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OZET

Bu calisma, saglikli ve diabetik ratlarda melatonin uygulamasinin testis dokusunda
katalaz (CAT) ve GDF-9’un immunohistokimyasal dagilimmi {izerine etkilerini

belirlemek amaciyla yapilmistir.

Calismada 40 adet Spraque-Dawley rat kontrol, diabet, melatonin ve
diabet+melatonin olarak dort gruba ayrildi. Diabet olusturmak amaciyla STZ, 50
mg/kg dozda intraperitoneal (i.p.) yolla uygulandi. Diabet olusumu teyit edildikten
sonra melatonin ve diabet+melatonin gruplarina melatonin 10 mg/kg dozunda (i.p.) 2
hafta siireyle uygulandi. Deneklerin testis dokular1 15. giinde alindi. Alinan doku
kesitlerine histolojik yapisini incelemek amaciyla H&E, PAS ve Crossman’in iiglii
boyamasi yapildi. GDF-9 ve CAT’ 1in immunoreaktivitesini belirlemek i¢in Avidin-

Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) metodu uygulandi.

Yapilan histolojik incelemeler sonucu kontrol, diabet, melatonin ve diabet+melatonin
gruplar1 arasinda histolojik olarak bir farklilik gézlenmedi. Canli agirlik yonii ile
kontrol ve melatonin grubunun istatiksel diizeyde benzer oldugu ve diabet+melatonin
grubuna gore ise bu iki grupta canli agirligin artmis oldugu gozlendi. Diabet
grubunda ise canli agirligin diger gruplara gore azaldig: tespit edildi (P<0.05). Testis
agirhiginin kontrol grubunda en yiiksek, melatonin ve diabet+melatonin gruplarinda
istatiksel diizeyde benzer oldugu, diabet grubunda ise diger gruplara gore azaldigi
belirlendi (P<0.05). Gruplar arasinda seminifer tubiil ¢apinin en az diabet grubunda
oldugu tespit edildi. Immunohistokimyasal incelemeler sonucunda, tiim gruplarda
GDF-9’un benzer oOzellikte immunoreaktivite gosterdigi, immunoraktivitenin
ozellikle Leydig hiicrelerinde oldugu, melatonin uygulamasinin diabetik grupta
GDF-9 immunoreaktivitesini azaltig1 goriildii. CAT immunoreaktivitesinin melatonin
ve diabet+melatonin gruplarmma gore diabette daha yogun oldugu gozlendi. CAT
immunoreaktivitesi Leydig hiicrelerinde sitoplazmik ve niikleer oldugu,
spermatogenetik hiicre hattinda primer ve sekunder spermatositlerde ise c¢ekirdege
eklenik odaklar halinde yogun immunoreaktivite sergiledigi belirlendi.

Bu c¢alismanin diabetli canlilarin testis dokusunda antioksidanlar ve biiyiime

faktorleri arasindaki iligkinin anlagilmasina yardime1 olabilecegini diisiinmekteyiz.
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Anahtar Sozciikler: Diabet, Melatonin, GDF-9, Katalaz (CAT), immunohistokimya,

Testis.
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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 diabetestmelatonin 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.



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.



1. GIRIS
1.1. Diabetes Mellitus

Diabet (Diabetes Mellitus (DM)), global diinyay1 tehdit eden en biiylik saglik
problemlerinden birisidir ve her gecen giin yayginlig1 artis gostermektedir. Diinya
Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan 2011 yilinda yaymlanan raporlarda, giiniimiizde
diinyada 366 milyon kisinin DM’ den etkilendigi, ancak bu saymin 2030 yilinda
yaklasik 552 milyon kisiye ¢ikabilecegi bildirilmisdir (Whiting ve ark. 2011). DM’
nin artmasindaki en biiylik nedenler arasinda obezite, Omiir siiresinin artmasi ve

hareketsizlik oldugunu ileri siiriilmiistiir (Agbaje ve ark. 2007).

Diabet; karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasinda sonuglanan endokrin
ve metabolik bir hastaliktir. DM’ un ¢esitli organlarda uzun siireli hasar, fonksiyon
bozuklugu ve yetersizligi gibi etkileri bulunmaktadir (Risvanli ve ark. 2003, Sochor
ve ark. 1991). Diabetik erkeklerde; azalmis fertilite potansiyeli, testikiiler iglev
bozuklugu, kotii semen kalitesi, azalmis sperm hareketi ve anormal sperm
morfolojisi gibi sorunlar goriilmektedir (Bitzer ve Alder 2009, Ziaei-Rad ve ark.
2010). Ayrica bu erkeklerde bozulmus Leydig hiicre islevine bagl olarak serum
testosteron seviyelerinde azalma da gozlenir (Amaral ve ark. 2008, Hidalgo-Tamola

ve Chitaley 2009).

Diabeti baslatan asil neden, pankreastan yapilan insiilin saliniminin azalmasi
ya da tamamen sona ermesidir. Ancak diabetin gelisiminde dogrudan ya da dolayh
olarak pankreas digindaki faktorlerinde etkisi bulunmaktadir. Norolojik bozukluklar,
sagliksiz beslenme, kalitimsal etmenler, enfeksiyon, karaciger, bobrek {istii bezleri,
tiroid ve hipofizdeki patolojik degisimler bu hastaligin nedenleri arasinda yer alir

(Y1lmaz 1999).

DM; Tip 1 Diabetes Mellitus, Tip 2 Diabetes Mellitus, Gestasyonel Diabetes
Mellitus (GDM) ve diger spesifik tipler olmak {izere dort ana baglikta
siniflandirilmaktadir (Bennet 1991).



1.1.2. Diabetes Mellitusun’ un Cesitleri
1.1.2.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 diabet, diabet vakalarinin %5-10'unu olusturur ve insiiline bagimlh
diabet olarak adlandirilmaktadir. Tip 1 diabet otoimmiin aracilikli pankreas f
hiicrelerinin yikimi sonucu olusur ve insiilin yetmezligi ile karakterizedir (Fidanol
2012). Hasarin immiin belirtegleri olarak da adacik hiicresi antikorlar1 ve insiilin
otoantikorlar1 ile glutamik asit dehidrogenaz (GAD) otoantikorlar1 saptanabilir
(American Diabetes Association 2010). Glomeriiler geri emilim sinir1 gegildiginde
kanda artan glikozun idrar ile atilim1 baglar ve siv1 ¢ikist artar. Bu etkisinden dolay1
asir1 su igme ve susama meydana gelir. Istah ve yemek yeme normal olmasina
ragmen kilo kayb1 goriiliir (Fidanol 2012). Tip 1 diabet ya da insiiline bagimh
diabet, hiperglisemiye ve farkli dokularda serbest radikallerin artmasina, buna bagh
olarak da oksidatif strese sebep olmaktadir. Serbest radikallerin yiiksek seviyede
bulunmasi  hiicre organellerinde hasara ve hiicre membraninda lipid

peroksidasyonunun artmasina yol agmaktadir (Agarwal ve ark. 2008, Abeer 2010).
1.1.2.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Erigkin toplumlarda en yaygin goriilen metabolizma hastaligidir. Tip 2 diabetli
hastalarin %80’inden fazlas1 obezdir; Insiilin direnci ile obezite arasinda mutlak bir
iliski vardir. Orta-ileri yas hastalig1 olarak kabul edilen Tip 2 diabetes mellitus, kirk
yas Ustli grupta goriildiigii gibi, yasam tarzi1 degisikliklerine bagli olarak son yillarda
gengler ile birlikte ¢ocuklarda da goriilme siklig1 artmaktadir. Giinlimiizde yasam
tarzinin de8ismesinden kaynaklanan fiziksel aktivite azligi, dengesiz ve diizensiz
beslenme, stresin artmasi gibi faktorler tip 2 diabetin ortaya ¢ikisini hizlandirir. Tip 2
diabet klasik diabet belirtilerini erken déonemde gostermemesi nedeniyle tanisi geg
konmaktadir (American Diabetes Association 2010, Olgun ve ark. 2011, Whiting ve
ark. 2011).



1.1.3. Streptozotosin

Giliniimiizde tiim diinyay1 etkileyen diabetes mellitus hastaligimin
anlagilmasina yonelik deneysel diabet modelleri iizerinde yaygin c¢alismalar
yapilmaktadir (Oztiirk ve ark. 2002, Khaki ve ark. 2010, Kushwaha ve Jena 2013).
Deneysel diabet olusumunda alloksan ve streptozotosin (STZ) gibi maddeler
kullanilmaktadir (American Diabetes Association 2010). Bunlardan 6zellikle daha
yaygin kullanilan STZ, Streptomyces achramogenes kiiltiirtinden ilk defa 1960’da
elde edilmistir (Cabadak 2008). STZ’nin Rakieten ve arkadaslar1 (1963) tarafindan
kopek ve sicanlarda diabetin kalici olarak olusturulmasiyla etkisi anlagilmistir
(Rakieten ve ark. 1963). STZ arastirmalarda B hiicrelerine toksik etki yapmasi nedeni
ile diabet tipleri olusturma amaci ile kullanilan kimyasal bir ajandir. STZ, Tip I ve
Tip II diabet modelleri olusturma amaci i¢in yaygin olarak kullanilir (Szkudelski

2001).
1.2. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar
1.2.1. Serbest Radikaller

Oksijen, hiicrede enerji iiretim siireglerinde kullanilir ve canlilar i¢in hayati
Ooneme sahip olan bir molekiildiir. Biyolojik sistemlerde énemli serbest radikallerin
cogu oksijene dayanir. Serbest radikaller enerji iiretim siirecinin dogal bir yan iirlinii
olup yliksek diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir (Mccord 1993,
Agrawal ve ark. 2007). Biyolojik sistemlerde, serbest radikaller en c¢ok elektron
transferi ile olusurlar ve atomik veya molekiiler yoriingesinde bulunan ve ¢ok reaktif

olan ¢iftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal iiriindiir (Altan ve ark. 2006).

Giliniimiizde yapilan ¢alismalar (Altan ve ark. 2006, Agrawal ve ark. 2007)
gostermistir ki; erkek iireme sisteminin primer patolojileri (erkek aksesuar bez
enfeksiyonlari, anormal spermatozoon yapisi, spermatozoonun epididimiste veya
gecis esnasinda uzun siireli kalmasi), sistemik patolojileri (diabetes mellitus, kanser,
enfeksiyon) ve yasam tarzi faktorlerinin (sigara, radyasyon, ¢evre kirliligi, ilaglar)
serbest radikallerin yiiksek seviyede olmasina neden olmaktadir. Ayrica bu durumun
sperm kalite ve islevinde olumsuz etkilere neden oldugu bildirilmistir (Sharma ve

Agarwal 1996, Hampl ve ark. 2012).



Bu oksidanlar organizmada mitokondriyal, sitoplazmik ve ekstraselliiler
formlar1 igeren siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) gibi enzim sistemleri ile seruloplazmin, transferin, indirgenmis glutatyon
(GSH), methiyonin, vitamin A,C,E gibi antioksidanlar tarafindan yikilirlar (Aydin ve
ark. 2001).

1.2.1.1. Oksidatif Stres

Serbest radikaller hiicrelerde proteinlere, DNA’ ya ve lipidlere etki gostererek
hasar verir. Insan hastaliklar1 ve oksidanlar arasindaki baglanti, antioksidanlar ile
serbest radikaler arasindaki dengeye baglidir. Serbest radikallerin olusum hizi ve
bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilme hiz1 arasinda bir denge bulunmasi
beklenir. Serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmak i¢in, hiicreler bunlari
notralize eden antioksidanlar {iretmektedir. Bunun sonucunda hiicre, serbest
radikallerin olumsuz etkilerinden korunabilir. Serbest radikaller lehine eger bu denge
bozulursa, yani yapimindan daha yavas noétralize edilirlerse, hiicre i¢inde serbest
radikallerin artmasi goézlenir. Bu etkilesim kritik molekiillerde ve yeterli siddette
meydana geldiginde doku hasarina neden olur. Oksidatif stres, serbest radikallerin
hiicrede artis1 ve hiicre fonksiyonlar1 tizerinde yaptiklar1 olumsuz etki gostermesi

olarak tanimlanir (Gomez ve ark. 1996, Aydin ve ark. 2001).
1.2.2. Antioksidanlar

Serbest radikallerin organizmalarda Onemli yikict hasarlara neden oldugu
bilinmektedir. Bu hasarin 6nlenmesi i¢in savunma mekanizmalart bulunmaktadir ve
bu mekanizmalar ‘antioksidan savunma sistemleri’ olarak isimlendirilmektedirler.
Bu sistemler, hem intraseliiler hem de ekstraseliiler yapidadir. Serbest radikallerin
bir¢cogu antioksidan savunma sisteminden kurtularak etkilerini siirdiirebilirler (Sikka
ve ark. 1995, Halliwell ve Gutteridge 2015). Antioksidan sistemde enzimatik
(Glutatyon peroksidaz / Glutatyon reduktaz: GPX / GRD, Siiperoksit-dismutaz: SOD
Katalaz: CAT) ve enzimatik olmayan (Hipotaurin, Askorbat, Urat, Piriivat, Vitamin
E, Taurin) antioksidan yapilar1 mevcuttur. Bu tiir antioksidanlar 6nleme, durdurma
ve tamir etme olmak iizere li¢ savunma mekanizmasi igerir (Maldjian ve ark. 2003,

Baker ve Aitken 2005).



