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ÖZET 

Bu çalışma, sağlıklı ve diabetik ratlarda melatonin uygulamasının testis dokusunda 

katalaz (CAT) ve GDF-9’un immunohistokimyasal dağılımını üzerine etkilerini 

belirlemek amacıyla yapılmıştır. 

Çalışmada 40 adet Spraque-Dawley rat kontrol, diabet, melatonin ve 

diabet+melatonin olarak dört gruba ayrıldı. Diabet oluşturmak amacıyla STZ, 50 

mg/kg dozda intraperitoneal (i.p.) yolla uygulandı. Diabet oluşumu teyit edildikten 

sonra melatonin ve diabet+melatonin gruplarına melatonin 10 mg/kg dozunda (i.p.) 2 

hafta süreyle uygulandı. Deneklerin testis dokuları 15. günde alındı. Alınan doku 

kesitlerine histolojik yapısını incelemek amacıyla H&E, PAS ve Crossman’ın üçlü 

boyaması yapıldı. GDF-9 ve CAT’ın immunoreaktivitesini belirlemek için Avidin-

Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) metodu uygulandı. 

Yapılan histolojik incelemeler sonucu kontrol, diabet, melatonin ve diabet+melatonin 

grupları arasında histolojik olarak bir farklılık gözlenmedi. Canlı ağırlık yönü ile 

kontrol ve melatonin grubunun istatiksel düzeyde benzer olduğu ve diabet+melatonin 

grubuna göre ise bu iki grupta canlı ağırlığın artmış olduğu gözlendi. Diabet 

grubunda ise canlı ağırlığın diğer gruplara göre azaldığı tespit edildi (P<0.05). Testis 

ağırlığının kontrol grubunda en yüksek, melatonin ve diabet+melatonin gruplarında 

istatiksel düzeyde benzer olduğu, diabet grubunda ise diğer gruplara göre azaldığı 

belirlendi (P<0.05). Gruplar arasında seminifer tubül çapının en az diabet grubunda 

olduğu tespit edildi. İmmunohistokimyasal incelemeler sonucunda, tüm gruplarda 

GDF-9’un benzer özellikte immunoreaktivite gösterdiği, immunoraktivitenin 

özellikle Leydig hücrelerinde olduğu, melatonin uygulamasının diabetik grupta 

GDF-9 immunoreaktivitesini azaltığı görüldü. CAT immunoreaktivitesinin melatonin 

ve diabet+melatonin gruplarına göre diabette daha yoğun olduğu gözlendi. CAT 

immunoreaktivitesi Leydig hücrelerinde sitoplazmik ve nükleer olduğu, 

spermatogenetik hücre hattında primer ve sekunder spermatositlerde ise çekirdeğe 

eklenik odaklar halinde yoğun immunoreaktivite sergilediği belirlendi. 

Bu çalışmanın diabetli canlıların testis dokusunda antioksidanlar ve büyüme 

faktörleri arasındaki ilişkinin anlaşılmasına yardımcı olabileceğini düşünmekteyiz. 
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SUMMARY 

This study was conducted to determine the effects of melatonin administration on the 

immunohistochemical distribution of catalase (CAT) and GDF-9 in testicular tissue 

in healthy and diabetic rats. 

In the study, 40 Sprague-Dawley rats were divided into four groups, namely control, 

diabetes, melatonin and diabetes+melatonin. Streptozotocin was administered 

intraperitoneally (i.p.) at a dose of 50 mg / kg to induce diabetes. After confirmation 

of diabetes, melatonin and diabetes + melatonin groups were administered melatonin 

at a dose of 10 mg/kg (i.p.) for 2 weeks. Testicular tissues of the subjects were 

removed on day 15. H&E, PAS and Crossman's triple staining were performed to 

examine the histological structure of the tissue sections. The Avidin-Biotin-

Peroxidase Complex (ABC) method was used to determine the immunoreactivity of 

GDF-9 and CAT. 

Histological examinations revealed no histological difference between control, 

diabetes, melatonin and diabetes + melatonin groups. It was observed that the control 

and melatonin groups were similar at the statistical level in terms of live weight and 

that the live weight was increased in these two groups compared with diabetes + 

melatonin group. In the diabetes group, the body weight decreased in comparison 

with the other groups (p<0.05). Testicular weight was found to be highest in the 

control group, statistically similar in the melatonin and diabetes + melatonin groups, 

and was lower in the diabetes group compared to the other groups (p<0.05). It was 

determined that the diameter of the seminiferous tubules was smallest in the diabetes 

group among the groups. Immunohistochemical studies showed that GDF-9 showed 

similar immunoreactivity in all groups, immunoreactivity was observed especially in 

Leydig cells, and melatonin treatment decreased GDF-9 immunoreactivity in the 

diabetes group. CAT immunoreactivity was observed to be more intense in the 

diabetes group than in the melatonin and diabetes+melatonin groups. CAT 

immunoreactivity was demonstrated to be cytoplasmic and nuclear in Leydig cells, 

and intense focal immunoreactivity, which was adherent to the nucleus, was 

observed in the primary and secondary spermatocytes in the spermatogenetic cell 

line.   
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  We think that this study can help to understand the relationship between 

antioxidants and growth factors in testicular tissue of patients with diabetes. 

Keywords: Diabetes, Melatonin, GDF-9, Catalase (CAT), 

Immunohistochemistry, Testis. 
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1. GİRİŞ 

1.1. Diabetes Mellitus  

Diabet (Diabetes Mellitus (DM)), global dünyayı tehdit eden en büyük sağlık 

problemlerinden birisidir ve her geçen gün yaygınlığı artış göstermektedir. Dünya 

Sağlık Örgütü (WHO) tarafından 2011 yılında yayınlanan raporlarda, günümüzde 

dünyada 366 milyon kişinin DM’ den etkilendiği, ancak bu sayının 2030 yılında 

yaklaşık 552 milyon kişiye çıkabileceği bildirilmişdir (Whiting ve ark. 2011). DM’ 

nin artmasındaki en büyük nedenler arasında obezite, ömür süresinin artması ve 

hareketsizlik olduğunu ileri sürülmüştür (Agbaje ve ark. 2007). 

Diabet; karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasında sonuçlanan endokrin 

ve metabolik bir hastalıktır. DM’ un çeşitli organlarda uzun süreli hasar, fonksiyon 

bozukluğu ve yetersizliği gibi etkileri bulunmaktadır  (Rişvanlı ve ark. 2003, Sochor 

ve ark. 1991). Diabetik erkeklerde; azalmış fertilite potansiyeli, testiküler işlev 

bozukluğu, kötü semen kalitesi, azalmış sperm hareketi ve anormal sperm 

morfolojisi gibi sorunlar görülmektedir (Bitzer ve Alder 2009, Ziaei-Rad ve ark. 

2010). Ayrıca bu erkeklerde bozulmuş Leydig hücre işlevine bağlı olarak serum 

testosteron seviyelerinde azalma da gözlenir (Amaral ve ark. 2008, Hidalgo‐Tamola 

ve Chitaley 2009). 

Diabeti başlatan asıl neden, pankreastan yapılan insülin salınımının azalması 

ya da tamamen sona ermesidir. Ancak diabetin gelişiminde doğrudan ya da dolaylı 

olarak pankreas dışındaki faktörlerinde etkisi bulunmaktadır. Nörolojik bozukluklar, 

sağlıksız beslenme, kalıtımsal etmenler, enfeksiyon, karaciğer, böbrek üstü bezleri, 

tiroid ve hipofizdeki patolojik değişimler bu hastalığın nedenleri arasında yer alır 

(Yılmaz 1999).  

DM; Tip 1 Diabetes Mellitus, Tip 2 Diabetes Mellitus, Gestasyonel Diabetes 

Mellitus (GDM) ve diğer spesifik tipler olmak üzere dört ana başlıkta 

sınıflandırılmaktadır (Bennet 1991). 
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1.1.2. Diabetes Mellitusun’ un Çeşitleri 

1.1.2.1. Tip 1 Diabetes Mellitus 

Tip 1 diabet, diabet vakalarının %5-10'unu oluşturur ve insüline bağımlı 

diabet olarak adlandırılmaktadır. Tip 1 diabet otoimmün aracılıklı pankreas β 

hücrelerinin yıkımı sonucu oluşur ve insülin yetmezliği ile karakterizedir (Fidanol 

2012). Hasarın immün belirteçleri olarak da adacık hücresi antikorları ve insülin 

otoantikorları ile glutamik asit dehidrogenaz (GAD) otoantikorları saptanabilir 

(American Diabetes Association 2010). Glomerüler geri emilim sınırı geçildiğinde 

kanda artan glikozun idrar ile atılımı başlar ve sıvı çıkışı artar. Bu etkisinden dolayı 

aşırı su içme ve susama meydana gelir. İştah ve yemek yeme normal olmasına 

rağmen kilo kaybı görülür (Fidanol 2012). Tip 1 diabet ya da insüline bağımlı 

diabet,  hiperglisemiye ve farklı dokularda serbest radikallerin artmasına, buna bağlı 

olarak da oksidatif strese sebep olmaktadır. Serbest radikallerin yüksek seviyede 

bulunması hücre organellerinde hasara ve hücre membranında lipid 

peroksidasyonunun artmasına yol açmaktadır (Agarwal ve ark. 2008, Abeer 2010).  

1.1.2.2. Tip 2 Diabetes Mellitus 

Erişkin toplumlarda en yaygın görülen metabolizma hastalığıdır. Tip 2 diabetli 

hastaların %80’inden fazlası obezdir; İnsülin direnci ile obezite arasında mutlak bir 

ilişki vardır. Orta-ileri yaş hastalığı olarak kabul edilen Tip 2 diabetes mellitus, kırk 

yaş üstü grupta görüldüğü gibi, yaşam tarzı değişikliklerine bağlı olarak son yıllarda 

gençler ile birlikte çocuklarda da görülme sıklığı artmaktadır. Günümüzde yaşam 

tarzının değişmesinden kaynaklanan fiziksel aktivite azlığı, dengesiz ve düzensiz 

beslenme, stresin artması gibi faktörler tip 2 diabetin ortaya çıkışını hızlandırır. Tip 2 

diabet klasik diabet belirtilerini erken dönemde göstermemesi nedeniyle tanısı geç 

konmaktadır (American Diabetes Association 2010, Olgun ve ark. 2011, Whiting ve 

ark. 2011). 

 

 

 



3 
 

1.1.3. Streptozotosin 

Günümüzde tüm dünyayı etkileyen diabetes mellitus hastalığının 

anlaşılmasına yönelik deneysel diabet modelleri üzerinde yaygın çalışmalar 

yapılmaktadır (Öztürk ve ark. 2002, Khaki ve ark. 2010, Kushwaha ve Jena 2013). 

Deneysel diabet oluşumunda alloksan ve streptozotosin (STZ) gibi maddeler 

kullanılmaktadır (American Diabetes Association 2010). Bunlardan özellikle daha 

yaygın kullanılan STZ, Streptomyces achramogenes kültüründen ilk defa 1960’da 

elde edilmiştir (Cabadak 2008). STZ’nin Rakieten ve arkadaşları (1963) tarafından 

köpek ve sıçanlarda diabetin kalıcı olarak oluşturulmasıyla etkisi anlaşılmıştır 

(Rakieten ve ark. 1963). STZ araştırmalarda β hücrelerine toksik etki yapması nedeni 

ile diabet tipleri oluşturma amacı ile kullanılan kimyasal bir ajandır. STZ, Tip I ve 

Tip II diabet modelleri oluşturma amacı için yaygın olarak kullanılır (Szkudelski 

2001). 

1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar 

1.2.1. Serbest Radikaller 

Oksijen, hücrede enerji üretim süreçlerinde kullanılır ve canlılar için hayati 

öneme sahip olan bir moleküldür. Biyolojik sistemlerde önemli serbest radikallerin 

çoğu oksijene dayanır. Serbest radikaller enerji üretim sürecinin doğal bir yan ürünü 

olup yüksek düzeyde reaktif ve potansiyel olarak zararlı maddelerdir (Mccord 1993, 

Agrawal ve ark. 2007). Biyolojik sistemlerde, serbest radikaller en çok elektron 

transferi ile oluşurlar ve atomik veya moleküler yörüngesinde bulunan ve çok reaktif 

olan çiftleşmemiş elektron bulunduran bir kimyasal üründür (Altan ve ark. 2006).  

Günümüzde yapılan çalışmalar (Altan ve ark. 2006, Agrawal ve ark. 2007) 

göstermiştir ki; erkek üreme sisteminin primer patolojileri (erkek aksesuar bez 

enfeksiyonları, anormal spermatozoon yapısı, spermatozoonun epididimiste veya 

geçiş esnasında uzun süreli kalması), sistemik patolojileri (diabetes mellitus, kanser, 

enfeksiyon) ve yaşam tarzı faktörlerinin (sigara, radyasyon, çevre kirliliği, ilaçlar) 

serbest radikallerin yüksek seviyede olmasına neden olmaktadır. Ayrıca bu durumun 

sperm kalite ve işlevinde olumsuz etkilere neden olduğu bildirilmiştir (Sharma ve 

Agarwal 1996, Hampl ve ark. 2012). 
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  Bu oksidanlar organizmada mitokondriyal, sitoplazmik ve ekstrasellüler 

formları içeren süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz 

(GSH-Px) gibi enzim sistemleri ile seruloplazmin, transferin, indirgenmiş glutatyon 

(GSH), methiyonin, vitamin A,C,E gibi antioksidanlar tarafından yıkılırlar (Aydın ve 

ark. 2001).  

