/L) =
Kalibrator pik yiiksekligi
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3.3. istatistiksel Degerlendirme

Veriler IBM SPSS Statistics 21.0 istatistik paket programinda degerlendirildi. Her
gruptaki katilimci sayisi, tablolarda “n” olarak gosterildi. Verilerin normal
dagilimina Shapiro-Wilk testi ile bakildi. Normal dagilim gdsteren degiskenlerin 6zet
istatistikleri aritmetik ortalama + standart sapma (X = SD); normal dagilmayan
degiskenlerin 6zet istatistikleri median ( %25. - %75.) seklinde verildi. Gruplar arasi
karsilastirmalarda normal dagilim gosteren degiskenler i¢in bagimsiz Orneklerde t
testi, normal dagilim gostermeyen degiskenler igin Mann-Whitney U testi kullanildi.
Tekrarli Ol¢limlerin karsilagtirilmasinda normal dagilim gosteren degiskenler icin
bagimli 6rnek t testi, normal dagilim gostermeyen degiskenler icin Wilcoxon t testi
kullanildi. Sayisal degiskenler arasindaki iliski normal dagilim gosteren degiskenler
icin Pearson Korelasyon Analizi ile normal dagilim gostermeyen degiskenler icin
Spearman korelasyon analizi ile degerlendirildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari Anabilim Dali Endokrinoloji ve
Metabolizma Hastaliklar1 Boliimii’nde Hipogonadizm tanisiyla takip ve tedavileri
stirdiiriilen toplam 30 erkek hasta tedavi oncesi hasta grubunu olusturmak iizere
calisgma kapsamina alindi. Tedaviye uyum saglayamayan 6 hasta ¢alisma
kapsamindan ¢ikartilarak 24 erkek hasta tedavi sonrasi hasta grubunu olusturdu.
Saglikli 20 erkek goniillii de kontrol grubunu olusturmak iizere ¢alisma kapsamina
alindi.

Calisma gruplarina ait veriler; demografik bulgular, rutin analiz bulgulari ve

biyokimyasal ¢aligsma bulgular seklinde gosterildi.

4.1. DEMOGRAFIK BULGULAR

Tedavi Oncesi hasta grubunu olusturan 30 hastanin yas ortalamasi 29.30 + 8.04 yil,
tedavi sonrasi hasta grubunu olusturan 24 hastanin yas ortalamasi 28.83 + 8.72 yil,
kontrol grubunu olusturan 20 saglikli goniilliiniin yas ortalamas1 da 29.35 + 3.77 yil
olarak bulundu. Yas ortalamalar1 bakimindan, ¢alisma gruplar arasinda istatistiksel
olarak fark goriilmedi (p>0.05) (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1.’de goriildiigii gibi; kontrol grubuyla karsilastirildiginda; tedavi Oncesi
hasta grubunda kilo, boy, viicut kiitle indeksi (VKI) ve bel-kal¢a oran1 degerlerinde

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).



Tablo 4.1. Tedavi Oncesi Hasta ve Kontrol Grubunun Demografik Bulgulari
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Calisma Gruplari
Parametreler — - p
Tedavi Oncesi Kontrol Grubu
(n:30) (n:20)
Yas (y1l) 29.30 +£8.04 29.35+3.77 0.977
Kilo (kg) 84.33+19.78 78.25+5.06 0.117
Boy (cm) 1.78 £ 0.05 1.77 +£0.02 0.354
VKI (kg/m?) 26.19 +5.37 24.74 £1.34 0.166
Bel-kalga orani 0.89 +0.08 0.89 +0.04 0.786
Tablo 4.2. Tedavi Sonras1 Hasta ve Kontrol Grubunun Demografik Bulgulari
Calisma Gruplan
Parametreler - p
Tedavi Sonrasi Kontrol Grubu
(n:24) (n:20)
Yas (y1l) 28.83+8.72 29.35+£3.77 0.795
Kilo (kg) 86.54 + 15.17 78.25+5.06 0.018
Boy (cm) 1.79 £ 0.05 1.77 +£0.02 0.065
VKI (kg/m?) 26.60 + 3.88 24.74+1.34 0.036
Bel-kal¢a orani 0.86 £ 0.06 0.89 +0.04 0.044

Tedavi sonrasi hasta grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda; kilo ve VKI

degerleri istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunurken (p<0.05), bel-kalga orani

degeri istatistiksel olarak anlamli diigiik bulundu (p<0.05).

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05) (Tablo 4.2.).

Boy degerlerinde ise
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Hasta grubu, kendi iginde tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi olarak karsilagtirildiginda;
kilo ve boy degerlerinin, tedavi sonrasi hasta grubunda tedavi siiresince istatistiksel
anlamda arttig1  bulunurken (p<0.05); VKI ve bel-kalca orani degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.3.).

Tablo 4.3. Tedavi Oncesi ve Tedavi Sonras1 Hasta Grubunun Demografik Bulgulari

Hasta Grubu
Parametreler — - - p
Tedavi oncesi Tedavi Sonrasi
(n:24) (n:24)
Kilo (kg) 84.50 + 15.97 86.54 + 15.17 0.022
Boy (cm) 1.79(1.75-1.85) 1.80(1.76-1.85) 0.016
VKI (kg/m?) 26.18 + 4.26 26.60 + 3.88 0.130
Bel-kalga orani 0.87+0.07 0.86 +0.06 0.061

4.2.RUTIN ANALIZ BULGULARI

Calisma gruplarinda Olgiilen rutin parametreler igin, istatistiksel karsilastirma
yapildiginda; hipogonad hasta grubunun tedavi 6ncesi TK, TG, LDL-K seviyeleri
kontrol grubuna gore anlamli sekilde daha yiiksek bulunurken (p<0.05); buna
karsilik HDL-K, t-Tes, s-Tes, E2 seviyeleri anlamli sekilde daha diisiik bulundu
(p<0.001). SHBG ve IGF-1 degerlerinde ise istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.4.).




