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0zet

Amag: Androjen, Ostrojen ve progesteron hormonlarmnin
penis gelisiminde rolleri hdlen arastirma konusudur. Bu
calismada normal yapili prepusyumda bu hormon resep-
torlerinin arastirilmast amagland.

Gerec ve Yontem: Geleneksel veya dini amagl cerrahi
siinnet yapilan normal penis ve prepusyumlu ¢ocuklarin,
eksize edilen prepusyum dokularinin frenulum bolgesinden
3 mm’lik biyopsi drnekleri elde edildi. Avidin-biotin horse-
radish peroxidase teknigi ile immunhistokimyasal boyama
sonrast 15tk mikroskopu altinda seks hormon reseptorleri-
nin varligr aragtirildi. Her bir androjen, dstrojen ve proges-
teron reseptorleri icin kahverenginde niikleer boyanmanin
varlig pozitif, kahverengi niikleer boyanmanin yoklugu ise
negatif olarak kabul edildi.

Bulgular: Ortalama yaslart 4.8 yas (4 ay - 10 yil) olan nor-
mal penis ve tam prepusyumlu 12 ¢cocukta, siinnet cerrahisi
sonrast eksize edilen prepusyumun frenulum bolgesinden
3 mm’lik biyopsi materyalleri hazirlandi. Immunhistokim-
yasal boyama sonrast, tiim orneklemelerde progesteron re-
septorleri negatif, androjen ve dstrojen reseptorleri pozitif
bulundu.

Sonug: Prepusyum dokusunda aragstirilan progesteron re-
septorlerinin tiim orneklemelerde negatif, buna karsin and-
rojen ve ostrojen reseptorlerinin pozitif bulunmast prepus-
yumun biitiin ve eksiksiz olarak gelisiminde progesterondan
daha ¢ok ozellikle androjen ve dstrojen reseptorlerinin bir-
likte onemli rol oynadigimi diisiindiirmektedir.
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Summary

Expression of estrogen, progesterone and androgen
hormone receptors in the urogenital track of children:
Target preputium

Aim: The role of androgen, estrogen and progesterone hor-
mones in penile development is still investigated. The pur-
pose of this study is to investigate these hormone receptors
in the intact preputium.

Material and Methods: Three-millimetre long biopsy
samples were obtained from frenulum of excised preputial
tissues of children with intact preputium and penis after the
circumcision surgery for the religious/traditional purposes.
The presence of androgen, estrogen, and progesterone sex
hormone receptors were investigated immunohistochemi-
cally with avidin-biotin horseradish peroxidase staining
technique, then all specimens were examined under light
microscope. Reactions were interpreted as positive, and ne-
gative based on the presence, and absence of brown colored
nuclear staining.

Results: Preputial biopsy samples measuring 3 mm in
length were prepared from excised material after the cir-
cumcision surgery performed on 12 children with intact
preputium and normal penis. The mean age of the patients
was 4.8 years (4 months-10 years). Estrogen and androgen
receptors were found in all preputial specimens while pro-
gesterone receptors were absent.

Conclusions: Progesterone receptors were absent while
estrogen and androgen receptors were found in all prepu-
tial tissue specimen suggest that rather than progestorone
receptors, androgen and estrogen receptors play an impor-
tant role in the development of an intact preputium.

Key words: Preputium, hypospadias, hormone, receptor,
estrogen, androgen, progesterone, penis
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Giris

Penil dokularda androjen, Ostrojen ve progesteron re-
septorlerinin varligi onceki caligmalarda gosterilmig
olmasima kargin 19, iirogenital sistemin geligsiminde,
hipospadias etyopatogenezinde androjen, dstrojen ve
progesteron hormonlarinin ve reseptorlerin rolleri
hélen aragtirma ve tartisma konusudur 7'V, Ozellikle
hipospadiasl olgularin birgogunda mevcut olmayan
ventral prepusyumun yoklugu nedeniyle penil ve
prepusyal cilt gelisiminde bu hormonlarin ve resep-
torlerinin etkisi olup olmadigina dair bir 6ngorii ge-
tirilebilmek gereklidir. Bu nedenle yapilacak ileri ca-
lismalara temel olmasi ve karsilagtirma yapilabilmesi
icin, bu ¢alismada normal yapili penisli ¢ocuklarin
tam gelismis prepusyumlarinda androjen, strojen ve
progesteron hormon reseptorlerinin varliginin arasti-
rilmas1 amaglanmustir.