1.2.1.1. Oksidatif Stres 

Serbest radikaller hücrelerde proteinlere, DNA’ ya ve lipidlere etki göstererek 

hasar verir. İnsan hastalıkları ve oksidanlar arasındaki bağlantı, antioksidanlar ile 

serbest radikaler arasındaki dengeye bağlıdır. Serbest radikallerin oluşum hızı ve 

bunların antioksidanlar tarafından nötralize edilme hızı arasında bir denge bulunması 

beklenir. Serbest radikallerin zararlı etkilerinden korunmak için, hücreler bunları 

nötralize eden antioksidanlar üretmektedir. Bunun sonucunda hücre, serbest 

radikallerin olumsuz etkilerinden korunabilir. Serbest radikaller lehine eğer bu denge 

bozulursa, yani yapımından daha yavaş nötralize edilirlerse, hücre içinde serbest 

radikallerin artması gözlenir. Bu etkileşim kritik moleküllerde ve yeterli şiddette 

meydana geldiğinde doku hasarına neden olur. Oksidatif stres, serbest radikallerin 

hücrede artışı ve hücre fonksiyonları üzerinde yaptıkları olumsuz etki göstermesi 

olarak tanımlanır (Gomez ve ark. 1996, Aydın ve ark. 2001). 

1.2.2. Antioksidanlar 

Serbest radikallerin organizmalarda önemli yıkıcı hasarlara neden olduğu 

bilinmektedir. Bu hasarın önlenmesi için savunma mekanizmaları bulunmaktadır ve 

bu mekanizmalar ‘antioksidan savunma sistemleri’ olarak isimlendirilmektedirler. 

Bu sistemler, hem intraselüler hem de ekstraselüler yapıdadır. Serbest radikallerin 

birçoğu antioksidan savunma sisteminden kurtularak etkilerini sürdürebilirler (Sikka 

ve ark. 1995, Halliwell ve Gutteridge 2015). Antioksidan sistemde enzimatik 

(Glutatyon peroksidaz / Glutatyon reduktaz: GPX / GRD, Süperoksit-dismutaz: SOD 

Katalaz: CAT) ve enzimatik olmayan (Hipotaurin, Askorbat, Ürat, Pirüvat, Vitamin 

E, Taurin) antioksidan yapıları mevcuttur. Bu tür antioksidanlar önleme, durdurma 

ve tamir etme olmak üzere üç savunma mekanizması içerir (Maldjian ve ark. 2003, 

Baker ve Aitken 2005).  
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1.2.2.1. Endojen Antioksidanlar  

Endojen antioksidanlar, enzim olmayanlar ve enzim olanlar olmak üzere iki 

sınıftan oluşurlar. Enzim olan endojen antioksidanlar: Katalaz (CAT), süperoksit 

dismutaz (SOD), glutatyon S-transferazlar (GST), glutatyon peroksidaz (GSH-GPx), 

mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi, hidroperoksidaz olarak bilinirken (Silva 

2006) enzim olmayan antioksidanlar ise; melatonin, transferrin, seruloplazmin, 

miyoglobin, ferritin, hemoglobin, bilirubin, sistein, glutatyon, metiyonin, ürat, 

albümin ve laktoferrindir (Şener ve Yeğen 2009).  

 

1.2.2.2. Eksojen Antioksidanlar 

Eksojen olarak bilinen ve dışarıdan temin edilen antioksidanlar: α-tokoferol 

(vitamin E), askorbik asit (vitamin C), β-karoten, ksantin, folik asit (folat), oksidaz, 

mannitol, barbitüratlar, albümin, demir, selatörleridir (Halliwell ve Gutteridge 2015).  

 

Antioksidanların etki mekanizması dört ayrı şekilde ifade edilir. Bunlar;  

I. Toplayıcı etki; Antioksidanlar serbest oksijen radikallerini etkileyerek onları 

tutma veya daha zayıf yeni moleküle çevirme özelliğine sahiptirler. Örnek olarak 

SOD, GPx ve katalaz enzimleri ve bazı bağlayıcı proteinler verilebilir. 

II. Bastırıcı etki; Antioksidanlar, serbest oksijen radikalleriyle etkileşip onlara bir 

hidrojen aktararak aktivitelerini azaltabilir veya inaktif şekle dönüştürebilirler. 

Ör; vitaminler, flavanoidler, mannitol, antosiyanidinler bu tarz bir etkiye 

sahiptirler.  

III. Zincir kırıcı etki; Antioksidanların serbest oksijen radikallerini bağlayarak 

zincirlerinin kırılması ve böylelikle fonksiyonlarını engelleyici bir etkisi vardır. 

Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kırıcı etki gösterirler.  

IV. Onarıcı Etki; Antioksidanların serbest radikallerin oluşturdukları hasarı onarıcı 

etkisi vardır. DNA tamir enzimleri, methionin sülfoksid redüktaz onarıcı etki 

gösterir (Akkuş 1995, Şener ve Yeğen 2009).  
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ANTİOKSİDANLAR 

ENDOJEN KAYNAKLI 

ANTİOKSİDANLAR 

EKSOJEN KAYNAKLI  

ANTİOKSİDANLAR 

Enzimatik 

Antioksidanlar 

Enzimatik Olmayan 

Antioksidanlar 

Vitamin 

Antioksidanlar 

İlaç Olarak Kullanılan 

Antioksidanlar 

Gıdalardaki 

Antioksidanlar 

-Katalaz 

-Mitokondrial 

Sitokrom 

Oksidaz Sistemi  

-Glukoz 6 

Fosfat 

-Dehidrojenaz  

-Glutatyon S 

Transferaz  

-Glutatyon 

Peroksidaz 

-Süperoksid 

Dismutaz  

 

*Yağda Çözünen 

Radikal Tutucular 

-Vitamin C 

-α-tokoferol 

-β-karoten, 

-Folik asit 

-NADPH Oksidaz 

İnhibitörleri (adenozin, 

lokal anestezikler, 

kalsiyum kanal  

-Ksantin Oksidaz 

İnhibitörleri (allopürinol, 

tungsten, oksipürinol) 

blokerleri, non-steroid 

antiinflamatuar ilaçlar) 

-Nötrofil Adezyon 

İnhibitörleri 

-Demir Redoks 

döngüsü İnhibitörleri 

(desferroksamin) 

-Sitokinler (TNF ve IL-1) 

-Demir Şelatörleri  

-Barbitüratlar 

 

-Sodyum 

benzoat 

-BHT 

-Etoksiquin 

-BHA 

- α –tokoferol 

-Bilirubin 

-Ubikinol  

-β–karoten 

*Suda Çözünen 

Radikal Tutucuları  

-Melatonin -

Askorbik Asit 

-Ürik Asit 

-Glutatyon  

*Metal İyonlarını 

Bağlayan Proteinler 

-Albumin  

-Ferritin  

-Transferrin 

Haptoglobin 

Seruloplazmin  

Tablo 1: Kaynaklarına göre antioksidanlar (Cross 2003). 

1.2.3. Melatonin 

Melatonin çok güçlü bir antioksidan olmasının yanı sıra, serbest radikaller 

aracılığı ile meydana gelen oksidatif hasara karşı koruyucu etki göstermektedir. 

Melatonin bu fonksiyonlarına ek olarak organizmada cinsel gelişimin kontrolü, 

immun yanıtın oluşturulması, yaşlanma, ısı ve uyku düzenlenmesi gibi birçok 

fizyolojik olayda da rol almaktadır (Reiter ve ark. 1997). 

Melatoninin lipofilik yapıda olması, hücrenin bütün organellerine 

girebilmesine, hücre çekirdeğine ulaşmasına ve kan-beyin bariyerini geçmesine 

olanak tanımaktadır. Melatoninin hücre çekirdeğine girebilmesi, DNA’yı oksidatif 

hasardan koruması açısından önemlidir (Beyer ve ark. 1998). 
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Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) pinealositlerde triptofandan 

sentezlenir. Triptofan N-asetiltransferaz (NAT) enzimi ile önce serotonine 

dönüştürülür ve ardından diğer bir pineal enzim olan hidroksi indol O-metil 

transferaz aracılığıyla melatonine dönüşür. Bu sentez yolağının düzenlenmesi primer 

olarak gece saatlerinde gerçekleşmektedir, yani diğer bir deyişle karanlığa bağlıdır 

(Borjigin ve ark. 2012, Morris ve ark. 2012). İnsanda birçok davranışsal, 

biyokimyasal ve fizyolojik değişimlere göre plazmadaki melatonin düzeylerin de 24 

saatlik periyod içinde inişler ve çıkışlar gözlenebilmektedir. Gece saat 20.00-23.00 

arası yükselen melatonin düzeyi gece yarısından sonra bir ile beş arası doruk 

değerlere ulaşır ve gündüz saatlerinde ise bu değer düşer (Yıldız ve ark. 2006, 

Borjigin ve ark. 2012). 

 

1.2.3.1. Melatonin Etki Mekanizması 

Melatoninin hücrelere rahatça girebilmesinin sebebi, lipid çözünürlüğünün 

suya göre yüksek olmasıdır. Budan dolayı melatoninin etkileri sadece membrana 

yönelik değildir. Aynı zamanda sulu ortamda kısmen çözünmesi intrasellüler 

etkilerinin oluşmasına katkı sağlar. Melatoninin, serbest radikaller sonucu oluşan 

oksitatif strese karşı süpürücü antioksidan etkisi bulunmaktadır. Hidroksil ve peroksil 

radikalleri için süpürücü etkiye sahip olan melatonin, OH radikalini nötralize etmekte 

glutatyona göre 5 kat, ROO inaktivasyonun da ise E vitaminine göre 2 kat daha fazla 

etkiye sahiptir (Pieri ve ark. 1994). 

Melatonin, hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive eder 

ve O2 radikalini H2O2’ye kataliz eden SOD aktivitesini artırır. Ayrıca melatonin 

oksidatif stres esnasında katalaz (CAT) aktivitesindeki azalmayı önler ve NO 

oluşumundan sorumlu nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini inhibe ederek, antioksidan 

etki göstermektedir (Reiter ve ark. 1995, Reiter ve ark. 2000). 

1.2.4. Katalaz (CAT) 

Katalaz 1901 yılında Loew tarafından hidrojen peroksidi parçalayan enzim 

olarak dünyaya tanıtılmıştır. Katalaz sığır karaciğerinden elde edilen bir enzimdir 1 

saniye içerisinde hidrojen peroksidi 5.000.000 taneciğe ayırır ve etkisi çok büyüktür 
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(Çimen ve ark. 2005). Katalaz; H2O2’yi O2 ve H2O yıkımlayan bir enzimdir. 

Hemoprotein olan CAT’ ın molekül ağırlığı 248 kDa’dur. Yapısında dört hem grubu 

bulunan bir hemoproteindir. Hidrojen peroksit oluşum hızının yüksek olduğu 

durumlarda katalitik tepkimeyle hidrojen peroksiti suya dönüştürerek ortamdan 

uzaklaştırmaktadır. Hidrojen peroksit oluşum hızının düşük olduğu durumlarda ise 

peroksidatif etkisi vardır. Enzimler arasında en yüksek katalitik dönüşüm hızına 

sahiptir, aktivitesi için demir gereklidir (Meister ve Anderson 1983).  

Katalaz enzimi esas olarak peroksizomlarda lokalize olmakla birlikte 

endoplazmik retikulum ve sitosolde de yoğundur. Aktivitesi karaciğer, böbrek, 

miyokard, çizgili kaslar ve eritrositlerde yüksektir. Katalaz, lipid peroksitleri gibi 

büyük molekülleri indirgeyememektedir. Enzim bir molekül H2O2’den elektron 

alarak onu oksitlerken kendisi redüklenir, bir diğer molekül H2O2’ e elektron vererek 

onu indirgerken kendisi oksitlenerek başlangıçtaki durumuna döner (Karabulut 

2001). 

1.3. Büyüme Faktörleri 

Büyüme faktörleri, regülatör molekül grubudur ve genellikle 6-30 kDa 

büyüklüğündedir (Van Zoelen 1999). Büyüme faktörleri hücrelerin replikasyon ve 

farklılaşmasını düzenler. Sistemik dolaşımda bulunurlar, çeşitli hücre sistemleri ve 

dokularca salınırlar, bu nedenle de hücre metabolizmasının sistemik ve lokal 

düzenleyicileridir. Büyüme faktörleri dolaşımda serbest olarak ya da spesifik 

bağlayıcı proteinlere bağlı olarak bulunurlar yada trombosit agregasyonundan sonra 

salınmak üzere trombosit granüllerinde depolanırlar (Canalis 1992).  

Büyüme faktörleri otokrin, parakrin ve endokrin mekanizmalarla hücresel 

fonksiyonları sağlarlar. Otokrin faktörler salgılandıkları hücrenin fonksiyonlarını 

etkiler. Salgılandıkları alanda etkili olan faktörler parakrin yolla etki eder. Endokrin 

olarak etkileyen faktörler ise hedef hücreye kan yoluyla gider ve diğer hücreleride 

etkiler. Bir kaç transforme fibroblast, hücrenin kendi içinde hiç salgılanmamış 

faktörlere intrakrin mekanizma ile yanıt verirler (Fisher ve Delbert 1990, Steenfos 

1994).  
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Hedef hücrenin büyüme faktörü tarafından etkilenmesi reseptörün bulunup 

bulunmaması bağlıdır. Reseptöre bağlanması sonucunda hücre içerisinde özgün bir 

cevap ortaya çıkar. Etki genellikle tirozin kinazın uyarılması sonucu sağlanır. Her 

hücrede farklı büyüme faktörü için, farklı sayıda reseptör bulunur (Fisher ve Delbert 

1990, Steenfos 1994). 

