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1. GİRİŞ

Hücresel yaşamın sürekliliği karmaşık biyokimyasal tepkimelerin dengeli

bir şekilde yürümesine bağlıdır. Bu dengeyi bozacak yönde ortaya çıkan endojen

veya eksojen kaynaklı faktörler hücre hasarına neden olurlar. Radikal reaksiyonları

hücre homeostazının bir parçasıdır. Sağlıklı hücreler homeostatik olarak

antioksidanların kullanılmasıyla serbest radikalleri ortadan kaldırırlar. Hücreler,

antioksidan savunma sistemleri ile reaktif oksijen türlerinin zararlı etkilerine karşı

korunmaktadırlar (5).

Serbest radikallerin anormal üretimi protein, lipid ve nükleik asitler gibi

bazı moleküllerin yıkımlanmasına yol açarak birçok hastalığın temelini meydana

getirirler. Normal şartlar altında serbest radikallerden dolayı oluşacak zararlı etkiler

hücresel koruma sistemleri ile kontrol edilmektedir. Bu koruyucu sistemler

melatonin, vitamin E, Vitamin C ve glutatyon gibi enzimatik veya enzimatik

olmayan maddeler aracılığı ile etkilerini göstermektedirler (19).

Biyolojik sistemlerde prooksidan/antioksidan dengenin bozulması ile

meydana gelen oksidatif stres, birçok patolojik durumla ilişkilendirilmektedir.

Organizma, prooksidan etki gösteren serbest radikallerin hasarına karşı, antioksidan

adı verilen maddelerle kendini savunmaktadır. Melatoninin endokrin ve sirkadiyen

ritm üzerine bilinen etkilerinin yanısıra, antioksidan etkiye de sahip olduğu

gösterilmiştir. Hatta antioksidanlar içerisinde, melatoninin en güçlü radikal tutucu

olduğu öne sürüldüğünden, melatonine olan ilgi giderek artmaktadır ve antioksidan

özelliği gün geçtikçe önem kazanmaktadır (202).

Çeşitli çalışmalar, melatoninin güçlü bir antioksidan olduğunu göstermiştir

(18,19). Melatonin serbest radikallerin ve reaktif türlerinin direkt temizleyicisidir.

Diğer yandan çeşitli antioksidan enzimler üzerine uyarıcı etkiye sahip olduğu da

belirtilmiştir (19). Ayrıca farklı yollarla antioksidan sistemi desteklediği belirtilmiş

ve süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) gibi

antioksidan enzimlerin enzim aktiviteleri ve gen ekspresyonları üzerine önemli

etkilerinin olduğu da bildirilmiştir (90,169).
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Melatoninin antioksidan faaliyetinden başka diğer önemli fizyolojik

aktiviteleri sirkadiyen ritimlerin kontrolü, immün sistemin artışı ve mevsimsel

reprodüksiyon siklusların düzenlenmesidir (6,177). Farklı türlerin reprodüktif

sistemlerinde melatonin için bağlanma bölgeleri bulunmuştur. Melatonin hem lipid

hem de sulu ortamda çözünebilir biçimdedir. Germinal epiteli korumak için kan-

testis bariyerini geçebilme özelliğine sahiptir ve testisi oksidatif stresten

korumaktadır (115).

Melatonin uygulamasının, erkek genital sistemde glutatyon peroksidaz,

süperoksit dismutaz ve katalaz üzerine olan etkisini inceleyen birçok çalışma

yapılmış (7,11,46,128,157,166) ve son dönemde bu konu araştırmacıların ilgi odağı

haline gelmiştir.

Bu çalışmada, eksojen olarak melatonin uygulanan ratların testis dokusunda

süperoksit dismutaz-1, glutatyon peroksidaz-4 ve katalaz enziminin

lokalizasyonlarının immunohistokimyasal yöntemlerle incelenmesi ve melatoninin

bu enzimlerin dağılımı üzerine etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.
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2. GENEL BİLGİLER

2.1. Serbest Radikaller

Elektronlar atomlarda "orbital" adı verilen uzaysal bölgede çift olarak

bulunurlar. Çoğu molekül çift elektronlu, az sayıda molekül ise tek yani eksik

elektronludur. Eksik elektronu olan bu moleküller oldukça reaktif bir özellikte ve

kararsız yapıdadırlar. Bulabilecekleri herhangi bir molekül ile etkileşime girerler ve

bu molekülden ya bir elektron alır ya da ona bir elektron verirler. Bu şekilde başka

moleküller ile çok kolayca elektron alışverişine girerek onların yapısında

bozulmalara yol açan bu moleküllere “serbest radikaller” “oksidan moleküller”

veya “reaktif oksijen partikülleri” adı verilir. Reaktif oksijen türleri, foto-

oksidasyon, emisyon gibi çevresel kaynaklı olabileceği gibi mitokondrial

metabolizma ve normal hücresel fonksiyonlar esnasında da oluşmaktadır (24,27,

55,63,170).

Oksijen insan yaşamı için çok gerekli olmasına rağmen, normal

metabolizma sırasında üretilen bazı reaktif oksijen türleri vücuda yoğun bir zarar

verme gücüne sahiptir (42). Çoğunu serbest radikallerin oluşturduğu reaktif oksijen

türleri normal oksijen molekülü ile kıyaslandığında, kimyasal reaktivitesi daha

yüksek olan oksijen formlarıdır (118). Serbest radikaller stabil olmayan, yüksek

enerjili bileşiklerdir ve dış atomik orbitallerindeki bir veya daha fazla çift

oluşturmamış elektronlar serbest radikallere büyük bir reaktiflik kazandırdığından

dolayı DNA, nükleotid koenzimler, protein ve lipidler gibi birçok biyolojik

materyale zarar vermelerine neden olmaktadır. Bu zararın yaşlanmayı teşvik ettiği

ve ayrıca bağışıklık sisteminde zayıflama, çeşitli kanser türleri, kalp-damar

hastalıkları, katarakt, sinir sistemi dejeneratif hastalıkları gibi birçok hastalığa

sebep olduğu ile ilgili bilgiler bulunmaktadır (42).

Serbest radikal reaksiyonları, normal metabolik yolların işleyişlerinin doğal

bir sonucudur. Oksidan moleküller, organizmada başlıca glukozun oksidasyonu

olmak üzere tüm anabolik ve katabolik reaksiyonlar sırasında ve sonrasında

devamlı bir oluşum durumundadır ve endojen antioksidanlar adı verilen moleküller
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aracılığı ile sürekli etkisizleştirme işlemi içerisindedir. Bu karşılıklı etkileşim

olayları organizmada bir denge halindedir (132).

Serbest radikallerin oluşumunun antioksidan kapasiteyi aşması durumunda

metabolik ve fonksiyonel birçok bozukluk meydana gelmektedir. Dokularda, tekli

elektronların oksijene sürekli akışı endojen oksidatif stresi meydana getirir.

Oksijenden türeyen süperoksit radikali, peroksit, hidroksil (OH-) radikali ve diğer

serbest radikaller çok reaktiftir. Bundan dolayı membran bütünlüğünü sağlayan

fosfolipidlerin, proteinlerin, DNA ve RNA gibi moleküllerin bütünlüğünü tehdit

ederler (12,17,162).

Aslında serbest radikal molekülleri, belirli düzeyde kaldıkları müddetçe,

organizmanın enfeksiyöz ajanlara ve yabancı maddelere karşı savunmasında önemli

moleküllerdir. Ancak serbest radikallern belirli düzeyin üzerinde oluşması ve

antioksidanların yetersiz kalması durumunda söz konusu serbest radikaller hücrenin

yapı elemanları olan protein, lipid, karbonhidrat, nükleik asitler ve yararlı

enzimlerin yapısını bozarak zararlı etkilere neden olurlar (30,62,72,87,138).

2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canlı hücrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside

olabilecek maddelerin oksidasyonunu önleyen veya geciktirebilen maddelere

antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir (37).

Antioksidanlar ‘ekstra’ elektrona sahip moleküllerdir. Bu ekstra elektronu

vererek serbest radikalleri nötrleştirirler yani etkisiz hale getirirler ve böylece

onların normal oksijen molekülleri durumuna gelmelerini sağlarlar (158).

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif

oksijen türlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler (4). Erişkin insan

organizmasında reaktif oksijen metabolitlerini ve lipid kökenli ara ürünleri

detoksifiye ederek koruyucu etki gösteren antioksidan savunma sistemleri

bulunmaktadır (107). Serbest radikallere karşı savunma enzimatik ve enzimatik

olmayan olarak yapılır (4). Genel olarak enzimatik antioksidanlar hücre içinde,
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enzimatik olmayan antioksidanlar ise glutatyon (GSH) hariç hücre dışında daha

fazla etkilidir (127). Antiokdisanların, hücrelerin normal solunumu esnasında yan

ürün olarak meydana gelen reaktif oksijen türlerine karşı vücut savunma sisteminde

önemli bir role sahip olduğuna inanılmaktadır (58).

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek, reaktif

oksijen türlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Endojen

kaynaklı ve eksojen kaynaklı antioksidanlar olmak üzere iki gruba ayrılabildiği

gibi, serbest radikalin oluşumunu önleyenler ve mevcut olanları etkisiz hale

getirenler şeklinde de ikiye ayrılabilirler. Enzim ve enzim olmayanlar şeklinde de

sınıflandırılabilirler. Hücrelerin hem sıvı hem de membran kısmında bulunabilirler

(4).

Antioksidan moleküller, oksidan moleküllerinin yol açtığı hasarı hem hücre

içi hem de hücre dışı savunma ile etkisiz duruma getirirler. Hücre dışı savunma,

albümin, bilirubin, seruloplazmin, transferin, ürik asit gibi çeşitli molekülleri

içermektedir. Hücre içi serbest radikal toplayıcı enzimler asıl antioksidan

savunmayı yapmaktadır. Bu enzimler süperoksit dismutaz, glutatyon-S-transferaz,

glutatyon peroksidaz, glutatyon redüktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdır. Bakır,

çinko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonları için

gereklidir (61).

Antioksidanlar etkilerini başlıca iki şekilde gösterirler:

1) Serbest radikal oluşumunun önlenmesi:

 Başlatıcı reaktif türevleri uzaklaştırıcı etki,

 Oksijeni uzaklaştırıcı veya konsantrasyonunu azaltıcı etki,

 Katalitik metal iyonlarını uzaklaştırıcı etki (127).

2) Oluşan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

 Süpürücü/temizleyici etki gösterenler; Yeni radikal oluşumunu engeller ve

oluşmuş olan radikalleri daha az zararlı hale getirirler. Örnek olarak SOD ve

GPx enzimleri ve bazı bağlayıcı proteinler verilebilir.
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 Giderici etki gösterenler; Oksidanlarla etkileşip, onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini söndüren ve inaktif hale getiren bileşiklerdir. Örnek olarak,

vitaminler (Vit A-beta karoten, Vit C-askorbat, Vit E-α-tokoferol), flavonoidler,

mannitol ve antosiyanidinler verilebilir.

 Zincir kırıcı etki gösterenler; Zincirleme olarak devam eden tepkimeleri belli

yerlerinden kırarak, oksidan etkiyi durdururlar. Örnek olarak bazı vitaminler,

ürik asit, biluribin ve albumin gösterilmektedir.

 Tamir edici etki gösterenler; Radikalin oluşturduğu hasarı onarıcı etki. Bu

grupta DNA tamir enzimleri, methionin sülfoksid redüktaz sayılabilir

(4,127,203).

2.2.1. Antioksidanların Sınıflandırılması

Antioksidanlar, doğal (endojen kaynaklı) ve doğal olmayan (eksojen

kaynaklı) antioksidanlar olmak üzere iki ana grupta toplanabilir (65).

 Eksojen Antioksidanlar:

Eksojen antioksidanlar; vitaminler ve ilaç antioksidanları olarak

sınıflandırılır (4).

 Endojen Antioksidanlar:

1- Enzim olmayan endojen antioksidanlar: Enzimatik olmayan antioksidanların

etkisi antioksidan moleküle bir elektron veya hidrojen transferi şeklinde

özetlenebilir (204).

2- Enzim olan endojen antioksidanlar: Bu enzimler dioksijen redüksiyonu ara

bileşiklerini veya oksidan zararına uğramış bileşikleri doğrudan uzaklaştırabilirler

(204). Antioksidan maddeler ve bunların genel sınıflandırılması Tablo 1’de

gösterilmiştir (4).
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Eksojen Antioksidanlar Endojen Antioksidanlar

- Ksantin Oksidaz İnhibitörleri

Allopürinol

Oksipürinol

Tungsten

Folik Asit

-NADPH Oksidaz İnhibitörleri

Adenozin

Lokal Aneztezikler

Non-steroid antiinflamatuar
ilaçlar

Diphenyline iodonium

-Soya fasulyesi inhibitörleri

-Rekombinant süperoksid
dismutaz

-Asetilsistein

-Ebselen

-Mannitol, barbitüratlar,
albümin, sitokinler, demir
şelatörleri, nötrofil adezyon
inhibitörleri…

Enzim Olmayanlar Enzim Olanlar

a) Sıvı fazda
(sitosol ya da kan
plazmasında)
bulunanlar

-Melatonin

-Askorbik asit

-Sistein

-Ürat

-Transferrin

-Laktoferrin

-Hemoglobin

-Miyoglobin

-Albümin

-Ferritin

-Metiyonin

-Bilirubin

-Glutatyon

b) Lipid fazda
bulunanlar
-β-Karoten
-α-tokoferol (E
vitamini)

-Süperoksit dismutaz

-Glutatyon Peroksidaz

-Katalaz

-Mitokondril sitokrom

oksidaz sistemi

-Glutatyon-S-transferaz

-Hidroperoksidaz

Tablo 1. Antioksidanların genel sınıflandırılması (4).



8

2.2.1.1. Melatonin

Melatonin, pineal bezin beta adrenerjik reseptörlerinin aktivasyonu ile

triptofandan sentezlenen bir hormondur. Üretimi ve salınımı karanlık olduğunda

başlar ve aydınlıkla birlikte sona erer. Aydınlık dönemin uzaması veya aniden ışığa

çıkılması durumu melatonin üretimini durdurmaktadır. Bu nedenden dolayı

melatonine “karanlığın biyokimyasal tanımlayıcısı” şeklinde sembolik bir isim de

verilmiştir (146). İnsanlarda melatonin salınımı karanlığın çökmesinden hemen

sonra başlayıp (20:00-23:00), gecenin ortasında (02:00-04:00) pik seviyelere ulaşır,

sabah saatlerinde (07:00-09:00) ise sona ermektedir. Serum melatonin düzeyi yaşa

göre değişiklik göstermektedir. Yeni doğanlarda melatonin seviyesi oldukça

düşüktür. Üçüncü aydan sonra melatonin salgılanması ritmik özellik kazanır.

Melatoninin en yüksek seviyesi yaşamın üç ile beşinci yılları arasında saptanır.

Yaşlanmayla beraber melatonin salgılanması azalır (57,79,198). Melatonin salınımı

üzerine cinsiyetin etkisinin olmadığı bildirilmiştir (79). Melatoninin pineal bezin

dışında bağırsak, retina gibi organlarda da sentezlendiği gösterilmiş olmasına

rağmen bu sentezin plazma melatonin seviyesine etkisi yok denecek kadar azdır

(195). Sentezin düzenlenmesi primer olarak geceye, yani karanlığa bağlıdır.

Sentezlenen melatonin pineal bezin endokrin hücreleri olan pinealositlerden hızlı

bir şekilde salgılanmaktadır (147).

Melatonin 45 yıl önce keşfedilmiş olmasına rağmen serbest oksijen radikal

süpürücüsü ve antioksidan olarak tanınması 15 yıl kadar öncesine dayanmaktadır.

Bu tarihten önce melatoninin memelilerde sirkadiyen ritmin düzenlenmesinde etkili

olduğu biliniyordu. Melatonin pineal bezden salgılanan ve triptofandan kökenini

alan bir moleküldür. Ancak melatonini düşük miktarlarda üretebilen başka organlar

da bildirilmiştir. Retinal dokuda üretildiğini gösteren çalışmalar olduğu gibi (135)

overler, lens dokusu, gastrointestinal dokuda üretilebildiğine ilişkin bulgular

bulunmaktadır. Bunun yanı sıra bazı vücut sıvılarında ve hücrelerde melatonin

düzeylerinin serum düzeylerinden yüksek olduğu saptanmıştır. Örneğin kemik iliği

hücrelerinde (175), safranın içeriğinde (174) ve serebrospinal sıvıda (165)

serumdan daha yüksek oranlarda melatonin düzeyleri bildirilmiştir.
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Pineal bez içerisinde sempatik sinir uçlarındaki en önemli nörotransmitter

noradrenalindir. Noradrenalin, postsinaptik reseptörler olan pinealosit

membranındaki b (β) ve a (α) reseptörlerine bağlanır. Yaklaşık olarak % 85

melatonin b-reseptörlerinin aktivasyonu ile %15’i ise a-reseptörlerinin uyarılması

ile sentezlenir, b (β) ve a (α) adrenerjik reseptörlerin uyarılması ile hücre içinde

siklik adenozin monofosfat (cAMP) ve N-asetiltransferaz (NAT) artışı olur:

Melatoninin ön maddesi olan triptofan, pinealositler içinde önce serotonine, daha

sonra melatonine dönüşmektedir. Geceleri melatoninin salınımı büyük bir yükselme

gösterir. Yükselmiş melatonin seviyesinin bu şekilde kalma süresi karanlığın

süresine bağlıdır. Kış aylarında, uzamış gecelerde, bu süre uzun olmaktadır.