1.2.2.1. Endojen Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar, enzim olmayanlar ve enzim olanlar olmak iizere iki
siiftan olusurlar. Enzim olan endojen antioksidanlar: Katalaz (CAT), siliperoksit
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, {irat,

albiimin ve laktoferrindir (Sener ve Yegen 2009).

1.2.2.2. Eksojen Antioksidanlar

Eksojen olarak bilinen ve disaridan temin edilen antioksidanlar: a-tokoferol
(vitamin E), askorbik asit (vitamin C), B-karoten, ksantin, folik asit (folat), oksidaz,

mannitol, barbitiiratlar, albiimin, demir, selatdrleridir (Halliwell ve Gutteridge 2015).

Antioksidanlarin etki mekanizmasi dort ayri sekilde ifade edilir. Bunlar;

I.  Toplayict etki; Antioksidanlar serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari
tutma veya daha zayif yeni molekiile cevirme 6zelligine sahiptirler. Ornek olarak
SOD, GPx ve katalaz enzimleri ve bazi baglayici proteinler verilebilir.

II. Bastiric1 etki; Antioksidanlar, serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini azaltabilir veya inaktif sekle doniistiirebilirler.
Or; vitaminler, flavanoidler, mannitol, antosiyanidinler bu tarz bir etkiye
sahiptirler.

III.  Zincir kirict etki; Antioksidanlarin serbest oksijen radikallerini baglayarak
zincirlerinin kirilmasi ve boylelikle fonksiyonlarin1 engelleyici bir etkisi vardir.
Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirici etki gosterirler.

IV. Onarict Etki; Antioksidanlarin serbest radikallerin olusturduklar: hasar1 onarici
etkisi vardir. DNA tamir enzimleri, methionin siilfoksid rediiktaz onarici etki

gosterir (Akkus 1995, Sener ve Yegen 2009).



ANTIOKSIDANLAR
ENDOJEN KAYNAKLI EKSOJEN KAYNAKLI
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR

Enzimatik Enzimatik Olmayan Vitamin Ilag Olarak Kullamilan | Gidalardaki
Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar Antioksidanlar
-Katalaz *Yagda Cozlinen -Vitamin C -NADPH Oksidaz -Sodyum
-Mitokondrial Radikal Tutucular -a-tokoferol Inhibitorleri (adenozin, benzoat
Sitokrom - o —tokoferol -B-karoten, lokal anestezikler, -BHT
Oksidaz Sistemi | -Bilirubin -Folik asit kalsiyum kanal -Etoksiquin
-Glukoz 6 -Ubikinol -Ksantin Oksidaz -BHA
Fosfat -B—karoten Inhibitdrleri (allopiirinol,
-Dehidrojenaz *Suda Coziinen tungsten, oksipiirinol)
-Glutatyon S Radikal Tutuculari blokerleri, non-steroid
Transferaz Melatonin - antiinflamatuar ilaglar)
-Glutatyon Askorbik Asit -Notrofil Adezyon
Peroksidaz _Urik Asit Inhibitorleri
-Siiperoksid _Glutatyon -Demir Redoks
Dismutaz dongiisii Inhibitorleri

*Metal Iyonlarmi
(desferroksamin)

-Sitokinler (TNF ve IL-1)

Baglayan Proteinler

-Albumin
.. -Demir Selatorleri
-Ferritin
. -Barbitiiratlar
-Transferrin
Haptoglobin
Seruloplazmin

Tablo 1: Kaynaklarina gore antioksidanlar (Cross 2003).
1.2.3. Melatonin

Melatonin ¢ok giiglii bir antioksidan olmasinin yani sira, serbest radikaller
araciligl ile meydana gelen oksidatif hasara karsi koruyucu etki gostermektedir.
Melatonin bu fonksiyonlarmma ek olarak organizmada cinsel gelisimin kontrolii,
immun yanitin olusturulmasi, yaslanma, 1s1 ve uyku diizenlenmesi gibi bir¢ok

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

Melatoninin lipofilik yapida olmasi, hiicrenin biitlin organellerine
girebilmesine, hiicre cekirdegine ulagmasina ve kan-beyin bariyerini geg¢mesine
olanak tanimaktadir. Melatoninin hiicre ¢ekirdegine girebilmesi, DNA’y1 oksidatif

hasardan korumasi agisindan 6nemlidir (Beyer ve ark. 1998).




Melatonin  (N-asetil-5-metoksitriptamin)  pinealositlerde  triptofandan
sentezlenir. Triptofan N-asetiltransferaz (NAT) enzimi ile Once serotonine
dontstiiriiliir ve ardindan diger bir pineal enzim olan hidroksi indol O-metil
transferaz araciligiyla melatonine doniisiir. Bu sentez yolaginin diizenlenmesi primer
olarak gece saatlerinde gerceklesmektedir, yani diger bir deyisle karanliga baglidir
(Borjigin ve ark. 2012, Morris ve ark. 2012). Insanda bircok davranissal,
biyokimyasal ve fizyolojik degisimlere gore plazmadaki melatonin diizeylerin de 24
saatlik periyod i¢inde inisler ve ¢ikislar gozlenebilmektedir. Gece saat 20.00-23.00
aras1 yiikselen melatonin diizeyi gece yarisindan sonra bir ile bes arasi doruk
degerlere ulasir ve giindiiz saatlerinde ise bu deger diiser (Yildiz ve ark. 2006,

Borjigin ve ark. 2012).

1.2.3.1. Melatonin Etki Mekanizmasi

Melatoninin hiicrelere rahatca girebilmesinin sebebi, lipid ¢oziinlirliigiliniin
suya gore yiiksek olmasidir. Budan dolayr melatoninin etkileri sadece membrana
yonelik degildir. Ayni zamanda sulu ortamda kismen c¢oziinmesi intraselliiler
etkilerinin olugsmasina katki saglar. Melatoninin, serbest radikaller sonucu olusan
oksitatif strese karsi siipiiriicii antioksidan etkisi bulunmaktadir. Hidroksil ve peroksil
radikalleri i¢in siiptiriicii etkiye sahip olan melatonin, OH radikalini notralize etmekte
glutatyona gore 5 kat, ROO inaktivasyonun da ise E vitaminine gore 2 kat daha fazla

etkiye sahiptir (Pieri ve ark. 1994).

Melatonin, hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive eder
ve O, radikalini H,O,’ye kataliz eden SOD aktivitesini artirir. Ayrica melatonin
oksidatif stres esnasinda katalaz (CAT) aktivitesindeki azalmayi onler ve NO
olusumundan sorumlu nitrik oksit sentaz (NOS) enzimini inhibe ederek, antioksidan

etki gostermektedir (Reiter ve ark. 1995, Reiter ve ark. 2000).
1.2.4. Katalaz (CAT)

Katalaz 1901 yilinda Loew tarafindan hidrojen peroksidi parcalayan enzim
olarak diinyaya tanitilmistir. Katalaz sigir karacigerinden elde edilen bir enzimdir 1

saniye igerisinde hidrojen peroksidi 5.000.000 tanecige ayirir ve etkisi ¢cok biiyiiktiir



(Cimen ve ark. 2005). Katalaz; H;O,’y1 O ve H,O yikimlayan bir enzimdir.

Hemoprotein olan CAT’ 1n molekiil agirligi 248 kDa’dur. Yapisinda dort hem grubu
bulunan bir hemoproteindir. Hidrojen peroksit olusum hizinin yiiksek oldugu
durumlarda katalitik tepkimeyle hidrojen peroksiti suya doniistiirerek ortamdan
uzaklastirmaktadir. Hidrojen peroksit olusum hizinin diisiik oldugu durumlarda ise
peroksidatif etkisi vardir. Enzimler arasinda en yiiksek katalitik doniisiim hizina

sahiptir, aktivitesi i¢in demir gereklidir (Meister ve Anderson 1983).

Katalaz enzimi esas olarak peroksizomlarda lokalize olmakla birlikte
endoplazmik retikulum ve sitosolde de yogundur. Aktivitesi karaciger, bobrek,
miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde yiiksektir. Katalaz, lipid peroksitleri gibi

biiyiik molekiilleri indirgeyememektedir. Enzim bir molekiill H,O,’den elektron

alarak onu oksitlerken kendisi rediiklenir, bir diger molekiil HO,’ e elektron vererek

onu indirgerken kendisi oksitlenerek baslangigtaki durumuna doner (Karabulut

2001).
1.3. Biiyiime Faktorleri

Biiylime faktorleri, regiilator molekiil grubudur ve genellikle 6-30 kDa
blyiikliglindedir (Van Zoelen 1999). Biiyiime faktorleri hiicrelerin replikasyon ve
farklilasmasinm1 diizenler. Sistemik dolasimda bulunurlar, ¢esitli hiicre sistemleri ve
dokularca salinirlar, bu nedenle de hiicre metabolizmasinin sistemik ve lokal
diizenleyicileridir. Biiylime faktorleri dolasimda serbest olarak ya da spesifik
baglayict proteinlere bagli olarak bulunurlar yada trombosit agregasyonundan sonra

salinmak iizere trombosit graniillerinde depolanirlar (Canalis 1992).

Biiylime faktorleri otokrin, parakrin ve endokrin mekanizmalarla hiicresel
fonksiyonlar1 saglarlar. Otokrin faktorler salgilandiklari hiicrenin fonksiyonlarini
etkiler. Salgilandiklar1 alanda etkili olan faktorler parakrin yolla etki eder. Endokrin
olarak etkileyen faktorler ise hedef hiicreye kan yoluyla gider ve diger hiicreleride
etkiler. Bir kac¢ transforme fibroblast, hiicrenin kendi i¢inde hi¢ salgilanmamis
faktorlere intrakrin mekanizma ile yanit verirler (Fisher ve Delbert 1990, Steenfos

1994),



Hedef hiicrenin biiyiime faktorii tarafindan etkilenmesi reseptoriin bulunup
bulunmamasi baglidir. Reseptore baglanmasi sonucunda hiicre icerisinde 6zgiin bir
cevap ortaya cikar. Etki genellikle tirozin kinazin uyarilmasi sonucu saglanir. Her
hiicrede farkli biiylime faktorii i¢in, farkli sayida reseptoér bulunur (Fisher ve Delbert

1990, Steenfos 1994).

Biiytime faktorleri; kemotaktik ve hiicresel proliferasyonu uyarmasiyla, ayni
ve farkli tipteki hiicreler arasindaki sinyalizasyonu saglamasiyla, ekstraselliiler
matriks olusumu ve anjiogenezi kontrol etmesiyle, konsantrasyon siirecini
diizenlemesiyle ve doku biitlinliigiinli yeniden kurmasiyla iyilesme siirecinde temel

bir rol oynarlar (Gope 2002).

Biiylime faktorlerinin embriyo gelisimi ve oosit tizerine etkileri, daha 6nceki
yillarda ve giiniimiizde bir ¢ok calismaya konu olmustur. Oosit ve erken embriyo
gelisimiyle ilgili olarak iizerinde durulan biiyiime faktorleri; bliylime farklilasma
faktorii (GDF-9), epidermal biiyiime faktorii (EGF), insiilin biiyiime faktorii (IGF-I,
IT), transforme edici biiyiime faktorii (TGF-a,f), fibroblast biiyiime faktorii (FGF),
trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF), seklinde siralanir (Lee ve ark. 2011).