Büyüme faktörleri; kemotaktik ve hücresel proliferasyonu uyarmasıyla, aynı 

ve farklı tipteki hücreler arasındaki sinyalizasyonu sağlamasıyla, ekstrasellüler 

matriks oluşumu ve anjiogenezi kontrol etmesiyle, konsantrasyon sürecini 

düzenlemesiyle ve doku bütünlüğünü yeniden kurmasıyla iyileşme sürecinde temel 

bir rol oynarlar (Gope 2002).   

Büyüme faktörlerinin embriyo gelişimi ve oosit üzerine etkileri, daha önceki 

yıllarda ve günümüzde bir çok çalışmaya konu olmuştur. Oosit ve erken embriyo 

gelişimiyle ilgili olarak üzerinde durulan büyüme faktörleri; büyüme farklılaşma 

faktörü (GDF-9), epidermal büyüme faktörü (EGF), insülin büyüme faktörü (IGF-I, 

II), transforme edici büyüme faktörü (TGF-α,β), fibroblast büyüme faktörü (FGF), 

trombosit kaynaklı büyüme faktörü (PDGF), vasküler endotelyal büyüme faktörü 

(VEGF), şeklinde sıralanır (Lee ve ark. 2011).  

TGF-β ailesinden büyüme faktörleri testis dokusunda da spermatogenez 

sırasında birçok hormonla birlikte görev alır. Yapılan yeni çalışmalar göstermiştir ki 

TGF-β ailesinden (Transformers growth factor beta) büyüme faktörleri testis 

gelişiminde önemli bir rol oynadığı anlaşılmaya başlanmıştır. (Zhao ve ark. 2011). 

1.3.1. Büyüme Farklılaşma Faktörü (GDF-9) 

GDF 9 son yıllarda üzerinde en çok çalışılan büyüme faktörlerinden biridir ve  

ilk olarak northern blot analizi ile yetişkin farelerin yumurtalıklarında spesifik olarak 

tespit edilmiştir (McPherron ve Lee 1993). TGF-β ailesinin (transforming growth 

factor superfamily) bir üyesidir. TGF-β ailesi, ovaryumdaki folliküler gelişimi, 

ekstraselüler sinyal yolları ile düzenler (Martins ve ark. 2008, Peng ve ark. 2010, 

Abdel‐Ghani ve ark. 2016). Fare, sıçan ve insanlarda yapılan çalışmalarda GDF-9’ 

un ovaryumdaki follikülogenez için ihtiyaç duyulan önemli faktörlerden olduğu 

bildirilmiştir (Dong ve ark. 1996, Pellicer ve ark. 1999). GDF-9’un hücre 
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çoğalmasında artış ya da azalma olması durumunda tek tabakalı primer foliküller 

aşamasından, çok tabakalı foliküler gelişim aşamasına geçişte belirgin bir etkisi 

olduğu anlaşılmıştır. Ayrıca, GDF-9’un in vivo çalışmalarda somatik hücre 

fonksiyonlarında ihtiyaç duyulan oosit kaynaklı önemli bir faktör olarak 

gösterilmektedir (Dong ve ark. 1996). Yokluğunda infertiliteye neden olduğu 

bildirilmiştir (Dong ve ark. 1996, Kumar ve ark. 1997, Yan ve ark. 2001).  

Son zamanlarda yapılan çalışmalarda (Nicholls ve ark. 2009, Zhao ve ark. 

2011, Shah ve ark. 2016) ovaryumda etkisi olan GDF-9’ un testis hücrelerinde de 

etkili olduğu ve gametogenez sırasında sinyal yollarından salgılandığı bildirilmiştir. 

Yapılan çalışmalar sonucu in vitro verilerde GDF-9‘ un spermatogenezisi 

düzenlediği ileri sürülmektedir ve GDF-9’ un sertoli hücrelerinin sıkı bağlantılarında 

(kan-testis bariyeri)  inhibe olduğu ifade edilmiştir (Fitzpatrick ve ark. 1998, 

Aaltonen ve ark. 1999, Pennetier ve ark. 2004). Ayrıca son zamanlardaki veriler 

GDF-9’un testiste potansiyel olarak spermatogenezde özellikle spermatidlerin 

kuyruk oluşumu ve iletimini düzenlediği yönündedir. GDF-9’un ağırlıklı olarak 

primer ve sekunder spermatositler ile spermatidlerin sitoplazmasında ve lokalize 

olduğu ifade edilmiştir. GDF-9 testis germ hücresi spesifik faktörüdür ve GDF-9 

parakrin salgılama ile sertoli hücrelerinin sıkı bağlantılarını ve otokrin salgılama ile 

germ hücrelerini düzenlemektedir. GDF-9 başlıca germ, sertoli ve Leydig 

hücrelerinin sitoplazmasında immunolokalizasyon gösterir fakat germ hücrelerindeki 

ekspresyonun sertoli hücrelerinden daha zayıf olduğu bildirilmiştir (Nicholls ve ark. 

2009, Zhao ve ark. 2011). Guo ve ark (2013) göre otokrin yolla primer 

spermatositlerden spermatidlerin oluşması için seminifer tubüllerde GDF-9’ un 

gerekli olduğu bildirilmiştir (Guo ve ark. 2013). 
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1.4. Erkek Genital Sistemi 

Erkek üreme sistemi; spermatozoon ve erkek cinsiyet hücrelerini üreten 

testisler, testis içi ve dışı genital kanallar (tubuli rekti, rete testis, duktuli efferentes, 

duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejekulatoryusu), yardımcı bezler (seminal 

vezikül, prostat, bulbo üretral ) ve penisten oluşur (Aytekin 2016). 

1.4.1. Testis 

Testisler seksüel olgunlaşmayı, üreme fonksiyonlarını ve embriyonik gelişimi 

etkileyen ekzokrin (sperma hücreleri, spermatozoonlar) ve endokrin (testosteron) 

fonksiyonlara sahiptir (Alaçam 1999, Aytekin 2016).  

Testisler, skrotum denilen torba içinde funikulus spermatikus ile asılı duran 

bir çift organdır. Skrotumun testisin ısısını, intra abdominal ısının altında tutmak gibi 

önemli görevleri vardır (Tanyolaç 1999). Testisler içine yerleştiği skrotumda bulunan 

oval biçimli organlardır. Sıçanlarda testis ağırlığı vücut ağırlığının %1’ini 

oluştururken, insanda bir testis 15 gr ağırlığındadır (Aytekin 2016). 

Testislerin etrafını saran kapsül içten dışa doğru üç tabakadan meydana gelir. 

Bunlar tunika vasküloza, tunika albuginea ve tunika vaginalis olarak adlandırılır 

(Aytekin 2016). Tunika vaginalis; bu tabaka içte visseral ve dışta pariyetal 

yapraklara ayrılır ve testisin tunika albuginea kısmını örter (Junqueira ve Carneiro 

2006, Aytekin 2016). Tunika albuginea; Kapsülün en kalın ve belirgin olan 

fibroelastik bağ dokusu tabakasıdır. Testise giren ve çıkan kan damarları, lenf 

damarları ve kanallar bu tabaka içinde seyrederler. Tunika vasküloza; Skrotumu 

saran kapsülün en iç tabakasına tunika vasküloza denir. Bu tabaka gevşek bağ 

dokusuyla sarılı damardan zengindir. Her testis lobülü sinirleri, kan damarlarını ve 

interstisyel hücreleri içeren gevşek bağ dokusu ile sarılı seminifer tubülden oluşur 

(Aytekin 2016). 

1.4.1.1. Seminifer Tubül 

Seminifer tubüller spermlerin üretildiği, kıvrımlı seyreden tubüllerdir. Her 

testiste 250-1000 adet tubül bulunur. Lobüllerin apeksinde düz seyreden tubüller 

tubuli rekti olarak isimlendirilirler. Düz tubüller mediyastinumda bulunan 
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anastomozlaşan kanallar olan rete testis ile devamlılık gösterir. Rete testis, 

epididimisin ile duktuli efferentes baş kısmına bağlanmıştır. Seminifer epitelde yer 

alan hücre grubundan biri germ hücreleri olan spermatogenetik hücrelerdir. Diğer 

hücreler ise onları besleyen ve germ hücrelerine destek olan sertoli hücreleridir. 

Sertoli hücreleri prizmatik hücrelerdir ve bazal membrandan tubül lümenine kadar 

uzanır. Spermatogenetik hücreler ise ard arda ve birbiri üzerine sıralanmış farklı 

gelişim aşamasında olan hücrelerdir. Bunlardan spermatogonyumlar bazal membrana 

en yakın olanlardır. Spermatidler ise lümene en yakın olan ve daha olgun hücrelerdir. 

Spermiyumlar lümende izlenir. Epitel altında yer alan tunika propriya, fibroblast 

içermeyen tipik birçok tabakalı bağ dokusudur. Bu tabaka insanda seminifer epiteli 

kuşatan ince bazal membran altında 3-5 sıra miyoid hücre ve kollajen lif tabakası 

içerir. Bu dokuya peritubüler doku da denir. Kemiricilerde bu tabaka tek sıra yassı 

miyoid hücre tabakası şeklindedir (Aytekin 2016).  

1.4.1.2. Sertoli Hücreleri 

Sertoli hücrelerinin, spermatogenetik hücrelerden farklı olarak bölünme 

yetenekleri yoktur, soluk boyanan sitoplazmalarıyla ışık mikroskobik olarak 

sınırlarının seçilmesi zordur (Denek 2010). Sertoli hücrelerinin lateral uzantıları ile 

oluşturulan bölmelere spermatogenetik hücreler yerleşmişlerdir. Sertoli hücrelerinin 

birbirleri ile bağlanması ile oluşan epitelyal bölmelerin bazal bölümünde 

spermatogonyumlar ve erken dönem primer spermatositler, luminal bölümünde ise 

daha olgun spermatositler ve spermatidler bulunur. Sertoli hücrelerinin birçok görevi 

vardır. Bunlar arasında; Gelişmekte olan spermleri destekleme, koruma ve besleme, 

gelişimlerini tamamlayamamış spermatogenetik hücrelerin fagosite edilmesi, sperm 

transportu için kullanılan seminal plazmanın salgılanması sayılabilir (Aytekin 2016). 

Yine bunlara ilaveten sertoli hücreleri spermatogenetik hücrelerin farklılaşıp 

olgunlaşmasını sağlayan androjen bağlayıcı protein, FSH salınımını baskılayan 

inhibin, plazminojen aktivatör ve transferin sentezinin yanı sıra anti-müllerian 

hormon salgılarlar (Kierszenbaum 2006). Ayrıca, sertoli hücreleri arasındaki bağlantı 

kompleksleri spermatogenetik hücreleri barındıran epitelyal alanlar oluşturmalarının 

yanı sıra kan-testis bariyeri olarak isimlendirilen önemli bir bariyeri de oluştururlar 

(Aytekin 2016).  
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1.4.1.4. Spermatogenez 

Yeni bir canlının oluşması haploid sayıda kromozoma sahip erkek ve dişi 

germ hücrelerinin birleşerek diploid sayıda kromozoma sahip olan zigot oluşumu ile 

başlar. Pubertadan sonra olgun erkek germ hücrelerinin oluşması spermatogenez 

olarak bilinir ve 4 evrede gerçekleşir. Bu evreler; çoğalma, büyüme, olgunlaşma, 

başkalaşım dönemidir (MacLean ve Wilkinson 2005). Çoğalma döneminde 

spermatogonyumlar mitoz bölünmeyle sayıca artarlar. Bu dönem goniyogenezis veya 

spermatositogenez olarak bilinir. Büyüme döneminde spermatogonyumlar primer 

spermatosit bölünürler (Tanyolaç 1999, MacLean ve Wilkinson 2005). Primer 

spermatositlerden birinci mayoz bölünme ile sekunder spermatositler oluşur. 

Olgunlaşma dönemi spermatositlerin ard arda iki bölünme geçirerek kromozom 

sayıları ve DNA miktarlarını yarıya düşürerek spermatidleri oluşturduğu evredir. 

Primer spermatosit birinci mayoz bölünmesi ile iki adet sekunder spermatosite 

bölünür. Bu bölünme ile primer spermatositin diploid kromozom sayısı haploide 

inmiş olur. Sekunder spermatositler primer spermatositlere oranla çok daha küçük 

hücrelerdir. Sekunder spermatositlerden ikinci mayoz bölünme sonunda spermatidler 

oluşmaktadır. Bu spermatidler DNA içeriğine ve haploid kromozoma sahiptirler. 

Spermiyogenez, spermatidlerin farklılaşarak hareketli spermatozoonlara (sperm) 

dönüştüğü başkalaşım dönemidir. Spermatidler yuvarlak veya poligonal şekilli, 

yoğun çekirdeklidir. Spermatidlerin başkalaşım döneminde çekirdekleri küçülür, 

yoğunlaşır ve hücreler kuyruk oluşturarak spermatozoonlara dönüşür. 