Pinealektomi veya sempatik duyarsızlaştırma melatoninin gece yükselmesini önler

(9).

Şekil 1. Melatoninin pinealositlerde sentezi ve salgılanması (183).

Melatonin karaciğerde metabolize olmaktadır ve başlıca metaboliti 6-

Hidroksimelatonin sülfat (6-HMS)’dır. İnsanlarda ekzojen melatoninin kısa bir

metabolik yarı ömrü (20-60 dk.), büyük bir hepatik geçiş etkisi vardır (98). Yapılan

bir çalışmada deneklere melatonin verilerek tükürük ve serumdaki melatonin

seviyeleri ile idrardaki 6-Hidroksimelatonin sülfat seviyesi ölçülmüş; puberte

öncesi çocukların, melatonini yetişkinlere nazaran daha hızlı metabolize ettikleri
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saptanmıştır. Tüm çalışma genelinde serum ve tükürük melatonin değerleri

arasındaki oranın denekler arasında 55 kata varan değişiklikler gösterdiği

gözlemlenmiştir (32).

 Melatoninin Etki Yerleri:

a) Seksüel Olgunluk ve Üreme

Ekzojen melatonin, yaşa, türe, doza ve uygulama zamanına göre değişkenlik

göstermekle birlikte, üremeyi modifiye etmektedir. Belli türlerde, antigonadotropik

etki gösterir. Günlük karanlıkta kalma saatlerinin değişmesi ile birlikte, melatonin

salgılanması değişir. Bu durum, üreme sistemi ile mevsim arasında bağlantı

olabileceğini düşündürmektedir. Örneğin, mevsimsel üreme gösteren hamsterlarda,

uzun dönem karanlık, daha fazla melatonin salgılanmasından dolayı üremeyi inhibe

eder; erkeklerde testiküler gerilemeye, dişilerde anöstrus’a neden olur. İnsan

mevsimsel üreme göstermemesine rağmen, epidemiyolojik çalışmalarda, farklı

coğrafi alanlarda, gebelik ve doğum oranının mevsimsel dağılım sergilediği

belirtilmiştir. Kışları uzun olan bölgelerde, hipotalamo-gonadal sistem aktivasyonu

ve gebelik yaza oranla düşüktür. Pineal bez, puberteyi de etkilemektedir. Melatonin

seviyesinde düşüş meydana geldiğinde, hipotalamogonadal sistem aktive olur.

Çocukluk ve ergenlik çağı boyunca melatonin sentezi giderek düşüş gösterir.

Amenorede, serum melatonin konsantrasyonu yüksek bulunmuştur. Hızlı ve sürekli

(uzun süreli ise) egzersiz durumunda, serum melatonin konsantrasyonda yükselme

meydana gelir ve bu durum amenoreye neden olabilir. Melatonin, deney

hayvanlarında, gonadotropin salıverici hormon (GnRH) salınımını inhibe eder.

İnsanlarda benzer veriler henüz tamamiyle aydınlatılmamıştır (29). Genç kadınlara,

4 ay boyunca oral olarak verilen 300 mg dozda melatoninin, lüteinleştirici hormon

(LH) salınımını ve ovulasyonu inhibe ettiği, progestin uygulamasının bu etkiyi

artırdığı gösterilmiştir (196). Overlerin fonksiyonlarını direkt bir şekilde de

etkileyebilir. Granüloza hücrelerinin membranında melatonin reseptörlerinin varlığı

gösterilmiştir (199).
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Buna ek olarak eksojen melatoninin uygulanması serum testosteron

seviyesinde azalmaya neden olmuştur. Melatonin hipofiz bezinden GnRH indüklü

LH salınımını azaltarak (192), testosteron sekresyonunu ya indirek olarak

hipotalamo-hipofizer aks aracılığıyla (68,151,193) ya da leydig hücrelerindeki direk

etkisi aracılığı ile (191) gonadal seviyede (164) testosteron salgılanmasının

baskılanmasına neden olduğu rapor edilmiştir.

Diğer yandan, belirli bir yaştan itibaren melatonin düzeyindeki ciddi

düşüşün, immün sistemde olduğu gibi, endokrin sistemde de bir zayıflamaya yol

açtığı ve buna bağlı olarak da seks hormonu üretiminde azalma meydana gelmesi

sonucu, seksüel performansta düşüş ve cinsiyet organlarında dejenerasyon geliştiği

iddia edilmektedir (88).

b) Antioksidan Etkisi

Melatonin sirkadiyan ritmin biyolojik regülasyonunda, mizaç, üreme, uyku,

tümör büyümesi ve yaşlanma sürecinde etkili olduğu bilinen bir nörohormondur.

Melatoninin yaklaşık 25 yıldır bilinen önemli bir etkisi de antioksidan özelliğidir.

Melatoninin serbest oksijen radikal süpürücü özelliği olduğu ilk kez Ianas ve

arkadaşları tarafından ortaya konulmuştur (75). İn vitro (173) ve İn vivo (176)

çalışmalarda melatoninin yüksek toksik hidroksil (OH-) radikali ve oksijen kaynaklı

diğer radikalleri temizleyici etkiye sahip olduğu bildirilmiştir. Yapılan bir

çalışmada, melatoninin bilinen antioksidanlardan (mannitol, glutatyon, vitamin C,

vitamin E gibi) daha fazla ekiye sahip olduğu bildirilmiştir (144). Antioksidan

etkinin görülebilmesi için melatonin konsantrasyonunun gece yarısı görülen pik

değerinden çok daha yüksek seviyede olması gerekmektedir. Bu nedenden dolayı

insanda antioksidan etkinin görülebilmesi muhtemelen yalnızca farmakolojik

dozlarda olmaktadır. Bir çalışmada, ratlarda ana hepatik kanal ligate edilmiş ve

bilurubinemiye bağlı olarak serbest radikallerle böbrekte gelişen hasar

değerlendirilmiştir. Bu çalışmada, melatonin verilen ratlarda serbest radikallere

bağlı gelişen böbrek hasarının anlamlı derecede azaldığı, serum malondialdehit

(MDA) düzeylerinin düştüğü ve serumda total antioksidan etkinliğin arttığı

görülmüştür (35). Melatonin antioksidan etkisinin yanı sıra birçok antioksidan
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enzimi de stimüle edici, prooksidan enzimlerin ve nitrik oksidin sentezini inhibe

edici etkiye sahiptir. Başka bir çalışmada, hamsterlerde yanak keselerinde iskemi

reperfüzyon hasarı meydana getirilmiş ve hem sistemik melatonin verilen hem de

lokal melatonin uygulanan hayvanlarda serbest radikallere bağlı reperfüzyon

hasarının anlamlı derecede azaldığı görülmüştür (21).

Melatoninin antioksidan etkisi üç temel başlıkta toplanmıştır:

a. Direkt Antioksidan Etki:

Melatoninin oksidatif strese neden olabilen serbest radikalleri detoksifiye

ederek onların biyomoleküller üzerindeki zararlı etkilerini önleyebildiği

bildirilmektedir (23,149). Melatoninin antioksidan özelliği, yapısında bulunan pirol

halkasından dolayı olmaktadır. Fizyolojik durumlarda pek çok indol melatonine

benzer şekilde yıkılmaktadır, ancak O˙2 (süperoksit) varlığında, melatoninin pirol

halkasının indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) ile enzimatik ya da hemin ile

nonenzimatik olarak yıkımı, yüksek reaktiviteye sahip, N-asetil-N-formil-5-

metoksikinüramin (AFMK) oluşumuyla sonuçlanmaktadır (66). Melatoninin H2O2

varlığında da AFMK oluşturduğu ve bu metabolitin radikal tutucu aktivite

gösterdiği tespit edilmiştir (149).

Alfa-tokoferol, askorbat ve GSH gibi zincir reaksiyonlarını kırabilen diğer

antioksidanlardan farklı olarak, melatonin peroksil radikalini yakalayarak, yayılan

lipid peroksidasyonunu sonlandırmaktadır (66). Melatoninin bu antioksidanlardan

daha güçlü olduğu (149), mannitolden 14 kat ve GSH’dan 5 kat daha güçlü bir

şekilde hidroksil (OH-) radikalini yakaladığı (173) yapılan in vitro çalışmalarla

gösterilmiştir. 5-OH-triptofan, 5-OH-triptamin ve serotonin ile karşılaştırıldığında,

melatoninin, nitrik oksit (NO) oluşumunu azaltan en güçlü indol olduğu

belirlenmiştir. İn vitro koşullarda melatoninin doza bağımlı bir şekilde, peroksinitrit

(ONOO) ’in yol açtığı oksidasyonu önlediği ve ayrıca kendisi nitrasyona uğrayarak

ONOO’i detoksifiye ettiği; in vivo enflamasyon modelinde denitrotirozin

oluşumunu baskılayıcı etkiye sahip olduğu bildirilmiştir (23,149).
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b. Antioksidan Enzim Aracılı Etki:

Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik düzeylerdeki melatoninin, GPx,

SOD, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, glutatyon redüktaz ve g-glutamilsistein

sentetaz gibi bazı antioksidan enzimlerin gen ekspresyonları ya da aktiviteleri

üzerine arttırıcı etkiye sahip olduğu ve bu yolla oksidatif stresi baskıladığı

bildirilmiştir (23,149). Ratlara, akut/kronik olarak uygulanan melatoninin beyin

dokusu bakır çinko süperoksit dismutaz (CuZn-SOD) ve Manganez süperoksit

dismutaz (Mn-SOD) sentezini artırdığı ve bu yolla beyin dokusunu oksidatif

hasardan koruduğu (90); ayrıca anne rata verilen melatoninin plasentadan

geçebildiği ve fetus beyninde SOD aktivitesinde artışa neden olduğu gösterilmiştir

(181). Gece öldürülen ratlarda gündüze göre, beyin GPx aktivitesinin daha yüksek

seviyede bulunması, melatoninin fizyolojik antioksidan etkisine bağlanmaktadır.

Ratlarda böbrek, karaciğer ve beyin dokusundaki GPx aktivitesinde, melatonin

uygulandıktan 3 saat sonra artış olduğu gözlenmiştir (134). Melatonine benzer

biçimde, nöral GPx aktivitesinin, gündüz düşük; gece yüksek olduğu bulunmuştur

(143). Pinealektomi yapılan ratların akciğer, karaciğer ve beyin GPx aktivitelerinde

anlamlı düşüşler olduğu saptanmıştır (145). GSH havuzunu koruyan glutatyon

redüktaz aktivesinin, devamlı karanlığa maruz bırakılan kuşların beyninde daha

yüksek seviyede olduğu ve ekzojen melatonin uygulaması ile de deney

hayvanlarında aktivitenin yükseldiği bildirilmiştir (133). Melatonin uygulanan

ratların, karaciğer glutatyon redüktaz aktivitesinde yaklaşık olarak 2 kat artış

olduğu belirlenmiştir (201). Melatonin tarafından g-glutamilsistein sentetazın

uyarılmasıyla, insan endotel hücrelerinde total GSH içeriğinde yükselme olduğu

öne sürülmektedir (187).

c. Prooksidan Enzim Aracılı Etki:

Melatoninin bazı prooksidan enzimleri inhibe ederek, serbest radikal

oluşumunu azaltıcı etki gösterdiği ve bu yolla da antioksidan sistemi desteklediği

öne sürülmektedir (23,149). In vitro ve in vivo koşullarda, NO ve daha ileri

aşamada ONOO oluşumuna yol açan nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesinin,

fizyolojik melatonin konsantrasyonlarında inhibe edildiği bildirilmektedir (22).
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Beyin iskemi/reperfüzyon modelinde de, NOS inhibisyonuna neden olan

melatoninin düzeltici etkilerinin olabileceği ileri sürülmektedir (56).

Melatonin hem suda ve hem de lipid fazda çözünebildiğinden dolayı,

organizmada çok geniş bir alanda antioksidan etki gösterebilmektedir. Kolay bir

şekilde kan-beyin bariyerini ve plasentayı geçebilen melatonin için, bilinen hiçbir

morfofizyolojik bariyerin olmaması, melatoninin tüm intraselüler komponentlere

rahat bir şekilde ulaşabilmesini sağlamaktadır. Böylelikle melatonin, hücre zarını,

organelleri ve çekirdeği etkili bir şekilde serbest radikal hasarından

koruyabilmektedir. Hücre membranı ile temas ettiğinde, fosfolipid tabakanın dış

yüzeyine tutunan melatonin, radikallerle membrandan önce temasa geçerek onları

detoksifiye etmekte ve membranı korumaktadır. melatonin varlığında,

mitokondriyal solunum zincirinden kaynaklanan O2, H2O2 ve OH gibi radikallerin

üretiminde de azalma olmaktadır. Melatoninin çekirdeğe kadar ulaşabilme

özelliğinden dolayı, DNA’nın oksidatif hasara karşı korunmasında, melatonine bir

üstünlük sağlamaktadır (9). Daha da önemlisi, melatoninin diğer antioksidanların

aksine, çok yüksek dozlarda (300 mg/gün) ve 5 yıl gibi uzun süre kullanımında bile

toksik bir etki göstermemesidir (145).

Enzim Olan Endojen Antioksidanlar

Çeşitli hasara neden olan etkenlere karşı hücreler kendilerini korumak için

savunma mekanizmaları geliştirmişlerdir. Bunlardan en önemlileri hücre içi

antioksidan enzim sistemleridir. Strese bağlı lipid peroksidasyonu hasarını önlemek

için; glutatyon peroksidaz, süperoksit dismutaz ve katalaz gibi etkinlikleri

kanıtlanmış olan endojen enzimlerin yanı sıra eksojen olarak verilen antioksidan

etkinliğe sahip maddelerin de faydalı olduğu kanıtlanmıştır (59). En önemli

antioksidan enzim süperoksit dismutazdır. Bu enzim süperoksit radikalini daha

zararsız bir bileşik olan hidrojen peroksite (H2O2) dönüştüren tepkimeyi

katalizlemektedir. Hidrojen peroksit, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile

ayrıştırılır. Katalaz, hidrojen peroksitin su ve oksijene ayrışmasını hızlandıran bir

enzimdir. Hidrojen peroksit metabolizmasının ikinci yolağı glutatyon peroksit



15

yolağıdır. Bu enzim glutatyon redüktazla işbirliği yapar. Glutatyon peroksidaz ile

hidrojen peroksit suya indirgenirken, aynı zamanda intraselüler GSH da okside

glutatyona dönüştürülmektedir (97).

2.2.1.2. Süperoksit Dismutaz

Süperoksit dismutaz, süperoksit anyonunu hidrojen peroksit ve oksijen

molekülüne dönüştüren, antioksidatif reaksiyonların tam ortasında rolü olan önemli

bir enzimdir (117). Bu enzimatik aktivite ilk olarak McCord ve Fridovich

tarafından tanımlanmıştır (112).

Bu enzim; süperoksitin, hidrojen peroksit ve moleküler oksijene

dönüşümünü katalizler. Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve

katalaz enzimi aracılığı ile etkisiz duruma getirilmektedir. Hücre bölünmelerindeki

süperoksit düzeylerini kontrol etmede önemli bir role sahiptir (51).

SOD’un beş farklı formu bulunmaktadır: Vücutta en bol olarak bulunan

CuZn-SOD sitoplazmada yer alırken, mangan süperoksit dismutaz (Mn-SOD)

mitokondrilerde yer alır. Demir süperoksit dismutaz (Fe-SOD), E. coli, Bacteroides

fragilis ve Propionibacterium shermanii bakterilerinde anaerobik ortamda Fe

içeren, aerobik ortamda ise Mn içeren SOD enziminin kullanıldığı özel bir sistem

şeklinde bulunmaktadır. Nikel içeren Süperoksit dismutaz (Ni-SOD), Streptomyces

griseus bakterisinde tanımlanmış homotetramerik yapılı nikel içeren bir

izoenzimdir (16).

Memelilerde üç çeşit SOD bulunmaktadır (100).

1) Sitozolik SOD (CuZn-SOD, SOD1) : Fungus, bitki, hayvan, insan

hücreleri gibi ökaryotik hücrelerde sitozol, nükleer membran ve mitokondri

intermembran boşluğunda, eritrositlerde bulunan süperoksit dismutazdır (25,171).