Tablo 4.4. Tedavi Oncesi Hasta ve Kontrol Grubunun Rutin Calisma Bulgulari
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Calisma Gruplari

Parametreler Tedavi 6ncesi Kontrol Grubu P
(n:30) (n:20)

TK (mg/dL) 184,46 + 39.06 137.70 + 9.90 0.001
TG (mg/dL) 116.26 + 102.65 75.95 + 21.27 0.045
HDL-K (mg/dL) 45.46 + 9.84 54.65 + 7.38 0.001
LDL-K (mg/dL) 112.49 + 30.64 67.86 + 12.28 0.001
Total Testosteron 41.00(25.50-74.00) 530.50(462.75-555.50) | 0.001
(ng/dL)

Serbest Testosteron 1.75(1.47-2.25) 21.02(19.57-23.85) 0.001
(pg/mL)

E2 (pg/mL) 17.29 + 10.40 30.75+ 4.25 0.001
SHBG (nmol/L) 40.86 + 19.08 43.80 + 8.92 0.469
IGF-1 (ng/mL) 198.00(134.75-316.75) | 249.50(212.50-280.00) | 0.172

Tablo 4.5.°de goriildiigii tizere; hipogonad hasta grubunun, gonadotropin tedavisi

sonras1 degerleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda; TK, TG ve LDL-K degerleri

istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunurken (p<0.05). HDL-K degeri istatistiksel

olarak anlamli disiik bulundu (p=0.001). E2 ve IGF-1 degerleri belirgin sekilde

artarak, istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunurken (p<0.05), SHBG degeri ise

tedavi ile belirgin sekilde azalarak, istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu

(p<0.001). t-Tes ve s-Tes degerlerinin, kontrol degerlerine yaklastig1 ve istatistiksel

olarak anlamli bir farkin olmadigi tespit edildi (p>0.05).




Tablo 4.5. Tedavi Sonrasi Hasta ve Kontrol Grubunun Rutin Caligma Bulgulart
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Calisma Gruplari
Parametreler . p
Tedavi Sonrasi Kontrol Grubu
(n:24) (n:20)

TK (mg/dL) 156.29 + 35.56 137.70 £ 9.90 0.021
TG (mg/dL) 110.66 = 60.30 75.95 + 21.27 0.013
HDL-K (mg/dL) 40.95 + 8.51 54.65 + 7.38 0.001
LDL-K (mg/dL) 91.87 + 27.62 67.86 + 12.28 0.001
;}‘EZJLT)E“O“”O“ 498.50(393.50-702.50) | 530.50(462.75-555.50) | 0.715
Serbest Testosteron 18.09(8.20-23.25) 21.02(19.57-23.85) 0.087
(pg/mL)

E2 (pg/mL) 46.07 +31.35 30,75+ 4.25 0.026
SHBG (nmol/L) 26.91 + 12.69 43.80 + 8.92 0.001
IGF-1 (ng/mL) 326.00(262.75-465.75) | 249.50(212.50-280.00) | 0.003
Hasta grubu, kendi igerisinde tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi olarak

karsilastirildiginda; t-Tes, s-Tes, E2 ve IGF-1 degerlerinin tedavi sonrasi hasta
grubunda tedavi siiresince istatistiksel olarak arttigi bulunurken (p<0.001); TK,
LDL-K ve SHBG degerlerinin tedavi sonrasi hasta grubunda tedavi siiresince
istatistiksel olarak azaldigi bulundu (p<0.05). Tedavi sonrasi hasta grubunda TG ve
HDL-K degerlerinde, tedavi oncesi hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.6.).
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Tablo 4.6. Tedavi 6ncesi ve Tedavi sonrasit Hasta Grubunun Rutin Calisma Bulgulari

Hasta Grubu
Parametreler Tedavi oncesi Tedavi Sonrasi P
(n:24) (n:24)
TK (mg/dL) 183.12 + 42.95 156.29 + 35.56 0.002
TG (mg/dL) 95.00(67.50-127.50) 84.50(70.50-125.50) 0.977
HDL-K (mg/dL) 43.70 £ 9.63 40.95 + 8.51 0.099
LDL-K (mg/dL) 110.86 + 33.76 91.87 + 27.62 0.004
Total Testosteron 41.50(28.50-75.00) | 498.50(400.00-679.00) | 0.001
(ng/dL)
Serbest Testosteron 232+ 1.80 17.87 + 11.59 0.001
(pg/mL)
E2 (pg/mL) 16.67 + 11.05 46.07 + 31.35 0.001
SHBG (nmol/L) 43.50(25.50-59.00) 22.50(18.50-35.50) 0.001
IGF-1 (ng/mL) 261.54 + 163.73 378.45 + 207.59 0.001
4.3. BIYOKIMYASAL CALISMA BULGULARI
Calisma gruplarinda Olgiilen biyokimyasal parametreler igin, istatistiksel

karsilagtirma yapildiginda; hipogonad hasta grubunun tedavi 6ncesi AOPP, MDA ve
NO degerleri kontrole gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunurken (p<0.05);
tiyol diizeyleri istatistiksel olarak anlamli disiik bulundu (p<0.001). 8-OHdG
degerlerinde ise istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.7.).
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Tablo 4.7. Tedavi Oncesi Hasta ve Kontrol Grubunun Biyokimyasal Calisma Bulgular1

Calisma Gruplari
Parametreler Tedavi Oncesi Kontrol Grubu P
(n:30) (n:20)
AOPP (umol/L) 272.67 +£111.79 133.70 + 42.73 0.001
Tiyol (umol/L) 210.03 + 47.43 291.38 + 39.83 0.001
MDA (umol/L) 2.79(2.17-4.76) 1.71(1.55-1.71) 0.001
NO (umol/L) 20.28(13.89-25.13) 17.05(13.75-19.99) 0.034
8-OHdG (ng/mL) 0.18(0.16-0.21) 0.17(0.15-0.19) 0.661

Tablo 4.8. Tedavi Sonrasi Hasta ve Kontrol Grubunun Biyokimyasal Calisma Bulgulari