TGF-B ailesinden biiyiime faktorleri testis dokusunda da spermatogenez
sirasinda bircok hormonla birlikte goérev alir. Yapilan yeni ¢alismalar gostermistir ki
TGF-B ailesinden (Transformers growth factor beta) biiylime faktorleri testis

gelisiminde 6nemli bir rol oynadig1 anlagilmaya baslanmistir. (Zhao ve ark. 2011).
1.3.1. Biiyiime Farkhilasma Faktorii (GDF-9)

GDF 9 son yillarda tizerinde en ¢ok caligilan biiyiime faktorlerinden biridir ve
ilk olarak northern blot analizi ile yetiskin farelerin yumurtaliklarinda spesifik olarak
tespit edilmistir (McPherron ve Lee 1993). TGF-f ailesinin (transforming growth
factor superfamily) bir tyesidir. TGF-B ailesi, ovaryumdaki follikiiler gelisimi,
ekstraseliiler sinyal yollar ile diizenler (Martins ve ark. 2008, Peng ve ark. 2010,
Abdel-Ghani ve ark. 2016). Fare, sican ve insanlarda yapilan ¢alismalarda GDF-9’
un ovaryumdaki follikiilogenez i¢in ihtiyag duyulan 6nemli faktorlerden oldugu

bildirilmigtir (Dong ve ark. 1996, Pellicer ve ark. 1999). GDF-9’un hiicre
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cogalmasinda artis ya da azalma olmasi durumunda tek tabakali primer folikiiller
asamasindan, ¢ok tabakali folikiiler gelisim asamasina geciste belirgin bir etkisi
oldugu anlasilmistir. Ayrica, GDF-9’un in vivo c¢alismalarda somatik hiicre
fonksiyonlarinda ihtiyag duyulan oosit kaynakli 6nemli bir faktor olarak
gosterilmektedir (Dong ve ark. 1996). Yoklugunda infertiliteye neden oldugu
bildirilmistir (Dong ve ark. 1996, Kumar ve ark. 1997, Yan ve ark. 2001).

Son zamanlarda yapilan calismalarda (Nicholls ve ark. 2009, Zhao ve ark.
2011, Shah ve ark. 2016) ovaryumda etkisi olan GDF-9’ un testis hiicrelerinde de
etkili oldugu ve gametogenez sirasinda sinyal yollarindan salgilandigi bildirilmistir.
Yapilan c¢alismalar sonucu in vitro verilerde GDF-9° un spermatogenezisi
diizenledigi ileri stiriilmektedir ve GDF-9’ un sertoli hiicrelerinin sik1 baglantilarinda
(kan-testis bariyeri) inhibe oldugu ifade edilmistir (Fitzpatrick ve ark. 1998,
Aaltonen ve ark. 1999, Pennetier ve ark. 2004). Ayrica son zamanlardaki veriler
GDF-9’un testiste potansiyel olarak spermatogenezde oOzellikle spermatidlerin
kuyruk olusumu ve iletimini diizenledigi yoniindedir. GDF-9’un agirlikli olarak
primer ve sekunder spermatositler ile spermatidlerin sitoplazmasinda ve lokalize
oldugu ifade edilmistir. GDF-9 testis germ hiicresi spesifik faktoriidiir ve GDF-9
parakrin salgilama ile sertoli hiicrelerinin sik1 baglantilarini ve otokrin salgilama ile
germ hiicrelerini diizenlemektedir. GDF-9 baglica germ, sertoli ve Leydig
hiicrelerinin sitoplazmasinda immunolokalizasyon gosterir fakat germ hiicrelerindeki
ekspresyonun sertoli hiicrelerinden daha zayif oldugu bildirilmistir (Nicholls ve ark.
2009, Zhao ve ark. 2011). Guo ve ark (2013) gore otokrin yolla primer
spermatositlerden spermatidlerin olusmasi i¢in seminifer tubiillerde GDF-9’ un

gerekli oldugu bildirilmistir (Guo ve ark. 2013).
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1.4. Erkek Genital Sistemi

Erkek iireme sistemi; spermatozoon ve erkek cinsiyet hiicrelerini {ireten
testisler, testis i¢i ve dis1 genital kanallar (tubuli rekti, rete testis, duktuli efferentes,
duktus epididimis, duktus deferens, duktus ejekulatoryusu), yardimci bezler (seminal
vezikiil, prostat, bulbo iiretral ) ve penisten olusur (Aytekin 2016).

1.4.1. Testis

Testisler seksiiel olgunlagmayi, iireme fonksiyonlarini ve embriyonik gelisimi
etkileyen ekzokrin (sperma hiicreleri, spermatozoonlar) ve endokrin (testosteron)

fonksiyonlara sahiptir (Alacam 1999, Aytekin 2016).

Testisler, skrotum denilen torba iginde funikulus spermatikus ile asili duran
bir ¢ift organdir. Skrotumun testisin 1s1sini, intra abdominal 1s1n1n altinda tutmak gibi
Oonemli gorevleri vardir (Tanyolag 1999). Testisler igine yerlestigi skrotumda bulunan
oval bicimli organlardir. Sicanlarda testis agirligt viicut agirhiginin %]1’°ini
olustururken, insanda bir testis 15 gr agirhgindadir (Aytekin 2016).

Testislerin etrafin1 saran kapsiil i¢ten disa dogru {i¢ tabakadan meydana gelir.
Bunlar tunika vaskiiloza, tunika albuginea ve tunika vaginalis olarak adlandirilir
(Aytekin 2016). Tunika vaginalis; bu tabaka icte visseral ve dista pariyetal
yapraklara ayrilir ve testisin tunika albuginea kismini orter (Junqueira ve Carneiro
2006, Aytekin 2016). Tunika albuginea; Kapsiilin en kalin ve belirgin olan
fibroelastik bag dokusu tabakasidir. Testise giren ve ¢ikan kan damarlari, lenf
damarlar1 ve kanallar bu tabaka i¢inde seyrederler. Tunika vaskiiloza; Skrotumu
saran kapsiiliin en i¢ tabakasina tunika vaskiiloza denir. Bu tabaka gevsek bag
dokusuyla sarili damardan zengindir. Her testis lobiilii sinirleri, kan damarlarini ve
interstisyel hiicreleri igeren gevsek bag dokusu ile sarili seminifer tubiilden olusur

(Aytekin 2016).
1.4.1.1. Seminifer Tubiil

Seminifer tubiiller spermlerin iiretildigi, kivrimli seyreden tubiillerdir. Her
testiste 250-1000 adet tubiil bulunur. Lobiillerin apeksinde diiz seyreden tubiiller

tubuli rekti olarak isimlendirilirler. Diiz tubiiller mediyastinumda bulunan
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anastomozlasan kanallar olan rete testis ile devamlilik gosterir. Rete testis,
epididimisin ile duktuli efferentes bas kismina baglanmistir. Seminifer epitelde yer
alan hiicre grubundan biri germ hiicreleri olan spermatogenetik hiicrelerdir. Diger
hiicreler ise onlar1 besleyen ve germ hiicrelerine destek olan sertoli hiicreleridir.
Sertoli hiicreleri prizmatik hiicrelerdir ve bazal membrandan tubiil limenine kadar
uzanir. Spermatogenetik hiicreler ise ard arda ve birbiri {lizerine siralanmis farkl
gelisim agsamasinda olan hiicrelerdir. Bunlardan spermatogonyumlar bazal membrana
en yakin olanlardir. Spermatidler ise liimene en yakin olan ve daha olgun hiicrelerdir.
Spermiyumlar liimende izlenir. Epitel altinda yer alan tunika propriya, fibroblast
icermeyen tipik bir¢ok tabakali bag dokusudur. Bu tabaka insanda seminifer epiteli
kusatan ince bazal membran altinda 3-5 sira miyoid hiicre ve kollajen lif tabakasi
icerir. Bu dokuya peritubiiler doku da denir. Kemiricilerde bu tabaka tek sira yassi

miyoid hiicre tabakasi seklindedir (Aytekin 2016).
1.4.1.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicrelerinin, spermatogenetik hiicrelerden farkli olarak boliinme
yetenekleri yoktur, soluk boyanan sitoplazmalariyla 1sik mikroskobik olarak
siirlariin secilmesi zordur (Denek 2010). Sertoli hiicrelerinin lateral uzantilar ile
olusturulan bélmelere spermatogenetik hiicreler yerlesmislerdir. Sertoli hiicrelerinin
birbirleri ile baglanmas1 ile olusan epitelyal bolmelerin bazal bdoliimiinde
spermatogonyumlar ve erken donem primer spermatositler, luminal bdliimiinde ise
daha olgun spermatositler ve spermatidler bulunur. Sertoli hiicrelerinin birgok gorevi
vardir. Bunlar arasinda; Gelismekte olan spermleri destekleme, koruma ve besleme,
gelisimlerini tamamlayamamis spermatogenetik hiicrelerin fagosite edilmesi, sperm
transportu i¢in kullanilan seminal plazmanin salgilanmasi sayilabilir (Aytekin 2016).
Yine bunlara ilaveten sertoli hiicreleri spermatogenetik hiicrelerin farklilagip
olgunlagmasin1 saglayan androjen baglayict protein, FSH salininmimi1 baskilayan
inhibin, plazminojen aktivator ve transferin sentezinin yani sira anti-miillerian
hormon salgilarlar (Kierszenbaum 2006). Ayrica, sertoli hiicreleri arasindaki baglanti
kompleksleri spermatogenetik hiicreleri barindiran epitelyal alanlar olusturmalarinin
yani sira kan-testis bariyeri olarak isimlendirilen 6nemli bir bariyeri de olustururlar

(Aytekin 2016).
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1.4.1.4. Spermatogenez

Yeni bir canlinin olugmasi haploid sayida kromozoma sahip erkek ve disi
germ hiicrelerinin birleserek diploid sayida kromozoma sahip olan zigot olusumu ile
baslar. Pubertadan sonra olgun erkek germ hiicrelerinin olusmasi spermatogenez
olarak bilinir ve 4 evrede gerceklesir. Bu evreler; ¢ogalma, biiyiime, olgunlasma,
baskalasim donemidir (MacLean ve Wilkinson 2005). Cogalma doneminde
spermatogonyumlar mitoz boliinmeyle sayica artarlar. Bu donem goniyogenezis veya
spermatositogenez olarak bilinir. Biliylime doneminde spermatogonyumlar primer
spermatosit boliinilirler (Tanyolag 1999, MacLean ve Wilkinson 2005). Primer
spermatositlerden birinci mayoz bdliinme ile sekunder spermatositler olusur.
Olgunlasma donemi spermatositlerin ard arda iki boliinme gegirerek kromozom
sayilar1 ve DNA miktarlarin1 yariya diisiirerek spermatidleri olusturdugu evredir.
Primer spermatosit birinci mayoz boéliinmesi ile iki adet sekunder spermatosite
boliiniir. Bu boliinme ile primer spermatositin diploid kromozom sayisi haploide
inmis olur. Sekunder spermatositler primer spermatositlere oranla ¢ok daha kiiciik
hiicrelerdir. Sekunder spermatositlerden ikinci mayoz boéliinme sonunda spermatidler
olusmaktadir. Bu spermatidler DNA icerigine ve haploid kromozoma sahiptirler.
Spermiyogenez, spermatidlerin farklilagsarak hareketli spermatozoonlara (sperm)
doniistiigli bagkalasim donemidir. Spermatidler yuvarlak veya poligonal sekilli,
yogun ¢ekirdeklidir. Spermatidlerin bagkalasim doneminde ¢ekirdekleri kiigiiliir,
yogunlasir ve hiicreler kuyruk olusturarak spermatozoonlara  doniisiir.
Spermiyogenezde, spermatogenetik hiicreler gibi seminifer tubiillerde yer alan sertoli
hiicreleride 6nemli rol oynarlar. Degisim siiresince spermatidler sertoli hiicre

membranlarina bagh kalirlar (MacLean ve Wilkinson 2005, Aytekin 2016).
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Spermatozoon
Spermatid
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Bariyeri Hucreleri

Fibroblast:

Sekil 1: Tubulus Seminiferus Kontortus (banks kitabindan uyarlanmistir.) (Banks 1986)

1.4.1.5. interstisyel Doku

Interstisyel doku; seminifer tubiillerin arasinda yer alan sinirlerden, lenf ve
kan damarlarindan ve ayrica gevsek bag dokusundan olusur. Gevsek bag doku
icerisinde tek tek ya da kiimeler halinde Leydig hiicreleri bulunur. Leydig hiicreleri
steroid sentezleyen hiicre 6zelligini gosterir ve sitoplazmalarinin en tipik 6zelligi cok
sayida lipid damlasinin bulunmasidir (Aytekin 2016). Leydig hiicreleri, pubertadan
sonra, siklik adenozin monofosfat (cAMP) iiretimini etkinlestirerek liiteinlestirici
hormon (LH)’ u uyarir ve ardindan Sa-rediiktaz enzimi ile dihidrotestosteron’a
dontistiiriilen, testosteronu iretir. Leydig hiicreleri tarafindan tiretilen bu testosteron
spermatogenezin ve diger erkeklik 6zelliklerin olusumu ve stirekliligi i¢in onemlidir

(Kierszenbaum 2006).