Hayvan hücrelerinde CuZn-SOD’lar daha çok sitozolde yerleşmiştir. Bunun yanı

sıra iç ve dış mitokondriyel membran arasındaki boşlukta, çekirdekte ve

lizozomlarda bulunurlar (69). CuZn-SOD’un kofaktörleri çinko ve bakırdır. Bakır

enzimin aktivitesinden, çinko ise stabilitesinden sorumludur. Birçok ökaryot ve



16

hatta prokaryotlarda değişik varyantları belirlenmiştir. Bu grubun çoğunluğunu

ökaryotik hücrelerde bulunan sitozolik dismutaz oluşturur (169).

2) Mitokondrial SOD (Mn-SOD, SOD-2): Mitokondride bulunur ve tetramerik

yapıdadır. Kofaktörü mangandır.

3) Ekstraselüler SOD (EC-SOD, SOD-3): . Ekstraselüler SOD (EC-SOD),

Marklund tarafından 1982’de tanımlanmıştır ve CuZn- SOD’dan farklı olarak bakır

ve çinko taşıyan salgısal SOD’dur (110). Ekstrasellüler bölümlere salgılanmaktadır

ve tetramerik yapıdadır (139). Ekstraselüler SOD sadece endotelyal hücreler ve

fibroblast tarafından sentezlenir ve heparan sülfatlara bağlı olarak hücre yüzeyinde

eksprese edilir. Damar endotelinden salınan endotelyal heparin gevşetici faktör

plazmada süperoksit tarafından nötralize edildiği için ekstraselüler SOD (EC-SOD)

damar tonusunun düzenlenmesinde muhtemel rol oynamaktadır (110).

İnsanda SOD’un iki tipi bulunmaktadır. Bunlar; Mn-SOD ile CuZn-

SOD’dur. Genel olarak hücrede bol bulunan izomer sitozolik CuZn-SOD’dur (70).

Mn-SOD ve CuZn-SOD hayvanlarda baskın olan formlardır.

Omurgasızlarda SOD aktivitesi büyük ölçüde değişkenlik göstermektedir. Fakat

aktivitesi omurgalılara göre genellikle daha düşüktür. Omurgasız CuZn-SOD formu

memelilerdeki ile benzer özellik gösterir. Amfibilerdeki SOD en yüksek aktiviteyi

beyinde en düşük aktiviteyi akciğerde gösterirken, yüksek omurgalılarda ise

karaciğerde aktivite genellikle en yüksektir (2).
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2.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

GPx ilk olarak Mills (102,114,188) tarafından keşfedilmiştir. Daha sonraları

memeli GPx’lerinin diğer tipleri izole edilmiş ve organizmaların büyük bir

bölümünde ekspre edildiği bildirilmiştir (71).

GPx, glutatyonu okside ederek H2O2’yi H2O’ya indirgemektedir.

Glutatyonun okside formunun (GSSG) tekrar GSH’a indirgenmesi ise glutatyon

redüktaz (GR) tarafından sağlanır. SOD maksimum etkinlik için bakır, çinko ve

manganeze ihtiyaç duyarken; GPx selenyum ve katalaz demir gibi geçiş

metallerinin kofaktörlüğüne ihtiyaç duymaktadır (53).

Normal koşullarda hücredeki hidrojen peroksidin detoksifikasyonundan esas

olarak glutatyon peroksidaz sorumludur. GPx lipid peroksidasyonunun başlamasını

ve gelişmesini engelleyici özelliğe sahip bir enzimdir. Selenyum bağımlı ve

selenyum bağımsız olmak üzere iki farklı tipi bulunmaktadır. Selenyuma bağımlı

glutatyon peroksidaz hem hidrojen peroksiti hem de lipid hidroperoksitlerini

metabolize ettiği halde hücrenin sitozol (%70) ve mitokondri (%30)

fraksiyonlarında lokalize olan selenyum bağımsız glutatyon peroksidaz ise sadece

lipid hidroperoksitlerini metabolize etmektedir (74).

Glutatyon peroksidazların sınıflandırılması;

GPx 1 (Klasik ya da sitosolik)

GPx 2 (GI-GPx, Gastrointestinal)

GPx 3 (pGPx, Plazma)

GPx 4 (PHGPx ya da fosfolipid hidroperoksit)

GPx 5 (Epididimal)

GPx 6 (Olfaktorik epitel) (71).

Bunlardan GPx-5 ve GPx-6 dışında bütün memeli GPx proteinleri

selenosistein içerir (71). Dokularda GPx izoenzimlerinin dağılımları farklıdır. GPx-

l’in çoğu memeli türlerinin çeşitli dokularda açık bir şekilde dağılım gösterdiği

bilinmektedir (20,52). GPx-2 başlıca lokalize olduğu yer gastrointestinal sistemdir.
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GPx-3’ün böbrekte, GPx-4’ün ise testiste lokalize olduğu bildirilmiştir. GPx’in iki

izoenzimi daha bulunmaktadır. Bunlar; GPx-3 ile nükleotid/protein sekans

bakımından benzer yapıya sahip GPx-5 ve GPx-4 ile benzer bir yapıda olan GPx-6’

dır (52).

GPx-4 (PHGPx, Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz), karakterize

edilen selenyum içeren dördüncü glutatyon peroksidazdır. PHGPx ilk olarak 1982

yılında Ursini ve arkadaşları tarafından peroksidayon inhibe edici protein olarak

tanımlanmıştır (190). GPx-4 ile diğer GPx’ler arasında birçok fark bulunmaktadır.

Başlıca yapısal fark, diğer GPx’lerin tetramerik yapıda olmasına rağmen GPx-4’ün

monomer yapıda olmasıdır (189). GPx-4’ün diğer GPx’lerden farkı fosfolipid

peroksitleri substrat olarak kullanır ve buna ilaveten hidrojen peroksit ve lipid

hidroperoksitlerle de reaksiyona girer (106,182). GPx-4 ayrıca timin hidroperoksiti

de indirger (15). GPx-4’ün özelliklerinden birisi de bu enzimin farklı doku dağılımı

göstermesidir (28,77). GPx-4 için mRNA normal rat dokularında (özellikle rat

testislerinde) yoğun bir şekilde ifade edilir (77). GPx-4’ün mRNA seviyeleri nöral

hücreler, hepatomalar, nefroblastoma ve memeli miyoepitel hücreleri gibi kültür

hücrelerinde diğer dokulara oranla daha yüksektir. Testiste ve nispeten kültür

hücrelerinde GPx-4’ün oranı GPx-1’e göre belirgin bir şekilde daha yüksektir (77).

Glutatyon peroksidaz memeli dokularında geniş bir şekilde dağılış

göstermiştir.  Karaciğer en zengin kaynaklarından biridir. Normal rat ve insan

karaciğerinde bu selenoenzim organın çözünebilir proteininin yaklaşık % 25’ini

oluşturmaktadır (168). Glutatyon peroksidaz bütün hücrelerde bulunur (33).

Ratlarda Glutatyon peroksidazların dağılımı çok geniş bir şekilde çalışılmıştır.

Hepatositlerde selenyum bağımlı glutatyon peroksidazın başlıca sitosolde,

mitokondrinin matriksinde (47,48,108,109) ve nükleusda (109) lokalize olduğu

bildirilmiştir.

Karaciğerde en yüksek, akciğer, kalp ve beyinde orta, kasta ise düşük

aktivitede bulunmaktadır. GPx, aşırı hidrojen peroksit varlığı durumunda GSH’ın

okside glutatyona (GSSG, glutatyon disülfid) oksidasyonunu katalize etmektedir.

Bu arada H2O2 de suya dönüştürülerek detoksifiye edilmiş olur (127).
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2.2.1.4. Katalaz

Hidrojen peroksidi, oksijen ve suya parçalayan bu enzimin (104) etkisi ilk

kez 1818’de Thenard tarafından hayvan dokularında saptanmıştır. 1901’de Loew

bu etkinin özel bir enzim tarafından oluşturulduğunu belirlemiştir (137). Bu enzim

tüm hayvan ve bitkilerde ve bazı bakterilerde bulunur. 1923’te Warburg, enzimin

siyanid ile inhibe edildiğini, bunun nedeninin ise enzimin demir içermesinden

kaynaklandığını, 1930 yılında ise Hellström ve Zeile enzimin prostetik grubunun

hematin olduğunu belirlemişlerdir. Katalaz, metabolik olarak üretilen peroksitlerin

elimine edilmesinde fonksiyoneldir (206). Katalaz enzimi hayvanlarda tetramerik

yapıda bulunmaktadır. Katalaz, sitokrom sistemini içeren bütün aerobik hücrelerde

bulunur. Anaerobik hücrelerde ise sadece radyasyona dirençli olan bakterilerde

olduğu saptanmıştır (137). Enzim aktivitesi bakımından; hayvan dokularında

hücresel düzeyde özellikle eritrosit, karaciğer ve böbrek hücrelerinde, hücre içinde

ise karaciğerde peroksizomlar (105) başta olmak üzere sitozolde ve endoplazmik

retikulumda aktivite yüksektir. En düşük enzim aktivitesi bağ dokuda

belirlenmiştir. Düz kas ve kalp kası hücrelerinde peroksizomlarda, iskelet kasında

ise endoplazmik retikulumda katalaz aktivitesi yüksektir. Eritrositlerde; hücre

membranında ve sitoplazmada enzim aktivitesi saptanmıştır (171). Katalaz enzimi,

metil ve etil hidroperoksitler, formik asit, fenoller ile hidrojen peroksit gibi küçük

moleküllere etkilidir (160).

Katalaz daha önce de belirtildiği üzere H2O2’nin katabolizmasında, etanol,

metanol ve elemental civa gibi maddelerin peroksidatik oksidasyonunda görev alan

önemli bir antioksidan enzimdir. Katalaz bu fonksiyonunu iki yolla

gerçekleştirmektedir. Birinci yol; katalaz’ın H2O2’nin yıkımından sorumlu olduğu

katalitik yoldur (1). İkinci yol ise katalaz enziminin H2O2’nin O2’den faydalanarak

elemental civa, etanol veya metanol gibi hidrojen donörleri ile gösterdiği

peroksidatik reaksiyondur (1,64,161).

Katalaz ve glutatyon peroksidazın fonksiyonları birbirine çok benzer fakat

hücre içi dağılımları çok farklıdır. Katalaz başlıca peroksizomlarda en yüksek

aktiviteyi gösterirken, glutatyon peroksidaz en yüksek aktiviteyi sitozol ve
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mitokondrial matrikste gösterir. Eritrositlerde her iki enzim de sitozolde bulunur ve

hidrojen peroksitin yıkımında eşit derecede öneme sahiptirler (171).

2.3. Erkek Genital Sistemi

Bu sistem; eşey hücrelerinin üretildiği testisler, üretilen hücreleri ileten

kanallar (tubulus rektus, rete testis, duktuli eferentes, epididimis, duktus deferens),

bu kanallara açılan yardımcı bezler (vezikula seminalis, bulboüretral bez ve prostat)

ve dış genital organ olan penisten ibarettir (178).

2.3.1. Testis

Testis, bel bölgesindeki intermedier mezodermin urogenital plak’ından

meydana gelmektedir. Bu bölgedeki coelom epitelinde sağlı-sollu (bilateral) iki

kabartı oluşur. Crista genitalis denilen bu kabartılar testisin çatısını oluşturular;

fakat cinsiyet hücrelerinden yoksundurlar. Çünkü cinsiyet hücreleri kökenini bu

bölgeden değil, barsak epitelinden (endoderm) almaktadırlar (67).

Testisler, scrotum içerisinde ve funiculus spermaticus’a asılı bir şekilde

bulunurlar. Şekil olarak yanlardan biraz basık ve oval olan organlar septum scroti

ile birbirlerinden ayrılmışlardır (10,126,184). İnsanlarda her bir testisin ağırlığı

yaklaşık olarak 10-15 gramdır (126). Sıçanlarda ise testis ağırlıkları vücut

ağırlığının % 1’i kadar olmaktadır (39).

Testisler, dıştan içe doğru üç tabaka ile çevrelenir. Bu tabakalar sıraya göre;

tunica vaginalis testis, tunica albuginea ve tunica vasculosa’dır (49).

Tunica albuginea: En belirgin katman olan tunika albuginea sıkı yapılı fibröz bir

tabakadır. Elastikliği az olan bu kapsül kollagen lif bakımından zengindir. Tunica

albuginea, testisin arka yüzünde kalınlaşarak mediastinum testis’i meydana

getirmektedir. Testis damar ve sinirleri ile sperma kanalcıkları mediastinum

testisten giriş çıkış yapar (10,93,126,184).
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Tunica albuginea’dan ayrılan ve bağ dokusundan oluşan lamellere septula

testis denir. Bu yapılar, testis parankimasını 250-300 kadar lobüllere ayırmaktadır.

Her bir testis lobulusu içerisinde tubulus seminiferus kontortus adı verilen 3-4

kanalcık bulunur. Seminifer tubüller gevşek bağ dokusu ile sarılı şekildedirler ve

birbirleriyle anastomoz yaparlar. Bu kanalcıkların etrafını saran bağ dokuda ise

sinirler, kan ve lenf damarları ve leydig hücreleri bulunur. Seminifer tubül

duvarında yerleşmiş olan spermatogenetik hücreler spermatozoa üretmektedir.

Leydig hücrelerinden testosteron hormonu salgılanır. Tubulus seminiferus

kontortus’ların uç kısımları düzleşerek tubulus seminiferus rectus adını almaktadır.

Tubulus seminiferus rectus’lar mediastinum testis’e gelirler. Burada rete testis adı

verilen ve ağ yapmış olan kanalcıklara açılmaktadırlar. Rete testis’ten ayrılan 12-15

kadar küçük kanalcıklara ise duktuli efferentes testis adı verilir. Bu kanalcıklar da,

epididimis’in kaput epididimis parçasına açılmaktadır (10,41,126,184).

Tubulus seminiferus kontortus duvarındaki hücreler, şekil, durum ve

fonksiyon bakımından birbirlerinden farklı iki gruba ayrılmaktadır. Bunlar

spermatogenetik hücreler ve sertoli hücreleridir (101,126).

I. Sertoli hücreleri: Şekil olarak uzun ve dar sütunlara benzerler. Yüksek boylu

piramidal hücreler olan sertoli hücreleri tabanları bazal membrana oturmuş, tepeleri

ise kanal boşluğuna dogru uzanır (101,126). Düzenli bir şekilde germ hücreleri

arasında bulunurlar ve sayıca spermatogenetik hücrelerden azdırlar. Hücre sınırları

mikroskobik incelemelerde güçlükle seçilmektedir. Sertoli hücrelerinin

sitoplazmaları saydam, çekirdekleri ince uzun, hücrenin uzun eksenine parelel

konumlu ve kromatince fakirdir. Bu nedenden dolayı çekirdekçikleri belirgin olarak

göze çarpar (101).
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Sertoli hücrelerinin görevleri:

1.Gelişmekte olan spermatozoonların korunmasını, beslenmesini ve

desteklenmesini, gelişen spermlerin oto-immun reaksiyondan korunmasını

sağlamaktadır (101).

2.Fagositoz; spermiogenezis esnasında fazla spermatid sitoplazması, artık cisimcik

şeklinde bulunmaktadır. Bu sitoplazmik parçacıklar fagosite edilir ve sertoli

hücreleri tarafından yeniden kullanılır (81).

3.Sekresyon; sertoli hücreleri sürekli olarak seminifer tubüllere genital kanallar

yönünde akan ve sperm transportu için kullanılan bir sıvı salgılarlar. Androjen-

baglayıcı-protein salgılanması ise sertoli hücreleri tarafından, folikül stimüle edici

hormon’un (FSH) kontrolü altında olur. Bu protein testosteronu baglayarak,

hormonun tubul içerisinde birikimini sağlamaktadır. Ayrıca FSH sentezini ve

hipofiz ön lobundan salgılanmasını baskılayan inhibin adı verilen bir peptidi de

salgılarlar (81,101).

4.Anti-müllarian hormon yapımı; Glikoprotein yapıda olan bir hormondur ve

embriyonal hayatta müller kanalının regresyonunu sağlar (101,185).

II. Spermatogenetik hücreler (Germ hücreleri):

Embriyonal hayatta testis taslağına sokulan primordiyal germ hücreleri

çogalarak spermatogenetik hücreleri meydana getirmektedirler Bu hücreler,

seminifer tubül duvarında çesitli olgunlaşma evrelerine göre sıralanırlar ve bazal

membrandan kanalcığın boşluğuna doğru radier konumda uzanan kolonlar meydana

getirirler (81,101,126).