Calisma Gruplar

Parametreler Tedavi Sonrasi Kontrol Grubu P
(n:24) (n:20)
AOPP (umol/L) 132.92 + 40.39 133.70 £ 42.73 0.951
Tiyol (umol/L) 290.27 +71.63 291.38 +39.83 0.948
MDA (umol/L) 1.86(1.73-2.13) 1.71(1.55-1.71) 0.001
NO (umol/L) 15.32(12.39-20.17) 17.05(13.75-19.99) 0.588
8-OHdG (ng/mL) 0.17(0.14-0.19) 0.17(0.15-0.19) 0.448




o1

Tablo 4.8.°de goriildiigli gibi; tedavi sonrast hasta grubu ile kontrol grubu
karsilastirildiginda; AOPP ve NO degerlerinin belirgin sekilde azalarak, tiyol
degerlerinin ise belirgin sekilde artarak kontrol grubu degerlerine yaklastigi goriildii
(p>0.05). MDA degerleri, tedavi ile kontrol degerlerine yaklagmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.05). 8-OHdG degerlerinde ise

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

Hasta grubu, kendi iginde tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi olarak karsilagtirildiginda;
tiyol degerlerinin tedavi sonrasi hasta grubunda, tedavi siiresince istatistiksel olarak
arttig1 bulunurken (p<0.001); AOPP, MDA ve NO degerlerinin tedavi sonrasi hasta
grubunda tedavi siiresince istatistiksel olarak azaldigi bulundu (p<0.001). 8-OHdG
degerlerinde de istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 4.9.).

Tablo 4.9. Tedavi Oncesi ve Tedavi Sonrast Hasta Grubunun Biyokimyasal Calisma
Bulgulari

Hasta Grubu
Parametreler Tedavi oncesi Tedavi Sonrasi P
(n:24) (n:24)
AOPP (umol/L) 261.44 + 82.32 132.92 + 40.39 0.001
Tiyol (umol/L) 212.07 + 46.47 290.27 + 71.63 0.001
MDA (umol/L) 2.45(2.17-4.96) 1.86(1.75-2.09) 0.001
NO (umol/L) 20.28(14.14-24.84) 15.32(12.51-19.45) 0.001
8-OHdG (ng/mL) 0.17+0.03 0.17+0.03 0.398
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Tablo 4.10. Parametreler arasindaki korelasyonlar

Parametreler r p
AOPP-Tiyol -0,542 0.001
AOPP-MDA 0,549 0.001

AOPP-LDL-K 0,342 0.003
MDA-Tiyol -0,559 0.001

Yapilan korelasyon analizleri sonucunda; AOPP ile tiyol arasinda anlamli diizeyde negatif
korelasyon tespit edilmistir. AOPP ile MDA ve AOPP ile LDL-K arasinda anlamli diizeyde
pozitif korelasyon tespit edilirken, MDA ile tiyol diizeyleri arasinda da anlamli diizeyde

negatif korelasyon tespit edilmistir.
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5. TARTISMA

Hipogonadizm; hipotalamo-hipofizer-testikiiler aksta bir veya daha ¢ok seviyede
bozukluk sonucu testisin fizyolojik diizeyde testosteron sentezleyememesi ve
spermatozoa sayisinda azalma ya da yoklugu veya her ikisinin birden bozuklugu ile
karakterize bir hastaliktir. Hipotalamik ya da hipofizer diizeyde bozukluk sonucu
ortaya ¢ikarsa hipogonadotropik hipogonadizm, testikiiler bozukluk sonucu ortaya
cikarsa hipergonadotropik hipogonadizm olarak adlandirilmaktadir. Bu hastalarda
semptom ve bulgular hipogonadizmin bagladigi zamana goére degisebilir. Puberte
oncesi donemde androjen yetersizligi meydana gelirse tablo hepsinde aynidir.
Piiberteden sonra ortaya ¢ikan hipogonadizmde; daha 6nce normal olan libidoda,
ereksiyonda, sakal basta olmak {iizere viicut killarinda, kas kitlesi ve giiciinde
zamanla yetersizlik ortaya ¢ikar. Kas-iskelet sistemi bozuklugu, psikiyatrik kisilik
bozukluklari, anormal viicut yag dagilimi gibi bir ¢ok organ ve sistemi etkileyen

komplikasyonlar sik goriiliir (2).

Literatiirde, testosteron tedavisinin metabolizmay1r ve viicut kompozisyonunu

etkiledigini gosteren gesitli calismalar mevcuttur (66-69).

Bhasin ve ark (70), yaptigi calismada testosteron replasman tedavisi yapilan
hipogonadizmli gen¢ erkek hastalarda viicut yag kitlesinin diistiigli ve viicut kas
Kitlesinin arttig1 raporlanmistir. Bunu destekler sekilde, Naharci ve ark (71) ile
Kapoor ve ark (67), testosteron replasman tedavisi verilen hipogonadizmli erkek

hastalarda yaptiklar1 calismada kilo, VKI, viicut kas kitlesinin arttigi, viicut yag
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Kitlesinin geriledigini ve bel-kalga oraninin istatiksel olarak anlamli bir sekilde

diistiigiinti géstermislerdir.

Calismamizda; gonadotropin tedavisi sonrasinda hastalarin, tedavi dncesine gore boy
ve kilo degerlerinde istatiksel olarak anlamli olan bir artis tespit edilirken, bel-kalga
oraninda istatiksel acidan anlamli olmayan bir azalma tespit edildi. VKi’de ise
istatiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi. Tedavi sonrasi ve kontrol grubu
karsilastirildiginda; bel-kalga oraninda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilirken, VKI ve kilo degerlerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir artis tespit edildi.
Calismamizda; gonadotropin  tedavisi sonrasinda, daha Once testosteron
replasmaniyla yapilan ¢alismalar ile benzer sekilde, azalmis bel-kal¢a oran1 degerleri

ile artmis VKI ve kilo degerleri tespit edildi.

Gonadal steroidlerin puberte doneminde boy uzamasinin hizlanmasinda ve kemik
epifizlerin kapanmasinda gorev aldigi bilinmektedir (2, 70). Hipogonad hastalarda
androjen yetersizliginden dolay1 kemik epifizlerin kapanmasi gecikmistir, bu yiizden
hastalara uygulanan gonadotropin tedavisi ile heniiz kapanmamus epifizler uyarilarak

boyda kisa siireli bir artigin goriilmesi beklenebilir (70).