Spermiyogenezde, spermatogenetik hücreler gibi seminifer tubüllerde yer alan sertoli 

hücreleride önemli rol oynarlar. Değişim süresince spermatidler sertoli hücre 

membranlarına bağlı kalırlar (MacLean ve Wilkinson 2005, Aytekin 2016). 
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Şekil 1: Tubulus Seminiferus Kontortus (banks kitabından uyarlanmıştır.) (Banks 1986) 

1.4.1.5. İnterstisyel Doku 

İnterstisyel doku; seminifer tubüllerin arasında yer alan sinirlerden, lenf ve 

kan damarlarından ve ayrıca gevşek bağ dokusundan oluşur. Gevşek bağ doku 

içerisinde tek tek ya da kümeler halinde Leydig hücreleri bulunur. Leydig hücreleri 

steroid sentezleyen hücre özelliğini gösterir ve sitoplazmalarının en tipik özelliği çok 

sayıda lipid damlasının bulunmasıdır (Aytekin 2016). Leydig hücreleri, pubertadan 

sonra, siklik adenozin monofosfat (cAMP) üretimini etkinleştirerek lüteinleştirici 

hormon (LH)’ u uyarır ve ardından 5α-redüktaz enzimi ile dihidrotestosteron’a 

dönüştürülen, testosteronu üretir. Leydig hücreleri tarafından üretilen bu testosteron 

spermatogenezin ve diğer erkeklik özelliklerin oluşumu ve sürekliliği için önemlidir 

(Kierszenbaum 2006). 

1.5. Diabetes Mellitus, Erkek Genital Sistemi, Antioksidanlar ve Büyüme 

Faktörleri 

DM, günümüzde bilindiği üzere dünyada hızlıca yayılan, yüksek mortalite ve 

morbidite riski taşıyan bir hastalıktır (Pitkanen ve ark. 1992). Diabette oksidatif stres 

pek çok mekanizmaya bağlı olarak artabilmektedir, ancak bu mekanizmaların kesin 

katkısı tam olarak kanıtlanmış değildir (Atalay ve Laaksonen 2002). Oksidatif stres; 
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diabet ve diabetin komplikasyonları başta olmak üzere; infertilite, üriner sistem 

hastalıkları, miyokardiyal enfarktüs, kanser, katarakt, solunum, sinir ile stres ve 

yaşlanma gibi birçok hastalık sürecinde önemli rol oynarlar (Pitkanen ve ark. 1992, 

Ak ve ark. 1994, Atalay ve Laaksonen 2002). Yapılan çalışmalarda deneysel olarak 

diabet oluşturulan sıçanlarda ve diabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve 

lipid peroksidasyonunun önemli derecede arttığı ve oksidatif stresin diabet 

etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolü olduğu bildirilmiştir (Pitkanen ve ark. 1992, Ak 

ve ark. 1994, Atalay ve Laaksonen 2002). 

Diabetin beyin, pankreas, testis gibi farklı organlarda birçok yapısal ve 

fonksiyonel etkileri vardır. Diabet insanlarda ve hayvanlarda erkek üreme 

fonksiyonlarını bozabilir (Şişman ve ark. 2014). Diabetin etkisi ile testis dokularında; 

seminifer tubüllerde, tunika albugineada, interstisyel bağ dokusu içinde ve Leydig 

hücrelerinde histolojik değişikliklerin olduğu yapılan çalışmalarda bildirilmiştir. 

Diabetin gonadal fonksiyonlara etki ederek, testosteron düzeyini düşürdüğü, yetersiz 

spermatogenez ve testiküler disfonksiyon oluşturduğu anlaşılmıştır (Öztürk ve ark. 

2002). Cai ve ark (2000) tarafından sıçanlarda diabet oluşumu sonucu, testiküler 

germ hücrelerinde apoptoziste artış gözlendiği bildirilmiştir (Cai ve ark. 2000). 

Bunun yanı sıra Ficher ve ark (1984) ile Steger ve Kienast (1990) tarafından yapılan 

çalışmalarda Diabetes Mellitus’un canlılarda anormal sperm yapımına ve üremedeki 

engellere sebep olduğu, diabetik erkeklerde infertiliteye neden olduğu bildirilmiştir 

(Ficher ve ark. 1984, Steger ve Kienast 1990). Atalay ve ark (2003) tarafından STZ 

intraperiteneal enjeksiyonu ile oluşturdukları diabet çalışmalarında, fertilite, 

testiküler ağırlığın, testiküler sperm sayısı, sperm hareketliliği, proliferasyon 

yeteneğinin belirgin olarak azaldığı, STZ uygulanmasıyla testiste germ hücre 

sayısında azalma, seminifer tubül duvarında kalınlaşma, Leydig hücrelerinin 

sayısında ve fonksiyonunda azalmanın gözlendiği bildirilmiştir (Altay ve ark. 2003). 

Diabetin etkisi sonucu, vücut ve reprodüktif organ ağırlıklarında azalma 

gerçekleşir. Diabetik canlılarda, testislerin epididimislerinde sperm sayısında 

azalmaya, testiküler işlev bozukluğuna, kötü semen kalitesine, azalmış sperm 

hareketi ve anormal sperm morfolojisi gibi sorunlarla karşılaşıldığı ifade edilmiştir  

(Bitzer ve Alder 2009, Ricci ve ark. 2009, Ziaei-Rad ve ark. 2010). 
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Oksidatif stresin erkek infertilitesindeki önemi, ilk olarak 1943 yılında 

aerobik şartlarda inkübe edilen insan spermatozoonlarının hareketliliği üzerine 

çalışan İskoç Androlog John MacLeod’un ortama (besiyerine) CAT eklenmesi ile, 

sperm hareketliliğinin arttığını göstermesi ile başlamıştır (MacLeod 1943). Oksidatif 

stres kaynaklı rahatsızlığı bulunan hastalarda endojen kaynaklı antioksidanların etkili 

olmadığı, oksidatif hasarı azaltabilmenin sadece dışardan alınacak antioksidanlarla 

mümkün olduğu (Örn: Melatonin, Vitamin E, C) ve spermin kalitesini yapılan 

antioksidan tedavi ile artabileceği ifade edilmiştir. Bu tedaviyle fertilizasyon 

oranlarının artması sonucu lipid peroksidasyon potansiyelinin azaldığı görülmüştür 

(El‐Missiry ve Shalaby 2000, Orozco ve ark. 2003). 

Testislerin; steroid hormon ve sperm üretimini desteklemek amacı ile 

oksidatif strese karşı korunmasına rağmen, bazı endojen ve ekzojen faktörlerin bu 

savunmayı alt üst ettiği ve oksidatif stres meydana getirdiği bilinmektedir (Ikeda ve 

ark. 1999). Spermatogenez saniyede 1000 sperm üretebilme kapasitesine sahip ve 

aktif olarak sürekli tekrarlanan bir süreçtir. Bu süreçte doğal olarak meydana gelen 

hücre bölünmesi, germinal epitel tarafından yüksek oranda mitokondriyal oksijen 

tüketimini göstermektedir. Testisteki zayıf vaskülarizasyona bağlı olarak oksijen 

miktarının düşük olması sonucu bu oksijene olan ihtiyaç artmaktadır. Ayrıca fazla 

miktarda doymamış yağ asitlerinin ve ROS oluşturan sistemlerin varlığı nedeniyle 

testis oksidatif strese karşı hassas hale gelmektedir. Hem spermatogenez hem de 

Leydig hücrelerindeki steroidogenez, oksidatif stresle hasar görebildiği ve bu 

dokudaki düşük oksijen miktarı nedeniyle, testisin kendini serbest radikallerin 

hasarından koruyabileceği mekanizmalar önem kazanmaktadır (Tekcan 2009). 

Testis bu korunmayı sağlamak için; çeşitli antioksidan enzimler ve serbest 

radikal temizleyiciler içermektedir. Bu antioksidan savunma sistemleri oldukça 

önemlidir. Bunların sonucunda; erkek germ hücre hattında DNA hasarı, 

spermatozoada DNA hasarı, testiküler antioksidan enzim aktivitesinde bozukluk, 

oksidatif stres indüklenmesi, lipid peroksidasyonunun indüklenmesi, ROS 

temizleyicilerinin kaybı ve testiküler SOD ile CAT’ın baskılanması görülmektedir 

(Karabaş Kuru 2009). 
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Fatani ve ark. (2015) diabetli sıçanlarda oksitatif strese karşı etkili olacağını 

düşündükleri antioksidan etkili besin takviyesi olan lutein kullanarak testis 

dokusunda antioksidan etkisini incelemişlerdir. Diabete karşı lutein takviyesinin 

antioksidan etkisine bakmak için katalaz (CAT) ve TNF-α ile IL-8 sitokinlerin 

aktiviteleri ölçerek, histopatalojik olarak değerlendirmişlerdir. Testis dokusunda 

diabetli grubun kontrol grubunu göre testosteron seviyesinin azaldığını, TNF-α ile 

IL-8 sitokinlerin düzeylerinin diabetli testiste arttığını, CAT enziminin aktivitesinin 

diabetli grupta belirgin olarak azaldığını bildirmişlerdir. Ancak lutein uygulaması ile 

TNF-α ile IL-8 sitokinlerin düzeyi azalmış, antioksidanların düzeyi ise artmıştır. 

Histopatolojik olarak testis dokusunda kontrol grubuna göre diabetli testis dokusunda 

seminifer tubüllerde uzama ve tubül bazal mebranında kalınlaşma gözlendiği, 

spermatogoniumlarda ve interstitial alanda kan damarlarında ve Leydig hücrelerinde 

dejenerasyon gözlemlediklerini iletmişlerdir (Fatani ve ark. 2015).  

Melatoninin, hücre membranı ve çekirdeğinde serbest radikallere karşı 

koyarak çeşitli organların fonksiyonlarını düzenlediği, doku rejenerasyonu ve 

hücresel mitotik aktivite üzerine hızlandırıcı etkisi olduğunu bildiren birçok çalışma 

mevcuttur (Beyer ve ark. 1998, Ha ve ark. 1999, Yüzüak 2014). Melatonin 

insanlarda büyüme hormonu ve kortizol salınımını artırarak kemik oluşumda etkili 

olduğu anlaşılmıştır. Melatonin, fibroblast büyüme faktörü-2 (FGF-2)’nü uyararak 

osteoblastların çoğalmasını sağladığı bildirilmiştir (Takechi ve ark. 2008).  

Melatonin kan beyin bariyeri, kan-testis ve plasentadan rahatlıkla geçebilir 

(Menendez‐Pelaez ve ark. 1993, El-Sokkary ve ark. 1999). Bu farklılıktan dolayı 

Vitamin E’nin beyni oksidatif strese karşı koruması melatonine göre sınırlıdır. 

Diabette oksidatif stresin artması testis difonksiyonuna da sebep olduğu ve 5 gün 10 

mg/kg melatonin uygulaması ile diabetik ratlarda testiküler hasarı azaltmada faydalı 

olduğu (Guneli ve ark. 2008) ve diabetik canlılarda vücut ağırlığında ve testosteron 

seviyelerinde azalma olduğu bildirilmiştir (Roy ve ark. 2013). 

Yalçınkaya ve ark. (2009), radyasyon hasarının testis ve böbreklerdeki 

malonyldialdehit düzeyi (MDA) üzerine etkisi ve melatonin ile önlenmesini 

araştırmak amacıyla melatonini 5 gün süre ile uygulamışlardır ve çalışmada 

melatoninin olumlu etkisinin olduğu bildirilmiştir (Yalçınkaya ve ark. 2009).  
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Antioksidanlar serbest radikaller için kolay bir elektron hedefi oluşturarak 

serbest radikallere uygun elektronun bağlanmasını sağlayarak stabil yapı oluşumunu 

sağlar. Hücre ve dokuların yapısal bütünlüğünün korunmasında ve normal 

fonksiyonlarının yerine getirmelerinde oksidan ve antioksidan sistem arasındaki 

dengenin korunması büyük önem taşımaktadır (Akkuş 1995). Antioksidanlarla 

yapılan çalışmalar sonucunda, antioksidanların, büyüme faktörleriyle ortak 

fonksiyona sahip olabileceği ve aynı zamanda büyüme faktörleri üzerine etkileri 

olduğu açıklanmıştır (Takechi ve ark. 2008).  

Organizmanın tüm dokularının gelişiminde, homeostazisinde ve onarımında 

çok önemli rol oynayan TGF-β ailesi, yapısal olarak ilişkili çok sayıda polipeptid 

büyüme faktörleri içerir, bunların her biri hücre proliferasyonu, farklılaşması, 

motilitesi, adezyonu ve ölümü gibi hücresel süreçleri düzenleme yeteneğine sahiptir . 

TGF-β ailesi, hedef hücrenin uyarıya verdiği yanıtın çeşidine bağlı etkileri olan çok 

fonksiyonlu agonistlerdir (Massagué 2000, Shi ve Massagué 2003). GDF-9, TGF-β 

süper ailesine ait olan kemik morfogenetik proteinlerin (BMPs) bir üyesidir. BMPs 

çeşitli hücre tiplerinde invazyon, farklılaşma, apoptozis, hücre büyümesi ve önemli 

hücresel süreçlerin çeşitliliğini düzenleyebilen çok fonksiyonlu büyüme faktörleridir 

(Chen ve ark. 2004, Du ve ark. 2012). Testislerde yüksek seviyede ekspre edilebilen 

GDF-9 ve BMP15’in özellikle testis fonksiyonlarını düzenleyebilen büyüme 

faktörleri olabilecekleri düşünülmektedir (Fitzpatrick ve ark. 1998, Aaltonen ve ark. 

1999). 

Son zamanlarda yapılan çalışmalarda (Fitzpatrick ve ark. 1998, Zhao ve ark. 