Bazal membrana en yakın olan spermatogenetik hücreler en primitif

olanlarıdır. Bu hücrelere spermatogonium adı verilir. Nispeten küçük ve yuvarlak

olan spermatogoniumlar primordiyal germ hücrelerinden meydana gelirler ve soluk

renkte boyanan bir çekirdeğe sahiptirler. Pubertaya kadar, spermatogenetik hücre

olarak seminifer tubül duvarında yalnızca spermatogoniumlar bulunur. Pubertada

hormonal etki ile bu hücreler mitozla çogalarak diğer tip hücreleri oluştururlar.
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Spermatogoniumlar, çekirdeklerinin biçimi, büyüklüğü, kromatin dağılımı ve

histokimyasal özelliklerine göre Tip A ve Tip B olmak üzere iki gruba

ayrılmaktadırlar. Her çekirdek 46 kromozoma sahiptir (81,101,126).

Tip A (Ana hücre): Oval şekilli çekirdeğe sahiptir. Mitoz ile çoğalan bu hücrelerin

yarısı tip A olarak kalırken diğer yarısı büyüyerek tip B’ye dönüşür.

Tip B: Bu hücreler ana spermatogoniumlardan daha büyüktür ve çekirdekleri

yuvarlaktır. Tip B’nin mitozla çoğalmasıyla meydana gelen hücrelerin tümü

farklılaşarak primer spermatosit’i (spermatosit-I) oluştururlar. Primer spermatositler

bazal membrandan uzaklaşırlar ve hacimleri artar (81,101,116,126).

Primer spermatosit (spermatosit-I): Bu hücreler hacim olarak en büyüktürler.

Seminifer epitelin orta bölümünde bulunurlar ve oval sekillidirler. Primer

spermatositler oluşur oluşmaz birinci mayoz bölünmenin profaz evresine girerler.

Bu evre uzun sürdügünden dolayı kesitlerde en çok sayıda görülen hücreler primer

spermatositlerdir. Bu hücreler 46 kromozom taşırlar (81,101,116).

Sekonder spermatosit (spermatosit-II): Bu hücreler 23 kromozoma sahiptirler ve

primer spermatositlerin mayoz bölünmesi sonucu oluşurlar. Sekonder

spermatositler hacim olarak daha küçüktürler. Kısa süre içerisinde ikinci mayoz

bölünmeye girdiklerinden dolayı kesitlerde görülmeleri oldukça güçtür. Sonuç

olarak, bu hücrelerin bölünmeleriyle spermatid’ler oluşur (81,101,116).

Spermatid: Spermatidler sekonder spermatositlerin yarısı kadar büyüklüktedir ve 23

kromozom taşırlar. Birbirleriyle sitoplazmik bağlantı yapan sinsityal hücre

kümeleri oluştururlar. Spermatid’ler bölünme sürecine girmezler ve şekil

değişikliğine uğrayarak spermiyum’a (spermatozoon) dönüşürler (81,101,116).

Sonuç olarak, spermatogoniumdan spermium (spermatozoon) oluşumuna

kadar iki evre geçer. Spermatogoniumdan spermatid oluşumuna kadar olan sürece

spermatogenezis, spermatidin şekil değiştirerek spermiyuma dönüşmesi olayına ise

spermiogenezis adı verilir (81,101,116).
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Tüm memeli türlerinin testisinde tübülleri çevreleyen myoid hücreler

bulunur (40). Myoid hücrelerin, spermin tübüllere ilerletilmesi ve sıvının hareketi

için bir güç sağladığı ve leydig hücrelerinin testosteron hormonu uyarısını sertoli

hücrelerine aktararak androjen bağlayıcı protein (ABP) yapımına katkı sağladığı

bildirilmektedir (155).

İnterstisyel Doku (İnterstisyel Alan):

İnterstisyel doku gevşek bağ dokusu karakterindedir ve seminifer tubüller

arasında lokalize olmuştur. Bu alanda, kan ve lenf damarları, leydig hücreleri, sinir

lifleri, mast hücreleri, fibroblastlar ve makrofajlar bulunmaktadır (49,101,153,184).

İnterstisyel alanda leydig hücreleri, tek tek ya da gruplar halinde

yerleşmiştir. Asidofilik karakterde ve poligonal sekilli olan leydig hücrelerinin

çekirdekleri yuvarlaktır ve aynı zamanda kromatin’den fakirdir (49,101,153,184).

Puberte döneminde beliren leydig hücreleri, sekonder seks karakterlerini belirleyen

testosteron hormonunu üretmektedir. Leydig hücreleri steroid hormon sentezi

yapan hücrelere özgü organel ve enzimlerden zengindir. Granülsüz endoplazma

retikulumu ve tubulus tip mitokondriyonlar steroid dehidrojenaz enzimi ile

testosteronun öncüsü kolesterolü içerir (14,80,152,155).

Puberte ile birlikte leydig hücreleri tarafından salgılanan testosteronun ana

fonksiyonları; seksüel isteğin (libido) belirmesi, eklenik genital bezlerin

fonksiyonunun sürdürülmesi, sekonder cinsiyet karakterlerinin ortaya çıkması,

spermatogenezisin kontrolü, hipofiz ve hipotalamusta negatif geri tepki ve genel

anabolik etkiler olarak sayılabilir (40,83,91).

Testis dokusunun hem ekzokrin hem de endokrin fonksiyonları

bulunmaktadır. Ekzokrin işlevi seminifer tubüllerde meydana gelen spermiyum

gelişimidir. Endokrin fonksiyonu ise leydig hücreleri tarafından testosteron

üretimidir (60).

FSH ve LH hipofiz ön lobundan salgılanan ve spermatogenezisi düzenleyen

başlıca hormonlardır. LH leydig hücreleri üzerinde etki ederek testosteron üretimini

stimule eder. Testosteron hormonu normal spermatogenetik hücrelerin gelişiminde
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gerekli olan hormondur. FSH ise sertoli hücrelerini etkiler ve bu hücrelerde

androjen-baglayıcı-protein üretimini artırır. Bu protein testosteron ile baglanarak

tubül lumenine salgılanmaktadır. Tubül lumeninde biriken testosteron hormonu ise

sperm yapımını uyarır. Ayrıca, sertoli hücrelerinden spermlerin yaşaması ve

epididimise taşınmasında rolü olan testiküler sıvı salgılanmaktadır (81,101).

Leydig hücrelerinden salgılanan testosteron hormonu hem seminifer

tubullere, hem de kan yolu ile taşınarak erkek üreme bezlerine ve diğer birçok

organa etki etmektedir. Sertoli hücreleri tarafından salgılanan inhibin hormonu ise

hipofiz önlobundan gonadotropin hormonlarının salgılanmasını baskılamaktadır

(101).

2.4. Antioksidanlar ve Testis İlişkisi

Spermatogenez saniyede 1000 sperm üretebilme kapasitesine sahip ve aktif

olarak devamlı tekrarlanan bir işlemdir. Bu işlemde doğal olarak meydana gelen

hücre bölünmesi, germinal epitel tarafından yüksek oranda mitokondriyel oksijen

tüketimini sergilemektedir. Ayrıca; testisteki zayıf vaskülarizasyon, bu dokuda

oksijen miktarının az olmasına neden olmaktadır. Bundan dolayı oksijen daha da

büyük önem kazanmaktadır. Bu durum oksijen için olan rekabetin ise şiddetli

olmasına yol açmaktadır (179).

Testis, steroidogenez ve sperm üretiminin desteklenmesi için antioksidan

açıdan korunmasına karşın, bazı endojen ve ekzojen faktörlerin bu savunmayı

bozduğu ve oksidatif strese neden olduğu bilinmektedir. Meydana gelen

bozukluklar; kriptorşidizm, testiküler torsiyon, varikosel, hipertiroidizm, diyabet,

enfeksiyon ve reprodüktif hormon dengesizliğidir (76). Bunların sonucunda; erkek

germ hücre hattında DNA hasarı, spermatozoonda DNA hasarı, testiküler

antioksidan enzim aktivitesinde bozukluk, oksidatif stres indüklenmesi, lipid

peroksidasyonunun indüklenmesi, reaktif oksijen türleri (ROS) temizleyicilerinin

kaybı, testiküler SOD ve katalaz aktivitesinin baskılanması görülmektedir (179).
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Hem spermatogenez hem de leydig hücresi steroid hormon üretimi oksidatif

stresle hasar görebildiği için bu dokudaki düşük oksijen miktarı testisteki

mekanizmaların önemli bir parçası olabilmektedir. Bu mekanizmalar ile testis,

serbest radikallerin yol açtığı hasarlardan kendini korur (36,50,136,141).

Testis bu korunmayı sağlamak için; çeşitli antioksidan enzimler ve serbest

radikal temizleyiciler içermektedir (179).

Bu antioksidan savunma sistemleri çok önemlidir, çünkü peroksidatif hasar

testiküler torsiyondan diyabete ve ksenobiyotik maruziyeti gibi durumlarda

patolojik sonuçları destekleyen bozuk testiküler fonksiyonun tek önemli sebebi

gibi kabul edilmektedir (13,96). Testiküler mikroçevredeki düşük oksijen

miktarına rağmen testis; fazla miktarda doymamış yağ asitlerinin ve ROS oluşturan

sistemlerin varlığı sebebiyle, oksidatif strese karşı hassas duruma gelmektedir

(179). Birçok hastalığın oluşumunda rolü olan oksidatif stres, vücudun antioksidan

savunma sistemleri ve ROS’un üretimi arasında dengesizlik olduğu zaman ortaya

çıkmaktadır (86,205).

Testisteki antioksidan savunmada büyük öneme sahip olan antioksidan

enzimler ve bu enzimler üzerine melatoninin etkisi çeşitli çalışmalarla

araştırılmıştır (128,131,157,166). Rat testislerinde etanol ile indüklenen lipid

peroksidasyon sonrası, melatonin uygulamasıyla birlikte GPx ve katalaz gibi

enzimlerin aktivitelerinin arttığı bildirilmiştir (131). Ayrıca melatoninin, deneysel

olarak varikosel oluşturulmuş testis dokusunda GPx, SOD ve katalaz enzim

seviyeleri üzerine olumlu etki yaptığı bildirilmiştir (128). Hemosistein uygulanan

ratların testis dokusundaki GPx, SOD ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin

seviyelerindeki azalmanın, melatonin uygulamasıyla birlikte arttığı bildirilmiştir

(166).
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3. MATERYAL VE METOD

Yapılan çalışma Histoloji ve Embriyoloji, Patoloji A. D. laboratuvarları ile

Kafkas Üniversitesi Hayvancılık Araştırma ve Uygulama Merkezi

laboratuvarlarında gerçekleştirilmiştir.

3.1. MATERYAL

3.1.1. Deney Hayvanı Materyali

Çalışmada kullanılan deney hayvanları Erzurum Veteriner Kontrol Enstitüsü

Müdürlüğünden temin edildi. Ortalama 10-12 haftalık, 30 adet erkek Sprague

Dawley rat, Erzurum Bayramoğlu Yem Fabrikası A.Ş.’den temin edilen standart rat

yemi ve su ile ad libitum beslendi. 1 hafta adaptasyon sürecinden sonra, ratlar 3

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.

3.1.2. Melatonin

Deneme grubuna uygulanan melatonin (Sigma-M5250) soğuk zincir

şartlarına dikkat edilerek temin edildi. Çalışma süresince -20 0C’de muhafaza

edildi.
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3.2. METOD

3.2.1. Melatonin Uygulanması

Deney
Grupları

Denek sayısı Deneysel uygulamalar

Deneme Grubu 10 Etanolde çözdürülüp serum fizyolojikle

sulandırılmış 10 mg/kg dozdaki melatonin 21

gün süreyle intraperitoneal (i.p.) yol ile günlük

olarak enjekte edildi.

Sham Grubu 10 21 gün süre ile her gün deneme grubuna

uygulanan miktarda etanol ve serum fizyolojik

intraperitoneal (i.p.) yol ile uygulandı.

Kontrol Grubu 10 Herhangi bir uygulama yapılmadı.

Tablo 2. Deney grupları ve yapılan uygulamalar

3.2.2. Ratlarda Canlı Ağırlık Ölçümü

Deneysel çalışmada kullanılan bütün ratların canlı ağırlıkları deneye ilk

başlangıç zamanı “0” kabul edilip 21 günlük süreçte 8 saatlik açlık sonrası, sabah

saatlerinde her gün hassas dijital terazi (Precisa-XB220A) ile tartıldı.

3.2.3. Ratlardan Testis Örneklerinin Alınması

Yirmi bir günlük (21 gün) deney süresi sonunda eter anestezisi altında,

servikal dislokasyonla ratlar ötenazi yapıldıktan sonra testis dokuları alındı.
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3.2.4. Histolojik İncelemeler

Histolojik ve immunohistokimyasal değerlendirmeler için ayrılan testis

doku örnekleri Bouin ve % 10’ luk formol solüsyonlarında tespit edildi. Örnekler

dereceli alkoller, metil benzoat ve benzollerden geçirilerek parafinde bloklandı.

Parafin bloklarından 6 μm kalınlığında seri kesitler alındı. Testislerin histolojik

olarak yapısını incelemek için alınan kesitlere Crossmanın üçlü boyaması (Triple

Boyama), hematoksilen-eosin (HxE) ve periyodik asit Shiff (PAS) boyamaları

uygulandı (103).

Çalışmada tüm gruplardaki ratların seminifer tubül çapı

değerlendirmelerinde her bir rat için seksen adet seminifer tubülün çapı

okülermikrometre ile ölçüldü. Elde edilen sonuçların istatistiki değerlendirmeleri

yapıldı.

3.2.5. İmmunohistokimyasal İncelemeler

SOD-1, GPx-4 ve CAT’ın testis dokusundaki immunohistokimyasal

dağılımını incelemek için Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) tekniği (73)

uygulandı. Krom alüm jelatin ile kaplanmış lamlara, parafin bloklarından 5

mikrometre (μm) kalınlığında seri kesitler alındı. Alınan kesitler deparafinizasyon

ve rehidrasyon işlemlerinden geçirildikten sonra fosfat buffered salin (PBS)’ de

çalkalanarak endojen peroksidaz aktivitesini engellemek için %3 lük H202 (0,1

M‘lık PBS’ te hazırlanmış)’de 10 dk. inkube edildi. PBS ile yıkandıktan sonra (3x5

dk.) antijenleri açığa çıkarmak için 10 dk. mikrodalga fırın kullanıldı. Tekrar PBS

ile yıkandıktan sonra (3x5 dk.) spesifik olmayan bağlanmaları engellemek amacıyla

sekonder antikorun üretildiği türe uygun (Ultra V Blok) serumda (% 10) inkube

edildi. Tekrar PBS ile yıkandıktan sonra kesitler oda sıcaklığında 1 saat süreyle

anti-GPx-4 (LifeSpan Biosciences: LS-B1596) (1:40 dilüsyon), anti-SOD-

1(Thermo Scientific Pierce Products: LF-PA0013) (1:400 dilusyon) ve anti-

CAT’da (Abcam: ab1877) (1:2000) inkube edildi. İnkubasyonun ardından yine

PBS’de yıkandıktan (3x5 dk.) sonra kesitlere primer antikorun üretildiği türe karşı
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olan biotinlenmiş sekonder antikor (Invitrogen Histostain Plus Broad Spectrum

(AEC) (Cat. No: 85-9043) uygulanarak 30 dk. oda ısısında tutuldu. Fosfat buffer

salinde yıkandıktan (3x5 dk.) sonra kesitlere streptavidin horse radish peroksidaz

ilave edilip oda ısısında 30 dk. süre ile bekletildi. Tekrar PBS ile yıkandıktan (3x5

dk) sonra kromojen uygulaması için DAB-H2O2 tekniği (159) kullanıldı. Kesitlerin

üzerine kromojen solüsyonu eklendikten sonra ışık mikroskobunda kontrol edilerek

immunoreaktivitenin durumuna göre reaksiyon PBS ile durduruldu. Distile su ile

yıkandıktan sonra zıt boyama için hematoksilen yapıldı. Hazırlanan preparatlar BX-

051 Olympus (JAPAN) marka araştırma mikroskobunda incelenerek fotografları

çekildi. Hücrelerdeki SOD-1, GPx-4 ve CAT immunoreaktivitesi, reaksiyonun

boyanma şiddetine göre, birbiriyle karşılaştırılarak değerlendirildi.

Derecelendirmede kullanılan semboller Tablo 3’de gösterilmiştir.

Dokudaki Reaksiyon Yoğunluğu Semboller

Çok yoğun 3

Orta derecede yoğun 2

Az yoğun 1

Reaksiyon yok 0

Tablo 3. Dokulardaki SOD-1, GPx-4 ve Katalaz immunoreaktivitesinin derecelendirilmesi

Dokulardaki SOD-1, GPx-4 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.

3.2.6. İstatistiksel Analiz

İstatistik analiz için SPSS programının 16.0 versiyonu kullanıldı (167).

