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Vil

ONSOz
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1. GIRIS

Hicresel yasamin surekliligi karmasik biyokimyasal tepkimelerin dengeli
bir sekilde yurimesine baglidir. Bu dengeyi bozacak yénde ortaya ¢ikan endojen
veya eksojen kaynakli faktorler hicre hasarina neden olurlar. Radikal reaksiyonlari
hicre homeostazinin bir parcasidir. Saghkl hiicreler homeostatik olarak
antioksidanlarin kullaniimasiyla serbest radikalleri ortadan kaldirirlar. Hucreler,
antioksidan savunma sistemleri ile reaktif oksijen tlrlerinin zararh etkilerine karsi

korunmaktadirlar (5).

Serbest radikallerin anormal Uretimi protein, lipid ve nlkleik asitler gibi
bazi molekillerin yikimlanmasina yol acarak bircok hastaligin temelini meydana
getirirler. Normal sartlar altinda serbest radikallerden dolayi olusacak zararli etkiler
hicresel koruma sistemleri ile kontrol edilmektedir. Bu koruyucu sistemler
melatonin, vitamin E, Vitamin C ve glutatyon gibi enzimatik veya enzimatik

olmayan maddeler aracihg ile etkilerini gostermektedirler (19).

Biyolojik sistemlerde prooksidan/antioksidan dengenin bozulmasi ile
meydana gelen oksidatif stres, birgcok patolojik durumla iliskilendirilmektedir.
Organizma, prooksidan etki gosteren serbest radikallerin hasarina karsi, antioksidan
adi verilen maddelerle kendini savunmaktadir. Melatoninin endokrin ve sirkadiyen
ritm Gzerine bilinen etkilerinin yanisira, antioksidan etkiye de sahip oldugu
gosterilmistir. Hatta antioksidanlar icerisinde, melatoninin en guclu radikal tutucu
oldugu 6ne suraldiginden, melatonine olan ilgi giderek artmaktadir ve antioksidan

0zelligi giin gectikgce 6nem kazanmaktadir (202).

Cesitli calismalar, melatoninin gucli bir antioksidan oldugunu goéstermistir
(18,19). Melatonin serbest radikallerin ve reaktif tlrlerinin direkt temizleyicisidir.
Diger yandan cesitli antioksidan enzimler Uzerine uyarici etkiye sahip oldugu da
belirtilmistir (19). Ayrica farkh yollarla antioksidan sistemi destekledigi belirtilmis
ve siperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz (CAT) gibi
antioksidan enzimlerin enzim aktiviteleri ve gen ekspresyonlari (zerine 6nemli
etkilerinin oldugu da bildirilmistir (90,169).



Melatoninin antioksidan faaliyetinden baska diger ©nemli fizyolojik
aktiviteleri sirkadiyen ritimlerin kontroll, immun sistemin artisi ve mevsimsel
reprodiiksiyon sikluslarin diizenlenmesidir (6,177). Farkli tirlerin reproduktif
sistemlerinde melatonin i¢in baglanma bolgeleri bulunmustur. Melatonin hem lipid
hem de sulu ortamda ¢Ozunebilir bigcimdedir. Germinal epiteli korumak igin kan-
testis bariyerini gecebilme 0zelligine sahiptir ve testisi oksidatif stresten
korumaktadir (115).

Melatonin uygulamasinin, erkek genital sistemde glutatyon peroksidaz,
stperoksit dismutaz ve katalaz Uzerine olan etkisini inceleyen bir¢ok calisma
yapiimis (7,11,46,128,157,166) ve son dénemde bu konu arastirmacilarin ilgi odagi

haline gelmistir.

Bu calismada, eksojen olarak melatonin uygulanan ratlarin testis dokusunda
superoksit  dismutaz-1, glutatyon peroksidaz-4 ve katalaz enziminin
lokalizasyonlarinin immunohistokimyasal yontemlerle incelenmesi ve melatoninin

bu enzimlerin dagilimi Gzerine etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serbest Radikaller

Elektronlar atomlarda "orbital” adi verilen uzaysal bdlgede cift olarak
bulunurlar. Cogu molekdl cift elektronlu, az sayida molekil ise tek yani eksik
elektronludur. Eksik elektronu olan bu molekiller oldukca reaktif bir 6zellikte ve
kararsiz yapidadirlar. Bulabilecekleri herhangi bir molekil ile etkilesime girerler ve
bu molekilden ya bir elektron alir ya da ona bir elektron verirler. Bu sekilde baska
molekdller ile c¢ok kolayca elektron alisverisine girerek onlarin yapisinda

bozulmalara yol acan bu molekullere “serbest radikaller” “oksidan molekiller”
veya “reaktif oksijen partiktlleri” adi verilir. Reaktif oksijen tdrleri, foto-
oksidasyon, emisyon gibi cevresel kaynakli olabilecedi gibi mitokondrial
metabolizma ve normal hucresel fonksiyonlar esnasinda da olusmaktadir (24,27,

55,63,170).