2011), ovaryumda etkili olan GDF-9’un testis dokusunda da spermatogenez için 

gerekli olduğu anlaşılmıştır. GDF-9’un Leydig hücrelerinde, sertoli hücrelerinde kan 

testis bariyerinde, primer ve sekunder spermatosidlerde ve spermatidlerde lokalize 

olduğu bildirilmiştir. Sertoli hücrelerinin sadece germ hücrelerine destek olma ve kan 

testis bariyerini oluşturma gibi temel fonksiyonlarının yanı sıra sayısız madde 

salgılayarak ya da üzerindeki reseptör aracılığı ile pek çok hormon ve moleküler 

yapılarla etkileşim gösterdiği anlaşılmıştır (Vitt ve ark. 2000, Shah ve ark. 2016). 

Ayrıca spermatogenez oluşum sürecinde FSH, reseptörler aracılığı ile başkalaşımda 

etkilidir. FSH ile birlikte tiroid hormonu, büyüme hormonu (GH), insülin-benzeri 
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büyüme faktörü-I (ILGF-1), aktivin ve diğer büyüme faktörleride bu süreçte yer alır 

(Nicholls ve ark. 2009, Zhao ve ark. 2011).  

Diabetes Mellitus’ un testis dokusu üzerindeki olumsuz etkileri, melatoninin 

ise serbest radikalleri etkisiz hale getirerek dokuda hücresel iyileşme sağlaması, 

endojen antioksidanlardan olan CAT’ın diabette nasıl etkilendiği ve bunla bağlantılı 

olarak büyüme faktörü  (GDF-9) etkilerini inceleme amaçlanmış. 
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2. MATERYAL ve METOD 

2.1.MATERYAL 

2.1.1.Deney Hayvanı Materyali 

Yapılan çalışma Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı Laboratuarı ile 

Kafkas Üniversitesi Hayvancılık Araştırma ve Uygulama Merkezi Laboratuvarında 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmada kullanılan deney hayvanları Erzurum Veteriner 

Kontrol Enstitüsü Müdürlüğünden temin edildi. Çalışmada kullanılan deney 

hayvanları için KAÜ-HADYEK/2014-009 kodlu Etik kurulu onayı alındı. Ortalama 

10-12 haftalık, 40 adet erkek Spraque-Dawley ırkı rat, Erzurum Bayramoğlu Yem 

Fabrikası A.Ş.’den temin edilen standart rat yemi ve musluk suyu ile ad libitum 

beslendi. 1 hafta adaptasyon sürecinden sonra, ratlar 4 gruba ayrılarak nem oranının 

ortalama %50 ± 5 olduğu özel bir ortamda 22 ± 2 °C oda sıcaklığında, 12 saat 

karanlık, 12 saat ışık ortamda standart kafeslerde barındırıldı. 

Gruplara göre deneysel uygulamalar Tablo 2’de gösterilmiştir. 

Deney Grupları Denek 
Sayısı 

Deneysel Uygulamalar 

Kontrol Grubu  
10 

İ.p. enjeksiyon ile pH 4,5 deki 0.1 M sitrat tanponu 
enjekte edildi. 

 
Diabet Grubu 
 

 
10 

İ.p. enjeksiyon ile pH 4,5 deki 0.1 M sitrat tanponu 
içinde eritilen STZ 50 mg/kg olarak tek doz 
uygulandı. 

 
Melatonin Grubu 

 
10 

Etanolde çözdürülüp serum fizyolojik ile 1/10 
oranında sulandırılmış 10 mg/kg dozunda melatonin 
i.p. yolla 2 hafta boyunca hergün enjekte edildi.  

 
Diabet + Melatonin 

Grubu 

 
10 

İ.p. enjeksiyon ile STZ uygulamasından sonra, diabet 
oluşumunu takiben etanolde çözdürülüp serum 
fizyolojik ile 1/10 oranında sulandırılmış 10 mg/kg 
dozunda melatonin i.p. olarak 2 hafta boyunca 
hergün enjekte edildi. 

Tablo 2: Deney grupları ve yapılan uygulamalar (Guneli ve ark. 2008, Aktaş ve ark. 2011, Koral 
Taşçı ve Gülmez 2014). 
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2.2.METOD 

2.2.1. Streptozotosin ile Diabet Oluşturulması  

Çalışmada deney grubuna deneysel olarak diabet oluşturmak için kullanılan 

streptozotosin (STZ) (Sigma S0130-100 MG), deney süresine kadar  -20 °C’de soğuk 

zincir şartlarına dikkat edilerek muhafaza edildi 

Deney grubunda diabet ve melatonin uygulanan diabet grubuna, 8 saatlik 

açlık sonrası pH 4,5 deki 0,1 M sitrat tanponu içinde eritilen STZ 50 mg/kg dozunda 

intraperitoneal (ip) olarak tek doz enjekte edilmiştir. Denekler enjeksiyon 

uygulamasından sonra standart rat yemi ve içme suyu ile beslendi. Diabet ve 

diabet+melatonin grubuna STZ uygulamasından 72 saat sonra 8 saatlik açlık sonrası 

kan-glukoz düzeylerine kuyruk veninden alınan kan örneğiyle glukometre (Accu- 

Chek- Go, Roche)  ile bakılarak kan glikoz değerleri 200 mg/dl ve üzeri olan 

hayvanlar diabetik olarak kabul edildi (Kanitkar ve Bhonde 2004).  

2.2.2. Melatonin Uygulaması 

Deney grubuna uygulanan melatonin (Sigma-M5250) soğuk zincir şartlarına 

dikkat edilerek deney süresine kadar  -20 °C’de soğuk zincir şartlarına dikkat 

edilerek muhafaza edildi. 

Çalışmada STZ uygulanmasından 72 saat sonra, yani diabet oluşumundan 

hemen sonra STZ’ li diabetli gruptaki ratlara ve sadece melatonin uygulanacak 

gruptaki ratlara, etanolde çözdürülüp serum fizyolojikle ile 1/10 oranında 

sulandırılmış 10 mg/kg (Koral Taşçı ve Gülmez 2014) dozdaki melatonin 2 hafta 

boyunca intraperitoneal (i.p.) yol ile günlük olarak enjekte edildi. 

Kontrol grubuna ise İ.p. enjeksiyon ile pH 4,5 deki 0.1 M sitrat tanponu 

enjekte edildi. 

2.2.3. Canlı Ağırlık Ölçümü 

Deneysel çalışmada kullanılan bütün ratların canlı ağırlıkları deneye ilk 

başlangıç zamanı ‘0’ kabul edilip, 8 saat açlık sonrası sabah erken saatlerde ölçüm 

yapıldı diğer günlerde ise STZ oluşumundan 8 saat açlık sonrası 3. ve 15. günlerde 

hassas dijital terazi (Precisa-XB220A) ile tartıldı 
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2.2.3. Kan- Glikoz Değerlerinin Ölçümü 

Deneysel çalışmaya ilk başlangıç zamanı ‘0’ kabul edilip, 8 saat açlık sonrası 

kan-glukoz düzeylerine glukometre ile kuyruk veninden alınan kan örneğinde 

bakıldı. Diğer 3. ve 15. günlerde ise STZ uygulamasından 8 saat açlık sonrası kan-

glukoz düzeylerine alınan kan örneğinde glukometre ile ölçüldü. Diabetin teğit 

edilmesinde kan glikoz değerleri 200 mg/dl üzeri olanlar kabul edildi. 

2.2.4. Testis Örneklerinin Alınması 

Deney süresi sonunda vücut ağırlıkları ve kan glikoz değeri ölçülerek ratlara 

eter anestezisi altında, servikal dislokasyonla ötenazi yapıldı ve testis dokuları alındı. 

2.2.5. Histolojik İncelemeler 

Çalışmada ratlardan alınan testis doku örnekleri % 10’ luk formaldehit ve 

bouin solüsyonlarında tespit edildi. Testis dokuları dereceli alkoller, metil benzoat ve 

benzollerden geçirilerek parafinde bloklandı. Hazırlanan parafin bloklarından 5-6 

mikrometre (μm) kalınlığında krom alüm jelatin ile kaplanmış lamlara seri kesitler 

alındı. Testislerin histolojik olarak yapısını incelemek için alınan kesitlere 

Crossmanın üçlü boyama tekniği (Triple Boyama), Hematoksilen&Eosin (H&E) ve 

Periyodik Asit Shiff (PAS) boyamaları uygulandı (Luna 1968). 

Çalışmada tüm gruplardaki ratların testis dokusu preparatları ışık 

mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan) değerlendirilerek, gerekli görülen alanlar 

fotoğraflandırıldı.  Preparatlarda, seminifer tubül çapı değerlendirmelerinde her bir 

rat testis dokusu için yüz (100) adet seminifer tubülün çapı oküler mikrometre ile 

ölçüldü. Elde edilen sonuçların istatistiki değerlendirmeleri yapıldı. 

2.2.6. İmmunohistokimyasal İncelemeler 

GDF-9 ve CAT’ın testis dokusundaki immunohistokimyasal dağılımını 

incelemek için Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) tekniği (Hsu ve ark. 

1981)  uygulandı. Krom alüm jelatin ile kaplanmış lamlara, parafin bloklarından 5-6 

μm kalınlığında seri kesitler alındı. GDF-9 ve CAT’ varlığını belirlemek için, alınan 

kesitler deparafinizasyon ve rehidrasyon işlemlerinden sonra fosfat buffered salin 
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(PBS) (O,1 M, PH, 7,2)’ de çalkalanarak endojen peroksidaz aktivitesini engellemek 

için 0,1 M’ lik PBS’ te hazırlanmış % 3’lük H202’de 15 dk. inkube edildi. PBS ile 

yıkandıktan sonra (3x5 dk.) antijenleri açığa çıkarmak için 10 dk. 600 devirde 

mikrodalga fırında sitrat buffer solüsyonun içinde maksimum sıcaklıkta ısı 

uygulandı. Tekrar PBS ile yıkandıktan sonra (3x5 dk.) spesifik olmayan 

bağlanmaları engellemek amacıyla Ultra V Blok serumda (% 10) inkube edildi. 

Tekrar PBS ile yıkandıktan sonra kesitlerden CAT immunoreaktivitesine bakılacak 

kesitler oda sıcaklığında 1 saat süreyle anti-CAT’ da (Abcam: ab1877) (1:2000) 

inkube edildi. Anti-GDF-9 (Abcam: ab93892) (1:80) immunoreaktivitesine bakılacak 

kesitler ise 1 gece süreyle +4ºC’ de inkubasyonun ardından yine PBS’ de yıkandıktan 

(3x5 dk.) sonra kesitlere primer antikorun üretildiği türe karşı olan biotinlenmiş 

sekunder antikor (Biontinylated Goat Anti-Rabbit (Lab. Vision, 510.991.2800)) ilave 

edilerek 30dk oda ısısında bekletildi. Fosfat buffer salinde yıkandıktan (3x5 dk.) sonra 

kesitlere streptavidin horseradish peroksidaz ilave edilip oda ısısında 30 dk. süre ile 

bekletildi. Tekrar PBS ile yıkandıktan (3x5 dk) sonra kromojen uygulaması için 

Diaminobenzidin-hidrojen-peroksidaz (DAB-H2O2) tekniği (Shu ve ark. 1988) 

kullanıldı. Çekirdek boyaması için hematoksilen yapıldı. Hazırlanan preparatlar ışık 

mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan) incelendikten sonra fotoğraflar çekildi. 

Hücrelerdeki GDF-9 ve CAT immunoreaktivitesi, reaksiyonun boyanma şiddetine 

göre, birbiriyle karşılaştırılarak değerlendirildi. Derecelendirmede kullanılan 

semboller Tablo 3’ de gösterilmiştir. 

 

Tablo 3: Dokulardaki GDF-9 ve CAT immunoreaktivitesinin derecelendirilmesi. 

Dokulardaki GDF-9 ve CAT immunoreaktivitelerinin spesifik olup 

olmadığını tespit etmek amacıyla alınan kesitlere primer antikor ilave edilmeksizin 

(negatif kontrol) bütün işlemler aynı olmak kaydıyla diğer işlemler aynen uygulandı. 

 

 

Dokudaki Reaksiyon Yoğunluğu Semboller 
Çok yoğun +3 

Orta derece yoğun +2 
Az yoğun +1 

Reaksiyon yok +0 
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2.2.7.İstatistiksel Analiz  

İstatistik analiz için SPSS programının 16.0 versiyonu kullanıldı. Gruplar 

arası farklılıkların istatistiki kontrolünde one-way ANOVA testi ve Duncan testi 

kullanılmıştır (SPSS 2007). 
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3.BULGULAR 

Çalışmamızda ratların canlı ağırlıkları, testis ağırlıkları, tubulus seminiferus 

kontortus çapları ve kan- glikoz değerleri istatistiksel olarak değerlendirilmesinin 

yanı sıra testis dokusunun histolojik ve immunohistokimyasal bulgularıda 

değerlendirilmiştir. 

3.1.Canlı Ağırlık Bulguları 

Canlı ağırlık değerlendirmeleri 0., 3. ve 15. günlerde yapılmıştır. Grupların 

kendi içerisinde ve gruplar arasında canlı ağırlıkları aşağıdaki tablolarda verilmiştir. 

(Tablo 4,5,6,7,8). 

Gün n Canlı Ağırlık (gr) P değeri 

0.gün 10 204,44±2,51  

0,198 3.gün 10 208,31±2,61 

15.gün 10 211,27±2,70 

Tablo 4: Kontrol grubu içinde günlere göre canlı ağırlıkların karşılaştırılması (P < 0,05). 

Kontrol grubu ortalama canlı ağırlıklarının grubun kendi içerisinde 

değerlendirilmesinde günlere göre istatistiksel düzeyde anlamlı bir fark bulunmadı 

(P< 0,05). 