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

Faktorleri

DM, giiniimiizde bilindigi iizere diinyada hizlica yayilan, yliksek mortalite ve
morbidite riski tagiyan bir hastaliktir (Pitkanen ve ark. 1992). Diabette oksidatif stres
pek cok mekanizmaya bagl olarak artabilmektedir, ancak bu mekanizmalarin kesin

katkis1 tam olarak kanitlanmis degildir (Atalay ve Laaksonen 2002). Oksidatif stres;
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diabet ve diabetin komplikasyonlar1 basta olmak iizere; infertilite, liriner sistem
hastaliklari, miyokardiyal enfarktiis, kanser, katarakt, solunum, sinir ile stres ve
yaslanma gibi bir¢ok hastalik siirecinde 6nemli rol oynarlar (Pitkanen ve ark. 1992,
Ak ve ark. 1994, Atalay ve Laaksonen 2002). Yapilan ¢alismalarda deneysel olarak
diabet olusturulan sigcanlarda ve diabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve
lipid peroksidasyonunun Onemli derecede arttifi ve oksidatif stresin diabet
etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu bildirilmistir (Pitkanen ve ark. 1992, Ak

ve ark. 1994, Atalay ve Laaksonen 2002).

Diabetin beyin, pankreas, testis gibi farkli organlarda bircok yapisal ve
fonksiyonel etkileri vardir. Diabet insanlarda ve hayvanlarda erkek iireme
fonksiyonlarini bozabilir (Sisman ve ark. 2014). Diabetin etkisi ile testis dokularinda;
seminifer tubiillerde, tunika albugineada, interstisyel bag dokusu icinde ve Leydig
hiicrelerinde histolojik degisikliklerin oldugu yapilan calismalarda bildirilmistir.
Diabetin gonadal fonksiyonlara etki ederek, testosteron diizeyini diisiirdiigii, yetersiz
spermatogenez ve testikiiler disfonksiyon olusturdugu anlasilmistir (Oztiirk ve ark.
2002). Cai ve ark (2000) tarafindan si¢anlarda diabet olusumu sonucu, testikiiler
germ hiicrelerinde apoptoziste artis gozlendigi bildirilmistir (Cai ve ark. 2000).
Bunun yani sira Ficher ve ark (1984) ile Steger ve Kienast (1990) tarafindan yapilan
caligmalarda Diabetes Mellitus’un canlilarda anormal sperm yapimina ve tiremedeki
engellere sebep oldugu, diabetik erkeklerde infertiliteye neden oldugu bildirilmistir
(Ficher ve ark. 1984, Steger ve Kienast 1990). Atalay ve ark (2003) tarafindan STZ
intraperiteneal enjeksiyonu ile olusturduklar1 diabet c¢alismalarinda, fertilite,
testikiiler agirhigin, testikiiler sperm sayisi, sperm hareketliligi, proliferasyon
yeteneginin belirgin olarak azaldigi, STZ uygulanmasiyla testiste germ hiicre
sayisinda azalma, seminifer tubiil duvarinda kalinlasma, Leydig hiicrelerinin

sayisinda ve fonksiyonunda azalmanin gézlendigi bildirilmistir (Altay ve ark. 2003).

Diabetin etkisi sonucu, viicut ve reprodiiktif organ agirliklarinda azalma
gerceklesir. Diabetik canlilarda, testislerin epididimislerinde sperm sayisinda
azalmaya, testikiiler islev bozukluguna, kotii semen kalitesine, azalmig sperm
hareketi ve anormal sperm morfolojisi gibi sorunlarla karsilasildig ifade edilmistir

(Bitzer ve Alder 2009, Ricci ve ark. 2009, Ziaei-Rad ve ark. 2010).
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Oksidatif stresin erkek infertilitesindeki onemi, ilk olarak 1943 yilinda
aerobik sartlarda inkiibe edilen insan spermatozoonlarinin hareketliligi {izerine
calisan Isko¢ Androlog John MacLeod’un ortama (besiyerine) CAT eklenmesi ile,
sperm hareketliliginin arttigin1 gostermesi ile baslamistir (MacLeod 1943). Oksidatif
stres kaynakli rahatsizlig1 bulunan hastalarda endojen kaynakli antioksidanlarin etkili
olmadigi, oksidatif hasar1 azaltabilmenin sadece disardan alinacak antioksidanlarla
miimkiin oldugu (Orn: Melatonin, Vitamin E, C) ve spermin kalitesini yapilan
antioksidan tedavi ile artabilecegi ifade edilmistir. Bu tedaviyle fertilizasyon
oranlarinin artmast sonucu lipid peroksidasyon potansiyelinin azaldigi goriilmiuistiir

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

Testislerin; steroid hormon ve sperm iretimini desteklemek amaci ile
oksidatif strese kars1 korunmasina ragmen, bazi endojen ve ekzojen faktorlerin bu
savunmayi alt iist ettigi ve oksidatif stres meydana getirdigi bilinmektedir (Ikeda ve
ark. 1999). Spermatogenez saniyede 1000 sperm {iretebilme kapasitesine sahip ve
aktif olarak siirekli tekrarlanan bir siirectir. Bu siirecte dogal olarak meydana gelen
hiicre boliinmesi, germinal epitel tarafindan yiiksek oranda mitokondriyal oksijen
tilketimini gostermektedir. Testisteki zayif vaskiilarizasyona bagli olarak oksijen
miktariin diisiik olmasi sonucu bu oksijene olan ihtiya¢ artmaktadir. Ayrica fazla
miktarda doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan sistemlerin varligi nedeniyle
testis oksidatif strese karsit hassas hale gelmektedir. Hem spermatogenez hem de
Leydig hiicrelerindeki steroidogenez, oksidatif stresle hasar gorebildigi ve bu
dokudaki diisiik oksijen miktar1 nedeniyle, testisin kendini serbest radikallerin

hasarindan koruyabilecegi mekanizmalar 6nem kazanmaktadir (Tekcan 2009).

Testis bu korunmay1 saglamak i¢in; c¢esitli antioksidan enzimler ve serbest
radikal temizleyiciler icermektedir. Bu antioksidan savunma sistemleri oldukca
onemlidir. Bunlarin sonucunda; erkek germ hiicre hattinda DNA hasar,
spermatozoada DNA hasari, testikiiler antioksidan enzim aktivitesinde bozukluk,
oksidatif stres indiiklenmesi, lipid peroksidasyonunun indiiklenmesi, ROS
temizleyicilerinin kaybi ve testikiiler SOD ile CAT in baskilanmasi goriilmektedir

(Karabas Kuru 2009).
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Fatani ve ark. (2015) diabetli sicanlarda oksitatif strese kars1 etkili olacagini
diistindiikleri antioksidan etkili besin takviyesi olan Ilutein kullanarak testis
dokusunda antioksidan etkisini incelemislerdir. Diabete karsi lutein takviyesinin
antioksidan etkisine bakmak i¢in katalaz (CAT) ve TNF-a ile IL-8 sitokinlerin
aktiviteleri Olgerek, histopatalojik olarak degerlendirmislerdir. Testis dokusunda
diabetli grubun kontrol grubunu gore testosteron seviyesinin azaldigini, TNF-a ile
IL-8 sitokinlerin diizeylerinin diabetli testiste arttigini, CAT enziminin aktivitesinin
diabetli grupta belirgin olarak azaldigini bildirmislerdir. Ancak lutein uygulamasi ile
TNF-a ile IL-8 sitokinlerin diizeyi azalmis, antioksidanlarin diizeyi ise artmustir.
Histopatolojik olarak testis dokusunda kontrol grubuna gore diabetli testis dokusunda
seminifer tubiillerde uzama ve tubiil bazal mebraninda kalinlasma gozlendigi,
spermatogoniumlarda ve interstitial alanda kan damarlarinda ve Leydig hiicrelerinde

dejenerasyon gozlemlediklerini iletmislerdir (Fatani ve ark. 2015).

Melatoninin, hiicre membran1i ve c¢ekirdeginde serbest radikallere karsi
koyarak c¢esitli organlarin fonksiyonlarin1 diizenledigi, doku rejenerasyonu ve
hiicresel mitotik aktivite iizerine hizlandirici etkisi oldugunu bildiren birgok ¢alisma
mevcuttur (Beyer ve ark. 1998, Ha ve ark. 1999, Yiiziiak 2014). Melatonin
insanlarda biiylime hormonu ve kortizol salinimini artirarak kemik olusumda etkili
oldugu anlasilmistir. Melatonin, fibroblast biiylime faktorii-2 (FGF-2)’nii uyararak
osteoblastlarin ¢ogalmasini sagladig: bildirilmistir (Takechi ve ark. 2008).

Melatonin kan beyin bariyeri, kan-testis ve plasentadan rahatlikla gegebilir
(Menendez-Pelaez ve ark. 1993, El-Sokkary ve ark. 1999). Bu farkliliktan dolay1
Vitamin E’nin beyni oksidatif strese karsi korumasi melatonine goére simirhidir.
Diabette oksidatif stresin artmasi testis difonksiyonuna da sebep oldugu ve 5 giin 10
mg/kg melatonin uygulamasi ile diabetik ratlarda testikiiler hasar1 azaltmada faydali
oldugu (Guneli ve ark. 2008) ve diabetik canlilarda viicut agirliginda ve testosteron

seviyelerinde azalma oldugu bildirilmistir (Roy ve ark. 2013).

Yalginkaya ve ark. (2009), radyasyon hasarinin testis ve bobreklerdeki
malonyldialdehit diizeyi (MDA) f{izerine etkisi ve melatonin ile Onlenmesini
aragtirmak amaciyla melatonini 5 gilin siire ile uygulamislardir ve c¢aligmada

melatoninin olumlu etkisinin oldugu bildirilmistir (Yalg¢inkaya ve ark. 2009).



18

Antioksidanlar serbest radikaller i¢in kolay bir elektron hedefi olusturarak
serbest radikallere uygun elektronun baglanmasini saglayarak stabil yap1 olusumunu
saglar. Hiicre ve dokularin yapisal biitiinliigliniin korunmasinda ve normal
fonksiyonlarinin yerine getirmelerinde oksidan ve antioksidan sistem arasindaki
dengenin korunmasi biiyilkk onem tasimaktadir (Akkus 1995). Antioksidanlarla
yapilan c¢aligmalar sonucunda, antioksidanlarin, biliyiime faktorleriyle ortak
fonksiyona sahip olabilecegi ve ayni zamanda biiyiime faktorleri {lizerine etkileri
oldugu agiklanmistir (Takechi ve ark. 2008).

Organizmanin tiim dokularinin gelisiminde, homeostazisinde ve onariminda
cok onemli rol oynayan TGF-f ailesi, yapisal olarak iligkili cok sayida polipeptid
bliylime faktorleri icerir, bunlarin her biri hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi,
motilitesi, adezyonu ve 6liimii gibi hiicresel siiregleri diizenleme yetenegine sahiptir .
TGF-B ailesi, hedef hiicrenin uyariya verdigi yanitin ¢esidine bagh etkileri olan ¢ok
fonksiyonlu agonistlerdir (Massagué 2000, Shi ve Massagué¢ 2003). GDF-9, TGF-
stiper ailesine ait olan kemik morfogenetik proteinlerin (BMPs) bir {liyesidir. BMPs
cesitli hiicre tiplerinde invazyon, farklilasma, apoptozis, hiicre biiyiimesi ve dnemli
hiicresel stireclerin ¢esitliligini diizenleyebilen ¢ok fonksiyonlu biiylime faktorleridir
(Chen ve ark. 2004, Du ve ark. 2012). Testislerde yiiksek seviyede ekspre edilebilen
GDF-9 ve BMP15’in 0zellikle testis fonksiyonlarini diizenleyebilen biiyiime
faktorleri olabilecekleri diisiintilmektedir (Fitzpatrick ve ark. 1998, Aaltonen ve ark.

1999).

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda (Fitzpatrick ve ark. 1998, Zhao ve ark.
2011), ovaryumda etkili olan GDF-9’un testis dokusunda da spermatogenez igin
gerekli oldugu anlasilmistir. GDF-9’un Leydig hiicrelerinde, sertoli hiicrelerinde kan
testis bariyerinde, primer ve sekunder spermatosidlerde ve spermatidlerde lokalize
oldugu bildirilmistir. Sertoli hiicrelerinin sadece germ hiicrelerine destek olma ve kan
testis bariyerini olusturma gibi temel fonksiyonlarinin yani sira sayisiz madde
salgilayarak ya da iizerindeki reseptor araciligi ile pek cok hormon ve molekiiler
yapilarla etkilesim gosterdigi anlagilmistir (Vitt ve ark. 2000, Shah ve ark. 2016).
Ayrica spermatogenez olusum siirecinde FSH, reseptorler araciligi ile baskalasimda

etkilidir. FSH ile birlikte tiroid hormonu, biiylime hormonu (GH), insiilin-benzeri
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biiyiime faktorii-I (ILGF-1), aktivin ve diger biiylime faktorleride bu siirecte yer alir
(Nicholls ve ark. 2009, Zhao ve ark. 2011).