Gruplar arası farklılıklar için one-way ANOVA testi, çoklu gruplar arasındaki

farkın kaynağını bulmak için çoklu karşılaştırma testlerinden Duncan testi

uygulandı. İstatistiksel analizde güven aralığı 0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

Çalışmada ratların canlı ağırlıkları, testis ağırlıkları, tubulus seminiferus

kontortus çapları, histolojik ve immunohistokimyasal bulguları değerlendirilmiştir.

4.1. Ratların Canlı Ağırlık Bulguları

Deney süreci toplamda 21 gün olup, izlenen periyotta her bir gruptaki

ratların tartımı 0-21. günler toplam 22 kez yapıldı. Grupların günlere göre kendi

içerisinde ve gruplar arasında ortalama canlı ağırlıkları değerlendirilmiştir.

Grupların kendi içerisinde değerlendirilen ortalama canlı ağırlıkları deneme

(melatonin) grubu için Tablo 4, sham grubu için Tablo 5, kontrol grubu için ise

Tablo 6’da verilmiştir.
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Tablo 4. Deneme grubu içinde günlere göre ortalama canlı ağırlıkların karşılaştırılması.
*P < 0,05. SD: Standart Deviation (Standart sapma), F: F değeri.

Günlere göre deneme grubunun kendi içinde ortalama canlı ağırlık

bakımından günler arası istatistiksel düzeyde anlamlı (P<0,05) bir fark bulundu.

Tablo 4’de verildiği üzere melatonin uygulanan grupta ortalama canlı ağırlıkta

azalma olduğu görüldü.

Gün Ortalama Canlı
Ağırlık (gr)

Standart
Sapma Değeri F değeri

0. gün 295,56 24,57

2,17*

1. gün 288,65 27,02

2. gün 282,25 27,21

3. gün 275,20 24,71

4. gün 270,52 23,80

5. gün 267,63 23,08

6. gün 263,12 23,01

7. gün 259,64 21,85

8. gün 256,26 20,77

9. gün 253,95 20,54

10. gün 253,34 22,03

11. gün 252,48 20,40

12. gün 255,30 21,43

13. gün 259,51 24,11

14. gün 258,71 25,06

15. gün 259,10 26,34

16. gün 258,30 25,00

17. gün 259,20 25,91

18. gün 258,21 29,21

19. gün 259,03 29,19

20. gün 260,45 29,82

21. gün 257,58 30,87
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Grafik 1. Deneme grubunda günlere göre canlı ağırlıklarının karşılaştırılması. *P < 0,05.
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Gün Ortalama Canlı
Ağırlık (gr)

Standart
Sapma Değeri F değeri

0. gün 285,55 44,26

0,731

1. gün 284,50 47,36

2. gün 279,36 50,14

3. gün 278,69 47,45

4. gün 269,84 48,33

5. gün 268,74 47,81

6. gün 267,06 47,66

7. gün 263,30 47,71

8. gün 259,44 46,35

9. gün 258,33 45,01

10. gün 258,58 46,21

11. gün 256,91 44,18

12. gün 257,23 43,77

13. gün 255,29 41,83

14. gün 253,87 42,89

15. gün 254,31 41,75

16. gün 252,52 41,24

17. gün 252,88 39,90

18. gün 250,56 38,91

19. gün 246,48 36,96

20. gün 246,08 40,38

21. gün 248,03 40,40

Tablo 5. Sham grubu içinde günlere göre ortalama canlı ağırlıkların karşılaştırılması.
SD: Standart Deviation (Standart sapma), F: F değeri.

Sham grubu içinde ortalama canlı ağırlıkta azalma görülürken, ortalama canlı

ağırlık açısından günler arasında istatistiksel düzeyde anlamlı (P<0,05) bir fark

gözlenmedi.
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Grafik 2. Sham grubunda günlere göre canlı ağırlıklarının karşılaştırılması.
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Gün Ortalama Canlı
Ağırlık (gr)

Standart
Sapma Değeri F değeri

0. gün 298,79 29,85

0,871

1. gün 298,11 29,38

2. gün 300,23 29,14

3. gün 304,07 29,16

4. gün 299,66 27,38

5. gün 306,68 28,98

6. gün 307,71 28,34

7. gün 309,92 28,05

8. gün 311,38 28,18

9. gün 313,30 27,97

10. gün 313,94 28,17

11. gün 314,13 27,15

12. gün 314,86 29,14

13. gün 316,82 27,33

14. gün 317,21 28,45

15. gün 317,84 27,85

16. gün 320,98 27,29

17. gün 320,54 27,70

18. gün 320,88 28,65

19. gün 322,75 27,40

20. gün 324,26 27,03

21. gün 321,41 27,86

Tablo 6. Kontrol grubu içinde günlere göre ortalama canlı ağırlıkların karşılaştırılması.
SD: Standart Deviation (Standart sapma), F: F değeri.

Kontrol grubu içinde ortalama canlı ağırlıkta artma görülürken, ortalama

canlı ağırlık bakımından günler arasında istatistiksel düzeyde anlamlı (P<0,05) bir

fark gözlenmedi.
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Grafik 3. Kontrol grubunda günlere göre canlı ağırlıklarının karşılaştırılması.
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Gün Grup
Ortalama

Canlı Ağırlık(gr) SD Değeri F
Değeri

Fark

0. Gün
Deneme 295,56 24,57 0,41 Fark YokSham 285,55 44,26
Kontrol 298,79 29,85

1. Gün
Deneme 288,65 27,02

0,38 Fark YokSham 284,50 47,36
Kontrol 298,11 29,38

2. Gün
Deneme 282,25 27,21 0,93 Fark YokSham 279,36 50,14
Kontrol 300,23 29,14

3. Gün
Deneme 275,20 24,71 2,00 Fark YokSham 278,69 47,45
Kontrol 304,07 29,16

4. Gün Deneme 270,52 23,80 2,38 Fark YokSham 269,84 48,33
Kontrol 299,66 27,38

5. Gün Deneme 267,63 23,08
4,05*

Kontrol
Sham 268,74 47,81 Kontrol

Kontrol
306,68 28,98 Deneme,

Sham
6. Gün Deneme 263,12 23,01

5,07*
Kontrol

Sham 267,06 47,66 Kontrol
Kontrol

307,71 28,34 Deneme,
Sham

7. Gün Deneme 259,64 21,85
6,65*

Kontrol
Sham 263,30 47,71 Kontrol

Kontrol 309,92 28,05 Deneme,
Sham

8. Gün Deneme 256,26 20,77
8,51*

Kontrol
Sham 259,44 46,35 Kontrol

Kontrol 311,38 28,18 Deneme,
Sham

9. Gün
Deneme 253,95 20,54068

10,16*

Kontrol
Sham 258,33 45,01 Kontrol

Kontrol 313,30 27,97 Deneme,
Sham

10. Gün
Deneme 253,34 22,03

9,90*

Kontrol
Sham 258,58 46,21 Kontrol

Kontrol 313,94 28,17 Deneme,
Sham

11. Gün
Deneme 252,48 20,40

11,42*

Kontrol
Sham 256,91 44,18 Kontrol

Kontrol
314,13 27,15

Deneme,
Sham
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Tablo 7. Gruplararası günlere göre ortalama canlı ağırlıkların karşılaştırılması.*P <0,05
SD: Standart Deviation (Standart sapma), F: F değeri.

12. Gün
Deneme 255,30 21,43

10,65*

Kontrol
Sham 257,23 43,77 Kontrol

Kontrol 314,86 29,14 Deneme,
Sham

13. Gün Deneme 259,51 24,11 11,51* Kontrol
Sham 255,29 41,83 Kontrol

Kontrol 316,82 27,33 Deneme,
Sham

14. Gün Deneme 258,71 25,06
11,37*

Kontrol
Sham 253,87 42,89 Kontrol

Kontrol 317,21 28,45 Deneme,
Sham

15. Gün Deneme 259,10 26,34
11,68*

Kontrol
Sham 254,31 41,75 Kontrol

Kontrol 317,84 27,85 Deneme,
Sham

16. Gün
Deneme 258,30 25,00

14,07*
Kontrol

Sham 252,52 41,24 Kontrol
Kontrol 320,98 27,29 Deneme,

Sham

17. Gün Deneme 259,20 25,91
13,82*

Kontrol
Sham 252,88 39,90 Kontrol

Kontrol 320,54 27,70 Deneme,
Sham

18. Gün Deneme 258,21 29,21
14,00*

Kontrol
Sham 250,56 38,91 Kontrol

Kontrol 320,88 28,65 Deneme,
Sham

19. Gün Deneme 259,03 29,19
16,89*

Kontrol
Sham 246,48 36,96 Kontrol

Kontrol 322,75 27,40 Deneme,
Sham

20. Gün Deneme 260,45 29,82
15,97*

Kontrol
Sham 246,08 40,38 Kontrol

Kontrol 324,26 27,03 Deneme,
Sham

21. Gün Deneme 257,58 30,87
14,20*

Kontrol
Sham 248,03 40,40 Kontrol

Kontrol 321,41 27,86 Deneme,
Sham
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Gruplararası ortalama canlı ağırlık bakımından 0. ve 4. günler arası

istatistiksel düzeyde anlamlı fark gözlemlenmezken, 5-21 günler arası kontrol

grubu ile deneme ve sham grubu arasında istatistiksel düzeyde anlamlı (P<0,05)

fark olduğu (Tablo 7) fakat deneme ve sham grubunda istatistiksel düzeyde anlamlı

fark olmadığı belirlendi. Günlere göre gruplararası ortalama canlı ağırlıklarının

karşılaştırılması Grafik 4’de gösterilmiştir.

Grafik 4. Günlere göre canlı ağırlıkların (gr) ortalamalarının gruplar arası karşılaştırılması.
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4.2. Ratların Testis Ağırlık Bulguları

Grup n
(Sağ+Sol Testis Ağırlığı/
Canlı Ağırlık)*1000 (gr) SD F Fark

Deneme 10 9,96 2,70
Sham,
kontrol

Sham 10 16,47 4,39 12,70* Deneme
Kontrol 10 14,83 0,68 Deneme

Tablo 8. Gruplar arasında testis ağırlıklarının karşılaştırılması. *P < 0,05.
SD: Standart Deviation (Standart Sapma), F: F değeri.

Grafik 5. Gruplar arasında testis ağırlıklarının karşılaştırılması. *P <0,05.

Deneme, sham ve kontrol grupları arasında, testis ağırlığı yönünden

istatistiksel düzeyde (P<0,05) anlamlı bir fark gözlendi (Tablo 8). Sham ve kontrol

grubunda testis ağırlıkları benzerlik sergilerken deneme grubu testis ağırlığının

diğer iki gruba göre düşük olduğu belirlendi.
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4.3. Ratların Tubulus Seminiferus Kontortus Çap Bulguları

Tablo 9. Gruplar arasında tubulus seminiferus kontortus çap değerleri karşılaştırılması.
*P < 0,05. SD: Standart Deviation (Standart Sapma), F: F değeri.

Grafik 6. Gruplar arasında tubulus seminiferus kontortus çap değerleri karşılaştırılması.
*P < 0,05.

Testis tubulus seminiferus kontortus çapı değeri yönünden deneme, sham ve

kontrol grupları arasında istatistiksel düzeyde (P<0,05) anlamlı bir fark gözlendi.

Melatonin enjekte edilen grupta tubulus seminiferus kontortusların ortalama çapının

diğer iki gruba göre daha düşük olduğu belirlendi (Tablo 9).
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Grup n Tubulus seminiferus
kontortus çap değeri (µm)

SD F Fark

Deneme 10 182,17 30,44

454.49*

Sham,

Kontrol

Sham 10 217,18 30,33

Deneme,

Kontrol

Kontrol 10 228,08 34,51

Deneme,

Sham
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4.4. Histolojik Değerlendirme Bulguları

Testis dokusunun histolojik incelemesinde yapılan mikroskobik

değerlendirmeler sonucu kontrol ve sham grubundaki rat testislerinin normal yapıya

sahip olduğu tespit edildi (Resim 1,2).

Kontrol ve Sham grubunun testis dokularının mikroskobik incelemesinde

yuvarlak ve düzgün yapıda tubulus semineforus kontortusların olduğu görülürken

bu tubuluslardaki hücre dizisinde, intersitisyel alandaki leydig hücrelerinde ve kan

damarlarında herhangi bir histolojik farklılık tespit edilmedi (Resim 3,4).

Resim 1. Kontrol grubu testis dokusunun histolojik görünümü. Triple boyama. Bar: 100 μm.
Oklar: Tubulus seminiferus kontortuslar.
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Resim 2. Sham grubu testis dokusunun histolojik görünümü. H.E. boyama. Bar: 100 μm.
Oklar: Tubulus seminiferus kontortuslar.

Resim 3. Kontrol grubu testis dokusunun histolojik görünümü. Triple boyama. Bar: 50 μm.
Çift ok: Tubulus seminiferus kontortuslar, Ok: Leydig hücresi, Ok başı: Kan damarı.
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Resim 4. Sham grubu testis dokusunda tubulus seminiferus kontortusun histolojik görünümü.
H.E boyama. Bar: 25 μm. Oklar: Leydig hücreleri, Ok başı: Kan damarı.
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Deneme grubunda yapılan boyamalar sonrasında mikroskobik

incelemelerde, bazı tubulus seminiferus kontortuslarda atrofi (Resim 5), germinal

epitel içerisinde vakuolleşme ve spermatogenik seriye ait hücrelerde lümen içine

dökülme olduğu tespit edildi (Resim 6).

Resim 5. Deneme grubu testis dokusunun histolojik görünümü. H.E. boyama. Bar: 50 μm.
Oklar: Tubulus seminiferus kontortuslarda atrofik yapı.
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Resim 6. Deneme grubu testis dokusunda tubulus seminiferus kontortusun histolojik görünümü.
H.E. boyama. Bar: 25 μm. Oklar: Tubulus seminiferus kontortus içerisinde vakuolleşme, Ok başı:
Spermatogenik seriye ait hücrelerde lümen içine dökülme.
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Kontrol, sham ve deneme gruplarında yapılan PAS boyamaları sonucu,

tubulus seminiferus kontortusun bazal membranının boyandığı gözlemlendi (Resim

7).

Resim 7. Kontrol grubu testis dokusunda tubulus seminiferus kontortusun histolojik görünümü.
PAS. boyama. Bar: 10 μm. Ok: Bazal Membran
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4.5. İmmunohistokimyasal Değerlendirme Bulguları

4.5.1. SOD-1 İmmunoreaktivitesi Bulguları

Tüm gruplardan 21. günde alınan testis doku kesitleri süperoksit dismutaz-1

immunoreaktivitesi yönünden incelendi. Işık mikroskopik incelemede sham,

kontrol ve deneme gruplarında spesifik SOD-1 immunoreaktivitesi görüldü (Resim

8,9,10).

Kontrol, sham ve deneme gruplarına ait testis doku örneklerinin

immunohistokimyasal incelenmesinde, SOD-1 immunoreaktivitesinin

spermatogonyumlarda nükleer ve sitoplazmik (Resim 11,13,15) primer

spermatositlerde, sekonder spermatositlerde ve spermatidlerde sitoplazmik tarzda

olduğu gözlendi (Resim 11,12,13). Bununla beraber SOD-1 immunoreaktivitesinin

sertoli hücrelerinde yalnızca sitoplazmik olduğu gözlemlenirken (Resim 13,14),

leydig hücrelerinde ise hem sitoplazmik hem de nükleer olduğu tespit edildi.

(Resim 11,14) Ayrıca intersitisyel alandaki damar endotel hücrelerinde SOD-1

immunoreaktivitesinin olmadığı gözlemlendi (Resim 14).

Reaksiyon yoğunluğu bakımından en yoğun reaksiyon kontrol grubunda, en

zayıf yoğunluk ise deneme grubunda gözlemlendi (Resim 8,9,10).
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Testisteki Yapılar
Reaksiyon Yoğunluğu

Kontrol Grubu Sham Grubu Deneme Grubu

Endotel Hücreleri 0 0 0

Spermatogonyum Çekirdek +3

Sitoplazma +1

Çekirdek +2

Sitoplazma +1

Çekirdek +2
Sitoplazma +1

Primer spermatosit Çekirdek 0

Sitoplazma +1

Çekirdek 0

Sitoplazma +1

Çekirdek 0
Sitoplazma +1

Sekonder spermatosit Çekirdek 0

Sitoplazma +1

Çekirdek 0

Sitoplazma +1

Çekirdek 0

Sitoplazma +1

Spermatid +3 +2 +1

Sertoli hücreleri Çekirdek 0

Sitoplazma +1

Çekirdek 0

Sitoplazma +1

Çekirdek 0

Sitoplazma +1

Leydig hücreleri +3 +2 +1

Tablo 10. Testisteki yapılar ve SOD-1 reaksiyon yoğunluğu.