Gün n Canlı Ağırlık (gr) P değeri 

0.gün 10 206,34±4,77
a
  

0,003 
3.gün 10 195,19±2,82

a,b
 

15.gün 10 185,22±4,08
b
 

Tablo 5: Diabet grubu içinde günlere göre canlı ağırlıkların karşılaştırılması (P < 0,05). ). a,b: Aynı 

sütunda farklı harf taşıyan ortalamalar arasında fark istatistiki olarak önemlidir (P<0.05). 

Diabet grubunun kendi içerisinde ortalama canlı ağırlık yönünden günlere 

göre istatistiksel düzeyde anlamlı bir fark bulundu (P< 0,05). Diabet grubunun 15. 

gününde diğer günlere göre canlı ağırlıklarında azalma gözlenmiştir. 
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Gün n Canlı Ağırlık (gr) P değeri 

0.gün 10 203,41±4,07  

0,470 3.gün 10 205,67±1,68 

15.gün 10 208,37±2,08 

Tablo 6: Melatonin grubu içinde günlere göre canlı ağırlıkların karşılaştırılması P < 0,05. 

Melatonin grubunun kendi içerisinde günlere göre ortalama canlı 

ağırlıklarının değerlendirilmesinde istatistiksel düzeyde anlamlı bir fark bulunmadığı 

tespit edildi (P< 0,05).  

Gün n Canlı Ağırlık (gr) P değeri 

0.gün 10 204,50±2,71
a
  

0,001 
3.gün 10 200,04±1,83

a
 

15.gün 10 190,16±2,40
b
 

Tablo 7: Diabet + Melatonin grubu içinde günlere göre canlı ağırlıkların karşılaştırılması (P < 0,05). 
a,b: Aynı sütunda farklı harf taşıyan ortalamalar arasında fark istatistiki olarak önemlidir (P<0.05). 

Diabet+Melatonin grubu kendi içerisinde günlere göre ortalama canlı 

ağırlıkları yönü ile yapılan istatistiksel değerlendirmede anlamlı bir fark bulunduğu 

görüldü (P< 0,05). Diabet+melatonin grubunda canlı ağırlığının 15. günde diğer 

günlere göre azaldığı gözlenmiştir. 

 Kontrol Diabet  Melatonin Diabet 
+ 

Melatonin 

P 

0. 
Gün 

 
204,44±2,51 

 
206,34±4,77 

 
203,41±4,07 

 
204,50±2,71 

 
0.953 

3. 
Gün 

 

208,31±2,61
a
 

 

195,19±2,82
c
 

 

205,67±1,68
a,b

 

 

200,04±1,83
b,c

 

 
0.001 

15. 
Gün 

 

211,27±2,70
a
 

 

185,22±4,08
b
 

 

208,37±2,08
a
 

 

190,16±2,40
b
 

 
0.00 

Tablo 8:  Tüm gruplar arası canlı ağırlık karşılaştırılması (P<0.05). a,b,c: Aynı satırda ve farklı harf 
taşıyan ortalamalar arasında fark istatistiki olarak önemlidir (P<0.05). 
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Tüm gruplara ait farklı günlerdeki canlı ağırlıklarının değerlendirilmesinde 0. 

günde kontrol, diabet, melatonin ve diabet+melatonin grupları arasında canlı ağırlık 

yönü ile istatistiksel düzeyde bir fark olmadığı gözlendi (Tablo 8). Ancak 3. gün ve 

15. günde ortalama canlı ağırlık yönü ile yapılan istatistiksel düzeyde fark olduğu 

belirlendi. 3. günde kontrol grubunda canlı ağırlığının diğer 3 gruba göre yüksek 

olduğu, melatonin ve diabet+melatonin gruplarının canlı ağırlığının kontrol grubuna 

göre istatistiksel düzeyde (P< 0,05)  düşük olduğu, diabet grubunda ise canlı ağırlığın 

diğer üç gruba göre istatistiksel düzeyde (P< 0,05) en düşük olduğu gözlendi. 15. 

günde ise kontrol ve melatonin grubunun canlı ağırlıklarında istatistiksel düzeyde 

(P< 0,05) fark olmadığı ve diğer gruplara göre istatistiksel düzeyde (P< 0,05) yüksek 

olduğu, diabet ve diabet+melatonin grubunda ise canlı ağırlıkların istatistiksel 

düzeyde (P< 0,05)  fark olmadığı ve diğer iki gruba göre düşük olduğu belirlendi. 

3.2. Testis Ağırlık Bulguları 

Tüm gruplara ait testis ağırlığı yönü ile yapılan istatistiksel değerlendirmede 

gruplar arası istatistiksel düzeyde (P<0,05) anlamlı bir fark gözlendi (Tablo 9). 

Kontrol grubunda testis ağırlığının diğer gruplara göre istatistiksel düzeyde (P< 0,05) 

yüksek olduğu, melatonin ve diabet+melatonin grubunun testis ağırlığının 

istatistiksel düzeyde (P< 0,05) benzer olduğu ve kontrol grubuna göre istatistiksel 

düzeyde (P< 0,05) düşük olduğu, diabet grubunun testis ağırlığının ise diğer üç 

grubun testis ağırlığına göre istatistiksel düzeyde (P<0,05) düşük olduğu belirlendi. 

 

Grup n Testis Ağırlığı (kg) P değeri 

Kontrol 10 22,73±0.84
a
  

 

0.047 
Diabet  10 17,89±1,86

b
  

Melatonin 10 21,47±0,82
a,b

 

Diabet+Melatonin 10 19,84±1,06
a,b

 

Tablo 9: Testis ağırlıklarının tüm gruplar içerisinde karşılaştırması.(P<0,05. ). a,b: Aynı 
sütunda farklı harf taşıyan ortalamalar arasında fark istatistik olarak önemlidir (P<0.05). 
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3.3. Tubulus Seminiferus Kontortus Çap Bulguları 

Testis dokusu kesitlerinde tubulus seminiferus kontortus çap değeri yönünden 

kontrol, diabet, melatonin ve diabet+melatonin grupları arasında istatistiksel düzeyde 

(P<0,05) anlamlı bir fark gözlendi (Tablo 10). Kontrol ve melatonin grubun da tubül 

çapında istatistiksel (P<0,05) düzeyde benzer olduğu, diabet+melatonin grubunun 

diabet grubuna göre artış gözlenirken, diabet grubunda ise istatistiksel (P<0,05) 

düzeyde diğer gruplara göre azalma gözlenmiştir. 

Grup n Tubulus seminiferus kontortus çap değeri (µm) P 

Kontrol 500 224.20±1.40
a
  

 

0.000 
Diabet  500 203.68±1.52

c
  

Melatonin 500 223.47±1.23
a
  

Diabet+Melatonin 500 209.33±1.24b 

Tablo 10: Gruplar arasında tubulus seminiferus kontortus çap değerleri karşılaştırılması.( P<0,05). 
a,b,c: Aynı sütunda farklı harf taşıyan ortalamalar arasında fark istatistiki olarak önemlidir (P<0.05). 
 

3.4. Kan- Glikoz Değeri 

Yapılan çalışmada tüm grupların kan-glikoz değeri uygulama başlangıcından 

itibaren 0., 3. ve 15. günlerde ölçüldü. 0. günde kan-glikoz yönü ile yapılan 

değerlendirmede gruplar arası istatistiksel düzeyde (P<0.05) anlamlı bir fark 

olmadığı, ancak 3. ve 15. günlerde ise diabet ve diabet+melatonin gruplarında kan-

glikoz düzeyinin kontrol ve melatonin uygulanan gruplara göre daha yüksek olduğu 

bununda istatistiksel düzeyde anlamlı olduğu (P<0.05) gözlendi. Kan-glikoz 

düzeyinin en yüksek diabet grubunda olduğu, diabet+melatonin grubunda ise diabet 

grubuna göre daha düşük olduğu gözlendi. Melatonin uygulamasının diabetik 

hayvanlarda kan-glikoz düzeyinin zamana bağlı olarak azaldığı tespit edildi.     

(Tablo 11). 
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 Kontrol Diabet     Melatonin Diabet 
+ 

Melatonin 

P 

0.Gün 103,20±3.90
a
 94.40±3.09

a,b
 97.90±2.99

a,b
 90.30±3.16

b
 0.058 

3.Gün 101.30±4.67
b
 314.50±8.68

a
 97.20±3.80

b
 312.60±16.41

a
 0.00 

15.Gün 120.00±3.44
c
 507.60±21.99

a
 134.60±3.89

c
 259.20±49.54

b
 0.00 

Tablo 11:  Kan-glikoz düzeyinin gruplar arası karşılaştırılması (P<0.05). a,b,c: Aynı satırda farklı harf 
taşıyan ortalamalar arasında fark istatistiki olarak önemlidir (P<0.05).  

 

Bu verilere göre, STZ uygulamasını takip eden 72 saatte diabet ve diabet+ 

melatonin grubu deneklerinde diabet oluştuğu ve 15 günlük çalışma sürecinin sonuna 

kadar kan-glikoz düzeylerinde anlamlı bir değişiklik olmadığı görüldü. 

3.5. Histolojik Değerlendirme Bulguları 

Tüm gruplara ait preparatların yapılan mikroskobik incelemesi sonucu, 

kontrol grubuna ait örneklerin triple ile boyanan preparatları incelendiğinde tubulus 

seminiferus kontortusların ve bu tubüllerin içerisinde bulunan spermatogenetik hücre 

serileri ile intersitisyel alan ve buradaki hücrelerin ve yapıların normal olduğu 

görüldü (Resim 1). Melatonin enjeksiyonu yapılmış ratların testis dokularının 

histolojik incelemesi için yapılan kesitler incelendiğinde, bu grupta bulunan tubulus 

seminiferus kontortusların yapısal olarak kontrol grubuna göre herhangi bir histolojik 

farklılık olmadığı, fakat diğer gruplara göre incelendiğinde seminiferus 

kontortusların bazal membranlarının daha belirgin ve düzgün yapıda olduğu görüldü. 

Ayrıca melatonin grubunda tubulus seminiferus kontortuslar içerisinde bulunan, 

spermatogenezisin devamlılığını sağlayan spermatogonyum, primer ve sekunder 

spermatosit, spermatozoon ve sertoli hücrelerinin normal histolojik yapıda olduğu 

belirlendi. İntersitisyel alanda bulunan Leydig hücrelerinin ve damar yapılarınında 

kontrol grubundan farklı olmadığı belirlendi (Resim 2). Diabet ve diabet+melatonin 

gruplarında yapılan mikroskobik incelemeler sonucunda testis dokusunda bulunan 

tubulus seminiferus kontortuslar ile burada bulunan spermatogenetik hücre 

serilerinin ve intersitisyel alanda bulunan yapılar ve Leydig hücrelerinin diğer 

gruplara göre herhangi bir histolojik farklılık göstermediği belirlendi (Resim 3,4). 
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Resim 1. Kontrol grubu testis dokusunun histolojik görünümü. Triple boyama. Bar: 100 μm. Kalın 
Ok: Tubulus seminiferus kontortuslar. Yıldız: İntersitisyel alan 

Resim 2. Melatonin grubu testis dokusunun histolojik görünümü. Triple boyama. Bar: 100 μm. Kalın 
Ok: Tubulus seminiferus kontortuslar. Yıldız: İntersitisyel alan 
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 Resim 3: Diabet grubu testis dokusunun histolojik görünümü. H&E .Bar: 50 μm Kalın Ok: Tubulus 
seminiferus kontortuslar. Yıldız: İntersitisyel alan 

Yapılan pas boyaması sonucu incelenen preparatlarda tüm gruplarda testis 

dokusunda tubulus semineforus kontortusları çevreleyen bazal membran yapısının 

belirgin olduğu tespit edildi (Resim 4). 

Resim 4: Diabet+melatonin grubu testis dokusunun histolojik görünümü. Pas boyama. Bar: 10 μm. 
Kalın Ok: Tubulus seminiferus kontortusta bazal membran Ok Başı: Leydig hücresi 
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3.6. İmmunohistokimyasal Değerlendirme Bulguları 

3.6.1. GDF-9 İmmunoreaktivitesi Bulguları 

Tüm gruplara ait testis dokusu preparatları GDF-9 immunoreaktivitesi 

yönünden incelendi. Işık mikroskopik incelemede kontrol, diabet, melatonin ve 

diabet+melatonin gruplarında spesifik GDF-9 immunoreaktivitesi olduğu belirlendi 

(Resim 5,6,7,8). 

Bütün gruplara ait incelemeler sonucunda GDF-9 immunoreaktivitesinin en 

yoğun diabet grubunda olduğu (Resim 5), melatonin ve diabet+melatonin grubunda 

ise immunoreaktivitenin benzer yoğunlukta olduğu gözlendi (Resim 6,7). Kontrol 

grubunda ise GDF-9 immunoreaktivitesi diğer gruplara göre daha zayıf olduğu tespit 

edildi. GDF-9 immunoreaktivitesinin tüm gruplarda Leydig hücrelerinde yoğun 

olduğu, ancak, seminifer tubüllerde ise spermatogenetik seriye ait hücrelerde 

sitoplazmik tarzda zayıf bir immunoreaktivite gözlendi (Resim 5,6,7,8). 