Diabetes Mellitus’ un testis dokusu tizerindeki olumsuz etkileri, melatoninin
ise serbest radikalleri etkisiz hale getirerek dokuda hiicresel iyilesme saglamasi,
endojen antioksidanlardan olan CAT’1n diabette nasil etkilendigi ve bunla baglantil

olarak biiylime faktorii (GDF-9) etkilerini inceleme amaglanmas.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1.MATERYAL
2.1.1.Deney Hayvam Materyali

Yapilan calisma Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuart ile
Kafkas Universitesi Hayvancilik Arastirma ve Uygulama Merkezi Laboratuvarinda
gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan deney hayvanlart Erzurum Veteriner
Kontrol Enstitiisii Miidiirliigiinden temin edildi. Calismada kullanilan deney
hayvanlar i¢in KAU-HADYEK/2014-009 kodlu Etik kurulu onay1 alindi. Ortalama
10-12 haftalik, 40 adet erkek Spraque-Dawley 1rki rat, Erzurum Bayramoglu Yem
Fabrikast A.S.’den temin edilen standart rat yemi ve musluk suyu ile ad libitum
beslendi. 1 hafta adaptasyon siirecinden sonra, ratlar 4 gruba ayrilarak nem oraninin
ortalama %50 + 5 oldugu 6zel bir ortamda 22 + 2 °C oda sicakliginda, 12 saat
karanlik, 12 saat 151k ortamda standart kafeslerde barindirildi.

Gruplara gore deneysel uygulamalar Tablo 2’de gdsterilmistir.

Deney Gruplari Denek Deneysel Uygulamalar
Sayisi

Kontrol Grubu I.p. enjeksiyon ile pH 4,5 deki 0.1 M sitrat tanponu
10 enjekte edildi.

L.p. enjeksiyon ile pH 4,5 deki 0.1 M sitrat tanponu
Diabet Grubu 10 icinde eritilen STZ 50 mg/kg olarak tek doz
uygulandi.

Etanolde ¢ozdiiriiliip serum fizyolojik ile 1/10
Melatonin Grubu 10 oraninda sulandirilmis 10 mg/kg dozunda melatonin
1.p. yolla 2 hafta boyunca hergiin enjekte edildi.

I.p. enjeksiyon ile STZ uygulamasindan sonra, diabet
Diabet + Melatonin | 10 olusumunu takiben etanolde ¢ozdiiriliip serum

Grubu fizyolojik ile 1/10 oraninda sulandirilmig 10 mg/kg
dozunda melatonin i.p. olarak 2 hafta boyunca
hergiin enjekte edildi.

Tablo 2: Deney gruplart ve yapilan uygulamalar (Guneli ve ark. 2008, Aktas ve ark. 2011, Koral
Tasc1 ve Giilmez 2014).
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22.METOD

2.2.1. Streptozotosin ile Diabet Olusturulmasi

Calismada deney grubuna deneysel olarak diabet olusturmak i¢in kullanilan
streptozotosin (STZ) (Sigma S0130-100 MQG), deney siiresine kadar -20 °C’de soguk

zincir sartlarina dikkat edilerek muhafaza edildi

Deney grubunda diabet ve melatonin uygulanan diabet grubuna, 8 saatlik
aclik sonras1 pH 4,5 deki 0,1 M sitrat tanponu i¢inde eritilen STZ 50 mg/kg dozunda
intraperitoneal (ip) olarak tek doz enjekte edilmistir. Denekler enjeksiyon
uygulamasindan sonra standart rat yemi ve igme suyu ile beslendi. Diabet ve
diabet+melatonin grubuna STZ uygulamasindan 72 saat sonra 8 saatlik ac¢lik sonrasi
kan-glukoz diizeylerine kuyruk veninden alinan kan oOrnegiyle glukometre (Accu-
Chek- Go, Roche) ile bakilarak kan glikoz degerleri 200 mg/dl ve flizeri olan
hayvanlar diabetik olarak kabul edildi (Kanitkar ve Bhonde 2004).

2.2.2. Melatonin Uygulamasi

Deney grubuna uygulanan melatonin (Sigma-M5250) soguk zincir sartlarina
dikkat edilerek deney siiresine kadar -20 °C’de soguk zincir sartlarmma dikkat
edilerek muhafaza edildi.

Calismada STZ uygulanmasindan 72 saat sonra, yani diabet olusumundan
hemen sonra STZ’ li diabetli gruptaki ratlara ve sadece melatonin uygulanacak
gruptaki ratlara, etanolde c¢ozdiriiliip serum fizyolojikle ile 1/10 oraninda
sulandirilmig 10 mg/kg (Koral Tas¢1 ve Giilmez 2014) dozdaki melatonin 2 hafta
boyunca intraperitoneal (i.p.) yol ile giinliik olarak enjekte edildi.

Kontrol grubuna ise Lp. enjeksiyon ile pH 4,5 deki 0.1 M sitrat tanponu
enjekte edildi.

2.2.3. Canh Agirhk Olciimii

Deneysel calismada kullanilan biitiin ratlarin canli agirliklart deneye ilk
baslangi¢ zamani ‘0’ kabul edilip, 8 saat aglik sonrasi sabah erken saatlerde 6l¢iim
yapild1 diger giinlerde ise STZ olusumundan 8 saat aclik sonrasi 3. ve 15. giinlerde
hassas dijital terazi (Precisa-XB220A) ile tartild1
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2.2.3. Kan- Glikoz Degerlerinin Ol¢iimii

Deneysel ¢alismaya ilk baslangi¢c zamani ‘0’ kabul edilip, 8 saat aclik sonrasi
kan-glukoz diizeylerine glukometre ile kuyruk veninden alinan kan Orneginde
bakildi. Diger 3. ve 15. giinlerde ise STZ uygulamasindan 8 saat aglik sonrasi kan-
glukoz diizeylerine alinan kan 6rneginde glukometre ile Glgiildii. Diabetin tegit

edilmesinde kan glikoz degerleri 200 mg/dl iizeri olanlar kabul edildi.
2.2.4. Testis Orneklerinin Alinmasi

Deney siiresi sonunda viicut agirliklar1 ve kan glikoz degeri dl¢iilerek ratlara

eter anestezisi altinda, servikal dislokasyonla 6tenazi yapildi ve testis dokulari alindi.
2.2.5. Histolojik incelemeler

Calismada ratlardan alinan testis doku ornekleri % 10’ luk formaldehit ve
bouin soliisyonlarinda tespit edildi. Testis dokular1 dereceli alkoller, metil benzoat ve
benzollerden gegirilerek parafinde bloklandi. Hazirlanan parafin bloklarindan 5-6
mikrometre (um) kalinliginda krom aliim jelatin ile kaplanmig lamlara seri kesitler
alindi. Testislerin histolojik olarak yapisim1 incelemek i¢in alinan kesitlere
Crossmanin liglii boyama teknigi (Triple Boyama), Hematoksilen&Eosin (H&E) ve
Periyodik Asit Shiff (PAS) boyamalar1 uygulandr (Luna 1968).

Calismada tiim gruplardaki ratlarin  testis dokusu preparatlart 151k
mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan) degerlendirilerek, gerekli goriilen alanlar
fotograflandirildi. Preparatlarda, seminifer tubiil cap1 degerlendirmelerinde her bir
rat testis dokusu igin yiiz (100) adet seminifer tubiiliin ¢cap1 okiiler mikrometre ile

ol¢iildii. Elde edilen sonuglarin istatistiki degerlendirmeleri yapildi.
2.2.6. Immunohistokimyasal Incelemeler

GDF-9 ve CAT’mn testis dokusundaki immunohistokimyasal dagilimin
incelemek i¢cin Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) teknigi (Hsu ve ark.
1981) uygulandi. Krom aliim jelatin ile kaplanmis lamlara, parafin bloklarindan 5-6
um kalinliginda seri kesitler alindi. GDF-9 ve CAT’ varligim1 belirlemek i¢in, alinan

kesitler deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden sonra fosfat buffered salin
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(PBS) (O,1 M, PH, 7,2)’ de ¢alkalanarak endojen peroksidaz aktivitesini engellemek
icin 0,1 M’ lik PBS’ te hazirlanmis % 3’liikk H;0,’de 15 dk. inkube edildi. PBS ile
yikandiktan sonra (3x5 dk.) antijenleri aciga c¢ikarmak icin 10 dk. 600 devirde
mikrodalga firinda sitrat buffer soliisyonun i¢inde maksimum sicaklikta 1s1
uygulandi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra (3x5 dk.) spesifik olmayan
baglanmalar1 engellemek amaciyla Ultra V Blok serumda (% 10) inkube edildi.
Tekrar PBS ile yikandiktan sonra kesitlerden CAT immunoreaktivitesine bakilacak
kesitler oda sicakliginda 1 saat siireyle anti-CAT’ da (Abcam: ab1877) (1:2000)
inkube edildi. Anti-GDF-9 (Abcam: ab93892) (1:80) immunoreaktivitesine bakilacak
kesitler ise 1 gece siireyle +4°C’ de inkubasyonun ardindan yine PBS’ de yikandiktan
(3x5 dk.) sonra kesitlere primer antikorun iiretildigi tiire karsi olan biotinlenmis
sekunder antikor (Biontinylated Goat Anti-Rabbit (Lab. Vision, 510.991.2800)) ilave
edilerek 30dk oda 1sisinda bekletildi. Fosfat buffer salinde yikandiktan (3x5 dk.) sonra
kesitlere streptavidin horseradish peroksidaz ilave edilip oda 1sisinda 30 dk. siire ile
bekletildi. Tekrar PBS ile yikandiktan (3x5 dk) sonra kromojen uygulamasi ig¢in
Diaminobenzidin-hidrojen-peroksidaz (DAB-H202) teknigi (Shu ve ark. 1988)
kullanildi. Cekirdek boyamasi i¢in hematoksilen yapildi. Hazirlanan preparatlar 151k
mikroskobunda (Olympus Bx51, Japan) incelendikten sonra fotograflar g¢ekildi.
Hiicrelerdeki GDF-9 ve CAT immunoreaktivitesi, reaksiyonun boyanma siddetine
gore, birbiriyle karsilastirilarak degerlendirildi. Derecelendirmede kullanilan

semboller Tablo 3 de gosterilmistir.

Dokudaki Reaksiyon Yogunlugu Semboller
Cok yogun +3
Orta derece yogun +2
Az yogun +1
Reaksiyon yok +0

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

Dokulardaki GDF-9 ve CAT immunoreaktivitelerinin spesifik olup
olmadigini tespit etmek amaciyla alinan kesitlere primer antikor ilave edilmeksizin

(negatif kontrol) biitiin iglemler ayn1 olmak kaydiyla diger islemler aynen uygulandi.
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2.2.7.istatistiksel Analiz

Istatistik analiz igin SPSS programinin 16.0 versiyonu kullanildi. Gruplar
aras1 farkliliklarin istatistiki kontroliinde one-way ANOVA testi ve Duncan testi

kullanilmistir (SPSS 2007).
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3.BULGULAR

Calismamizda ratlarin canli agirliklar, testis agirliklari, tubulus seminiferus
kontortus ¢aplart ve kan- glikoz degerleri istatistiksel olarak degerlendirilmesinin
yan1 sira testis dokusunun histolojik ve immunohistokimyasal bulgularida

degerlendirilmistir.
3.1.Canh Agirhik Bulgulan

Canli agirlik degerlendirmeleri 0., 3. ve 15. giinlerde yapilmistir. Gruplarin
kendi igerisinde ve gruplar arasinda canlhi agirliklar1 asagidaki tablolarda verilmistir.

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

Giin n Canli Agirlik (gr) P degeri
0.glin 10 204,44+2,51

3.glin 10 208,31+2,61 0,198
15.glin 10 211,27£2,70

Tablo 4: Kontrol grubu i¢inde giinlere gore canli agirliklarin karsilastiriimasi (P < 0,05).

Kontrol grubu ortalama canli agirliklarinin  grubun kendi igerisinde
degerlendirilmesinde giinlere gore istatistiksel diizeyde anlamli bir fark bulunmadi

(P< 0,05).

Giin n Canli Agirhik (gr) P degeri
0.giin 10 206,34+4,77°

3.giin 10 195,19+2.82%° 000
15.gin 10 185.22+4.08"

Tablo 5: Diabet grubu i¢inde giinlere gore canli agirliklarin karsilastiriimas: (P < 0,05). ). a,b: Ayni

stitunda farkli harf tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak dnemlidir (P<0.05).