Oksijen insan yasami ic¢in ¢ok gerekli olmasina ragmen, normal
metabolizma sirasinda Uretilen bazi reaktif oksijen tirleri viicuda yogun bir zarar
verme glictine sahiptir (42). Cogunu serbest radikallerin olusturdugu reaktif oksijen
tirleri normal oksijen molekilu ile kiyaslandiginda, kimyasal reaktivitesi daha
yuksek olan oksijen formlaridir (118). Serbest radikaller stabil olmayan, yiksek
enerjili bilesiklerdir ve dis atomik orbitallerindeki bir veya daha fazla cift
olusturmamis elektronlar serbest radikallere biylk bir reaktiflik kazandirdigindan
dolayr DNA, nikleotid koenzimler, protein ve lipidler gibi bircok biyolojik
materyale zarar vermelerine neden olmaktadir. Bu zararin yaslanmayi tesvik ettigi
ve ayrica bagisikhk sisteminde zayiflama, cesitli kanser tirleri, kalp-damar
hastaliklari, katarakt, sinir sistemi dejeneratif hastaliklari gibi bircok hastaliga

sebep oldugu ile ilgili bilgiler bulunmaktadir (42).

Serbest radikal reaksiyonlari, normal metabolik yollarin isleyislerinin dogal
bir sonucudur. Oksidan molekuller, organizmada baslica glukozun oksidasyonu
olmak Uzere tim anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirasinda ve sonrasinda

devamli bir olusum durumundadir ve endojen antioksidanlar adi verilen molekdller



aracthgr ile surekli etkisizlestirme islemi icerisindedir. Bu karsilikli etkilesim
olaylari organizmada bir denge halindedir (132).

Serbest radikallerin olusumunun antioksidan kapasiteyi asmasi durumunda
metabolik ve fonksiyonel bir¢cok bozukluk meydana gelmektedir. Dokularda, tekli
elektronlarin oksijene sirekli akisi endojen oksidatif stresi meydana getirir.
Oksijenden tireyen stuperoksit radikali, peroksit, hidroksil (OH") radikali ve diger
serbest radikaller cok reaktiftir. Bundan dolayr membran butinliguni saglayan
fosfolipidlerin, proteinlerin, DNA ve RNA gibi molekullerin butlnlaguni tehdit
ederler (12,17,162).

Aslinda serbest radikal molekilleri, belirli dizeyde kaldiklari muddetce,
organizmanin enfeksiy6z ajanlara ve yabanci maddelere karsi savunmasinda énemli
molekdllerdir. Ancak serbest radikallern belirli duzeyin (zerinde olusmasi ve
antioksidanlarin yetersiz kalmasi durumunda s6z konusu serbest radikaller hiicrenin
yap! elemanlari olan protein, lipid, karbonhidrat, nlkleik asitler ve vyararli

enzimlerin yapisini bozarak zararli etkilere neden olurlar (30,62,72,87,138).

2.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu ©Onleyen veya geciktirebilen maddelere
antioksidanlar ve bu olaya antioksidan savunma denir (37).

Antioksidanlar ‘ekstra’ elektrona sahip molekdllerdir. Bu ekstra elektronu
vererek serbest radikalleri notrlestirirler yani etkisiz hale getirirler ve bdylece
onlarin normal oksijen molekdlleri durumuna gelmelerini saglarlar (158).
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek veya reaktif
oksijen turlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler (4). Eriskin insan
organizmasinda reaktif oksijen metabolitlerini ve lipid kokenli ara Grtnleri
detoksifiye ederek koruyucu etki gosteren antioksidan savunma sistemleri
bulunmaktadir (107). Serbest radikallere karsi savunma enzimatik ve enzimatik
olmayan olarak yapilir (4). Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre iginde,



enzimatik olmayan antioksidanlar ise glutatyon (GSH) hari¢ hucre disinda daha
fazla etkilidir (127). Antiokdisanlarin, hiicrelerin normal solunumu esnasinda yan
urtin olarak meydana gelen reaktif oksijen tlrlerine karsi viicut savunma sisteminde

6nemli bir role sahip olduguna inaniimaktadir (58).

Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek, reaktif
oksijen tdrlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe ederler. Endojen
kaynakli ve eksojen kaynakl antioksidanlar olmak tzere iki gruba ayrilabildigi
gibi, serbest radikalin olusumunu o©nleyenler ve mevcut olanlari etkisiz hale
getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Enzim ve enzim olmayanlar seklinde de

siniflandirilabilirler. Hcrelerin hem sivi hem de membran kisminda bulunabilirler

(4).