Hipogonadizmli hastalarda, abdominal yag doku birikiminde bir artis olmakta ve
bunun sonucunda aromatazla Gstradiole doniisiim arttig1 i¢in testosteron diizeylerinde
azalma daha da belirginlesmektedir. Bu da kisir dongii seklinde daha fazla yag doku
birikimine, insiilin direncine ve daha biiyiik diizeyde testosteron eksikligine yol
acmaktadir. Testosteron, anabolik etkisiyle yagsiz viicut Kkitlesini artirir.
Androjenlerin, viicut kompozisyonunu degistirirken hangi mekanizmalari
kullandiginin  aragtirildigi  bir  ¢alismada; androjenlerin, adipojenik  yolun
progresyonunu inhibe ederek viicut yag kitlesini disiirdiigii ve miyojenik yol
araciligr ile mezenkimal pluripotent hiicrelerde farklilasmaya neden olarak viicut kas
kitlesini artirdigr ileri siiriilmistiir (72). Ek olarak, testosteron adipositlerden leptin
tiretimini de baskilamaktadir. Bu hastalarda leptin seviyeleri ile serum testosteron
seviyelerinin ters orantili oldugu bilinmektedir. Adipositlerden asir1 leptin
sekresyonu ya da leptin yikimindaki yetersizlik bu degisikliklere neden olabilir.

Hipogonad  hastalara  uygulanan  tedavi  sSonrasinda  gbzlenen  viicut
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kompozisyonundaki degisiklikler ile ilgili literatiirdeki bilgiler yetersiz oldugundan

daha kontrollii ve genis kapsamli yapilacak ¢aligsmalara ihtiya¢ oldugu kanaatindeyiz.

Literatiirde yapilan c¢alismalarda; hipogonad hastalardaki diisiik testosteron
diizeylerinin, aterojenik lipid profili ile iligkili oldugu ileri siiriilmektedir (73). Bu
hastalarda; total kolesterol, LDL-K ve trigliserid diizeylerinin yiikseldigi, HDL-K
diizeylerinin diistiigi bildirilmektedir. Testosteron replasman tedavisi uygulanan
hipogonad hastalarda ise lipid profilinde diizelme oldugu 6ne siirilmistiir (73, 74).
Tan ve ark (75), 3 ay siire ile 11 hipogonad hastaya uyguladiklari testosteron enantat
tedavisinin sonunda TG, LDL-K ve HDL-K diizeylerinin anlamli diistiigiinii; total
kolesterol diizeylerinin ise degismedigini tespit etmislerdir. Buna karsilik; Kapoor ve
ark (67) ile Malkin ve ark (76), yaptiklar1 ¢alismalarda, testosteron replasman
tedavisi verilmis hipogonadizmli erkek hastalarda, total kolesterol diizeylerinin
istatiksel olarak anlamli diistiigli, HDL-K diizeylerinin ise istatiksel olarak anlamli
arttigr tespit edilmistir. LDL-K ve trigliserid diizeylerinde ise istatiksel olarak

anlamli fark bulunmamustir.

Bu ¢aligmada ise; hipogonad hasta grubunun tedavi oncesi TG, total kolesterol ve
LDL-K diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
yiiksek, HDL-K diizeyleri ise istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha distiktii.
Gonadotropin tedavisi sonrasinda ise tedavi dncesine gore, total kolesterol ve LDL-K
diizeylerinde istatiksel olarak anlamli olan bir diislis, trigliserid diizeyinde istatiksel
olarak anlamli olmayan bir diisiis ve HDL-K diizeyinde ise istatiksel olarak anlaml
olmayan bir azalma tespit edildi.

Hipogonadizmli hastalarda sik goriilen bozulmus lipid profilinin, viicut yag dagilimi
ve insiilin direnci ile iligkili oldugu bilinmektedir (73). Testosteron, abdominal bdlge
yag dokusunu azaltarak viicut kompozisyonu ve lipid profili {izerindeki olumlu
etkilerini gosterir. Hedef dokularda ise aterojenik bir hormon olan insiilin
duyarliligini artirip insiilin direncini diizeltmesiyle de lipid profilini olumlu yonde
etkiler. Bu ¢alismada, gonadotropin tedavisi sonrast lipid profilinde meydana gelen
olumlu degisiklikleri, testosteronun viicut kompozisyonun olumlu yonde degistirmesi

ve insiilin direncini azaltmasi ile iligkili oldugunu sdyleyebiliriz.
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Eckardstein ve ark (77), dolasimdaki HDL-K diizeylerinde androjenlerle olusan
distislerin, artmig HDL-K katabolizmasinin bir yansimasi olabilecegini ileri
stirmiislerdir. Testosteron, HDL-K diizeylerini diizenleyen iki onemli enzimin,
hepatik lipaz ve ¢op¢ii reseptor Bl enzimlerinin sentezini uyarir. Hizlanmis
katabolizma sonucunda HDL-K diizeylerinde diisme meydana gelir.

Calismamizda elde ettigimiz bu bulgular ile hipogonadizm tanis1 konan hastalarda
gonadotropin tedavisinin lipid profiline yaptigi olumlu katkilarin uzun dénemde
kardiyovaskiiler riskleri azaltmada etkili olabilecegini sOyleyebiliriz. Bu ¢alisma,
daha uzun siireli tedavi ile daha etkin lipid profilinin kontrolii olabilecegini de akla
getirmektedir.

Calismamizda; gonadotropin tedavisinden sonra beklendigi gibi serum total ve
serbest testosteron diizeyleri normal degerlere ulasirken, IGF-1 diizeyi istatiksel
acidan anlamli bir artig gdsterdi ve normal diizeyin de lizerine ¢ikti. Daha dnce
yapilan ¢alismalardan, seks steroidlerinin IGF-1 diizeyini artirdig1 bilinmektedir ve
IGF-1 diizeyindeki bu artisin doku androjenizasyonunun dolayli bir gostergesi
olabilecegi belirtilmektedir (78, 79). Yine beklendigi gibi gonadotropin tedavisiyle
SHBG diizeyleri istatistiksel olarak azalarak normal diizeylerin altina diistii. Bilindigi
tizere serum SHBG diizeyi, serum total testosteron diizeyini etkileyen onemli bir
faktordiir ve androjen eksikligi serum SHBG diizeyini artirirken, androjen replasman
tedavisi serum SHBG diizeyini azaltmaktadir (2). Yine beklendigi iizere, testosteron
diizeyinin yiikselmesine paralel olarak serum oOstrojen diizeyinin de belirgin
yiikseldigini tespit ettik. Ostrojen diizeyinin yiikselmesinin nedeni, hCG*nin
testikiiler aromataz enzimini aktive etmesi ve bu enzimin Leydig hiicrelerinden

salgilanan testosteronu aromatize etmesine ile agiklanmaktadir (2, 80).