Gerec ve Yontem

Bu calisma, normal penis ve prepusyumlu siinnet ya-
pilan ¢ocuklarin eksize edilen prepusyum dokularin-
da yapildi. Hastane Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
onay1 (12.10.2012/30) sonrast, ti¢ aylik siirede klini-
gimizde aile istemi ile geleneksel/dini amacl stinnet
cerrahisi yapilan ¢ocuklarin, eksize edilen prepusyum
materyallerinde ¢alisildi. Tiim olgularda eksize edilen
prepusyum dokusunun frenulum bdélgesinde en 6nde
ve lstteki prepusyum cildinden 3x3 mm boyutunda
biyopsi ornekleri alindi (Resim 1). Her bir biyopsi
ornegi ti¢ parcaya ayirildi, her bir parca ayr1 ayri and-
rojen, strojen ve progesteron hormon reseptorlerinin

R i .
Resim 1. Cerrabhi siinnet sirasinda, eksize edilen prepusyumun
i¢ yiizii en on ve iist kismindan biyopsi érnegi alinmaktadir.
Biyopsi alinan bolge okla gosterilmistir.

varlig1 acisindan immun histokimyasal olarak avidin-
biotin horseradish peroxidase teknigi ile boyama ya-
pilmasi sonrast 151k mikroskopu altinda arastirildi.
Androgen, dstrojen ve progesteron reseptor ekspres-
yonu, Avidin-biotin horseradish peroksidaz teknigi
kullanilarak gosterilmistir (Ostrojen reseptor (SP1)
(DACO), Progesteron reseptor (SP2) (DACO), And-
rojen (SP107) (Cell Marque) antikorlar1). Bes mikron
kalinhigindaki kesitlere, alkolde deparafinizasyon,
dehidratasyon islemlerinden sonra endojen peroksi-
ti bloke etmek icin metanol icerisinde %2 hidrojen
peroksit ile muamele edilmistir. Kesitlere 850 watt
ev tipi mikrodalga firinda, 0,01M sitrat bafir (Ph 6.0)
icinde 5 dk. 6nislem uygulanmistir. Kesitler normal
at serumu ile (Vector laboratories, Burlingham, CA,
USA) 30 dk. inkiibe edildikten sonra primer antikor-
larla bir gece, 4°C’de inkiibe edilmigtir. Ertesi giin
kesitler; 20 mM fosfat bafirli salinde yikanmis ve
sonra 1:200 biotin ile at antifare sekonder antikorla
30 dk. inkiibe edilmistir. Yikama basamagindan sonra
kesitler avidin-biotin peroksit complex ELITE system
(Vector Laboratories Inc., Burlingham, Ca, USA) ile
30 dk. ve ondan hemen sonra 3.3-diaminobenzidin
(Vector Laboratories Inc., Burlingham, Ca, USA) ile
10 dk. inkiibe edilmistir. Kesitler musluk suyu ile yi-
kanip, hematoksilen ile zit boyama yapilmis, dereceli
alkollerde dehidrate edildikten sonra ksilen ile ber-
raklastirilmastir.

Kesitler 151k mikroskopunda incelenmistir. Androjen
Ostrojen ve progesteron reseptorleri, niikleer boyan-
ma oldugunda pozitif, olmadiginda ise negatif olarak
kabul edilmistir. Preparatlarin androjen, Ostrojen ve
progesteron miyarlari ile immun histokimyasal reak-
siyonu sonucunda reseptor mevcut olan hiicrelerde
niikleuslar kahverengi renkte boyanmuistir.

Bulgular

Ug aylik siirede klinigimizde aile istemi nedeniyle ge-
leneksel/dini amagli siinnet cerrahisi yapilan ve pre-
pusyum gelisimi tam ve penisi normal goriiniimlii 12
cocuk caligmaya dahil edildi. Olgularin yag ortalama-
s14.8 yil (4 ay-10 y1l arasinda degismekte) idi. Eksize
edilen prepusyum dokusunun frenulum bolgesinde en
onde ve iistteki prepusyum cildinden 3x3 mm boyu-
tunda biyopsi 6rnekleri alindi. Her bir biyopsi 6rnegi
li¢c parcaya boliinerek immunhistokimyasal boyama-
nin her biri ayr1 ayr1 boyandi. Tiim biyopsi ornekle-
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rinde progesteron reseptorleri “negatif” bulundu, ost-
rojen ve androjen reseptorleri ise “pozitif” bulundu.
Preparatlarda immun histokimyasal reaksiyon sonucu
ostrojen ve androjen reseptorleri niikleuslarda kahve-
rengi renkte boyanmisti. Avidin-biotin horseradish
peroxidase teknigi ile androjen reseptorleri pozitif
nukleuslu prepusyum ornek fotografi Resim 2’de,
Ostrojen reseptorleri pozitif nukleuslu prepusyum or-
nek fotografi ise Resim 3’te gortilmektedir (Resim 2,
Resim 3).