Antioksidan molekuller, oksidan molekullerinin yol actigi hasari hem hiicre
ici hem de hticre disi savunma ile etkisiz duruma getirirler. Hucre disi savunma,
albimin, bilirubin, seruloplazmin, transferin, Urik asit gibi cesitli molekilleri
icermektedir. Hucre ici serbest radikal toplayici enzimler asil antioksidan
savunmay! yapmaktadir. Bu enzimler siiperoksit dismutaz, glutatyon-S-transferaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir,
cinko ve selenyum gibi eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlari igin
gereklidir (61).

Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler:
1) Serbest radikal olusumunun énlenmesi:

Baglatici reaktif tirevleri uzaklastirici etki,
Oksijeni uzaklastirici veya konsantrasyonunu azaltici etki,

Katalitik metal iyonlarini uzaklastirici etki (127).
2) Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi:

Supdrici/temizleyici etki gosterenler; Yeni radikal olusumunu engeller ve
olusmus olan radikalleri daha az zararl hale getirirler. Ornek olarak SOD ve

GPx enzimleri ve bazi baglayici proteinler verilebilir.



Giderici etki gosterenler; Oksidanlarla etkilesip, onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini sondiren ve inaktif hale getiren bilesiklerdir. Ornek olarak,
vitaminler (Vit A-beta karoten, Vit C-askorbat, Vit E-a-tokoferol), flavonoidler,
mannitol ve antosiyanidinler verilebilir.

Zincir kirici etki gosterenler; Zincirleme olarak devam eden tepkimeleri belli
yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Ornek olarak bazi vitaminler,
urik asit, biluribin ve albumin gdsterilmektedir.

Tamir edici etki gosterenler; Radikalin olusturdugu hasari onarici etki. Bu
grupta DNA tamir enzimleri, methionin sulfoksid rediktaz sayilabilir
(4,127,203).

2.2.1. Antioksidanlarin Siniflandiriimasi

Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakl) ve dogal olmayan (eksojen

kaynakli) antioksidanlar olmak Uzere iki ana grupta toplanabilir (65).
» Eksojen Antioksidanlar:

Eksojen antioksidanlar; vitaminler ve ila¢ antioksidanlari olarak
siniflandirihr (4).

» Endojen Antioksidanlar:

1- Enzim olmayan endojen antioksidanlar: Enzimatik olmayan antioksidanlarin
etkisi antioksidan molekile bir elektron wveya hidrojen transferi seklinde
Ozetlenebilir (204).

2- Enzim olan endojen antioksidanlar: Bu enzimler dioksijen rediiksiyonu ara
bilesiklerini veya oksidan zararina ugramis bilesikleri dogrudan uzaklastirabilirler
(204). Antioksidan maddeler ve bunlarin genel siniflandiriimasi Tablo 1’de

gosterilmistir (4).



Eksojen Antioksidanlar

Endojen Antioksidanlar

- Ksantin Oksidaz inhibitorleri
Allopirinol
Oksipdrinol
Tungsten
Folik Asit
-NADPH Oksidaz inhibitérleri
Adenozin
Lokal Aneztezikler

Non-steroid antiinflamatuar
ilaglar

Diphenyline iodonium
-Soya fasulyesi inhibitorleri

-Rekombinant stiperoksid
dismutaz

-Asetilsistein
-Ebselen

-Mannitol, barbitiratlar,
albmin, sitokinler, demir
selatorleri, notrofil adezyon
inhibitorleri...

Enzim Olmayanlar

Enzim Olanlar

a) Sivi fazda
(sitosol ya da kan
plazmasinda)
bulunanlar
-Melatonin
-Askorbik asit
-Sistein

-Urat
-Transferrin
-Laktoferrin
-Hemoglobin
-Miyoglobin
-Albimin
-Ferritin
-Metiyonin
-Bilirubin
-Glutatyon

b) Lipid fazda
bulunanlar
-B-Karoten

-a-tokoferol (E
vitamini)

-Superoksit dismutaz
-Glutatyon Peroksidaz
-Katalaz

-Mitokondril sitokrom
oksidaz sistemi
-Glutatyon-S-transferaz

-Hidroperoksidaz

Tablo 1. Antioksidanlarin genel siniflandiriimasi (4).