Diabet grubunun kendi igerisinde ortalama canli agirlik yoniinden giinlere
gore istatistiksel diizeyde anlamli bir fark bulundu (P< 0,05). Diabet grubunun 15.

giinlinde diger giinlere gore canli agirliklarinda azalma gozlenmistir.
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Giin n Canli Agirlik (gr) P degeri
0.giin 10 203,41+4,07

3.glin 10 205,67+1,68 0,470
15.glin 10 208,37+2,08

Tablo 6: Melatonin grubu i¢inde giinlere gore canli agirliklarin karsilastiriimas: P < 0,05.

Melatonin  grubunun kendi

icerisinde giinlere

gore ortalama canli

agirliklarinin degerlendirilmesinde istatistiksel diizeyde anlamli bir fark bulunmadigi

tespit edildi (P< 0,05).
Giin n Canli Agirlik (gr) P degeri
0.giin 10 204,50+2,71°
3.giin 10 200,04+1,83" o0l
15.g0n 10 190,164+2,40°

Tablo 7: Diabet + Melatonin grubu iginde giinlere gore canlt agirliklarin karsilagtirilmasi (P < 0,05).
a,b: Ayni siitunda farkli harf tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak dnemlidir (P<0.05).

Diabet+Melatonin grubu kendi igerisinde giinlere gore ortalama canl
agirliklar1 yonii ile yapilan istatistiksel degerlendirmede anlamli bir fark bulundugu

gortldii (P< 0,05). Diabet+melatonin grubunda canli agirliginin 15. giinde diger

giinlere gore azaldig1 gézlenmistir.

Kontrol Diabet Melatonin Diabet P
+
Melatonin

0.
Giin | 204,44+2.51 | 206,34+4,77 203,4144,07 | 204,50+2,71 [0.953
3.
Giin | 2083142.61% | 195,192,825 |205.67+1.68° | 200,04+1,83%¢ | 0.001
15.
Gin | 211 27+2,70° 185,22i4,08b 208,37+2,08" 190,16i2,40b 0.00

Tablo 8: Tiim gruplar arasi canli agirlik karsilastirilmasi (P<0.05). a,b,c: Ayni satirda ve farkli harf
tastyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak 6nemlidir (P<0.05).
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Tiim gruplara ait farkli giinlerdeki canli agirliklarinin degerlendirilmesinde 0.
giinde kontrol, diabet, melatonin ve diabet+melatonin gruplar1 arasinda canli agirlik
yonii ile istatistiksel diizeyde bir fark olmadig1 gozlendi (Tablo 8). Ancak 3. giin ve
15. giinde ortalama canli agirlik yonii ile yapilan istatistiksel diizeyde fark oldugu
belirlendi. 3. giinde kontrol grubunda canli agirhiginin diger 3 gruba gore yiiksek
oldugu, melatonin ve diabet+melatonin gruplarinin canli agirhiginin kontrol grubuna
gore istatistiksel diizeyde (P< 0,05) diisiik oldugu, diabet grubunda ise canli agirligin
diger ili¢ gruba gore istatistiksel diizeyde (P< 0,05) en diisiik oldugu gozlendi. 15.
giinde ise kontrol ve melatonin grubunun canli agirliklarinda istatistiksel diizeyde
(P< 0,05) fark olmadig1 ve diger gruplara gore istatistiksel diizeyde (P< 0,05) yliksek
oldugu, diabet ve diabet+melatonin grubunda ise canli agirliklarin istatistiksel

diizeyde (P< 0,05) fark olmadigi ve diger iki gruba gore diisiik oldugu belirlendi.
3.2. Testis Agirhk Bulgular:

Tim gruplara ait testis agirligi yonii ile yapilan istatistiksel degerlendirmede
gruplar arasi istatistiksel diizeyde (P<0,05) anlamli bir fark gozlendi (Tablo 9).
Kontrol grubunda testis agirliginin diger gruplara gore istatistiksel diizeyde (P< 0,05)
yiksek oldugu, melatonin ve diabet+melatonin grubunun testis agirliginin
istatistiksel diizeyde (P< 0,05) benzer oldugu ve kontrol grubuna gore istatistiksel
diizeyde (P< 0,05) disiik oldugu, diabet grubunun testis agirligmnin ise diger ii¢
grubun testis agirligina gore istatistiksel diizeyde (P<0,05) diisiik oldugu belirlendi.

Grup n Testis Agirligr (kg) P degeri
Kontrol 10 22,73+0.84"
Diabet 10 17,89+1,86°
0.047
Melatonin 10 21 ,47j:0,823’b
Diabet+Melatonin 10 19,84+1 ,06a’b

Tablo 9: Testis agirliklarinin tiim gruplar igerisinde karsilagtirmasi.(P<0,05. ). a,b: Aym
stitunda farkli harf tasiyan ortalamalar arasinda fark istatistik olarak énemlidir (P<0.05).
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3.3. Tubulus Seminiferus Kontortus Cap Bulgular:

Testis dokusu kesitlerinde tubulus seminiferus kontortus ¢cap degeri yoniinden
kontrol, diabet, melatonin ve diabet+melatonin gruplari arasinda istatistiksel diizeyde
(P<0,05) anlamli bir fark gézlendi (Tablo 10). Kontrol ve melatonin grubun da tubiil
capinda istatistiksel (P<0,05) diizeyde benzer oldugu, diabet+melatonin grubunun
diabet grubuna gore artis gozlenirken, diabet grubunda ise istatistiksel (P<0,05)

diizeyde diger gruplara gore azalma gozlenmistir.

Grup n Tubulus seminiferus kontortus ¢ap degeri (um) P
Kontrol 500 224.20+1.40°
Diabet 500 203.68+1.52°
0.000
Melatonin 500 223.47+1 .236l
Diabet+Melatonin | 500 209.33+1.24b

Tablo 10: Gruplar arasinda tubulus seminiferus kontortus ¢ap degerleri karsilagtiriimasi.( P<0,05).
a,b,c: Ayni siitunda farkli harf tagiyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak dnemlidir (P<0.05).

3.4. Kan- Glikoz Degeri

Yapilan calismada tiim gruplarin kan-glikoz degeri uygulama baslangicindan
itibaren 0., 3. ve 15. giinlerde oOl¢iildii. 0. giinde kan-glikoz yoni ile yapilan
degerlendirmede gruplar arasi istatistiksel diizeyde (P<0.05) anlamli bir fark
olmadigi, ancak 3. ve 15. giinlerde ise diabet ve diabet+melatonin gruplarinda kan-
glikoz diizeyinin kontrol ve melatonin uygulanan gruplara gore daha yiiksek oldugu
bununda istatistiksel diizeyde anlamli oldugu (P<0.05) go6zlendi. Kan-glikoz
diizeyinin en yiiksek diabet grubunda oldugu, diabet+melatonin grubunda ise diabet
grubuna goére daha diisikk oldugu goézlendi. Melatonin uygulamasmin diabetik
hayvanlarda kan-glikoz diizeyinin zamana bagli olarak azaldigi tespit edildi.

(Tablo 11).
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Kontrol Diabet Melatonin Diabet P
+
Melatonin
0.Giin | 10320+3.90* | 94.40+3.09*° | 97.9042.99*® | 9030+3.16° [0-058
3.Gin | 1013044.67° | 314.50+8.68° | 97.20+3.80° | 312.60+16.41% | 0.00
15.Giin | 120.00+3.44° | 507.60421.99% | 134.60+3.89° | 259.20+49.54° | 0.00

Tablo 11: Kan-glikoz diizeyinin gruplar aras1 karsilastiriimasi (P<0.05). a,b,c: Ayni satirda farkli harf
tastyan ortalamalar arasinda fark istatistiki olarak 6nemlidir (P<0.05).

Bu verilere gore, STZ uygulamasin takip eden 72 saatte diabet ve diabet+
melatonin grubu deneklerinde diabet olustugu ve 15 giinliik ¢calisma siirecinin sonuna

kadar kan-glikoz diizeylerinde anlamli bir degisiklik olmadig1 goriildii.
3.5. Histolojik Degerlendirme Bulgulari

Tim gruplara ait preparatlarin yapilan mikroskobik incelemesi sonucu,
kontrol grubuna ait 6rneklerin triple ile boyanan preparatlar1 incelendiginde tubulus
seminiferus kontortuslarin ve bu tubiillerin igerisinde bulunan spermatogenetik hiicre
serileri ile intersitisyel alan ve buradaki hiicrelerin ve yapilarin normal oldugu
gorildii (Resim 1). Melatonin enjeksiyonu yapilmig ratlarin testis dokularmin
histolojik incelemesi i¢in yapilan kesitler incelendiginde, bu grupta bulunan tubulus
seminiferus kontortuslarin yapisal olarak kontrol grubuna gore herhangi bir histolojik
farklilik olmadigi, fakat diger gruplara goére incelendiginde seminiferus
kontortuslarin bazal membranlarinin daha belirgin ve diizgiin yapida oldugu gorildii.
Ayrica melatonin grubunda tubulus seminiferus kontortuslar igerisinde bulunan,
spermatogenezisin devamliligini saglayan spermatogonyum, primer ve sekunder
spermatosit, spermatozoon ve sertoli hiicrelerinin normal histolojik yapida oldugu
belirlendi. Intersitisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerinin ve damar yapilarininda
kontrol grubundan farkli olmadigi belirlendi (Resim 2). Diabet ve diabet+melatonin
gruplarinda yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda testis dokusunda bulunan
tubulus seminiferus kontortuslar ile burada bulunan spermatogenetik hiicre
serilerinin ve intersitisyel alanda bulunan yapilar ve Leydig hiicrelerinin diger

gruplara gore herhangi bir histolojik farklilik gostermedigi belirlendi (Resim 3,4).
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Resim 1. Kontrol grubu testis dokusunun histolojik goriinimii. Triple boyama. Bar
Ok: Tubulus seminiferus kontortuslar. Yildiz: Intersitisyel alan

Resim 2. Melatonin grubu testis dokusunun histolojik goriniimi. Triple boyama. Bar: 100 pm. Kalin
Ok: Tubulus seminiferus kontortuslar. Yildiz: Intersitisyel alan
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Resim 3: Diabet grubu testis dokusunun histolojik goriiniimii. H&E .Bar: 50 pm Kalin Ok: Tubulus
seminiferus kontortuslar. Yildiz: Intersitisyel alan
Yapilan pas boyamasi sonucu incelenen preparatlarda tiim gruplarda testis

dokusunda tubulus semineforus kontortuslari ¢evreleyen bazal membran yapisinin

belirgin oldugu tespit edildi (Resim 4).

Resim 4: Diabet+melatonin grubu testis dokusunun histolojik goriiniimii. Pas boyama. Bar: 10 pm.
Kalin Ok: Tubulus seminiferus kontortusta bazal membran Ok Basi: Leydig hiicresi
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3.6. Immunohistokimyasal Degerlendirme Bulgular

3.6.1. GDF-9 Immunoreaktivitesi Bulgular

Tim gruplara ait testis dokusu preparatlart GDF-9 immunoreaktivitesi

yoniinden incelendi. Isik mikroskopik incelemede kontrol, diabet, melatonin ve

diabet+melatonin gruplarinda spesifik GDF-9 immunoreaktivitesi oldugu belirlendi

(Resim 5,6,7,8).

Biitiin gruplara ait incelemeler sonucunda GDF-9 immunoreaktivitesinin en

yogun diabet grubunda oldugu (Resim 5), melatonin ve diabet+melatonin grubunda

ise immunoreaktivitenin benzer yogunlukta oldugu gozlendi (Resim 6,7). Kontrol

grubunda ise GDF-9 immunoreaktivitesi diger gruplara gore daha zayif oldugu tespit

edildi. GDF-9 immunoreaktivitesinin tiim gruplarda Leydig hiicrelerinde yogun

oldugu, ancak, seminifer tubiillerde ise spermatogenetik seriye ait hiicrelerde

sitoplazmik tarzda zayif bir immunoreaktivite gozlendi (Resim 5,6,7,8).