Resim 8. Kontrol grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 50 μm.
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Resim 9. Sham grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 50 μm.

Resim 10. Deneme grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 50 μm.



52

Resim 11. Kontrol grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 25 μm. Oklar:
Spermatogonyumlarda sitoplazmik ve nükleer SOD-1 immunoreaktivitesi, Ok başı: Leydig hücrelerinde
SOD-1 immunoreaktivitesi, *: Spermatidlerde SOD-1 immunoreaktivitesi.

Resim 12. Kontrol grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 25 μm.
Oklar: Primer spermatositlerde sitoplazmik SOD-1 immunoreaktivitesi, Ok başı: Sekonder spermatositlerde
sitoplazmik SOD-1 immunoreaktivitesi, Çift ok: Damar endoteli.
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Resim 13. Sham grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 25 μm. Oklar:
Spermatogonyumlarda sitoplazmik ve nükleer SOD-1 immunoreaktivitesi, Ok başı: Sertoli hücresinde
sitoplazmik SOD-1 immunoreaktivitesi, *: Spermatidlerde SOD-1 immunoreaktivitesi.

Resim 14. Sham grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 25 μm. Ok: Sertoli hücresinde
sitoplazmik SOD-1 immunoreaktivitesi, Ok başı: Leydig hücrelerinde SOD-1 immunoreaktivitesi, Çift ok:
Kan damarı.
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Resim 15. Deneme grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 25 μm.
Ok: Spermatogonyumlarda sitoplazmik ve nükleer SOD-1 immunoreaktivitesi.

Resim 16. Kontrol grubu testis dokusunda negatif SOD-1 immunoreaktivitesi.
(Negatif kontrol). Bar: 50 μm.
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4.5.2.  GPx-4 İmmunoreaktivitesi Bulguları

Tüm gruplardan 21. günde alınan testis doku kesitleri glutatyon peroksidaz-

4 immunoreaktivitesi yönünden incelendi. Işık mikroskopik incelemede sham,

kontrol ve deneme gruplarında spesifik Gpx-4 immunoreaktivitesi görüldü (Resim

17,18,19).

Kontrol, sham ve deneme grubuna ait testis doku preparatlarının

immunohistokimyasal incelenmesinde, intersitisyel alandaki damar endotel

hücrelerinde, leydig hücrelerinde, primer spermatositlerde, sertoli hücrelerinde

immunoreaktivitenin olmadığı (Resim 20,21) ancak spermatogonyumlarda odaklar

halinde olduğu görüldü (Resim 17,22). GPx-4 immunoreaktivitesinin sekonder

spermatositlerde ve spermatidlerde sitoplazmik olduğu gözlemlendi (Resim 21,23).

Reaksiyon yoğunluğu bakımından en yoğun reaksiyon kontrol grubunda

gözlenirken, en zayıf yoğunluğun deneme grubunda olduğu gözlemlendi (Resim

17,18,19).

Tablo 11. Testisteki yapılar ve GPx-4 reaksiyon yoğunluğu.

Testisteki Yapılar
Reaksiyon Yoğunluğu

Kontrol Grubu Sham Grubu Deneme Grubu

Endotel Hücreleri 0 0 0

Spermatogonyum

(odaklar halinde) +3 +2 +1

Primer spermatosit 0 0 0

Sekonder spermatosit
Çekirdek 0

Sitoplazma +3

Çekirdek 0

Sitoplazma +2

Çekirdek 0

Sitoplazma + 1

Spermatid +3 +2 +1

Sertoli hücreleri 0 0 0

Leydig hücreleri 0 0 0
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Resim 17. Kontrol grubu testis dokusunda GPx-4 immunoreaktivitesi. Bar: 50 μm.
Ok: Spermatogonyumlarda odaklar halinde GPx-4 immunoreaktivitesi.

Resim 18. Sham grubu testis dokusunda GPx-4 immunoreaktivitesi. Bar: 50 μm.
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Resim 19. Deneme grubu testis dokusunda GPx-4 immunoreaktivitesi. Bar: 50 μm.

Resim 20. Kontrol grubu testis dokusunda GPx-4 immunoreaktivitesi. Bar: 25 μm.
Ok: Damar endoteli, Ok başı: Leydig hücreleri.
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Resim 21. Deneme grubu testis dokusunda GPx-4 immunoreaktivitesi. Bar: 25 μm. Ok: Primer
spermatosit, Ok başı: Leydig hücreleri. *: Sekonder spermatositlerde sitoplazmik GPx-4
immunoreaktivitesi.

Resim 22. Kontrol grubu testis dokusunda GPx-4 immunoreaktivitesi. Bar: 25 μm.
Ok: Spermatogonyumlarda odaklar halinde GPx-4 immunoreaktivitesi.
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Resim 23. Sham grubu testis dokusunda GPx-4 immunoreaktivitesi. Bar: 25 μm.
Ok: Sekonder spermatositlerde sitoplazmik GPx-4 immunoreaktivitesi, Ok başı: Spermatidlerde
GPx-4 immunoreaktivitesi.

Resim 24. Deneme grubu testis dokusunda negatif GPx-4 immunoreaktivitesi (Negatif kontrol).
Bar: 50 μm.
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4.5.3. Katalaz İmmunoreaktivitesi Bulguları

Tüm gruplardan 21. günde alınan testis doku kesitleri katalaz

immunoreaktivitesi yönünden incelendi. Işık mikroskopik incelemede sham,

kontrol ve deneme gruplarında spesifik katalaz immunoreaktivitesi görüldü (Resim

25,26,27).

Bütün gruplara ait testis doku örneklerinin immunohistokimyasal

incelenmesinde, katalaz immunoreaktivitesinin spermatogonyum, primer ve

sekonder spermatositlerde sitoplazmik olduğu gözlendi (Resim 28,29,30). Ayrıca

bütün gruplarda, spermatogonyum ve primer spermatositlerin çekirdeğine eklenik

odaklar halinde katalaz immunoreaktivitesi tespit edildi (Resim 30). Sertoli

hücrelerinde yalnızca sitoplazmik tarzda reaksiyon olduğu gözlemlenirken, leydig

hücrelerinde ise hem nükleer hem de sitoplazmik tarzda reaksiyon gözlendi (Resim

31). İlaveten intersitisyel alandaki damar endotel hücrelerinde katalaz

immunoreaktivitenin olduğu gözlemlendi (Resim 32). Reaksiyon yoğunluğu

yönünden katalaz immunoreaktivitesinin melatonin uygulanan grupta diğer iki

gruba göre (kontrol, sham) çok az düzeyde zayıf olduğu gözlemlendi (Resim

25,26,27).
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Testisteki Yapılar

Reaksiyon Yoğunluğu

Kontrol Grubu Sham Grubu Deneme Grubu

Endotel Hücreleri +2 +2 +1

Spermatogonyum

Çekirdek 0,

Sitoplazma: +1, +2, +3

Çekirdek 0
Sitoplazma:+1, +2, +3

Çekirdek 0
Sitoplazma +1, +2

Primer

spermatosit

Çekirdek 0,

Sitoplazma +1

Çekirdek 0
Sitoplazma +1

Çekirdek 0
Sitoplazma +1

Sekonder

spermatosit

Çekirdek 0,

Sitoplazma +1

Çekirdek 0

Sitoplazma +1

Çekirdek 0

Sitoplazma +1

Spermatid +1 +1 +1

Sertoli hücreleri Çekirdek 0,

Sitoplazma:+1, +2, +3

Çekirdek 0

Sitoplazma:+1, +2, +3

Çekirdek 0

Sitoplazma +1, +2

Leydig hücreleri +3 +3 +2

Tablo 12. Testisteki yapılar ve katalaz reaksiyon yoğunluğu

Resim 25. Kontrol grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 50 μm.
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Resim 26. Sham grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 50 μm.

Resim 27. Deneme grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 50 μm.
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Resim 28. Sham grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar:10 μm. Ok: Primer spermatositlerde
sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi, Ok başı: Spermatogonyumlarda sitoplazmik katalaz
immunoreaktivitesi, Çift ok: Sekonder spermatositlerde sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi.

Resim 29. Deneme grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 10 μm. Ok: Primer
spermatositlerde sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi. Çift ok: Spermatogonyumlarda sitoplazmik katalaz
immunoreaktivitesi, Ok başı: Sekonder spermatositlerde sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi.
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Resim 30. Sham grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 10 μm.
Ok: Spermatogonyumlarda sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi, Ok başı: Primer spermatositlerde
sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi, Kalın ok: Spermatogonyum ve Primer spermatositlerin
sitoplazmasında odaklar halinde katalaz immunoreaktivitesi.

Resim 31. Kontrol grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 10 μm. Ok: Leydig hücrelerinde
katalaz immunoreaktivitesi, Ok başı: Sertoli hücresinde sitoplazmik katalaz İmmunoreaktivitesi.
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Resim 32. Kontrol grubu testis dokusunun damar endotelinde katalaz immunoreaktivitesi.
Bar: 10 μm. Ok: Damar endoteli.

Resim 33. Sham grubu testis dokusunda negatif katalaz immunoreaktivitesi (Negatif kontrol).
Bar: 50 μm.
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ

Bu çalışmada, son yıllarda önemi oldukça artan melatonin hormonunun

ekzojen uygulamasının testis dokusunda Süperoksit dismutaz-1, Glutatyon

peroksidaz-4 ve Katalaz enzimine etkisini incelemek amaçlanmıştır. Bu amaçla

erişkin erkek ratlara 3 hafta boyunca hergün melatonin uygulaması yapılmış ve

sonrasında canlı ağırlık, testis ağırlığı ve tubulus seminiferus kontortus çaplarındaki

değişiklikler belirlenmiştir. Bununla birlikte testis dokusundaki histolojik

değişiklikler incelenmiş, SOD-1, GPx-4 ve Katalaz enziminin dokudaki

immunohistokimyasal lokalizasyonu araştırılmıştır.

Melatoninin çeşitli etkilerini incelemek için yapılan çalışmalarda farklı süre

ve dozlarda melatonin uygulaması yapıldığı görülmüştür. El-Sokkary ve arkadaşları

(44) kronik etanol uygulamasından kaynaklanan lipid peroksidasyon ürünleri

üzerine melatoninin etkisini belirlemek amacıyla 30 gün boyunca 10 mg/kg

dozunda deri altı enjeksiyonu ile melatonin uygulamışlardır. Kuş ve arkadaşları

(92) rat ön hipofiz bezi hücrelerinde leptin üretimine eksojen melatoninin ve

pinealektominin etkisini belirlemek amacıyla 2 ay boyunca 3 mg/kg dozda

melatonin uygulamışlardır. Ji ve arkadaşları (82) testiste melatoninin üreme hücresi

apopitozisi ve kadmiyum indüklü hücresel stress üzerindeki etkilerini incelemek

için 5 mg/kg (i.p) dozda melatonin uygulamışlardır. Farklı bir çalışmada Erdemir

ve arkadaşları (46) melatoninin antioksidan etkisini belirlemek amacıyla ratlara 50

mg/kg (i.p) dozda melatonin uygulamışlardır. Mauriz ve arkadaşları (111) rat

karaciğerlerinde melatoninin antioksidan enzimler üzerine olan etkisini belirlemek

için 4 hafta süre ile 20 mg/L dozunda içme sularına melatonin katmışlardır. Vardı

ve arkadaşları (194) yaptıkları çalışmada deneysel diyabet sonrası karaciğerde

meydana gelen değişiklikler üzerine melatoninin etkilerini incelemek için ratlara 8

hafta süresince 10 mg/kg (i.p) dozda melatonin uygulamışlardır. Koral Taşçı (89),

fare karaciğerinde melatonin uygulamasının glutatyon peroksidaz enzimine olan

etkisini incelemek amacıyla farelere 4 hafta boyunca 10 mg/kg (i.p)  dozda

melatonin uygulaması yapmıştır. Lankoff ve arkadaşları (99) fare karaciğerinde

nodularinin neden olduğu oksidatif strese karşı melatoninin koruyucu etkisini ve
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antioksidan enzim aktivitesine etkisini araştırmak amacıyla farklı dozlarda (5, 10,

15 mg/kg) melatonini intraperitonal yol ile uygulamışlardır. Farklı bir çalışmada

Kuş ve arkadaşları (95) erkek ratlara 2 hafta süresince 25 mg/kg intraperitonal yol

ile melatonin uygulamışlardır. Başka bir çalışmada da (38) karaciğerde sigaranın

meydana getirdiği yapısal değişiklikler üzerine C vitamininin ve melatoninin

etkilerini araştırmak amacıyla ratlara 4 mg/kg (i.p) dozda 3 ay süresince melatonin

uygulanmıştır.

Bizim çalışmamızda melatoninin dozu, çalışmalarda en çok kullanılan (11,

44,85,89,113,172,194,197) doz olan 10 mg/kg olarak belirlenmiş ve intraperitonal

yolla 21 gün boyunca hergün uygulanmıştır.

 Canlı Ağırlık ve Testis Ağırlığı Değerlendirmeleri

Cam ve arkadaşları (30) yaptıkları çalışmada ratlara 4 hafta boyunca

melatonin uygulaması yapmışlardır. Ratların canlı ağırlıklarını da inceledikleri bu

çalışmanın başlangıcında ilk canlı ağırlıklarının bütün gruplarda benzer olduğunu,

çalışmanın sonunda ise hem kontrol hem de yalnızca melatonin uygulanan grubun 4

hafta sonundaki canlı ağırlıklarının başlangıç canlı ağırlıklarına göre artmış

olduğunu bildirmişlerdir.

Şimşek ve arkadaşlarının (163) ratlara melatonin uygulaması yaptıkları

çalışmalarında 1.gün, 21. gün ve 42. gün aralıklarında gruplar arasındaki canlı

ağırlıklarını da incelemişlerdir. Çalışmanın başlangıcında benzer ağırlıklara sahip

olan grupların 21. ve 42. gününde kontrol grubu ile sadece melatonin uygulanan

grubun canlı ağırlıkları arasında anlamlı bir fark olmadığını bildirmişlerdir.

Armağan ve arkadaşları (11) diabetik ratlarda melatoninin antioksidan

enzimler üzerine etkisini incelemek için yapmış oldukları bir çalışmada sekiz hafta

10 mg/kg dozunda melatonin uygulamasından sonra, diabetik ratların ve melatonin

uygulanmış diabetik ratların ortalama vücut ağırlıklarının kontrol grubuna göre

anlamlı bir şekilde azaldığını bildirmişlerdir.
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Doğurman ve arkadaşları (43) çalışmalarında ratlarda melatoninin hem ışık

hem de karanlık periyodlarda vücut ağırlığında azalmaya yol açtığını

bildirmişlerdir. Terron ve arkadaşları (180) ratlarda melatoninin canlı ağırlık

üzerine etkilerini inceledikleri çalışmalarında, kontrol ve melatonin gruplarında

canlı ağırlık kazanımı bakımından kontrol grubunda artış olduğu görülürken,

melatonin grubunun canlı ağırlık kazanımında ise önemli bir azalma olduğunu

bildirmişlerdir.

Canpolat ve arkadaşları (31) ratlara melatonin uygulaması yaptıkları

çalışmalarında sham ve melatonin gruplarını canlı ağırlık bakımından da

incelemişler ve çalışmanın sonunda sham grubundaki ratların canlı ağırlıklarının

başlangıç ağırlıklarına göre artış görülürken, melatonin uygulanan gruptaki ratların

canlı ağırlıklarının ise başlangıç ağırlıklarına göre azalma gösterdiğini

belirtmişlerdir

Wolden-Hanson ve arkadaşları (200) yaptıkları çalışmada melatoninin

doğrudan canlı ağırlığında bir azalmaya neden olduğunu bildirmişlerdir. Rios-Lugo

ve arkadaşları (150) çalışmalarında 9 hafta boyunca melatonin uyguladıklarını ve

uygulamanın 3. haftasından itibaren melatoninin canlı ağırlık kazanımında

azalmaya neden olduğunu belirtmişlerdir.

Ahmad ve arkadaşları (3) yapmış oldukları çalışmada funambulus

pennanti’ye melatoninin farklı dozlarını uygulamışlar, sonucunda testis ağırlığı ve

vücut ağırlığında azalma belirlerken, bu azalmanın testis ağırlığında vücut

ağırlığına göre daha fazla olduğunu saptamışlardır.