2.2.1.1. Melatonin

Melatonin, pineal bezin beta adrenerjik reseptorlerinin aktivasyonu ile
triptofandan sentezlenen bir hormondur. Uretimi ve salinimi karanlik oldugunda
baslar ve aydinlikla birlikte sona erer. Aydinlik ddnemin uzamasi veya aniden 1s1ga
cikilmast durumu melatonin Gretimini  durdurmaktadir. Bu nedenden dolayi
melatonine “karanhgin biyokimyasal tanimlayicisi” seklinde sembolik bir isim de
verilmistir (146). insanlarda melatonin salinimi karanhigin ¢okmesinden hemen
sonra baslayip (20:°-23:%°), gecenin ortasinda (02:®°-04:%) pik seviyelere ulasir,
sabah saatlerinde (07:%°-09:%°) ise sona ermektedir. Serum melatonin diizeyi yasa
gore degisiklik gostermektedir. Yeni doganlarda melatonin seviyesi oldukca
dusuktir. Uclincti aydan sonra melatonin salgilanmasi ritmik 6zellik kazanir.
Melatoninin en yiksek seviyesi yasamin (g ile besinci yillari arasinda saptanir.
Yaslanmayla beraber melatonin salgilanmasi azalir (57,79,198). Melatonin salinimi
Uzerine cinsiyetin etkisinin olmadigi bildirilmistir (79). Melatoninin pineal bezin
disinda bagirsak, retina gibi organlarda da sentezlendigi gosterilmis olmasina
ragmen bu sentezin plazma melatonin seviyesine etkisi yok denecek kadar azdir
(195). Sentezin duzenlenmesi primer olarak geceye, yani karanhga baglidir.
Sentezlenen melatonin pineal bezin endokrin hucreleri olan pinealositlerden hizl
bir sekilde salgilanmaktadir (147).

Melatonin 45 yil 6nce kesfedilmis olmasina ragmen serbest oksijen radikal
stpdricusi ve antioksidan olarak taninmasi 15 yil kadar 6ncesine dayanmaktadir.
Bu tarihten dnce melatoninin memelilerde sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde etkili
oldugu biliniyordu. Melatonin pineal bezden salgilanan ve triptofandan kdkenini
alan bir molekuldir. Ancak melatonini disik miktarlarda tretebilen baska organlar
da bildirilmistir. Retinal dokuda Uretildigini gosteren calismalar oldugu gibi (135)
overler, lens dokusu, gastrointestinal dokuda uretilebildigine iliskin bulgular
bulunmaktadir. Bunun yani sira bazi vicut sivilarinda ve hiicrelerde melatonin
duizeylerinin serum diizeylerinden yiiksek oldugu saptanmistir. Ornegin kemik iligi
hicrelerinde (175), safranin iceriginde (174) ve serebrospinal sivida (165)
serumdan daha yuksek oranlarda melatonin diizeyleri bildirilmistir.



Pineal bez igerisinde sempatik sinir uclarindaki en 6nemli norotransmitter
noradrenalindir.  Noradrenalin,  postsinaptik  reseptérler olan  pinealosit
membranindaki b (B) ve a (a) reseptorlerine baglanir. Yaklasik olarak % 85
melatonin b-reseptérlerinin aktivasyonu ile %15’i ise a-reseptorlerinin uyariimasi
ile sentezlenir, b (B) ve a (a) adrenerjik reseptorlerin uyarilmasi ile hicre iginde
siklik adenozin monofosfat (CAMP) ve N-asetiltransferaz (NAT) artisi olur:
Melatoninin én maddesi olan triptofan, pinealositler icinde 6nce serotonine, daha
sonra melatonine dénismektedir. Geceleri melatoninin salinimi biyuk bir yukselme
gosterir. Yukselmis melatonin seviyesinin bu sekilde kalma suresi karanhigin
siresine baghdir. Kis aylarinda, uzamis gecelerde, bu sure uzun olmaktadir.

Pinealektomi veya sempatik duyarsizlastirma melatoninin gece yukselmesini 6nler
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Sekil 1. Melatoninin pinealositlerde sentezi ve salgilanmasi (183).

Melatonin karacigerde metabolize olmaktadir ve baslica metaboliti 6-
Hidroksimelatonin siilfat (6-HMS)’dir. insanlarda ekzojen melatoninin kisa bir
metabolik yar1 6mru (20-60 dk.), buyik bir hepatik gegis etkisi vardir (98). Yapilan
bir calismada deneklere melatonin verilerek tukurik ve serumdaki melatonin
seviyeleri ile idrardaki 6-Hidroksimelatonin sulfat seviyesi Olcilmis; puberte

oncesi ¢ocuklarin, melatonini yetiskinlere nazaran daha hizli metabolize ettikleri
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saptanmistir. Tim calisma genelinde serum ve tlkiriuk melatonin degerleri
arasindaki oranin denekler arasinda 55 kata varan degisiklikler gosterdigi

gozlemlenmistir (32).