Reaksiyon Yogunlugu
Testisteki Yapilar ™y n 6001 Grubu | Diabet Grubu Melatonin Diabet+
Grubu Melatonin grubu

Endotel Hiicreleri +0 +0 +0 +0

Leydig Hiicreleri +1 +3 +2 +2

Spermatogonyum +0 +2 +1 +1

Primer +0 +2 +1 +1
spermatosit

Sekunder +0 +2 +1 +1
spermatosit

Spermatid +0 +2 +1 +1

Sertoli Hiicreleri +0 +2 +1 +1

Tablo 12: Testisteki yapilar ve GDF-9 reaksiyon yogunlugu. ( +0 ): Immunoreaktivite yok (+1): Az
yogun, (+2): Orta derecede yogun, (+3): Cok yogun.
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Resim 5: Diabet grubu testis dokusunda GDF-9 immunoreakt

i hiicresi

. t‘

sminifes kontortus, S -Ok :Sertol

A

B 4 25 -

Resim 6: Melatonin grubu testis dokusunda GDF-9 immunoreaktivitesi. Bar: 50 pm. Kalin Ok:
Tubulus seminiferus kontortus, Cift Ok: Kan damari, Yildiz: Intersitisyel alan
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Resim 8: Kontrol grubu testis dokusunda GDF-9 immunoreaktivitesi. Bar: 10 um. Yildiz: intersitisyel
alan, Cift ok: Damar endoteli, ince ok: spermatogonium
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Testis dokusunda GDF-9 immunoreaktivitelerinin spesifik olup olmadigim
tespit etmek amaciyla alinan kesitlere primer antikor ilave edilmeksizin (negatif

kontrol) biitlin islemler ayn1 olmak kaydiyla diger islemler aynen uygulandi. GDF-9

immunreaktivitesi testis dokusu preparatinda gézlenmedi (Resim 9)

. N >
Resim 9: Kontrol grubu negatif GDF-9 immunoreaktivitesi (Negatif kontrol).Bar: 50 um. Yildiz:
intersitisyel alan, Kalin Ok: Tubulus seminiferus kontortus
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3.6.2. CAT immunoreaktivitesi Bulgular

Tim gruplara ait testis dokusu preparatlar1 katalaz immunoreaktivitesi
yoniinden 151k mikroskobik diizeyde incelemesinde kontrol, diabet, melatonin ve

diabet+melatonin gruplarinda spesifik katalaz immunoreaktivitesi gorildii.

Testis dokuna ait preparat 6rneklerinde CAT immunoreaktivitesinin en yogun
olarak diabet grubunda oldugu (Resim10), diabet+melatonin ve melatonin uygulanan
gruplarda benzer oldugu ve diabet grubuna gore daha az immunreaktivite oldugu
gozlendi (Resim 11,12). Kontrol grubundan ise CAT immunoreaktivite
yogunlugunun diger gruplara gore daha zayif oldugu tespit edildi (Resim 13). Ayrica
biitlin gruplarda CAT immunoreaktivitesinin spermatogenetik hiicre hattinda
ozellikle sitoplazmik oldugu, bunlardan 6zellikle primer spermatosit daha yogun
oldugu gozlendi (Resim 10,11,12,13). Buna ilaveten primer ve sekunder
spermatositlerde ¢ekirdege eklenik odaklar halinde yogun immunoreaktivite saptandi
(Resim 13). Bununla birlikte biitlin gruplarda seminifer tubiiller arasindaki
intersitisiyel alanda yer alan Leydig hiicrelerinde ise ¢cogunlukla hem sitoplazmik
tarzda hemde niikleer tarzda CAT immunoreaktivitesi saptandi (Resim 11). Diger
yandan intersitisyel alanda kan damar endotellerinde CAT immunoreaktivitesine

rastlandi (Resim 13).

Testisteki Yapilar Reaksiyon Yogunlugu
Kontrol Grubu | Diabet Grubu Melatonin Diabet+
Grubu Melatonin
grubu
Endotel +1 +3 +2 +2
Hiicreleri
Spermatogonyum
Primer +1* +1* +1* +1%*
spermatosit
Sekunder +1* +1* +1* +1*
spermatosit
Spermatid +0 +0 +0 +0
Sertoli Hiicreleri +1 +3 +2 +2
Leydig Hiicreleri +1 +3 +2 +2

Tablo 13: Testisteki yapilar ve CAT reaksiyon yogunlugu. ( +0 ): Immunoreaktivite yok (+1): Az
yogun, (+2): Orta derecede yogun, (+3): Cok yogun (*): Cekirdege eklenik.
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’;’. v e ‘.- -;"_:’:
Resim 10: Diabet grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar:10 pm Ok: Primer
alaz immunoreaktivitesi, Ince Ok: Endotel hiicreleri.

457 e ‘5§\5 .
unoreaktivitesi. Bar:50um Ok: Tubulus
seminiferus kontortus, kalin ok: primer spermatosit eklenik katalaz immunreaktivitesi. Yildiz:
intersitisyel alan
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: AL 2y A 2 .
Resim 12: Diabet+Melatonin grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 50 pm Ok:
Tubulus seminiferus kontortus katalaz immunoreaktivitesi. Yildiz: intersitisyel alan

Resim 13: Kontrol grubu testis dokusunda katalaz immundrivisi. Bar: 5 pm Ok: Primer
spermatositlerde sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi, Ok basi: leydig hiicresi, Cift ok: Damar
endoteli
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Testis dokusunda CAT immunoreaktivitelerinin spesifik olup olmadigini
tespit etmek amaciyla alinan kesitlere primer antikor ilave edilmeksizin (negatif
kontrol) biitlin islemler ayn1 olmak kaydiyla diger islemler aynen uygulandi. CAT

immunreaktivitesi testis dokusu preparatinda gézlenmedi (Resim 14).

Resim 14: Kontrol grubu negatif Katalaz immunoreaktivitesi (Negatif kontrol).Bar: 50 um. Yildiz:
intersitisyel alan, Ok: Tubulus seminiferus kontortus.



40

4. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda streptozotosin (STZ) ile diabet olusturulan ratlarda melatonin
uygulmasi ile canli agirliklari, testis agirliklari, seminifer tubuliis caplarindaki
degisiklikler incelenmistir. Bununla birlikte testis dokusunda histolojik degisiklikler
ve GDF-9 ve CAT enziminin dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu

incelenmistir.

Bu c¢alismamizda Spraque-Dawley irki ratlara, bircok calismaya (Aktas ve
ark. 2011, Karaaga¢ ve ark. 2011, Roy ve ark. 2013) paralel olarak 50 mg/kg
dozunda STZ intraperitoneal (i.p.) uygulanarak diabet olusturuldu. Kan glikoz diizeyi
200 mg/ dL’nin iizerinde olanlar1 diabetik olarak kabul edildi. Calismada diabet
olusumundan sonra, STZ’ 1i diabetli gruptaki ratlara ve sadece melatonin
uygulanacak gruptaki ratlara, bazi caligmalar ile paralel (Guneli ve ark. 2008,
Yiiziiak ve Aybak 2014) sekilde etanolde ¢ozdiiriiliip, serum fizyolojikle ile 1/10
oraninda sulandirilmis 10 mg/kg dozdaki melatonin 2 hafta boyunca i.p. olarak

enjekte edildi.
4.1.Canh Agirlik ve Testis Agirhk Degerlendirmeler

Atilgan ve ark. (2013), calismalarinda sicananlarda obezite kaynakli oksitatif
hasar, kilo kayb1 ve malatoninin testis lizerine antioksidan etkilerini ¢alismiglardir.
Sonug olarak testis dokusunda diger gruplara gére melatonin uygulanan grupta kilo

kaybinin azaldigini bildirmislerdir (Atilgan ve ark. 2013).

Jelodar ve ark (2009), diabetli disi sicanlardan dogan erkek sigcanlarin testis
agirhiginda artis oldugunu ancak testis agirhiginin viicut agirligina oraninda 6nemli

bir degisikligin olmadigini bildirmislerdir. (Jelodar ve ark. 2009).

Diabetin canli agirligini azalttigini bildiren birgok calisma vardir (Erciiment
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). Giiven ve ark (2006) ise
melatonin uygulamasmin diabetik si¢anlarda canli agirliklar {izerine bir etkisinin

olmadigini bildirmislerdir (Giiven ve ark. 2006).
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Bizim ¢alismamiza paralel olarak Gobbo ve ark. (2015), yaptiklar ¢alismada
zamana bagli kontrol grubuna gore melatonin grubunun esit diizeyde viicut
agirliginda artis oldugunu, kontrol ve melatonin grubuna gore diabet grubunda viicut
agirhiginda azalma oldugu, melatonin uygulanan diabet grubunda ise diabet grubuna

gore viicut agirhiginda artis oldugunu bildirmistir (Gobbo ve ark. 2015).

Yapilan bazi ¢aligmalarda bizim ¢aligmamizdan (Gobbo ve ark. 2015) farkli
olarak testis agirliginda bir degisiklik olmadig1 ancak bazi ¢alismalarda ise bizim
bulgularimiza paralel olarak diabetin testis agirhigini azalttigi bildirilmistir (Koh
2007, Kanter ve ark. 2012, Atilgan ve ark. 2013, Kushwaha ve Jena 2013, Orman ve
ark. 2015).

4.2. Histolojik Degerlendirmeler

Orman ve ark. (2015), yaptiklar1 calismada patojik olarak kontrol grubunda
normal seminifer tubiiller gozlerken, diabetli grupta ise tubiillerde vakuollesme,
atrofi ve germ hiicrelerde dejenerasyon oldugu ve cekirdeklerin normalden biiyiik

oldugunu, bazalda ise kalinlasma oldugunu bildirmislerdir (Orman ve ark. 2015).

Akko¢ ve ark (2012), diabetik grupla kontrol grubu karsilastirildiginda
seminifer tubiil bazal membraninin kalinlagtifin1 bildirmislerdir (Akkog¢ ve ark.
2012). Sisman ve ark. (2014), ise diabetik si¢anlarda bazal membran da kalinlasma
oldugunu bildirmislerdir (Sisman ve ark. 2014).

Kanter ve ark (2012), ¢alismalarinda kontrol grubunda seminifer tubiillerin
normal gozlendigini, diabetik sicanlarda ise testis dokusunda seminifer tubiillerin
yapisinda kiigiilme ve bozulmalar oldugunu belirtmistir. Diabetik sicanlarin
spermatogenik hiicre serilerinde 6nemli bir azalmanin oldugunu, tubiillerde ise

atrofinin tespit edildigini bildirmislerdir (Kanter ve ark. 2012).

Aslan ve ark. (2015), yaptiklar1 ¢aligmalarda sigara dumanina maruz kalan
ratlarda testis hasar1 iizerine melatoninin ve yararli etkilerini arastirmiglardir.
Melatonin uygulamasinin ratlarin testis dokusunda spermatogonyumlarin ve

spermatositlerin sayisinda artisa yol agtigini bildirmislerdir (Aslan ve ark. 2015).
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Erciiment ve ark (1998), calismalari sonucu diabetik ratlarin seminifer
tubiillerinde kontrol grubuna gore bozulmalar oldugu, spermatid sayisinda belirgin
azalmanm oldugunu. Intertisyel alanin boyut ve say1 acgisindan normal oldugunu

bildirmislerdir. (Erciment ve ark. 1998).

Guneli ve ark. (2008), diabetin tubulus seminiferusun bazal membranini
kalinlastirdigi, diabette bazal membranda kalinlasma ve germ hiicrelerin dejenere
oldugunu bulmuslardir. Melatonin uygulamasinin ise herhangi bir diizeltmeye
yol ag¢madigini belirtmislerdir. Caligmalarinda diabetin testikiiler fonksiyon
bozukluguna neden oldugunu ancak melatonin uygulanmasinin iyilestirici etkilerinin

oldugunuda bildirmislerdir (Guneli ve ark. 2008).

Yapilan calismalarda (Cai ve ark. 2000, Kanter ve ark. 2012, 2013), histolojik
incelemeler sonucu si¢an testis dokusunun yani sira, diabetik insan testis dokusunda
(Cameron ve ark. 1985) seminifer tubiillerde spermatogenik hiicrelerin azaldigi,
seminifer tubiil epitelinin kalinlagti§i, seminifer tubiilde vakuollesme ve atrofinin

oldugu ve de bunun sonucunda spermatogenez yetmezligi oldugu bildirilmistir.

Yaptigimiz calismada tiim gruplarda yapilan mikroskobik incelemeler sonucu
yapilan ¢alismalardan (Erciiment ve ark. 1998, Guneli ve ark. 2008, Akkog¢ ve ark.
2012, Kanter ve ark. 2012, Orman ve ark. 2015) farkli olarak diabet grubunda
tubulus seminiferus kontortuslarda ve bazal mebraninda diger gruplara gore
histopatolojik farklilik olmadigin1 gézlemledik. Ancak melatonin uygulanan grupta
testis dokusunun yapisi diger gruplara gore mikroskobik olarak incelendiginde
yuvarlak ve daha diizgiin yapida tubulus semineferus kontortuslarm oldugunu

gorildii.
4.3. Histometrik Degerlendirmeler

Yapilan bazi1 c¢alismalarda (Soudamani ve ark. 2005, Akko¢ ve ark. 2012,
Kanter ve ark. 2012, Orman ve ark. 2015) diabetin seminifer tubiil capinda azalmaya
neden oldugu bildirilmistir. Sisman ve ark. (2014) ise diabetik sicanlarda seminifer
tubiil bazal membranin da kalinlagmis oldugunu bildirmislerdir (Sisman ve ark.