Serbest oksijen radikalleri (SOR); viicutta normal metabolizma sirasinda olusan
zararli molekiillerdir. Bu maddelerin asir1 sekilde artti§i durumlarda ya da viicudun
antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldigi durumlarda oksidatif stres olarak
bilinen durum ortaya c¢ikar. SOR; proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi temel

hiicre komponentleri ile etkilesime girmekte, toksik bilesikler meydana gelmekte ve
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bu bilesiklerin 6l¢iilmesiyle oksidatif stres ortaya konmaktadir. SOR’un giiniimiizde

bir ¢ok hastaligin patogenezinde rol alabildigi gosterilmistir (23, 81).

Hipogonad hastalarda seminal plazmada yapilmis ¢ok sayida oksidatif stres ¢alismasi
olmasima karsin, serum/plazmada oksidatif stresin degerlendirildigi calisma sayisi
yok denecek kadar azdir. Biz bu calisma ile literatiirde daha once hi¢ ¢alisiimamis

olan plazma AOPP ve tiyol diizeyleri ile serum MDA ve NO diizeylerini aragtirdik.

Literatiirde yapilan ¢alismalar, infertil hipogonadizmli erkeklerin saglikli kontrollere
gore anlamli olarak daha yiiksek seminal SOR seviyelerine ve daha diisiik seminal
antioksidan kapasiteye sahip olduklarini gostermistir (8). Seminal plazmada; SOD,
GSH-Px ve katalaz gibi enzimatik antioksidanlar bulunurken, askorbat, iirat, a-
tokoferol, piruvat, glutatyon, taurin gibi non-enzimatik antioksidanlarin varligi da

gosterilmistir (82).

Literatiirde artmis SOR diizeylerinin infertil hipogonad hastalarda iki mekanizma ile
infertileye neden oldugu ileri stirilmistiir. Birinci mekanizma da, SOR’un sperm
membranina hasar verdigi, spermlerin motilitesini azalttigi ve oositle olan
kapasitasyon yetenegini bozdugu gosterilmistir. ikinci mekanizma da ise SOR’un
direk purin ve pirimidin bazlarina etki ederek sperm DNA’sini1 hasarladig: ileri
strilmiistir. Lewis ve ark (7), fertil erkeklerin seminal plazmasindaki total
antioksidan kapasite (TAC) diizeylerinin infertil erkeklere gore daha yiiksek

oldugunu raporlamustir.

Mancini ve ark (5), azalmis TAC diizeylerinin erkek infertilesinin patogenezinde rol
oynadigini, seminal plazma TAC diizeylerinin, tiroid hormonlar ile pozitif, FSH ve
LH hormonlar ile negatif korelasyon gosterdigini ileri siirerek seminal plazma
antioksidan kapasitenin sistemik hormonal regiilasyonla iliskili oldugunu ileri
siirmiiglerdir. Testosteron diizeyleri ile seminal plazma TAC diizeyleri arasinda ise

korelasyon bulamamaiglardir.

Yine Mancini ve ark (6), bir bagka ¢aligmalarinda sekonder erkek hipogonadizminde
testosteron tedavisinin antioksidan sistem iizerine olan etkisini incelemisler, plazma
koenzim Q diizeylerinin izole hipogonad hastalarda anlamli olarak diisiik iken

testosteron tedavisi ile koenzim Q diizeylerinin anlamli sekilde yiikseldiginin
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bulmuslardir. Bununla beraber, molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte, ostrojenlerin  in vivo ve in vitro lipid peroksidasyonuna karsi potent
antioksidan olarak gorev yaptig1, testosteron ve dstradiolun glutatyon peroksidaz gibi

antioksidanlarin etkisini arttirdigini ileri stirmiislerdir.

Bizde calismamizda, hipogonadizm tanist alan hastalarin plazmasinda protein
oksidasyonunu gdstermek icin oksidatif stresi gostermede giivenilir bir belirteg

olarak kabul edilmis olan AOPP diizeylerine baktik.

Bu calismada; hipogonad hasta grubunun tedavi 6ncesi plazma AOPP diizeyleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksekti.
Gonadotropin tedavisi sonrasinda ise tedavi 6ncesine gore, hastalarin plazma AOPP
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diiserek kontrol diizeylerine yaklasti.
Tedavi sonras1 ve kontrol grubu karsilastirildiginda ise plazma AOPP diizeyleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi.

AOPP; proteinlerle klorlu oksidanlarin ileri reaksiyonu sonucu olusan bir {iriindiir ve
oksidatif stres siiresince tretilir. Aktive nétrofillerdeki myeloperoksidaz tarafindan
hipoklordz asit ve kloraminlerin etkilesimi yoluyla iiretimi gerceklesir. AOPP
diizeylerinin, protein oksidasyonunun gostergesi olan plazma ditirozin ve ileri
glikasyon son iirlinii olan pentozidin diizeyleri ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir
ve protein oksidasyonunun derecesini belirlemede duyarli bir belirtectir (83). Bu
caligmada; hipogonadizmli hastalarda plazma AOPP diizeylerinin, saglikli erkeklere
kiyasla yaklasik iki kat yiiksek olmasi, artmis SOR diizeyleri sonucu ciddi bir protein
oksidasyonun varligini diisiindiirmektedir. Literatiirde hipogonad hastalarda SOR
liretiminin; sperm plazma membraninda NADPH oksidaz sistemi Vve/veya
mitokondriyal defekt sonucu NADPH bagimli oksido-rediiktaz yoluyla meydana
geldigi fikri ileri siiriilsede mekanizma tam olarak bilinmektedir. Bulgularimiz;
AOPP diizeylerinin diismesinin, Yyapilan gonadotropin tedavisinin protein

oksidasyonu olusumunu engelledigini diisiindiirmektedir.