++ Melatoninin Etki Yerleri:
a) Sekstuiel Olgunluk ve Ureme

Ekzojen melatonin, yasa, tiire, doza ve uygulama zamanina gore degiskenlik
gostermekle birlikte, Gremeyi modifiye etmektedir. Belli tlrlerde, antigonadotropik
etki gosterir. Glnluk karanlikta kalma saatlerinin degismesi ile birlikte, melatonin
salgilanmasi degisir. Bu durum, Ureme sistemi ile mevsim arasinda baglant
olabilecegini distindiirmektedir. Ornegin, mevsimsel lireme gosteren hamsterlarda,
uzun doénem karanlik, daha fazla melatonin salgilanmasindan dolayi tremeyi inhibe
eder; erkeklerde testikiiler gerilemeye, disilerde anéstrus’a neden olur. insan
mevsimsel Ureme gostermemesine ragmen, epidemiyolojik calismalarda, farkli
cografi alanlarda, gebelik ve dogum oraninin mevsimsel dagihm sergiledigi
belirtilmistir. Kislari uzun olan bélgelerde, hipotalamo-gonadal sistem aktivasyonu
ve gebelik yaza oranla dusuktir. Pineal bez, puberteyi de etkilemektedir. Melatonin
seviyesinde dusius meydana geldiginde, hipotalamogonadal sistem aktive olur.
Cocukluk ve ergenlik cagi boyunca melatonin sentezi giderek disis gosterir.
Amenorede, serum melatonin konsantrasyonu yiiksek bulunmustur. Hizli ve surekli
(uzun sureli ise) egzersiz durumunda, serum melatonin konsantrasyonda ylkselme
meydana gelir ve bu durum amenoreye neden olabilir. Melatonin, deney
hayvanlarinda, gonadotropin saliverici hormon (GnRH) salinimini inhibe eder.
Insanlarda benzer veriler heniiz tamamiyle aydinlatiimamistir (29). Geng kadinlara,
4 ay boyunca oral olarak verilen 300 mg dozda melatoninin, luteinlestirici hormon
(LH) salinimini ve ovulasyonu inhibe ettigi, progestin uygulamasinin bu etkiyi
artirdigr  gosterilmistir (196). Overlerin fonksiyonlarini direkt bir sekilde de
etkileyebilir. Graniiloza hicrelerinin membraninda melatonin reseptérlerinin varhigi

gosterilmistir (199).



11

Buna ek olarak eksojen melatoninin uygulanmasi serum testosteron
seviyesinde azalmaya neden olmustur. Melatonin hipofiz bezinden GnRH induklu
LH salimmini azaltarak (192), testosteron sekresyonunu ya indirek olarak
hipotalamo-hipofizer aks aracihgiyla (68,151,193) ya da leydig hicrelerindeki direk
etkisi araciligl ile (191) gonadal seviyede (164) testosteron salgilanmasinin

baskilanmasina neden oldugu rapor edilmistir.

Diger yandan, belirli bir yastan itibaren melatonin duzeyindeki ciddi
dististn, immin sistemde oldugu gibi, endokrin sistemde de bir zayiflamaya yol
actigr ve buna bagh olarak da seks hormonu Uretiminde azalma meydana gelmesi
sonucu, seksuel performansta diists ve cinsiyet organlarinda dejenerasyon gelistigi
iddia edilmektedir (88).

b) Antioksidan Etkisi

Melatonin sirkadiyan ritmin biyolojik regllasyonunda, mizag, ureme, uyku,
timor biylmesi ve yaslanma silrecinde etkili oldugu bilinen bir nérohormondur.
Melatoninin yaklasik 25 yildir bilinen énemli bir etkisi de antioksidan 6zelligidir.
Melatoninin serbest oksijen radikal stpiricu 6zelligi oldugu ilk kez lanas ve
arkadaglari tarafindan ortaya konulmustur (75). in vitro (173) ve in vivo (176)
calismalarda melatoninin yiksek toksik hidroksil (OH") radikali ve oksijen kaynakl
diger radikalleri temizleyici etkiye sahip oldugu bildirilmistir. ‘Yapilan bir
calismada, melatoninin bilinen antioksidanlardan (mannitol, glutatyon, vitamin C,
vitamin E gibi) daha fazla ekiye sahip oldugu bildirilmistir (144). Antioksidan
etkinin gordlebilmesi icin melatonin konsantrasyonunun gece yarisi gorilen pik
degerinden ¢ok daha yuksek seviyede olmasi gerekmektedir. Bu nedenden dolayi
insanda antioksidan etkinin gorilebilmesi muhtemelen yalnizca farmakolojik
dozlarda olmaktadir. Bir calismada, ratlarda ana hepatik kanal ligate edilmis ve
bilurubinemiye bagli olarak serbest radikallerle bdbrekte gelisen hasar
degerlendirilmistir. Bu calismada, melatonin verilen ratlarda serbest radikallere
bagli gelisen bobrek hasarinin anlamli derecede azaldigi, serum malondialdehit
(MDA) dizeylerinin dustigi ve serumda total antioksidan etkinligin arttigi

gorulmaustir (35). Melatonin antioksidan etkisinin yani sira birgok antioksidan



12

enzimi de stimule edici, prooksidan enzimlerin ve nitrik oksidin sentezini inhibe
edici etkiye sahiptir. Baska bir calismada, hamsterlerde yanak keselerinde iskemi
reperfizyon hasari meydana getirilmis ve hem sistemik melatonin verilen hem de
lokal melatonin uygulanan hayvanlarda serbest radikallere bagh reperfiizyon

hasarinin anlamli derecede azaldigi goralmuistdr (21).