2014). Erciiment ve ark (1998) ise calismalar1 sonucu diabetik ratlarin seminifer
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tubiil ¢aplarinin azaldig1r ve bazal membranin inceldigini bildirmislerdir (Ercliment

ve ark. 1998).

Ayrica caligmalarda (Guneli ve ark. 2008, Ricci ve ark. 2009, Khaki ve ark.
2010, Kanter ve ark. 2012), diabetik siganlarin testis dokusunda seminifer tubiillerde
bozulma oldugu, tubiil boyutunda kii¢iilme ve atrofi gézlendigi spermatogenik hiicre

serilerinde azalma oldugu bildirilmistir.

Guneli ve ark. (2008), calismalarinda diabet grubunda kontrol grubuna gore
seminifer tubiil capinda azalma oldugu ancak melatonin uygulanmis diabetli grupta

melatoninli gruba gore farklilik olmadigini bildirmislerdir (Guneli ve ark. 2008).

Jeodar ve ark. (2009), calismalarinda diabetli disi siganlardan dogan erkek
siganlarin seminifer tubiil ¢aplarinin diisiik oldugunu bildirmislerdir (Jelodar ve ark.
2009) .

Yaptigimiz ¢alismada testis dokusu kesitlerinde tubulus seminiferus kontortus
cap degerinin kontrol ve melatonin grubun da tubiil ¢apinin benzer oldugu,
diabet+melatonin grubunun diabet grubuna gore artis gozlenirken, diabet grubunda
bircok ¢alismaya (Guneli ve ark. 2008, Jelodar ve ark. 2009, Orman ve ark. 2015)

paralel seminifer tubiil capinda diger gruplara gore azalma oldugu gozlenmistir.
4.4. Immunohistokimyasal Degerlendirmeler
4.4.1. GDF-9 immunohistokimyasal Degerlendirmeleri

Son zamanlarda in vitro verilerde GDF-9’un spermatogenezisi diizenledigi
diistiniilmektedir. GDF-9’un sertoli hiicrelerinin siki1 baglantilarinda (kan-testis
bariyeri) inhibe oldugu gozlenmistir (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 oldugunu iletmislerdir (Fitzpatrick ve

ark. 1998).

Nicholls ve ark.(2009), c¢alismalarinda denek olarak yetiskin si¢an
kullanmiglardir ve GDF-9’ un testis dokusunda spermatogenez sirasinda sinyal

expresyonunu incelemislerdir. Testis dokusunda spermatogenez baslangicinda
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spermatidlerde yiiksek seviyelerde GDF-9 mRNA expresyonunun oldugu ve sertoli
hiicrelerinde de bulundugunu bildirmislerdir (Nicholls ve ark. 2009).

Zhao ve ark. (2011), c¢aligmalarinda kedi testisinde GDF-9
immunohistokimyasina bakmiglardir ve Leydig hiicrelerinde yogun immunreaktivite
oldugu, seminifer tubiillerin sertoli hiicresinde primer ve sekunder spermatositlerin

sitoplazmasinda ve spermatidlerde daha az immunoreaktivite gozlemlediklerini

bildirmislerdir (Zhao ve ark. 2011).

He wve ark. (2012), yilan baligmin testis dokusunda GDF-9
immiinoreaktivitesini incelemislerdir ve germ hiicrelerinde lokalize oldugunu
bildirmiglerdir. GDF-9  ozellikle  spermatogonyumlarin  ve  spermatositlerin
sitoplazmasi yogun olarak, spermatidlerde ise diisiik immunreaktivitede oldugunu

iletmislerdir (He ve ark. 2012).

Guo ve ark. (2013), calismalarinda yetiskin albaka hayvanlarinda testis
dokusunun GDF-9 immunoreaktivitesine bakmiglardir. Testis dokusunda
immunoreaktivitesi bakimindan GDF-9 pirimer spermatositlerde, seminifer
tubiillerin bazalinda ve yuvarlak spermatidlerin sitoplazmalarinda goézlendigini

bildirmislerdir (Guo ve ark. 2013).

Roy ve ark. (2013), calismalarinda diabetli siganlarda biiylime faktori
ailesinden olanan TGF-81 ve IL-1  immunoreaktivitesinin  arttigini

bildirmislerdir.(Roy ve ark. 2013)

Pongsa-Asawapaiboon ve ark. (1998) calismalarinda melatonin sinir biiyiime
faktorii (NGF)’e etkisini yetiskin erkek farelerde immunohistokimyasal olarak
incelemiglerdir ve melatonin uygulanan grupta NGF biiylime faktoriiniin arttigini

bildirmislerdir (Pongsa-Asawapaiboon ve ark. 1998).

Calismamizda alinan testis doku kesit preparatlarina ait incelemeler
sonucunda tim gruplarda GDF-9 immunoreaktivitesinin yapilan c¢alismalara
(Pongsa-Asawapaiboon ve ark. 1998, Roy ve ark. 2013) paralel olarak gozlemledik.
GDF-9 immunoreaktivitesi en yogun diabet grubunda oldugunu, melatonin ve

diabet+melatonin grubunda ise immunoreaktivite benzer yogunlukta oldugu kontrol
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grubunda ise diger gruplara gore en az yogunlukta oldugu gozlenmistir. Bizim
calisgmamiza benzer olarak Roy ve ark. (2013) biiylime faktoriiniin diabetli dokuda
arttigini bildirmislerdir. Ancak yapilan litaretiir arastirmalari sonucu c¢alismamiza
benzer bir litaretiire rastlanmadi. Zhao ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢calismaya paralel
GDF-9 immunoreaktivitesi tim gruplarda Leydig hiicrelerinde yogun olarak
gbzlendi. Buna ilaveten yapilan ¢aligmalara (Fitzpatrick ve ark. 1998, Nicholls ve
ark. 2009, Zhao ve ark. 2011, He ve ark. 2012, Guo ve ark. 2013) benzer sekilde
seminifer tubiillerde spermagenetik seriye ait hiicrelerde zayif bir immunoreaktivite

gozlendi.
4.4.2. CAT immunohistokimyasal Degerlendirmeleri

Koral Tas¢1 ve ark. (2016), ¢alismalarinda melatonin uygulamasinin bobrek
dokusunda katalaz iizerine etkisinin immunohistokimyasal olarak incelemislerdir.
Melatonin uygulamasinin katalaz immunoreaktivitesini artirdigini bildirmislerdir

(Koral Tas¢1 ve ark. 2016).

Orman ve ark. (2015), yaptiklar1 calismada diabet olusumundan dolay1
testikiiler hasara karsi aminoguananidinin (AG) maddesinin antioksidan etkisini
arastirmiglardir. Diabetli AG ile tedavi edilen grupta diabet sonucu olusan oksitatif
strese kars1 antioksidanlardan katalazin (CAT) arttig1, diabetik grupta ise CAT enzim
aktivitesinin azaldigini bildirmislerdir.

Selvaratnam ve Robaire (2016), fare testislerinde CAT in testis dokusunda
immiinlokalizasyon ve Western blot analizini yapmislardir. CAT 1n seminifer
tubiillerde germ hiicreleri sitoplazmasinda lokalize oldugunu ve Leydig hiicrelerinde
yiiksek seviyede lokalize oldugunu, CAT 1n protein diizeyleri karaciger ve testislerde
yiiksek diizeyde bulundugunu belirtmislerdir. Farelerde CAT reaksiyonun yasa baglh
olarak arttigini bildirmislerdir (Selvaratnam ve Robaire 2016).

Nenicu ve ark. (2007), caligmalarinda fare testis dokusunda immunofloresans
teknigi ile immunoelektron mikroskopunda katalaz enziminin Leydig hiicrelerinde
¢ok yogun oldugunu, spermatosit ve spermatidlerde zayif bir immunoreaktivite
gosterdigini ve elektron mikroskopunda ise spermatogonyumda katalaz reaktivitesi

oldugunu belirtmislerdir. Ayni teknigi kullanarak insan testis dokusunda Leydig
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hiicrelerinde ve seminifer tubiiliin bazal bolgelerinde 6zellikle sertoli hiicrelerinde
katalaz enzim immunoreaktivitisinin gozlendigini bildirmislerdir (Nenicu ve ark.

2007).

Zini ve Schlegel (1996), rat testisinde katalaz mRNA’sinin in situ
lokalizasyonu ve gelisimsel modeline gore bu enzimin interstisyel alanda ekspre
oldugunu 6ne stirmektedir. Bu ¢aligmaya goére mRNA ekspresyonunun oncelikle
peritubuler ve interstisyel hiicrelerde oldugu bildirilmistir (Zini ve Schlegel 1996).
Akondi ve ark (2011), diabetik grupta katalaz (CAT) diizeyinin azaldigini
belirtmislerdir (Akondi ve ark. 2011).

Calismamizda tiim gruplar incelendiginde diger caligmalardan (Akondi ve
ark. 2011, Orman ve ark. 2015) farkli CAT immunoreaktivitesinin en yogun olarak
diabet grubunda oldugu, diabet+melatonin ve melatonin uygulanan gruplarda ¢ok
benzer oldugu gozlendi. Kontrol grubundan ise CAT immunoreaktivitesinin diger
gruplara gore yogunlugun daha az oldugu tespit edildi. Ayrica biitiin gruplarda CAT
immunoreaktivitesinin spermatogenetik hiicre hattinda 6zellikle sitoplazmik oldugu
bunlardan 6zellikle primer spermatosit daha yogun oldugu gozlendi. Buna ilaveten
yapilan caligmalardan farkli olarak primer spermatositlerde c¢ekirdege eklenik
odaklar halinde peroksizom organeli olabilecegini diisiindiigiimiiz yapida yogun
immunoreaktivite saptandi ve bununla ilgili herhangi bir litaretiire raslanmadi. Bizim
calismamizda Nenicu ve arkadaslar1 (2007) ile Selvaratnam ve Robaire’nin (2016)
yaptig1 c¢alismaya benzer olarak Leydig hiicrelerinde katalaz immunreaktivitesi
gozlenmistir. Cogunlukla Oberley ve ark. (1990) calismalarinda oldugu gibi hem
sitoplazmik tarzda hemde niikleer CAT immunoreaktivitesi saptandi.

4.5. SONUC

Calismamizda histolojik incelemeler sonucu, kontrol, diabet, melatonin ve
diabet+melatonin uygulanan gruplar arasinda histolojik olarak herhangi bir farklilik
gozlenmemistir. Tim gruplarmm canli agirligin diabet grubunda en diisiik oldugu,
kontrol ve melatonin grubunun istatiksel diizeyde benzer oldugu ve diabet+melatonin
grubuna gore artmis oldugu goézlendi. Testis agirligimin ise kontrol grubunda en
yiiksek oldugunu, melatonin ve diabet+melatonin grubunun istatiksel diizeyde benzer

olup diabet grubuna gore artmis oldugu belirlendi. Histometrik olarak ise seminifer
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capmin diabet grubunda en az oldugu belirlendi. immunohistokimyasal incelemeler
sonucunda GDF-9 ve CAT immunoreaksiyonu en yogun olarak diabet grubunda,
melatonin ve diabet+melatonin grubunda ise benzer yogunlukta ve diabet grubuna
gore daha az yogunlukta oldugu ve kontrol grubunda ise diger gruplara gore en az
reaksiyon oldugu gozlenmistir. Bununda diabette artan serbest radikallere bagh
olarak CAT immunoreaktivitesinde artisa sebep olabilecegini, diger yonden gii¢lii bir
antioksidan olan melatonin uygulamasinin diabette enzim aktivitesini diizenleyici bir
role  sahip  oldugunu  diistinmekteyiz.  Diabetik  siganlarda ~ GDF-9
immunoreaktivitesinde diger gruplara gére yogun olmasi, diabetin testis hasarma
kars1 biiylime faktorlerinin olumlu etkisinin oldugunu ve deney siiresinin az
olusundan dolay1 testis dokusunda histopatolojik etkiyi azalttigini1 diisiinmekteyiz.
Melatonin uygulanmasinin ilk olarak serbest radikallerin seviyelerinin azalmasina
neden oldugunu, testis hasarina bagli gelisen oksidan/antioksidan dengeyi olumlu
yonde etkiledigini gordilk. Bu bulgular deneysel olarak sicanlarda olusturulan
diabetin testis hasarinda, gii¢lii bir antioksidan olan melatonin uygulamasinin
infertilitenin  6nlenmesi i¢in umut verici bir tedavi ydntemi olabileceginin

diistinmekteyiz.
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