Resim 2. immun histokimyasal reaksiyon sonucu niikleuslarda
ostrojen reseptorleri kahverengi renkte boyanmistir. Kahve-
rengi boyanmis niikleuslar daire icine alinmistir (ABHRx100).

Resim 3. immun histokimyasal reaksiyon sonucu niikleus-
larda androjen reseptorleri kahverengi renkte boyanmis-
tir. Kahverengi boyanmis niikleuslar daire icine almmistir
(ABHRx100).

Tartisma

Penis gelisimi ve hipospadias etyopatogenezinde
androjen, Ostrojen ve progesteron hormonlarinin etki-
si halen tartisma konusudur *-9. Hormonal etki meka-
nizmalar1 heniiz tam agiklanmis olmasa da hormonal
etkinin reseptorleri aracigiyla olmasi gerekliligi var-

64

Cocuk Cerrahisi Dergisi 29(2):62-66, 2015

sayilmaktadir. Hormonal etki s6z konusu oldugunda
reseptor yapilanmasi da onem kazanmaktadir.

Hipospadias etyopatogenezini aydinlatirken Oncelikli
olarak normal penis gelisimi ve dokulardaki hormon
reseptorlerinin gelisiminin nasil oldugu tanimlanmali-
dir. Ayrica bu konudaki giincel ¢alismalarda hipospadi-
as etiyolojisinde ¢okea tartisilan ve Ostrojenik etki gos-
teren endokrin bozucular sorumlu tutulmaktadir >4,

Ancak giinlimiizde normal gelismis penil dokularda
(prepusyum, iiretra, corpus cavernosum, vb.) hormon
reseptorlerinin yapilanmasiyla ilgili cok sinirli sayida
calisma ve bilgi mevcuttur. Normal veya hastalikli
dokularda hormon reseptérlerinin var olup olmamasi-
nin yani sira, hormon reseptorlerinin hangi dokularda,
ne kadar yogunlukta var olduklar1 da 6nemlidir. Ay-
rica prenatal ve/veya postnatal donemlerde hormon
reseptor yapilanmasinda farkliliklar olabilecegi igin,
bu reseptor yapilanmalarinin prenatal ve postnatal
donemlerdeki durumlar1 ve gelisimlerinin de ayrica
ortaya konulmasi gereklidir 7'V, Dolayisiyla tiim bu
olasiliklar1 aydinlatacak birbirinden bagimsiz, ancak
birbirini tamamlayici pek c¢ok caligmaya gereksinim
vardir.

Mevcut caligma, ileri ¢aligmalara temel olmasi ve
karsilastirma yapilabilmesi amaciyla planlandi. Nor-
mal yapili penisi olan ¢ocuklarin tam gelismis prepus-
yumlarmda seks hormon reseptorlerinin aragtiriimasi
amaciyla, siinnet cerrahisi uygulanan cocuklardan
yalnizca normal ve tam geligmis prepusyumlu olanlar
calismaya dahil edildi. Literatiirde yalnizca prepus-
yumda bu yonde yapilmis bir caligma bulunmamakta-
dir. Cerrahi siinnet sonrasi eksize edilen prepusyumun
frenulum bolgesinde 6n ve iist noktasindan alinan
biyopsi orneklerinde yukarida tanimlanmis immuno-
histokimyasal yontemle seks hormon reseptorlerinin
varligmimn arastirildigi bu c¢alismamizda, androjen
ve Ostrojen reseptorlerinin frenulum hizasinda nor-
mal gelismis prepusyumun 6n iist kisminda mevcut
oldugu gosterilmistir. Yontem androjen, ostrojen ve
progesteron acisindan bilinen klasik reseptorleri tes-
pite yoneliktir, ancak Ostrojen reseptorlerinin “Betal,
Beta2” gibi alt gruplarini géstermemektedir. Ostrojen
reseptorleri alt gruplarmin “fonksiyonel* olarak ta-
nimlanmig reseptorler oldugu gosterildiginden dolay1
U316, Gstrojen reseptorleri alt gruplarimin prepusyums-
da dagilimlar1 tizerine yapilacak ileri ¢aligmalar,
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prepusyumun tam veya dorsal prepusyum tarzinda
kismi gelisiminin etyopatogenezinin aydinlatilmasin-
da yararl olabilir.