 

 
Testisteki Yapılar 

Reaksiyon Yoğunluğu 

Kontrol Grubu Diabet Grubu Melatonin 
Grubu 

Diabet+ 
Melatonin grubu 

Endotel Hücreleri +0 +0 +0 +0 

Leydig Hücreleri +1 +3 +2 +2 

Spermatogonyum +0 +2 +1 +1 

Primer 
spermatosit 

+0 +2 +1 +1 

Sekunder 
spermatosit 

+0 +2 +1 +1 

Spermatid +0 +2 +1 +1 

Sertoli Hücreleri +0 +2 +1 +1 

Tablo 12: Testisteki yapılar ve GDF-9 reaksiyon yoğunluğu. ( +0 ): İmmunoreaktivite yok (+1): Az 
yoğun, (+2): Orta derecede yoğun, (+3): Çok yoğun. 
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Resim 5: Diabet grubu testis dokusunda GDF-9 immunoreaktivitesi. Bar: 10 μm. Kalın Ok: Tubulus 
seminiferus kontortus, S -Ok :Sertoli hücresi

Resim 6: Melatonin grubu testis dokusunda GDF-9 immunoreaktivitesi. Bar: 50 μm. Kalın Ok: 
Tubulus seminiferus kontortus, Çift Ok: Kan damarı, Yıldız: İntersitisyel alan 
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Resim 7: Diabet+Melatonin grubu testis dokusunda GDF-9 immunoreaktivitesi. Bar: 50 μm Kalın 
Ok: Tubulus seminiferus kontortus, Yıldız: İntersitisyel alan. 

 
Resim 8: Kontrol grubu testis dokusunda GDF-9 immunoreaktivitesi. Bar: 10 μm. Yıldız: intersitisyel 
alan,  Çift ok: Damar endoteli,  İnce ok: spermatogonium 
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Testis dokusunda GDF-9 immunoreaktivitelerinin spesifik olup olmadığını 

tespit etmek amacıyla alınan kesitlere primer antikor ilave edilmeksizin (negatif 

kontrol) bütün işlemler aynı olmak kaydıyla diğer işlemler aynen uygulandı. GDF-9 

immunreaktivitesi testis dokusu preparatında gözlenmedi (Resim 9) 

Resim 9: Kontrol grubu negatif GDF-9 immunoreaktivitesi (Negatif kontrol).Bar: 50 μm. Yıldız: 
intersitisyel alan, Kalın Ok: Tubulus seminiferus kontortus 
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3.6.2. CAT İmmunoreaktivitesi Bulguları 

Tüm gruplara ait testis dokusu preparatları katalaz immunoreaktivitesi 

yönünden ışık mikroskobik düzeyde incelemesinde kontrol, diabet, melatonin ve 

diabet+melatonin gruplarında spesifik katalaz immunoreaktivitesi görüldü.  

Testis dokuna ait preparat örneklerinde CAT immunoreaktivitesinin en yoğun 

olarak diabet grubunda olduğu (Resim10), diabet+melatonin ve melatonin uygulanan 

gruplarda benzer olduğu ve diabet grubuna göre daha az immunreaktivite olduğu 

gözlendi (Resim 11,12). Kontrol grubundan ise CAT immunoreaktivite 

yoğunluğunun diğer gruplara göre daha zayıf olduğu tespit edildi (Resim 13). Ayrıca 

bütün gruplarda CAT immunoreaktivitesinin spermatogenetik hücre hattında 

özellikle sitoplazmik olduğu, bunlardan özellikle primer spermatosit daha yoğun 

olduğu gözlendi (Resim 10,11,12,13). Buna ilaveten primer ve sekunder 

spermatositlerde çekirdeğe eklenik odaklar halinde yoğun immunoreaktivite saptandı 

(Resim 13). Bununla birlikte bütün gruplarda seminifer tubüller arasındaki 

intersitisiyel alanda yer alan Leydig hücrelerinde ise çoğunlukla hem sitoplazmik 

tarzda hemde nükleer tarzda CAT immunoreaktivitesi saptandı (Resim 11). Diğer 

yandan intersitisyel alanda kan damar endotellerinde CAT immunoreaktivitesine 

rastlandı (Resim 13). 

Testisteki Yapılar Reaksiyon Yoğunluğu 
Kontrol Grubu Diabet Grubu Melatonin 

Grubu 
Diabet+ 

Melatonin 
grubu 

Endotel 
Hücreleri 

+1 +3 +2 +2 

Spermatogonyum     

Primer 
spermatosit 

+1* +1* +1* +1* 

Sekunder 
spermatosit 

+1* +1* +1* +1* 

Spermatid +0 +0 +0 +0 

Sertoli Hücreleri +1 +3 +2 +2 

Leydig Hücreleri +1 +3 +2 +2 
Tablo 13: Testisteki yapılar ve CAT reaksiyon yoğunluğu. ( +0 ): İmmunoreaktivite yok (+1): Az 
yoğun, (+2): Orta derecede yoğun, (+3): Çok yoğun (*): Çekirdeğe eklenik. 
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Resim 10: Diabet grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar:10  μm Ok: Primer 
spermatositlerde sitoplazmik ve eklenik katalaz immunoreaktivitesi, İnce Ok: Endotel hücreleri.

Resim 11: Melatonin grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar:50μm Ok: Tubulus  
seminiferus kontortus, kalın ok: primer spermatosit eklenik katalaz immunreaktivitesi. Yıldız: 
intersitisyel alan 
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Resim 12: Diabet+Melatonin grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 50 μm Ok: 
Tubulus  seminiferus kontortus katalaz immunoreaktivitesi. Yıldız: intersitisyel alan 

Resim 13: Kontrol grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 5 μm Ok: Primer 
spermatositlerde sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi, Ok başı: leydig hücresi, Çift ok: Damar 
endoteli 
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Testis dokusunda CAT immunoreaktivitelerinin spesifik olup olmadığını 

tespit etmek amacıyla alınan kesitlere primer antikor ilave edilmeksizin (negatif 

kontrol) bütün işlemler aynı olmak kaydıyla diğer işlemler aynen uygulandı. CAT 

immunreaktivitesi testis dokusu preparatında gözlenmedi (Resim 14). 

Resim 14: Kontrol grubu negatif Katalaz immunoreaktivitesi (Negatif kontrol).Bar: 50 μm. Yıldız: 
intersitisyel alan, Ok: Tubulus  seminiferus kontortus. 
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4.TARTIŞMA ve SONUÇ 

Çalışmamızda streptozotosin (STZ) ile diabet oluşturulan ratlarda melatonin 

uygulması ile canlı ağırlıkları, testis ağırlıkları, seminifer tubulüs çaplarındaki 

değişiklikler incelenmiştir. Bununla birlikte testis dokusunda histolojik değişiklikler 

ve GDF-9 ve CAT enziminin dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu 

incelenmiştir.  

Bu çalışmamızda Spraque-Dawley ırkı ratlara, birçok çalışmaya (Aktaş ve 

ark. 2011, Karaağaç ve ark. 2011, Roy ve ark. 2013) paralel olarak 50 mg/kg 

dozunda STZ intraperitoneal (i.p.) uygulanarak diabet oluşturuldu. Kan glikoz düzeyi 

200 mg/ dL’nin üzerinde olanları diabetik olarak kabul edildi. Çalışmada diabet 

oluşumundan sonra, STZ’ li diabetli gruptaki ratlara ve sadece melatonin 

uygulanacak gruptaki ratlara, bazı çalışmalar ile paralel (Guneli ve ark. 2008, 

Yüzüak ve Aybak 2014) şekilde etanolde çözdürülüp, serum fizyolojikle ile 1/10 

oranında sulandırılmış 10 mg/kg dozdaki melatonin 2 hafta boyunca i.p. olarak 

enjekte edildi. 

4.1.Canlı Ağırlık ve Testis Ağırlık Değerlendirmeler 

Atilgan ve ark. (2013), çalışmalarında sıçananlarda obezite kaynaklı oksitatif 

hasar, kilo kaybı ve malatoninin testis üzerine antioksidan etkilerini çalışmışlardır.  

Sonuç olarak testis dokusunda diğer gruplara göre melatonin uygulanan grupta kilo 

kaybının azaldığını bildirmişlerdir (Atilgan ve ark. 2013).  

Jelodar ve ark (2009), diabetli dişi sıçanlardan doğan erkek sıçanların testis 

ağırlığında artış olduğunu ancak testis ağırlığının vücut ağırlığına oranında önemli 

bir değişikliğin olmadığını bildirmişlerdir. (Jelodar ve ark. 2009).  

Diabetin canlı ağırlığını azalttığını bildiren birçok çalışma vardır (Ercüment 

ve ark. 1998, Soudamani ve ark. 2005, Koh 2007, Jelodar ve ark. 2009, Kanter ve 

ark. 2012, Kushwaha ve Jena 2013, Orman ve ark. 2015). Güven ve ark (2006) ise 

melatonin uygulamasının diabetik sıçanlarda canlı ağırlıkları üzerine bir etkisinin 

olmadığını bildirmişlerdir (Güven ve ark. 2006).  
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Bizim çalışmamıza paralel olarak Gobbo ve ark. (2015), yaptıkları çalışmada 

zamana bağlı kontrol grubuna göre melatonin grubunun eşit düzeyde vücut 

ağırlığında artış olduğunu, kontrol ve melatonin grubuna göre diabet grubunda vücut 

ağırlığında azalma olduğu, melatonin uygulanan diabet grubunda ise diabet grubuna 

göre vücut ağırlığında artış olduğunu bildirmiştir (Gobbo ve ark. 2015). 

  Yapılan bazı çalışmalarda bizim çalışmamızdan (Gobbo ve ark. 2015) farklı 

olarak testis ağırlığında bir değişiklik olmadığı ancak bazı çalışmalarda ise bizim 

bulgularımıza paralel olarak diabetin testis ağırlığını azalttığı bildirilmiştir (Koh 

2007, Kanter ve ark. 2012, Atilgan ve ark. 2013, Kushwaha ve Jena 2013, Orman ve 

ark. 2015). 

4.2. Histolojik Değerlendirmeler 

Orman ve ark. (2015), yaptıkları çalışmada patojik olarak kontrol grubunda 

normal seminifer tubüller gözlerken, diabetli grupta ise tubüllerde vakuolleşme, 

atrofi ve germ hücrelerde dejenerasyon olduğu ve çekirdeklerin normalden büyük 

olduğunu, bazalda ise kalınlaşma olduğunu bildirmişlerdir (Orman ve ark. 2015).  

Akkoç ve ark (2012), diabetik grupla kontrol grubu karşılaştırıldığında 

seminifer tubül bazal membranının kalınlaştığını bildirmişlerdir (Akkoç ve ark. 

2012). Şişman ve ark. (2014), ise diabetik sıçanlarda bazal membran da kalınlaşma 

olduğunu bildirmişlerdir (Şişman ve ark. 2014). 

Kanter ve ark (2012), çalışmalarında kontrol grubunda seminifer tubüllerin 

normal gözlendiğini, diabetik sıçanlarda ise testis dokusunda seminifer tubüllerin 

yapısında küçülme ve bozulmalar olduğunu belirtmiştir. Diabetik sıçanların 

spermatogenik hücre serilerinde önemli bir azalmanın olduğunu, tubüllerde ise 

atrofinin tespit edildiğini bildirmişlerdir (Kanter ve ark. 2012). 

Aslan ve ark. (2015), yaptıkları çalışmalarda sigara dumanına maruz kalan 

ratlarda testis hasarı üzerine melatoninin ve yararlı etkilerini araştırmışlardır. 

Melatonin uygulamasının ratların testis dokusunda spermatogonyumların ve 

spermatositlerin sayısında artışa yol açtığını bildirmişlerdir  (Aslan ve ark. 2015).  
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Ercüment ve ark (1998), çalışmaları sonucu diabetik ratların seminifer 

tubüllerinde kontrol grubuna göre bozulmalar olduğu, spermatid sayısında belirgin 

azalmanın olduğunu. İntertisyel alanın boyut ve sayı açısından normal olduğunu 

bildirmişlerdir. (Ercüment ve ark. 1998). 

Guneli ve ark. (2008), diabetin tubulus seminiferusun bazal membranını 

kalınlaştırdığı, diabette bazal membranda kalınlaşma ve germ hücrelerin dejenere 

olduğunu bulmuşlardır. Melatonin uygulamasının ise herhangi bir düzeltmeye 

yol açmadığını belirtmişlerdir. Çalışmalarında diabetin testiküler fonksiyon 

bozukluğuna neden olduğunu ancak melatonin uygulanmasının iyileştirici etkilerinin 

olduğunuda bildirmişlerdir (Guneli ve ark. 2008). 

Yapılan çalışmalarda (Cai ve ark. 2000, Kanter ve ark. 2012, 2013), histolojik 

incelemeler sonucu sıçan testis dokusunun yanı sıra, diabetik insan testis dokusunda 

(Cameron ve ark. 1985) seminifer tubüllerde spermatogenik hücrelerin azaldığı, 

seminifer tubül epitelinin kalınlaştığı, seminifer tubülde vakuolleşme ve atrofinin 

olduğu ve de bunun sonucunda spermatogenez yetmezliği olduğu bildirilmiştir. 

Yaptığımız çalışmada tüm gruplarda yapılan mikroskobik incelemeler sonucu 

yapılan çalışmalardan (Ercüment ve ark. 1998, Guneli ve ark. 2008, Akkoç ve ark. 

2012, Kanter ve ark. 2012, Orman ve ark. 2015) farklı olarak diabet grubunda 

tubulus seminiferus kontortuslarda ve bazal mebranında diğer gruplara göre 

histopatolojik farklılık olmadığını gözlemledik. Ancak melatonin uygulanan grupta 

testis dokusunun yapısı diğer gruplara göre mikroskobik olarak incelendiğinde 

yuvarlak ve daha düzgün yapıda tubulus semineferus kontortusların olduğunu 

görüldü.  