Melatoninin antioksidan etkisi t¢ temel baslikta toplanmistir:
a. Direkt Antioksidan Etki:

Melatoninin oksidatif strese neden olabilen serbest radikalleri detoksifiye
ederek onlarin  biyomolekiller (zerindeki zararli etkilerini  6nleyebildigi
bildirilmektedir (23,149). Melatoninin antioksidan 6zelligi, yapisinda bulunan pirol
halkasindan dolay! olmaktadir. Fizyolojik durumlarda pek cok indol melatonine
benzer sekilde yikilmaktadir, ancak O, (sliperoksit) varliginda, melatoninin pirol
halkasinin indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) ile enzimatik ya da hemin ile
nonenzimatik olarak yikimi, yuksek reaktiviteye sahip, N-asetil-N-formil-5-
metoksikiniramin (AFMK) olusumuyla sonug¢lanmaktadir (66). Melatoninin H,O,
varhginda da AFMK olusturdugu ve bu metabolitin radikal tutucu aktivite
gosterdiQi tespit edilmistir (149).

Alfa-tokoferol, askorbat ve GSH gibi zincir reaksiyonlarini kirabilen diger
antioksidanlardan farkl olarak, melatonin peroksil radikalini yakalayarak, yayilan
lipid peroksidasyonunu sonlandirmaktadir (66). Melatoninin bu antioksidanlardan
daha gugcli oldugu (149), mannitolden 14 kat ve GSH’dan 5 kat daha guclu bir
sekilde hidroksil (OH") radikalini yakaladigi (173) yapilan in vitro calismalarla
gosterilmistir. 5-OH-triptofan, 5-OH-triptamin ve serotonin ile karsilastirildiginda,
melatoninin, nitrik oksit (NO) olusumunu azaltan en gucli indol oldugu
belirlenmistir. in vitro kosullarda melatoninin doza bagimli bir sekilde, peroksinitrit
(ONOO) ’in yol actigi oksidasyonu 6nledigi ve ayrica kendisi nitrasyona ugrayarak
ONOOQ’i detoksifiye ettigi; in vivo enflamasyon modelinde denitrotirozin

olusumunu baskilayici etkiye sahip oldugu bildirilmistir (23,149).
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b. Antioksidan Enzim Aracili Etki:

Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik diizeylerdeki melatoninin, GPXx,
SOD, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, glutatyon rediktaz ve g-glutamilsistein
sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlari ya da aktiviteleri
Uzerine arttirici etkiye sahip oldugu ve bu yolla oksidatif stresi baskiladig
bildirilmistir (23,149). Ratlara, akut/kronik olarak uygulanan melatoninin beyin
dokusu bakir c¢inko siperoksit dismutaz (CuzZn-SOD) ve Manganez superoksit
dismutaz (Mn-SOD) sentezini artirdigi ve bu yolla beyin dokusunu oksidatif
hasardan korudugu (90); ayrica anne rata verilen melatoninin plasentadan
gecebildigi ve fetus beyninde SOD aktivitesinde artisa neden oldugu gosterilmistir
(181). Gece oldirtlen ratlarda glindiize gore, beyin GPx aktivitesinin daha yiksek
seviyede bulunmasi, melatoninin fizyolojik antioksidan etkisine baglanmaktadir.
Ratlarda bobrek, karaciger ve beyin dokusundaki GPx aktivitesinde, melatonin
uygulandiktan 3 saat sonra artis oldugu gozlenmistir (134). Melatonine benzer
bicimde, noral GPx aktivitesinin, ginduz dusuk; gece ylksek oldugu bulunmustur
(143). Pinealektomi yapilan ratlarin akciger, karaciger ve beyin GPx aktivitelerinde
anlamli dasusler oldugu saptanmistir (145). GSH havuzunu koruyan glutatyon
rediktaz aktivesinin, devamli karanliga maruz birakilan kuslarin beyninde daha
yuksek seviyede oldugu ve ekzojen melatonin uygulamasi ile de deney
hayvanlarinda aktivitenin yikseldigi bildirilmistir (133). Melatonin uygulanan
ratlarin, karaciger glutatyon redilktaz aktivitesinde yaklasik olarak 2 kat artis
oldugu belirlenmistir (201). Melatonin tarafindan g-glutamilsistein sentetazin
uyarilmasiyla, insan endotel hiicrelerinde total GSH igeriginde ylkselme oldugu
One surulmektedir (187).