Caligmamizda; AOPP diizeyleri ile serum LDL-K diizeyleri arasinda pozitif bir
korelasyon bulunmustur. Bulgularimizi destekler nitelikte Nguyen-Khoa ve ark (84),
HOCT’nin oksidatif etkilerini inceledikleri bir ¢calismada; HOCI ile oksitlenen LDL-K
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(HOCI-oksLDL)’nin; AOPP igeriginin 100 kat artis gosterdigi tespit edilmistir.
Ayrica, HOCI’'nin LDL-K yapisini degistirdigi ve LDL-apoB proteinini baslica hedef

olarak kabul ettigi gosterilmistir.

Literatiir taramamizda hipogonad hastalarda plazma AOPP diizeyleri ile ilgili yapilan
bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu konuda literatiir bilgileri ¢ok yetersiz oldugu igin
yapilacak yeni ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Sonuglarimizin, bu agidan literatiire 6nemli

katkilar saglayacagi kanaatindeyiz.

Sistein artiklar1 seklinde albiimin yapisinda lokalize bulunan serbest tiyol plazmada
bulunan baslica antioksidanlardandir (35). Himmelfarb ve ark (85), oksidatif strese
sekonder gelisen tiyol kaybin1 “tiyol stres” olarak adlanmislardir. Tiyol grubunun
okside olmasi protein oksidasyonunun gostergesi olarak disiiniilebilir ve tiyol
stres’in  belirlenmesi de hem antioksidan giiciin kaybim1 hem de protein

oksidasyonunun derecesini yansitabilir (85).

Aktan ve ark (4) yaptiklar bir ¢alismada, hipogonad hastalarin seminal plazma tiyol
diizeyleri, fertil erkeklerinkine gore diisitk bulunmus ancak istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmamistir. Piomboni ve ark (86), yaptigi bir ¢alismada ise
normospermik hastalarin seminal plazmasinda, azospermik ve ldkositospermik

hastalara gore anlamli yiiksek tiyol diizeyleri elde edilmistir.

Caligmamizda; hipogonad hasta grubunun tedavi Oncesi plazma tiyol diizeyleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha diistiktii.
Gonadotropin tedavisi sonrasinda ise tedavi oncesine gore, hastalarin plazma tiyol
diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artarak kontrol diizeylerine yaklasti.
Tedavi sonrasi ve kontrol grubu karsilagtirildiginda ise plazma tiyol diizeyleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi. Bu bulgularla beraber;

AQPP ve tiyol diizeyleri arasinda negatif yonde korelasyon tespit edildi.

Tiyol’tin, AOPP diizeyleri ile negatif yonde korelasyon gostermesi ve diizeylerinin
azalmasi; hipogonad hastalarda artmis SOR nedeniyle ciddi protein oksidasyonu
oldugunu, oksidatif stres sartlarinda iiretilen SOR’a cevaben antioksidan &zellikteki
tiyol diizeylerinin azaldigim1 ve antioksidan savunma sisteminin zayifladigini

gostermektedir. Uygulanan gonadotropin tedavisi ile oksidatif stresin ortadan
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kalkarak tiyol diizeylerinin normal diizeylere geldigini sdyleyebiliriz. Literatiir
taramamizda hipogonad hastalarda plazma tiyol diizeyleri ile ilgili yapilan bir

calismaya rastlanilmamuistir.

Lipid hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur.
Bu bilesikler ya hiicre diizeyinde metabolize edilir ya da hiicrenin diger boliimlerine
hasar1 yayarlar. Bu aldehitlerden en 6nemlisi MDA olarak adlandirilan molekiildiir.

MDA diizeyi, lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir (63).

Aktan ve ark (4), yaptig1 ¢alismada 28 idiyopatik erkek infertil hastanin seminal
plazmasinda spektrofotometrik  yontemle Olgiilen MDA  diizeyleri  fertil
erkeklerinkine gore anlamli yiiksek oldugu gosterilmistir. Barakat ve ark (87),
intraperitoneal streptozosin (STZ) enjeksiyonu ile diyabetik hale getirilen 140 tane
erkek rat iizerinde yaptig1 bir ¢alismada kavernz doku MDA diizeylerini; 12 hafta
boyunca testosteron ve sildenafil verilen kontrol ratlarina gore anlamli olarak ytiksek
bulmuslardir. Aydemir ve ark (88), yaptiklari ¢alismada seminal plazma
hipervizikositesinin artmis seminal plazma MDA diizeyleri ile iliskili oldugunu ileri
stirmiiglerdir. Siciliana ve ark (89), yaptiklar1 ¢alismada azalmis seminal plazma
antioksidan kapasitenin artmis seminal plazma MDA diizeyleri ile iliskili oldugunu
ileri siirmiislerdir. Suleiman ve ark (90), yaptiklan ¢ift kor plasebo kontrollii bir
calismada, sperm MDA konsantrasyonunun astenozoospermik  ve
oligoastenozoospermik hastalarda daha yiiksek oldugunu ve E vitamini verilen
grupta MDA konsantrasyonun onemli derecede azaldigimi ve astenozoospermik

erkeklerde sperm hareketliliginin arttigin1 gostermistir.

Bu calismada; hipogonad hasta grubunun tedavi Oncesi serum MDA diizeyleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksekti.
Gonadotropin tedavisi sonrasinda ise tedavi 6ncesine gore, hastalarin serum MDA
diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diistiigii tespit edildi. Tedavi
sonras1 hipogonad hasta grubunun serum MDA diizeyleri ise kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksek bulundu.

Lipid peroksidasyonunu yansitan MDA 6Sl¢iimleri siklikla, MDA’ nin tiyobarbitiirik

asit (TBA) ile olusturdugu renkli kompleksin spektrofotometrik olarak o6lgiilmesi
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esasina dayanmaktadir (65). Ancak, plazmada bulunan glukoz, bilirubin, iire, {irik
asit, kreatinin, hemoglobin gibi maddeler, interferansa neden olmakta ve yontemin
duyarhiligin1 azaltmaktadir. Calismamizda, daha spesifik/sensitif bir yontem olan

HPLC yontemi ile MDA 6lgiimii yapilmistir (91).