4.3. Histometrik Değerlendirmeler 

Yapılan bazı çalışmalarda (Soudamani ve ark. 2005, Akkoç ve ark. 2012, 

Kanter ve ark. 2012, Orman ve ark. 2015) diabetin seminifer tubül çapında azalmaya 

neden olduğu bildirilmiştir. Şişman ve ark. (2014) ise diabetik sıçanlarda seminifer 

tubül bazal membranın da kalınlaşmış olduğunu bildirmişlerdir (Şişman ve ark. 

2014). Ercüment ve ark (1998) ise çalışmaları sonucu diabetik ratların seminifer 
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tubül çaplarının azaldığı ve bazal membranın inceldiğini bildirmişlerdir (Ercüment 

ve ark. 1998). 

Ayrıca çalışmalarda (Guneli ve ark. 2008, Ricci ve ark. 2009, Khaki ve ark. 

2010, Kanter ve ark. 2012), diabetik sıçanların testis dokusunda seminifer tubüllerde 

bozulma olduğu, tubül boyutunda küçülme ve atrofi gözlendiği spermatogenik hücre 

serilerinde azalma olduğu bildirilmiştir. 

Guneli ve ark. (2008), çalışmalarında diabet grubunda kontrol grubuna göre 

seminifer tubül çapında azalma olduğu ancak melatonin uygulanmış diabetli grupta 

melatoninli gruba göre farklılık olmadığını bildirmişlerdir (Guneli ve ark. 2008).  

Jeodar ve ark. (2009), çalışmalarında diabetli dişi sıçanlardan doğan erkek 

sıçanların seminifer tubül çaplarının düşük olduğunu bildirmişlerdir (Jelodar ve ark. 

2009) . 

Yaptığımız çalışmada testis dokusu kesitlerinde tubulus seminiferus kontortus 

çap değerinin kontrol ve melatonin grubun da tubül çapının benzer olduğu, 

diabet+melatonin grubunun diabet grubuna göre artış gözlenirken, diabet grubunda 

birçok çalışmaya (Guneli ve ark. 2008, Jelodar ve ark. 2009, Orman ve ark. 2015) 

paralel seminifer tubül çapında diğer gruplara göre azalma olduğu gözlenmiştir. 

4.4. İmmunohistokimyasal Değerlendirmeler 

4.4.1. GDF-9 İmmunohistokimyasal Değerlendirmeleri 

Son zamanlarda in vitro verilerde GDF-9’un spermatogenezisi düzenlediği 

düşünülmektedir. GDF-9’un sertoli hücrelerinin sıkı bağlantılarında (kan-testis 

bariyeri)  inhibe olduğu gözlenmiştir (Fitzpatrick ve ark. 1998, Aaltonen ve ark. 

1999, Pennetier ve ark. 2004). Fitzpatrick ve ark.(1998), GDF-9’un insan ve 

kemirgenlerde nonovarian dokularda eksprese olduğunu iletmişlerdir (Fitzpatrick ve 

ark. 1998). 

 Nicholls ve ark.(2009), çalışmalarında denek olarak yetişkin sıçan 

kullanmışlardır ve GDF-9’ un testis dokusunda spermatogenez sırasında sinyal 

expresyonunu incelemişlerdir. Testis dokusunda spermatogenez başlangıcında 
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spermatidlerde yüksek seviyelerde GDF-9 mRNA expresyonunun olduğu ve sertoli 

hücrelerinde de bulunduğunu bildirmişlerdir (Nicholls ve ark. 2009).  

Zhao ve ark. (2011), çalışmalarında kedi testisinde GDF-9 

immunohistokimyasına bakmışlardır ve Leydig hücrelerinde yoğun immunreaktivite 

olduğu, seminifer tubüllerin sertoli hücresinde primer ve sekunder spermatositlerin 

sitoplazmasında ve spermatidlerde daha az immunoreaktivite gözlemlediklerini 

bildirmişlerdir  (Zhao ve ark. 2011).  

He ve ark. (2012), yılan balığının testis dokusunda GDF-9 

immünoreaktivitesini incelemişlerdir ve germ hücrelerinde lokalize olduğunu 

bildirmişlerdir. GDF-9 özellikle spermatogonyumların ve spermatositlerin 

sitoplazması yoğun olarak,   spermatidlerde ise düşük immunreaktivitede olduğunu 

iletmişlerdir (He ve ark. 2012).  

Guo ve ark. (2013), çalışmalarında yetişkin albaka hayvanlarında testis 

dokusunun GDF-9 immunoreaktivitesine bakmışlardır. Testis dokusunda 

immunoreaktivitesi bakımından GDF-9 pirimer spermatositlerde, seminifer 

tubüllerin bazalında ve yuvarlak spermatidlerin sitoplazmalarında gözlendiğini 

bildirmişlerdir (Guo ve ark. 2013). 

Roy ve ark. (2013), çalışmalarında diabetli sıçanlarda büyüme faktörü 

ailesinden olanan TGF-ß1 ve IL-1 immunoreaktivitesinin arttığını 

bildirmişlerdir.(Roy ve ark. 2013) 

Pongsa-Asawapaiboon ve ark. (1998) çalışmalarında melatonin sinir büyüme 

faktörü (NGF)’e etkisini yetişkin erkek farelerde immunohistokimyasal olarak 

incelemişlerdir ve melatonin uygulanan grupta NGF büyüme faktörünün arttığını 

bildirmişlerdir (Pongsa-Asawapaiboon ve ark. 1998). 

Çalışmamızda alınan testis doku kesit preparatlarına ait incelemeler 

sonucunda tüm gruplarda GDF-9 immunoreaktivitesinin yapılan çalışmalara 

(Pongsa-Asawapaiboon ve ark. 1998, Roy ve ark. 2013) paralel olarak gözlemledik. 

GDF-9 immunoreaktivitesi en yoğun diabet grubunda olduğunu, melatonin ve 

diabet+melatonin grubunda ise immunoreaktivite benzer yoğunlukta olduğu kontrol 
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grubunda ise diğer gruplara göre en az yoğunlukta olduğu gözlenmiştir. Bizim 

çalışmamıza benzer olarak Roy ve ark. (2013) büyüme faktörünün diabetli dokuda 

arttığını bildirmişlerdir. Ancak yapılan litaretür araştırmaları sonucu çalışmamıza 

benzer bir litaretüre rastlanmadı. Zhao ve ark. (2011) yaptıkları çalışmaya paralel 

GDF-9 immunoreaktivitesi tüm gruplarda Leydig hücrelerinde yoğun olarak 

gözlendi. Buna ilaveten yapılan çalışmalara (Fitzpatrick ve ark. 1998, Nicholls ve 

ark. 2009, Zhao ve ark. 2011, He ve ark. 2012, Guo ve ark. 2013) benzer şekilde 

seminifer tubüllerde spermagenetik seriye ait hücrelerde zayıf bir immunoreaktivite 

gözlendi. 

4.4.2. CAT İmmunohistokimyasal Değerlendirmeleri 

Koral Taşçı ve ark. (2016), çalışmalarında melatonin uygulamasının böbrek 

dokusunda katalaz üzerine etkisinin immunohistokimyasal olarak incelemişlerdir. 

Melatonin uygulamasının katalaz immunoreaktivitesini artırdığını bildirmişlerdir 

(Koral Taşçı  ve ark. 2016).  

Orman ve ark. (2015), yaptıkları çalışmada diabet oluşumundan dolayı 

testiküler hasara karşı aminoguananidinin (AG) maddesinin antioksidan etkisini 

araştırmışlardır. Diabetli AG ile tedavi edilen grupta diabet sonucu oluşan oksitatif 

strese karşı antioksidanlardan katalazın (CAT) arttığı, diabetik grupta ise CAT enzim 

aktivitesinin azaldığını bildirmişlerdir. 

Selvaratnam ve Robaire (2016), fare testislerinde CAT’ın testis dokusunda 

immünlokalizasyon ve Western blot analizini yapmışlardır. CAT’ın seminifer 

tubüllerde germ hücreleri sitoplazmasında lokalize olduğunu ve Leydig hücrelerinde 

yüksek seviyede lokalize olduğunu, CAT’ın protein düzeyleri karaciğer ve testislerde 

yüksek düzeyde bulunduğunu belirtmişlerdir. Farelerde CAT reaksiyonun yaşa bağlı 

olarak arttığını bildirmişlerdir (Selvaratnam ve Robaire 2016). 

Nenicu ve ark. (2007), çalışmalarında fare testis dokusunda immunofloresans 

tekniği ile immunoelektron mikroskopunda katalaz enziminin Leydig hücrelerinde 

çok yoğun olduğunu, spermatosit ve spermatidlerde zayıf bir immunoreaktivite 

gösterdiğini ve elektron mikroskopunda ise spermatogonyumda katalaz reaktivitesi 

olduğunu belirtmişlerdir. Aynı tekniği kullanarak insan testis dokusunda Leydig 
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hücrelerinde ve seminifer tubülün bazal bölgelerinde özellikle sertoli hücrelerinde 

katalaz enzim immunoreaktivitisinin gözlendiğini bildirmişlerdir (Nenicu ve ark. 

2007).  

Zini ve Schlegel (1996), rat testisinde katalaz mRNA’sının in situ 

lokalizasyonu ve gelişimsel modeline göre bu enzimin interstisyel alanda ekspre 

olduğunu öne sürmektedir. Bu çalışmaya göre mRNA ekspresyonunun öncelikle 

peritubuler ve interstisyel hücrelerde olduğu bildirilmiştir (Zini ve Schlegel 1996). 

Akondi ve ark (2011), diabetik grupta katalaz (CAT) düzeyinin azaldığını 

belirtmişlerdir (Akondi ve ark. 2011).  

Çalışmamızda tüm gruplar incelendiğinde diğer çalışmalardan (Akondi ve 

ark. 2011, Orman ve ark. 2015) farklı CAT immunoreaktivitesinin en yoğun olarak 

diabet grubunda olduğu, diabet+melatonin ve melatonin uygulanan gruplarda çok 

benzer olduğu gözlendi. Kontrol grubundan ise CAT immunoreaktivitesinin diğer 

gruplara göre yoğunluğun daha az olduğu tespit edildi. Ayrıca bütün gruplarda CAT 

immunoreaktivitesinin spermatogenetik hücre hattında özellikle sitoplazmik olduğu 

bunlardan özellikle primer spermatosit daha yoğun olduğu gözlendi. Buna ilaveten 

yapılan çalışmalardan farklı olarak primer spermatositlerde çekirdeğe eklenik 

odaklar halinde peroksizom organeli olabileceğini düşündüğümüz yapıda yoğun 

immunoreaktivite saptandı ve bununla ilgili herhangi bir litaretüre raslanmadı. Bizim 

çalışmamızda Nenicu ve arkadaşları (2007) ile Selvaratnam ve Robaire’nin (2016) 

yaptığı çalışmaya benzer olarak Leydig hücrelerinde katalaz immunreaktivitesi 

gözlenmiştir. Çoğunlukla Oberley ve ark. (1990) çalışmalarında olduğu gibi hem 

sitoplazmik tarzda hemde nükleer CAT immunoreaktivitesi saptandı. 

4.5. SONUÇ 

Çalışmamızda histolojik incelemeler sonucu, kontrol, diabet, melatonin ve 

diabet+melatonin uygulanan gruplar arasında histolojik olarak herhangi bir farklılık 

gözlenmemiştir. Tüm grupların canlı ağırlığın diabet grubunda en düşük olduğu, 

kontrol ve melatonin grubunun istatiksel düzeyde benzer olduğu ve diabet+melatonin 

grubuna göre artmış olduğu gözlendi. Testis ağırlığının ise kontrol grubunda en 

yüksek olduğunu, melatonin ve diabet+melatonin grubunun istatiksel düzeyde benzer 

olup diabet grubuna göre artmış olduğu belirlendi. Histometrik olarak ise seminifer 
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çapının diabet grubunda en az olduğu belirlendi. İmmunohistokimyasal incelemeler 

sonucunda GDF-9 ve CAT immunoreaksiyonu en yoğun olarak diabet grubunda, 

melatonin ve diabet+melatonin grubunda ise benzer yoğunlukta ve diabet grubuna 

göre daha az yoğunlukta olduğu ve kontrol grubunda ise diğer gruplara göre en az 

reaksiyon olduğu gözlenmiştir. Bununda diabette artan serbest radikallere bağlı 

olarak CAT immunoreaktivitesinde artışa sebep olabileceğini, diğer yönden güçlü bir 

antioksidan olan melatonin uygulamasının diabette enzim aktivitesini düzenleyici bir 

role sahip olduğunu düşünmekteyiz. Diabetik sıçanlarda GDF-9 

immunoreaktivitesinde diğer gruplara göre yoğun olması, diabetin testis hasarına 

karşı büyüme faktörlerinin olumlu etkisinin olduğunu ve deney süresinin az 

oluşundan dolayı testis dokusunda histopatolojik etkiyi azalttığını düşünmekteyiz. 

Melatonin uygulanmasının ilk olarak serbest radikallerin seviyelerinin azalmasına 

neden olduğunu, testis hasarına bağlı gelişen oksidan/antioksidan dengeyi olumlu 

yönde etkilediğini gördük. Bu bulgular deneysel olarak sıçanlarda oluşturulan 

diabetin testis hasarında, güçlü bir antioksidan olan melatonin uygulamasının 

infertilitenin önlenmesi için umut verici bir tedavi yöntemi olabileceğinin 

düşünmekteyiz. 
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