Çalışmamızda günlere göre ortalama canlı ağırlık bakımından deneme ve

sham gruplarının canlı ağırlıklarında azalma olduğu belirlendi. Deneme grubunda

ortalama canlı ağırlık açısından günler arasında istatistiksel düzeyde anlamlı

(P<0,05) bir fark görülürken, sham grubu içinde ise günler arasında istatistiksel

düzeyde anlamlı bir fark olmadığı görüldü. Kontrol grubu içinde ortalama canlı

ağırlıkta artma görülürken, ortalama canlı ağırlık açısından günler arasında

istatistiksel düzeyde anlamlı bir fark gözlenmedi. Bulgularımız Cam ve arkadaşları
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(30) ile Şimşek ve arkadaşlarının (163) bulgularıyla farklılık göstermiştir. Bununla

birlikte bulgularımız, birçok çalışma (3,11,31,43,150,180,200) ile benzer olarak

canlı ağırlık bakımından deneme grubunda, kontrol ve sham gruplarına kıyasla

istatistiksel düzeyde anlamlı (P<0,05) olarak azalma olduğunu göstermiştir. Ayrıca

canlı ağırlık bakımından gruplar arasında 0. ve 4. günler arası istatistiksel düzeyde

anlamlı fark gözlemlenmezken, 5-21 günler arası kontrol grubu ile deneme ve sham

grubu arasında istatistiksel düzeyde anlamlı (P<0,05) fark olduğu ancak sham ve

deneme grubunda istatistiksel düzeyde anlamlı fark olmadığı gözlemlenmiştir.

(Tablo 7)

Rashed ve arkadaşları (142) melatoninin farklı dozlarının ve uygulama

sürelerinin rat testisleri üzerine olan etkilerini araştırdıkları bir çalışmada melatonin

uygulamasının testis ağırlığında ve boyutunda belirgin azalmalara neden olduğunu

bildirmişlerdir. Aynı araştırmacılar, melatoninin hipofiz bezi tarafından sentezlenen

ve spermatogenezis için gerekli olan ve testosteronun etkisinin düzenlenmesinde

rolü olan LH ve FSH’da azalmaya yol açtığını bildirmişler. Buna ilaveten

melatonin uygulanan ratların testis dokusunda testosteronun azaldığı yorumunda

bulunmuşlardır. Testosteron sekresyonundaki azalmadan dolayı germ

hücrelerindeki protein sentezinde azalmalar olacağını bu yüzden çalışmalarında,

germ hücrelerinin farklı derecelerde dejeneratif değişiklikler gösterdiğini ve

melatoninin testiküler gerilemeye neden olan etkili bir madde olduğunu

bildirmişlerdir.

Kuş ve arkadaşları (94) erkek ratlarda pineal bez ve testis arasındaki ultra

yapısal karşılıklı ilişkiyi belirlemek üzere yaptıkları çalışmada pinealektomi yapılan

ratlarda; testis ağırlığının kontrol grubuna göre belirgin bir şekilde arttığını

saptamışlardır. Aynı çalışmada melatonin uygulanmış pinealektomili gruptaki

ratların testis ağırlıklarının pinealektomili gruba ve kontrol grubuna göre belirgin

bir şekilde azaldığını bildirmişlerdir. Ayrıca testosteron hormonunun melatonin

salgılanmasını baskıladığını ve böylece GnRH üzerine melatoninin inhibitör

etkisini kaldırdığını ya da tersi etki gösterdiğini belirtmişlerdir.
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Çalışmamızda deneme grubu testis ağırlıklarının kontrol ve sham grubuna

göre düşük olduğu gözlemlenirken, deneme ile diğer grupların testis ağırlıkları

arasındaki farkın istatistiki olarak anlamlı (P<0,05) olduğu gözlemlendi.

Çalışmamızın bulguları yapılan bir çok çalışmaya (3,94,142) paralel olarak

melatonin uygulamasının ratların testis ağırlığını azalttığını göstermiştir. Bu

azalmanın nedeninin; Rashed ve arkadaşlarınının (142) belirttiği üzere melatoninin

testosteron hormonunun salgılanmasını azaltıcı etki gösterdiği ve bundan dolayı

testis dokusunda testosteron sekresyonundaki bu azalmadan dolayı oluşan testiküler

gerilemeden kaynaklanabileceğini düşünmekteyiz.

 Histolojik ve Histometrik Değerlendirmeler

Mehraein ve arkadaşları (113) melatonin uygulamasından sonra fare

testislerinde morfometrik değerlendirmeler sonucunda tubulus seminiferus

kontortus çapında anlamlı bir azalma olduğunu bildirmişlerdir.

Tuncer ve arkadaşları (186) yaptıkları çalışmada, rat testislerinde melatonin

ve çinkonun etkilerini incelemişlerdir. Bu çalışmada (186) melatonin

uygulamasının; spermatogenik aktivitede azalma, tubüler dejenerasyon, nekrozis,

tubül lümenlerinde tıkanıklık gözlemlemişlerdir.

Ooi ve Ng’nin (129) yaptıkları bir çalışmada erkek golden hamsterlerinde

melatonin enjeksiyonunun spermatogenezis inhibisyonuna ve seminifer tubül

çaplarında bir azalmaya neden olduğunu bildirmişlerdir.

Ng ve Ooi’nin (121) fare testis histolojisi üzerine pineal indollerinin etkisini

araştırmak üzere yaptıkları bir çalışmada kontrol grubuna göre melatonin

uygulanan grupta seminifer tubül çaplarında anlamlı bir azalma olduğunu ve

seminifer tubüllerde atrofi meydana geldiğini bildirmişlerdir. Aynı araştırmacılar

(l21) melatoninin, hipotalamik reseptörleri üzerine etkisi aracılığı ile LH salıcı

hormon sekresyonunu inhibe ederek antigonadotropik etki gösterdiğini ve ayrıca

hipofiz bezi üzerine direk etki ederek LH sekresyonunu baskıladığını ifade
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etmişlerdir. Böylece hipotalamik ve hipofiz seviyede pineal indollerinin bu

muhtemel eyleminin fare spermatogenezisi üzerine olumsuz etki göstermesinin

nedeni olabileceğini bildirmişlerdir.

Reiter ve arkadaşları (148) 50 gün boyunca yetişkin erkek hamsterlara

uyguladıkları melatoninin testislerde ve yardımcı üreme organlarında atrofiye yol

açtığını bildirmişlerdir

Kanter (85) çalışmasında iskemi reperfüzyon sonrası rat testislerinde

şiddetli testiküler hasar meydana geldiğini ve melatonin uygulanmasıyla testiküler

hasarın önlendiği bildirmiştir.

Yaptığımız çalışmada, ratların testis dokusu seminifer tubül çapları

bakımından incelendiğinde ortalama tubül çap değeri bakımından gruplar arasında

anlamlı (P<0,05) bir fark belirlendi. Bununla birlikte deneme grubundaki tubulus

seminiferus kontortusların ortalama çap değerinin kontrol ve sham grubuna göre

düşük olduğu gözlemlendi. Çalışmamızın sonuçlarına göre melatoninin tubulus

seminiferus kontortus çapında azalmaya neden olması Ng ve Ooi (121), Ooi ve Ng

(129) ve Mahrein ve arkadaşlarının (113) çalışmalarını destekler niteliktedir.

Çalışmamızda deneme grubundaki tubulus seminiferus kontortus çaplarındaki

azalmanın; Rashed ve arkadaşları (142) ile Ng ve Ooi’nin (121) belirttiği üzere

melatonin hormonunun LH sekresyonu üzerine baskılayıcı etki göstermesinden

dolayı,  testosteron hormonunun eksikliğinden kaynaklanacak olan testiküler

gerileme, atrofik yapı ve dejenerasyonların sonucu olarak oluşacak yapı

bozukluklarından kaynaklanabileceğini düşünmekteyiz.

Çalışmamızda kontrol ve sham grubunda testis dokusunun histolojik

yapısında herhangi bir farklılık olmadığı ve normal yapıda olduğu belirlendi.

Deneme grubunda ise yapılan birçok çalışmayla (121,148,186) uyumlu olarak

yoğun bir testiküler dejenerasyon ve bazı tubulus seminiferus kontortuslarda atrofi,

germinal epitel içerisinde vakuolleşme ve lümende spermatosit dökülmelerinin

olduğu tespit edildi. Ancak bulgularımızın Kanter’in (85) sonuçlarıyla farklılık

gösterdiği belirlendi.
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 Süperoksit Dismutaz-1’in İmmunohistokimyasal Değerlendirmeleri

Ookawara ve arkadaşları (130) farelerde ekstraselüler süperoksit dismutaz

enziminin fare testisinde spermatogonyumlarda, peritubüler intersitisyumda ve

kapsülde lokalize olduğunu bildirmişlerdir. Nonogaki ve arkadaşları (123) ise

insanlarda CuZn-SOD enziminin immunohistokimyasal lokalizasyonunun ağırlıklı

olarak spermatogonyumlarda lokalize olduğunu tanımlamışlardır. Sakai ve

arkadaşlarının (156) yaptıkları çalışmada rat testisinde SOD enziminin

immunohistokimyasal lokalizasyonunun primer spermatositlerde çok güçlü bir

şekilde bulunduğunu ifade etmişlerdir.

Kampfer ve arkadaşları (84) insan testisinde katalaz ve SOD-2 enziminin

peritubüler duvar hücrelerinde immunoreaktivite gösterdiğini ayrıca katalaz

enziminin sertoli hücrelerinde ve SOD-2 enziminin leydig hücrelerinde reaktivite

gösterdiğini bildirmişlerdir.

Oberley ve arkadaşları (125) yetişkin hamster testis dokusunda CuZn-SOD

(SOD-1) enziminin olgun spermlerde +1 yoğunlukta diffüz ve sitoplazmik tarzda

ve katalaz enziminin +1 ile +2 yoğunlukta yine diffüz ve sitoplazmik tarzda

immunoreaktivite gösterdiğini ve leydig hücrelerinde her iki enzimin diffüz ve

sitoplazmik tarzda +4 yoğunlukta immunoreaktivite gösterdiğini bildirmişlerdir.

Ancak spermatogonyumlarda ve sertoli hücrelerinde herhangi bir reaksiyon

olmadığını bildirmişlerdir.

Çalışmamızda literatür bildirimlerine (123,130) paralel olarak

spermatogoniumlarda SOD immunoreaktivitesi belirlendi. Ancak çalışmamızda

spermatogonyumlarda SOD-1 immunoreaktivitesinin varlığı Oberley ve

arkadaşlarının (125) bulgularından farklı niteliktedir.

Primer spermatositlerde SOD immunoreaktivitesinin görülmesi Sakai ve

arkadaşlarının (156) bulgularını destekler niteliktedir. Leydig hücrelerinde SOD

immunoreaktivitesi çeşitli çalışmalarla (84,125) belirlenmiştir. Yaptığımız

çalışmada leydig hücrelerinde SOD immunoreaktivitesi görülmesi bu çalışmaların
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(84,125) bulguları ile paralellik göstermektedir. Ayrıca çalışmamızda leydig

hücrelerindeki reaksiyonun hem sitoplazmik hem de nükleer tarzda olması Oberley

ve arkadaşlarının (125) bulgularını destekler niteliktedir. Fakat çalışmamızda sertoli

hücrelerinde SOD-1 immunoreaktivitesinin görülmesi Oberley ve arkadaşlarının

(125) bulgularıyla farklılık göstermiştir.

Ayrıca çalışmamızda spermatidlerde ve sekonder spermatositlerde SOD-1

immunoreaktivitesi belirlendi. Ancak bu sonucumuzu destekleyecek herhangi bir

literatüre rastlanmamıştır. Bu durumun kullanılan materyal ve yöntemlerin

farklılığından kaynaklanabileceğini ve daha ayrıtıntılı çalışılması gerektiğini

düşünmekteyiz.

 Glutatyon Peroksidaz-4’ün İmmunohistokimyasal Değerlendirmeleri

Anmin ve arkadaşları (8) fare dokusunda glutatyon peroksidazın

immunohistokimyasal lokalizasyonunu araştırdıkları çalışmalarında, leydig

hücrelerinde orta derece bir immunoreaktivite gözlemlemişlerdir. Puglisi ve

arkadaşları (140) fare testislerinde GPx-4’ün immunohistokimyasal

lokalizasyonunun primer spermatositlerde ve spermatidlerde olduğunu

bildirmişlerdir.

Oberley ve arkadaşları (124) yaptıkları çalışmada testis dokusunda GPx

enziminin immunolokalizasyonunun spermatogonyumlarda ve olgun

spermatidlerde +3 yoğunlukta ve sitoplazmik tarzda olduğunu bildirmişlerdir.

Borchert ve arkadaşlarının (26) yaptıkları çalışmada ise northern blot analizine göre

sperm nükleus glutatyon peroksidas (snGPx) mRNA ekspresyonunun, baskın bir

şekilde geç spermatidlerin nükleusunda haritalandığını bildirmişlerdir. Godeas ve

arkadaşlarının (54) rat epididimal spermatozoonunda glutatyon peroksidaz-4

enziminin rolü ve dağılımını araştırdıkları çalışmada GPx-4 enziminin immunogold

lokalizasyonunun spermatidlerde olduğunu bildirmişlerdir.



74

Roveri ve arkadaşlarının (154) rat testisinde GPx-4 enziminin

immunositokimyasal olarak lokalizasyonunu belirlemek amacı ile yaptıkları

çalışmada GPx-4’ün olgunlaşmamış spermatogonyumların sitoplazmasınının

tamamında lokalize olduğunu ancak olgunlaşan primer spermatositlerin

mitokondrisinde, çekirdek zarında ve sitoplazmanın periferal bölgelerinde sınırlı

reaksiyon olduğunu belirtmişlerdir. Bununla birlikte primer spermatositlerin ve

spermatogonyumların tümünün bu immunoreaktiviteyi göstermediği ve sertoli

hücreleri ile birlikte spermatidlerde, spermatozoonda ve leydig hücrelerinde

immunoreaktivite olmadığını bildirmişlerdir.

Yine başka bir çalışmada Imai ve arkadaşları da (78) insan testisinde immun

işaretleme tekniği kullanarak GPx-4’ün spermatozoonun gövde kısmındaki

mitokondriumda yoğun bir şekilde bulunduğunu, immunohistokimyasal olarak geç

spermatositlerde ve spermatidlerde yoğun bir şekilde lokalize olduğunu ve GPx-

4’ün mRNA dağılımının hemen hemen immunohistokimyasal dağılım ile aynı

olduğu fakat az miktarda da spermatogonyumda ve sertoli hücrelerinde de sinyaller

olduğunu belirtmişlerdir. Nayernia ve arkadaşlarının (119) yaptıkları çalışmalarında

immunohistokimyasal ve western blot analizi ile fare testisinde GPx-4 enziminin

spesifik olarak leydig hücrelerinde ve spermatidlerde lokalize olduğunu

bildirmişlerdir.

Yaptığımız çalışmada, birçok çalışmaya (54,78,119,124,140) paralel şekilde

spermatidlerde GPx-4 immunoreaktivitesi belirlendi. Ancak bulgularımız,

spermatidlerde immunoreaktivite bulunmadığını bildiren Roveri ve arkadaşlarının

(154) bulgularıyla farklılık göstermektedir.

Spermatogonyumlarda Oberley ve arkadaşları (124) ile Roveri ve

arkadaşları (154) GPx immunoreaktivitesi belirlemişlerdir. Ancak Roveri ve

arkadaşları (154) spermatogonyumların tümünde immunoreaktivite olmadığını da

belirtmiştir. Çalışmamızda ise Oberley ve arkadaşları (124) ile Roveri ve

arkadaşlarının (154) sonuçları ile uyumlu olarak spermatogonyumlarda GPx-4

immunoreaktivitesi belirlendi. Ayrıca bulgularımız immunoreaktivitenin

spermatogonyumların sitoplazmasında odaklar halinde görüldüğünü göstermiştir.
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Primer spermatositlerde GPx-4 immunoreaktivitesini bildiren çeşitli

araştırmacıların (140,154) aksine, yaptığımız çalışmada primer spermatositlerde

GPx-4 immunoreaktivitesi tespit edilmedi. Çalışmamızda sekonder

spermatositlerde immunoreaktivite belirlenmesi Imai ve arkadaşlarının (78)

bulgusunu destekler niteliktedir.

Leydig hücrelerinde GPx immunoreaktivitesinin bazı araştırmalarda (8,200)

bulunduğunu, bazı araştırmalarda (154) ise bulunmadığı bildirilmiştir.

Çalışmamızda ise Roveri ve arkadaşlarının (154) bulgularını destekler nitelikte

leydig hücrelerinde reaksiyon olmadığı belirlendi. Ayrıca çalışmamızda GPx-4

immunoreaktivitesinin sertoli hücrelerinde görülmemesi Roveri ve arkadaşlarının

(154) bulgularını destekler niteliktedir.

 Katalazın İmmunohistokimyasal Değerlendirmeleri

Nenicu ve arkadaşlarının (120) yaptıkları çalışmada fare testisinde

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. Yine aynı tekniği kullanarak İnsan

testislerinde katalaz enziminin başlıca leydig hücrelerinde ve seminifer tübülün

bazal bölgelerinde özellikle sertoli hücrelerinde immunoreaktivite gösterdiğini

bildirmişlerdir.