Calismamizda; MDA ile AOPP diizeyleri arasinda pozitif yonde korelasyon tespit
edilirken, tiyol diizeyleri ile negatif yonde korelasyon tespit edilmistir. Benzer
sekilde; Baskol ve ark (92), huzursuz bacak sendromu olan hastalar {izerinde
yaptiklar1 ¢alismada MDA ile AOPP diizeyleri arasinda pozitif, MDA ile tiyol
diizeyleri arasinda negatif korelasyon tespit etmislerdir. Yine benzer olarak, Kiitiik
ve ark (93), koroner arter hastalarinda oksidatif stres iizerine yaptiklari ¢aligmada,

AOPP ile MDA diizeylerinin pozitif yonde korelasyon gdsterdigini saptamislardir.

Bu c¢alismada; hipogonadizmli hastalarda serum MDA diizeylerinin, saglikli
erkeklere kiyasla istatistiksel olarak anlamli yiiksek olmasi ve plazma AOPP
diizeyleri ile pozitif yonde korelasyon gostermesi, asirt miktarda artmis SOR iiretimi
sonucunda hem lipid hem de protein oksidasyonun varligini desteklemektedir. MDA
ile tiyol diizeylerinin negatif yonde korelasyon goOstermesi ise artmis lipid
peroksidasyonuna karsi antioksidan Ozellikteki tiyol diizeylerinin azaldigini ve
antioksidan savunma sisteminin zayifladigini gostermektedir. Bulgularimiz; serum
MDA  diizeylerinin  diigmesinin, yapilan gonadotropin tedavisinin  lipid
peroksidasyonu olusumunu engelledigini diisiindiirmektedir. Tedavi sonrasinda
kontrole gore MDA diizeyleri istatistiksel olarak hala yiiksekti. Bu bize, yapilacak
daha uzun siireli ve etkin tedavi ile MDA diizeylerinin kontrol diizeylerine
yaklasabilecegini akla getirmektedir. MDA ile ilgili literatiir taramas1 yapildiginda,

hipogonad hastalarda yapilan bu ¢alismanin literatiirde ilk ve tek oldugu belirlendi.

NO, erkek iireme sisteminin bir¢ok fonksiyonunu regiile eden serbest bir radikaldir
ve fizyolojik seviyelerin lizerinde sperm ve testis fonksiyonlarina ve steroid yapimi
tizerine negatif etkileri vardir (94). Son zamanlarda TnNOS olarak bilinen nNOS’un
testise spesifik bir 6zel alt grubu, NO olusumu i¢in 6nemli bir etken olarak tespit
edilmistir. TNNOS sadece testisin Leydig hiicrelerinde lokalize bulunmustur ve
steroidogenezde etkin rol oynadigi diisiiniilmektedir (51). eNOS ve NO’in erkek

tireme sistemindeki olas1 etkilerini belirlemeye yonelik yapilan cesitli ¢caligmalarda,
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NO’nun testiste Leydig hiicre steroid yapimini inhibe ettigi, germ hiicre apoptozisine
neden oldugu, Sertoli hiicresi tight junction dinamikleri (hiicreler arasi baglanti) ve
testikiiler kan akiminin diizenlenmesi gibi etkilerinin oldugu saptanmustir (51, 95).
O'Bryan ve ark (96), yaptig1 ¢calismada anormal sperm eNOS ekspresyonun azalmis
sperm hareketliligi ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. Balercia ve ark (97),
yaptig1 ¢alismada yiiksek NO konsantrasyonu varliginda sperm hareketliliginin
anlamli bir sekilde azaldigini bulmuslardir. Bir c¢alismada, NO’nun seminifer
tiibiillerdeki miyofibroblastlarin gevsemesine aracilik ettigi ve bdylece sperm
transportu i¢in gerekli olan seminifer tiibiillerin peristaltik aktivitelerinde inhibe edici

rolii olabilecegi iddia edilmistir (98).

Calismamizda; literatiirde daha dnce hipogonad hastalarin serumunda bakilmayan
NO diizeylerini 6l¢tiik. Hipogonad hasta grubunun tedavi dncesi serum NO diizeyleri
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha yiiksekti.
Gonadotropin tedavisi sonrasinda ise tedavi Oncesine gore, hastalarin serum NO
diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde distiigii tespit edildi. Tedavi
sonras1t ve kontrol grubu karsilagtirildiginda ise serum NO diizeyleri agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi.

Hipogonadizmde; ROS kadar reaktif nitrojen tiirleri (RNS)’nin de sorumlu oldugu
diigiiniilmektedir . NO ile ilgili artan ¢aligmalar, bu molekiiliiniin organizmada pek
cok sistemle ilgili genis bir yelpazeye yayilan onemli islevleri oldugunu ortaya
koymustur. Bu fonksiyonlarin bazilari, vazodilatasyon, trombosit agregasyonu,
damar diiz kas proliferasyonunun inhibisyonudur. NO’nun kardiyoprotektif bir ajan
olmasima karsin bu etkisi sadece fizyolojik konsantrasyonlarda olmaktadir (48). Zit
olarak, son yoriingesinde bulunan eslesmemis elektronu nedeniyle serbest radikal
ozelligi vardir. Ortamda O™2’nin fazla olmasi sonucunda NO ile O™, reaksiyona
girerek peroksinitrit (ONOQO) olusur. Boylece hem NO’nun fizyolojik etkisi inhibe
edilir ve diizeyi azalir, hem de ¢ok daha potent bir oksidan madde olusmus olur.
Bundan dolayr NO’nun hem diisiikliigi, hem de yiiksekligi patolojik durumlar
olusturur. Ayrica normal endotel fonksiyonu i¢in de NO’nun fizyolojik diizeyde
bulunmasi gereklidir (99). Bu bilgiler 1sginda hipogonadizmli hastalarda, NO

diizeyinin kontrol grubuna gore yiiksek bulunmasindan dolayi, bu hastalarin NO
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araciligiyla oksidatif strese maruz kaldigini akla getirmektedir. Literatiirde bu
konuda yapilan ¢aligmalarin yetersiz oldugu ve bu konunun aydinlatilmasi igin yeni
calismalarin yapilmasinin gerekli oldugu kanaatindeyiz.

Hidroksil radikalinin, DNA’da yaptig1 en sik karsilasilan ve mutajenitesi en iyi
bilinen baz hasar triinii 8-OHdG’dir. 8-OHAG 6l¢iimii DNA’daki oksidatif hasarin
dogrudan gostergesi olarak kabul edilir (58).