¢c. Prooksidan Enzim Aracil Etki:

Melatoninin bazi prooksidan enzimleri inhibe ederek, serbest radikal
olusumunu azaltici etki gosterdigi ve bu yolla da antioksidan sistemi destekledigi
One sdrtlmektedir (23,149). In vitro ve in vivo kosullarda, NO ve daha ileri
asamada ONOO olusumuna yol acan nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesinin,

fizyolojik melatonin konsantrasyonlarinda inhibe edildigi bildirilmektedir (22).
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Beyin iskemi/reperflizyon modelinde de, NOS inhibisyonuna neden olan

melatoninin dizeltici etkilerinin olabilecegi ileri striilmektedir (56).

Melatonin hem suda ve hem de lipid fazda ¢6zinebildiginden dolayi,
organizmada ¢ok genis bir alanda antioksidan etki gosterebilmektedir. Kolay bir
sekilde kan-beyin bariyerini ve plasentayi gegebilen melatonin igin, bilinen hicbir
morfofizyolojik bariyerin olmamasi, melatoninin tim intraseltler komponentlere
rahat bir sekilde ulasabilmesini saglamaktadir. Boylelikle melatonin, hiicre zarini,
organelleri ve cekirdegi etkili bir sekilde serbest radikal hasarindan
koruyabilmektedir. Hiicre membrani ile temas ettiginde, fosfolipid tabakanin dis
yuzeyine tutunan melatonin, radikallerle membrandan 6nce temasa gecerek onlari
detoksifiye etmekte ve membrani korumaktadir. melatonin varhginda,
mitokondriyal solunum zincirinden kaynaklanan O,, H,O, ve OH gibi radikallerin
Uretiminde de azalma olmaktadir. Melatoninin c¢ekirdege kadar ulasabilme
Ozelliginden dolayl, DNA’nin oksidatif hasara karsi korunmasinda, melatonine bir
ustiinlik saglamaktadir (9). Daha da 6nemlisi, melatoninin diger antioksidanlarin
aksine, ¢ok yuksek dozlarda (300 mg/giin) ve 5 yil gibi uzun sure kullaniminda bile
toksik bir etki gostermemesidir (145).

Enzim Olan Endojen Antioksidanlar

Cesitli hasara neden olan etkenlere karsi hiucreler kendilerini korumak igin
savunma mekanizmalari gelistirmislerdir. Bunlardan en 0Onemlileri hticre igi
antioksidan enzim sistemleridir. Strese bagl lipid peroksidasyonu hasarini énlemek
icin; glutatyon peroksidaz, slperoksit dismutaz ve katalaz gibi etkinlikleri
kanitlanmis olan endojen enzimlerin yani sira eksojen olarak verilen antioksidan
etkinlige sahip maddelerin de faydal oldugu kanitlanmistir (59). En &nemli
antioksidan enzim stperoksit dismutazdir. Bu enzim stperoksit radikalini daha
zararsiz bir bilesik olan hidrojen peroksite (H,O;) donustiren tepkimeyi
katalizlemektedir. Hidrojen peroksit, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile
ayristirihr. Katalaz, hidrojen peroksitin su ve oksijene ayrismasini hizlandiran bir
enzimdir. Hidrojen peroksit metabolizmasinin ikinci yolagi glutatyon peroksit



15

yolagidir. Bu enzim glutatyon redlktazla isbirligi yapar. Glutatyon peroksidaz ile
hidrojen peroksit suya indirgenirken, ayni zamanda intraseliler GSH da okside
glutatyona donusturtlmektedir (97).

2.2.1.2. Superoksit Dismutaz

Superoksit dismutaz, stperoksit anyonunu hidrojen peroksit ve oksijen
molekiline donustiren, antioksidatif reaksiyonlarin tam ortasinda roll olan énemli
bir enzimdir (117). Bu enzimatik aktivite ilk olarak McCord ve Fridovich
tarafindan tanimlanmistir (112).

Bu enzim; siperoksitin, hidrojen peroksit ve molekiler oksijene
dondsimani katalizler. Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve
katalaz enzimi aracthgi ile etkisiz duruma getirilmektedir. Hiicre bolunmelerindeki

stperoksit dizeylerini kontrol etmede 6énemli bir role sahiptir (51).

SOD’un bes farkli formu bulunmaktadir: Vicutta en bol olarak bulunan
CuzZn-SOD sitoplazmada yer alirken, mangan superoksit dismutaz (Mn-SOD)
mitokondrilerde yer alir. Demir stiperoksit dismutaz (Fe-SOD), E. coli, Bacteroides
fragilis ve Propionibacterium shermanii bakterilerinde anaerobik ortamda Fe
iceren, aerobik ortamda ise Mn iceren SOD enziminin kullanildigr 6zel bir sistem
seklinde bulunmaktadir. Nikel iceren Superoksit dismutaz (Ni-SOD), Streptomyces
griseus bakterisinde tanimlanmis homotetramerik yapili nikel iceren bir

izoenzimdir (16).
Memelilerde (¢ cesit SOD bulunmaktadir (100).