Zini ve arkadaşları (207) rat testisinde katalaz mRNA’sının in situ

lokalizasyonu ve gelişimsel modeline göre bu enzimin intersitisyumda ekspre

olduğunu öne sürmektedir. Bu çalışmaya göre mRNA ekspresyonunun öncelikle

peritubüler ve intersitisyel hücrelerde olduğu bildirilmiştir.

Bizim çalışmamızın sonuçları Oberley ve arkadaşları (125) ile Nenicu ve

arkadaşlarının (120) bulgularıyla benzer olarak leydig hücrelerinde katalaz

immunoreaktivitesinin görüldüğünü göstermiştir.  Ayrıca leydig hücrelerindeki

reaksiyonun sitoplazmik tarzda olması Oberley ve arkadaşlarının (125)

çalışmalarını destekler niteliktedir.
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Sertoli hücrelerinde katalaz immunoreaktivitesinin bazı araştırmalarda

(84,120) bulunduğu, bazılarında (125) ise bulunmadığı bildirilmiştir. Çalışmamızda

sertoli hücrelerinde katalaz immunoreaktiviteai belirlendi. Bu sonuçlar Kampfer ve

arkadaşları (84) ile Nenicu ve arkadaşlarının (120) bulguları ile paraleldir. Ayrıca

spermatidlerde katalaz immunoreaktivitesinin görülmesi Nenicu ve arkadaşlarının

(120) bulgularıyla paralellik göstermektedir.

Yapılan bir çalışmada (120) bizim bulgularımızla paralel olarak

spermatogonyumlarda katalaz immunoreaktivitesinin olduğu bildirilirken, başka bir

çalışmada (125) reaksiyon görülmemesi bizim bulgularımızla farklılık

göstermektedir. Çalışmamızın sonuçları Nenicu ve arkadaşlarının (120)

bulgularıyla benzer olarak spermatositlerde katalaz immunoreaktivitesinin

görüldüğünü göstermiştir.

Ayrıca çalışmamızda spermatogonyum ve primer spermatositlerin

çekirdeğine eklenik olarak bulunan ve katalaz aktivitesi bakımından peroksizom

organeli olabileceğini düşündüğümüz yapıda çok yoğun reaksiyon görüldü. Ancak

bu bulgumuzu destekleyecek herhangi bir literatüre rastlanmamıştır. Bunun

nedeninin çalışmada kullanılan materyal ve yöntemlerin farklı olmasından

kaynaklanabileceğini ve daha ayrıntılı çalışılması gerektiğini düşünmekteyiz.

 Genel Değerlendirmeler

Melatonin pineal bezden salgılanan bir hormon olarak fizyolojik,

immunolojik ve biyokimyasal fonksiyonlara sahiptir. Doğrudan serbest radikal

tutucu etkileri ve antioksidan enzim sentezlerini stimule ederek antioksidan etkileri

vardır (122). Erkek üreme sisteminde bu hormonun antioksidan enzimler üzerine

olan etkilerini farklı metodlarla inceleyen çeşitli çalışmalar yapılmıştır

(46,128,131,157,166).

Öner İyidoğan ve arkadaşları (131) rat testislerinde etanol indüklü lipid

peroksidasyonunda melatoninin muhtemel koruyucu etkilerini araştırmışlar ve

bunun sonucunda melatonin uygulanan grupların testis dokusunda biyokimyasal
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olarak GPx ve katalaz seviyelerinin arttığını ve CuZn-SOD seviyesinin ise sabit

kaldığını bildirmişlerdir. Onur ve arkadaşları (128) deneysel sol varikosel

oluşturulan ratların testis dokusunda melatoninin etkisini araştırmak için yaptıkları

çalışmada melatonin uygulanan gruplarda doku MDA seviyelerinin azaldığı ve

spektrofotometrik ölçüm ile GPx, SOD ve katalaz enzim seviyelerinin arttığını

bildirmişlerdir. Yine Semerciöz ve arkadaşları (157) deneysel olarak sol taraflı

varikosel oluşturulmuş ratlarda melatonin uygulanmasıyla biyokimyasal ölçümler

sonucu testis dokusunda malondialdehit ve nitrik oksit seviyelerinin azaldığı ve

süperoksit dismutaz ile glutatyon peroksidaz enzim seviyelerinin arttığını

bildirmişlerdir.

Sönmez ve arkadaşlarının (166) yaptıkları çalışmada hemosistein uygulanan

ratlarda melatonin ve E vitamininin epididimal sperm özellikleri ve antioksidan

enzimler üzerine olan etkilerini incelemek için yaptıkları bir çalışmada hemosistein

uygulanan grupta plazma GPx, SOD ve katalaz antioksidan enzim seviyelerinde

kontrol grubuna göre bir düşüşün meydana geldiği ve bununla beraber melatonin

uygulanmasıyla bu düşüşün yükseldiği bildirilmiştir.

Erdemir ve arkadaşları (46) ratlarda tek taraflı testiküler torsiyon sonrası

melatoninin sistemik dolaşımdaki antioksidan etkisini araştırmak için yaptıkları

çalışmada melatonin uygulanan grupta kan süperoksit dismutaz ve glutatyon

peroksidaz enzimlerinde azalma olduğunu bildirmişlerdir.

Vural ve arkadaşları (197) diyabetik ratlarda melatoninin lipid

peroksidasyonuna ve antioksidan enzimler üzerine etkilerini incelemek amacıyla

yaptıkları çalışmada melatonin uygulamasının diyabetik ratlarda eritrosit GPx ve

SOD aktiviteleri üzerinde stimüle edici etkiye sahip olduğunu belirtmişlerdir.

Erdem ve arkadaşları (45) iskelet kası iskemi-reperfüzyon yaralanması

üzerine melatoninin koruyucu etkisini araştırdıkları çalışmalarında

iskemi/reperfüzyon grubunda yapılan değerlendirmeler sonucunda melatonin

verilen grupta (İ/R + melatonin), biyokimyasal ölçümler sonucu SOD, GPx ve

katalaz antioksidan enzim aktivitesinde, İ/R grubuna göre anlamlı azalma tespit
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edildiğini, ancak bu değerlerin kontrol grubuna göre yüksek bulunduğunu

belirtmişledir.

Yapılan literatür taramalarında melatonin uygulaması sonrası testiste GPx-4,

SOD-1 ve katalaz immunoreaktivitesini inceleyen herhangi bir çalışmaya

rastlanmamış olup, araştırmacıların çoğunluğu (46,128,131,157,166) melatoninin

testiste bu antioksidan enzimler üzerine olan etkilerini farklı metodlarla

incelemişlerdir.  Bu çalışmalara göre melatoninin testiste GPx seviyesi üzerine bazı

araştırmacılar (128,131,157,166) artırıcı etki gösterdiğini belirlerken Erdemir ve

arkadaşları (46) ise azaltıcı etkiye sahip olduğunu bildirmişlerdir. Birçok çalışmada

(128,157,166,197) melatonin testiste SOD seviyesi üzerine arttırıcı etkiye neden

olduğu bildirilirken, Öner-İyidoğan ve arkadaşlarına (131) göre herhangi bir

değişikliğe neden olmamaktadır. Melatoninin testiste katalaz enzim seviyesi

üzerine arttırıcı etkiye neden olduğunu bildiren birçok çalışma (128,131,166) da

mevcuttur.

Sonuç:

Çalışmamızda melatonin uygulanan ratların testis dokusunda histolojik yapı,

GPx-4, SOD-1 ve katalazın immunohistokimyasal lokalizasyonu, ratların canlı

ağırlıkları, testis ağırlıkları ve testis tubulus seminiferus kontortus çapı incelemesi

yapıldı. Yapılan histolojik incelemelerde kontrol ve sham grubunda testisin

histolojik yapısının klasik bilgilerle (46,81,101,116,126) paralel olduğu ancak

melatonin uygulanan grupta tubulus seminiferus kontortuslarda atrofi ve

dejenerasyon olduğu belirlenmiştir.

Yaptığımız araştırmada canlı ağırlık incelemelerinde melatonin enjeksiyonu

bazı literatürlerin (3,10,31,43,150,180,200) bulgularına uygun olarak canlı ağırlığı

azalttığı belirlenmiştir. Testis dokularının ağırlıklarında birçok literatürle

(3,94,142,) paralel olarak melatonin enjekte edilen deneme grubunda azalma

görüldüğü ve gruplar arasında istatistiksel düzeyde farklılık olduğu belirlendi.

Melatonin enjeksiyonunun literatür bildirimlerine (113,121,129) uygun olarak

tubulus seminiferus kontortus çapını azalttığı ve bu azalma bakımından gruplar

arasında istatistiksel düzeyde fark olduğu belirlendi.
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İncelemelerimizde testiste; SOD-1 immunoreaktivitesi kontrol, sham ve

deneme gruplarının tüm germ hücrelerinde, sertoli hücrelerinde ve leydig

hücrelerinde farklı yoğunlukta görüldü. Deneme grubunda kontrol ve sham grubuna

göre reaksiyon yoğunluğunun daha zayıf olduğu belirlendi.

Bütün gruplarda GPx-4 immunoreaktivitesinin spermatogonyumlarda

odaklar halinde, sekonder spermatositlerin sitoplazmasında ve spermatidlerde farklı

yoğunlukta olduğu gözlendi. Deneme grubunda immnoreaktivitenin sham ve

kontrol grubuna göre daha zayıf olduğu belirlendi.

Katalaz immunoreaktivitesi SOD-1 immunoreaktivitesine benzer olarak tüm

germ hücrelerinde, sertoli hücrelerinde, leydig hücrelerinde farklı yoğunlukta

gözlendi. Ayrıca katalaz immunoreaktivitesinde, SOD-1 ve GPx-4’den farklı olarak

spermatogonyum ve primer spermatosit sitoplamasına eklenik olarak bulunan ve

katalaz aktivitesi bakımından peroksizom organeli olabileceğini düşündüğümüz

yapılarda immunoreaktivite olduğunu belirlendi. Diğer enzimlerin

immunoreaktivitelerinden biraz farklı olarak katalaz enzimi immunoreaktivitesinin

diğer gruplara göre çok az düzeyde zayıf olduğu tespit edildi.

Melatonin uygulamasının testislerde SOD-1, GPx-4 ve katalaz enzimlerinin

immunoreaktivitesini azalttığı belirlendi. Melatoninin bu antioksidan enzim

seviyeleri üzerine artışa neden olduğunu bildiren ve farklı tekniklerle yapılan birçok

çalışmanın (128,131,157,166,197) aksine bizim çalışmamızda melatonin

uygulanmış grupta SOD-1, GPx-4 ve katalaz enziminin immunoreaktivite

yoğunluğunun diğer gruplara göre azaldığı belirlendi. Bizim çalışmamızda

belirttiğimiz ve birçok araştırmacının (121,148,186) bildirdiği gibi melatonin

hormonu uygulamaları testiste tubulus seminiferus kontortuslarda atrofiye ve

testiküler dejenerasyona neden olmaktadır. Bunun nedeninin ise melatonin

uygulamasının hipofiz bezinden GnRH indüklü LH salınımını azaltarak (192),

testosteron salgılanmasını inhibe etmesinden dolayı olabileceğini düşünmekteyiz.

Deneme grubu testis dokusundaki bu bozulmalardan dolayı SOD-1, GPx-4 ve

katalaz immunoreaktivitesinde azalma meydana geldiği kanaatindeyiz. Melatonin

uygulamasının antioksidan enzimler üzerine etkisinin, testis dokusunda hücresel
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düzeyde daha ayrıntılı çalışılması gerektiğini düşünmekteyiz. Ayrıca çalışmamızın

melatoninin testis üzerine etkisi konusunda yapılacak yeni çalışmalara da ışık

tutacağını düşünüyoruz.



81

6.ÖZET

Bu çalışma, eksojen olarak melatonin uygulaması yapılan ratların testisinde

süperoksit dismutaz-1, glutatyon peroksidaz-4 ve katalazın immunohistokimyasal

lokalizasyonunun incelenmesi amacıyla yapılmıştır.

Çalışmada kullanılan 30 adet erkek sprague dawley rat, deneme (10), sham

(10), kontrol (10) olmak üzere üç gruba ayrıldı. Deneme grubuna 3 hafta boyunca

etanolde çözdürülüp serum fizyolojikle sulandırılmış 10 mg/kg dozda melatonin

(i.p.) uygulandı. Sham grubuna da sadece ethanol ve serum fizyolojik solüsyonu

uygulandı. Kontrol grubuna ise hiçbir uygulama yapılmadı. Deney süresi bitiminde,

grupların canlı ağırlıkları, testis ağırlıkları, tubulus seminiferus kontortus çapları,

testis doku örneklerinde süperoksit dismutaz-1, glutatyon peroksidaz-4 ve katalazın

immunohistokimyasal lokalizasyonu ve dokunun normal histolojik yapısı incelendi.

Yapılan immunohistokimyasal incelemeler sonucunda, tüm gruplarda SOD-

1’in benzer özellikte immunolokalizasyon gösterdiği ancak deneme grubunda

melatonin uygulamasının SOD-1 immunoreaktivitesini belirgin bir şekilde azalttığı

gözlemlendi. Çalışmamızda saptadığımız bulgulara bağlı olarak GPx-4’ün bütün

gruplarda benzer özellikte immunoreaktivite gösterdiği ve melatonin uygulamasının

GPx-4 immunoreaktivitesinde belirgin bir şekilde azalmaya neden olduğu belirlendi.

Katalaz immunolokalizasyonu incelendiğinde, gruplar arası immunoreaktivitenin

benzer olduğu fakat diğer enzimlerin immunoreaktivitelerinden biraz farklı olarak

katalaz enzimi immunoreaktivitesinin diğer gruplara göre çok az düzeyde zayıf

olduğu tespit edildi. Ayrıca canlı ağırlık ölçümleri bakımından melatonin

uygulamasının canlı ağırlığı azalttığı belirlendi. Melatonin uygulamasının testis

dokularının ağırlıklarında deneme grubunda belirgin bir azalmaya neden olduğu ve

bu azalmanın diğer iki gruba göre istatistiksel düzeyde anlamlı olduğu görüldü.

Gruplar arasında tubulus seminiferus kontortus çapı değerinin istatistiksel düzeyde

anlamlı olduğu, deneme grubunda tubulus seminiferus kontortusun ortalama çapının

diğer iki gruba göre daha düşük olduğu belirlendi. İncelemeler sonucunda deneme

grubunda, yoğun bir testiküler dejenerasyon, bazı tubulus seminiferus kontortuslarda



82

atrofi, germinal epitel içerisinde vakuolleşme ve spermatogenetik seriye ait

hücrelerde lümen içine dökülme olduğu tespit edildi.

Anahtar Sözcükler: Melatonin, Testis, SOD-1, GPx-4, Katalaz,

İmmunohistokimya
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7. SUMMARY

The aim of this study was to examine the immunohistochemical localization

of superoxide dismutase-1, glutathione peroxidase-4 and catalase in testis of rats to

which the melatonin was administered exogenously.

30 male Sprague Dawley rats used in this study were divided into three

groups as experimental (n=10), sham (n=10), control (n=10). The experimental

group was administered with 10 mg/kg melatonin (i.p.) that was dissolved in ethanol

and diluted with normal saline for 3 weeks. Ethanol and isotonic NaCI solution was

administered to sham group. No administration was performed on the control group.

At the end of the experiment time, some examinations were made regarding the live

weights, testis weights, tubulus seminiferus contortus diameter of groups, as well as

immunohistochemical localization of superoxide dismutase-1, glutathione peroxidase

-4 and catalase in testis tissue samples and normal histological structure of the tissue.

As a result of the immunohistochemical examinations, it was observed that

SOD-1 demonstrated similar immunolocalization in the all groups but melatonin

administration decreased SOD-1 immunoreactivity prominently in the experimental

group. Depending on the findings of our study, GPx-4 demonstrated similar

immunoreactivity in the all groups and it was determined that melatonin

administration caused to decreasing GPx-4 immunoreactivity prominently.

Analyzing the catalase immunolocalization, it was identified that immunoreactivity

was similar between the groups but catalase enzyme immunoreactivity was detected

as little different from other enzymes which was weak in a very low level compared

to immunoreactivity of other groups. Besides, in terms of the live weight

measurements, it was determined that melatonin administration decreased the live

weight. It was observed that melatonin administration caused pronounced reduction

in the weight of testis tissue in the experiment group and this decreasing was

statistically significant compared the other two groups. Value of tubulus seminiferus

contortus diameter was statistically significant between the groups, tubulus

seminiferus contortus diameter average in experimental group was lower than
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compared the other groups. According to studies of experimental groups, the intense

testicular degeneration, atrophy in some tubulus seminiferus contortus, cells which

belong to spermatogenic serie poured into the lumen, vacuolization in germinal

epithelial cells were determined.

Keywords: Melatonin, Testis, SOD-1, GPx-4, Catalase, Immunohistochemistry.
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