Progesteron sirasinda bir gebelik hormonudur. Penis
gelisiminde progesteron hormon etkisinin 6nemi,
prenatal donemde yapilan deneysel hayvan calis-
malarinda vurgulanmistir ©?. Ancak ¢alismamizda
normal gelismis prepusyumda progesteron hormon
reseptorleri varligr gosterilememistir. Bu farklilik;
aragtirmamizin sican dokusu yerine insan prepusyum
dokusunda yapilmis olmasi, progesteron reseptorleri-
ni tespit icin kullanilan immun histokimyasal boyama
yontemlerinin farkli olmasi veya ¢aligma grubumuzun
prenatal donem yerine 4 ay-10 yas arasi ¢ocuklardan
alman dokulardan calisilmasindan kaynaklandigini
diisiindiirmektedir. Ancak yukarida belirtilen neden-
lerle progesteronun penis ve prepusyumun geligimin-
de hormonal etkisinin olmadigini, yalnizca mevcut
calismamizin sonucuna bakarak sdylemek olast de-
gildir. Progesteronun insan prepusyumunun prenatal
veya postnatal gelisimindeki roliiniin tam olarak orta-
ya konulabilmesi icin 6zellikle fetiis ve yenidoganlar-
da yapilacak benzer caligmalara gereksinim vardir.

Bu calismada, 6zellikle erkek fenotipinde genital ge-
lisim i¢in 6nemli olan androjen reseptdrlerinin yani
sira Ostrojen reseptorlerinin de varligi tiim prepusyum
orneklerinde gosterilmistir. Calisilan doku yalnizca
prepusyum oldugundan elde edilen sonug¢ yalnizca
normal gelismis prepusyum icin sinirli kalacaktir,
ancak bu bulgu prepusyumlar: yalnizca arkada gelis-
mis, onden gelismemis penisli ve/veya hipospadiash
olgularda olduk¢a degerlidir. Penis amputasyonu ya-
pilan erigkin olgularda yapilan benzer ¢aligmalarda
androjen ve Ostrojen reseptor yapilanmalari gosteril-
diginden, penil gelisimde yalnizca androjen reseptor
eksikligi veya yoklugundan ziyade bir “Androjen/
Ostrojen Reseptorleri Dengesi veya Dengesizligi”
olabilecegi diisiiniilebilir ®.

Calismamizin bulgular1 anormal prepusyum gelisimi
etiyolojisinde, penis 6n ylizde reseptorler olmadigi
icin mi prepusyumun penis 6n yiizde gelismedigi so-
rusuna tam olarak yanit verememektedir. Ancak, ¢a-
lismamizda normal gelismis prepusyum dokusunda
androjen ve Ostrojen reseptorlerinin varliginin gos-
terilmis olmasi, “androjen ve Ostrojen reseptorlerinin
varliginin prepusyumun eksiksiz gelisimi icin gerekli

bir 6n kosul” olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma olgu sayist ve yas grubu
acisindan bazi kisitlamalarina ragmen, asagidaki sap-
tamalar1 yapmamiza olanak vermektedir: Progesteron
reseptorlerinin tiim prepusyum orneklerinde negatif
bulunmasi, androjen ve Ostrojen reseptorlerinin ise
pozitif bulunmasi, prepusyumun biitiin ve eksiksiz
olarak gelisiminde androjen ve Ostrojen reseptorleri
ve hormonlariin 6nemli rol oynadigini diisiindiir-
mektedir. Ancak, normal penis veya hipospadiash
penis gelisiminde seks hormon ve reseptorlerinin et-
kisinin gosterilmesi acisindan ek ¢aligmalara gerek-
sinim vardir; bu amacla tarafimizca bir dizi ¢caligma
baslatilmistir.
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