Literatiirde; semende yapilmis ¢alismalara gore, yliksek diizeyde oksidatif strese
baglh olarak defektif sperm fonksiyonu ve DNA hasar1 olusmaktadir (100). Serbest
oksijen radikallerinin yogun bir bigimde iiretiminin sperm fonksiyonlarinda defekte
neden oldugu ve DNA hasart yaptigi gosterilmistir. Erkek infertil hastalarin
spermatozoasinda yiiksek oranda bulunan DNA hasari, azalmis fertilizasyon oranlari
ile birliktedir (101). Serbest radikal saldirilar1 sperm niikleusundaki DNA’y1 hasara
ugratir ve sperm plazma membranindaki lipid peroksidasyonunu indiikler. Bu
degisimlerin bir sonucu olarak spermatozoa fertilizasyon kapasitesini ve normal
embriyonik gelisim destegini kaybeder (102). Yasuda ve ark (103), 128 hipogonad
hasta tlizerinde yaptigi ¢alismada serum 8-OHdG diizeyleri ile tikrik 8-OHdG
diizeyleri ¢alisilmis ve sonuglar birbiri ile uyumlu bulunmustur. Hastalar1 ciddi (14
hasta) ve hafif (128 hasta) hipogonad olarak iki gruba ayirmuglardir. Ciddi
hipogonadizmi olan hastalarin tiikriikk 8-OHdG diizeyleri hafif hipogonad hastalara
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulunmustur. Hastalara 6 ay boyunca haftalik
sildenafil tedavisi uygulanmasi sonrasinda, 8-OHdG diizeylerinin anlamli sekilde
azaldigini tespit etmislerdir. Sonug olarak; tiikriik 8-OHdG diizeylerinin hipogonad
hastalarda oksidatif stresi gostermede bio-marker olarak kullanilabilecegini one

siirmiislerdir.

Bu galismada; tedavi dncesi ve sonrasi hasta grubu ile kontrol grubu serum 8-OHdG
diizeyi bakimindan karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunamamastir.

Caligmamizda; hipogonad erkek hastalarin yas ortalamasi 29 + 3’ti. Yasa bagh
olarak, bagirsak, karaciger ve bobrek gibi dokularda 8-OHdG diizeyinde artis
gorildigi bildirilmektedir. Yine oksidatif stres kaynagi olarak gosterilen sigaranin

serum ve tiikriik 8-OHdG diizeylerini arttirdig: ileri siiriilmustiir. Yasuda ve ark.
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(103), yapmis oldugu calismada; ciddi hasta grubu olarak nitelenen kisilerin yas
ortalamalarinin ileri (48 + 10) oldugu ve hepsinin sigara kullanicisi oldugu
belirtilmektedir. Bunlar, 8-OHdG diizeylerini yiikseltecek faktorlerdir. Bizim
calismamizda hastalarimizin gen¢ olmasi sonuglarimizin farkli ¢ikmasinin bir nedeni
olabilir. Bir diger neden de; serum 8-OHdG tayininde kullandigimiz ELISA
metodunun yeterince hassas olmamasi olabilir. 8-OHdG 6l¢limii metodlart igerisinde
spesifite ve sensitivitesi en yiiksek olan metodun HPLC yontemiyle 8-OHdG
diizeylerinin Olgiilmesi oldugu belirtilmektedir. Literatiirde bu konuyla ilgili yapilan
calismalar yetersizdir. 8-OHdG diizeylerinin hipogonad hastalarda oksidatif stresi
gostermede bir bio-marker olarak kullanilip kullanilamayacaginin, daha ileri diizeyde

ve daha kontrollii yapilacak caligsmalar ile arastirilmas1 gerektigi kanaatindeyiz.

Sonug olarak; yiiksek AOPP, MDA, NO ve diisiik tiyol diizeyleriyle yansitildigi
gibi; hipogonadizm patogenezinde oksidatif stresin dnemli bir faktor oldugu goriisii
desteklenmektedir. Calismamiz, hipogonadizmli hastalarda plazma/serumda AOPP,
tiyo, MDA ve NO diizeylerinin degerlendirildigi ilk calismadir. Bu tez
calismasindaki bulgularin, hastaligin patogenezinin agiklanmasi ve tedavi
protokollerine faydali olmasi acisindan, literatiire Onemli katkilar saglayacagi
kanaatindeyiz. Ornek biiyiikliigii daha genis olan ve daha kontrollii yeni ¢alismalar

ile bu iligkinin daha iyi a¢iklanacagi kanisindayiz.
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6.SONUCLAR

Hipogonadizm hastaliginda, oksidatif stres varligini; protein, lipid ve niikleik asit
oksidasyon {iriinleri ile antioksidan parametreler iizerinden gostermek ve hastalarin
mevcut tedavi protokoliiniin, oksidatif stres iizerine olast etkilerini aragtirmak

amactyla yapilan bu ¢alismada asagidaki sonuglar bulunmustur:

1. Protein oksidasyonunun gostergesi olarak; kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
tedavi oncesi hipogonadizmli hastalarda; plazma AOPP diizeyleri istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde yiliksek, buna karsilik tiyol diizeyleri anlamli bir sekilde diisiik

bulundu.

2. Lipid peroksidasyonun gostergesi olarak; kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
tedavi Oncesi hipogonadizmli hastalarda serum MDA diizeyleri istatistiksel olarak

anlamli bir gekilde yiliksek bulundu.

3. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, tedavi 6ncesi hipogonadizmli hastalarda

serum NO diizeyleri istatistiksel olarak anlamli bir sekilde ytliksek bulundu.

4. Gonadotropin tedavisinin oksidatif stres parametreleri iizerine olan etkisinin
gostergesi olarak; tedavi 6ncesi hipogonadizmli hastalarla karsilastirildiginda; tedavi
sonras1 hipogonadizmli hastalarda; plazma AOPP, serum MDA ve NO diizeyleri
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalirken, plazma tiyol diizeyleri anlamli bir

sekilde yiikseldi.

5.Kontrol grubuyla karsilastirildiginda; tedavi sonrasi hipogonadizmli hastalarda;
plazma AOPP, tiyol ve serum NO diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmazken, serum MDA diizeyleri istatistiksel olarak anlamli ytiksekti.

6. Serum 8-OHdG diizeyleri agisindan; gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark bulunmadi.
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