1) Sitozolik SOD (CuzZn-SOD, SOD1) : Fungus, bitki, hayvan, insan
hicreleri gibi 6karyotik hicrelerde sitozol, nikleer membran ve mitokondri
intermembran boslugunda, eritrositlerde bulunan superoksit dismutazdir (25,171).
Hayvan hicrelerinde CuZn-SOD’lar daha cok sitozolde yerlesmistir. Bunun yani
sira i¢ ve dis mitokondriyel membran arasindaki boslukta, cekirdekte ve
lizozomlarda bulunurlar (69). CuZn-SOD’un kofaktorleri ¢inko ve bakirdir. Bakir

enzimin aktivitesinden, ¢inko ise stabilitesinden sorumludur. Birgcok okaryot ve
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hatta prokaryotlarda degisik varyantlari belirlenmistir. Bu grubun ¢ogunlugunu
Okaryotik htcrelerde bulunan sitozolik dismutaz olusturur (169).

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

yapidadir. Kofaktorii mangandir.

3) Ekstraseliler SOD (EC-SOD, SOD-3): . Ekstraseliler SOD (EC-SOD),
Marklund tarafindan 1982’de tanimlanmistir ve CuZn- SOD’dan farkli olarak bakir
ve ¢inko tasiyan salgisal SOD’dur (110). Ekstraselliler bélimlere salgilanmaktadir
ve tetramerik yapidadir (139). Ekstraseliiler SOD sadece endotelyal hiicreler ve
fibroblast tarafindan sentezlenir ve heparan sulfatlara bagh olarak hiicre yiizeyinde
eksprese edilir. Damar endotelinden salinan endotelyal heparin gevsetici faktor
plazmada stiperoksit tarafindan nétralize edildigi icin ekstraseliiler SOD (EC-SOD)

damar tonusunun duzenlenmesinde muhtemel rol oynamaktadir (110).

insanda SOD’un iki tipi bulunmaktadir. Bunlar; Mn-SOD ile CuZn-
SOD’dur. Genel olarak hticrede bol bulunan izomer sitozolik CuzZn-SOD’dur (70).

Mn-SOD ve CuZn-SOD hayvanlarda baskin olan formlardir.
Omurgasizlarda SOD aktivitesi blyik olgude degiskenlik gostermektedir. Fakat
aktivitesi omurgalilara gore genellikle daha distktir. Omurgasiz CuZn-SOD formu
memelilerdeki ile benzer 6zellik gosterir. Amfibilerdeki SOD en yiiksek aktiviteyi
beyinde en dusuk aktiviteyi akcigerde gosterirken, yiksek omurgalilarda ise
karacigerde aktivite genellikle en yuksektir (2).
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2.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

GPx ilk olarak Mills (102,114,188) tarafindan kesfedilmistir. Daha sonralari
memeli GPx’lerinin diger tipleri izole edilmis ve organizmalarin blylk bir

boliminde ekspre edildigi bildirilmistir (71).

GPx, glutatyonu okside ederek H,0,’yi H,O’ya indirgemektedir.
Glutatyonun okside formunun (GSSG) tekrar GSH’a indirgenmesi ise glutatyon
rediktaz (GR) tarafindan saglanir. SOD maksimum etkinlik icin bakir, ¢inko ve
manganeze ihtiya¢ duyarken; GPx selenyum ve katalaz demir gibi gegis
metallerinin kofaktorliglne ihtiya¢ duymaktadir (53).

Normal kosullarda hiicredeki hidrojen peroksidin detoksifikasyonundan esas
olarak glutatyon peroksidaz sorumludur. GPx lipid peroksidasyonunun baslamasini
ve gelismesini engelleyici 6zellige sahip bir enzimdir. Selenyum bagimh ve
selenyum bagimsiz olmak Gzere iki farkl tipi bulunmaktadir. Selenyuma bagiml
glutatyon peroksidaz hem hidrojen peroksiti hem de lipid hidroperoksitlerini
metabolize ettigi halde hicrenin sitozol (%70) ve mitokondri (%30)
fraksiyonlarinda lokalize olan selenyum bagimsiz glutatyon peroksidaz ise sadece

lipid hidroperoksitlerini metabolize etmektedir (74).
Glutatyon peroksidazlarin siniflandirilmasi;

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 disinda butin memeli GPx proteinleri
selenosistein icerir (71). Dokularda GPx izoenzimlerinin dagilimlari farkhdir. GPx-
I’in cogu memeli tdrlerinin cesitli dokularda agik bir sekilde dagilim gosterdigi

bilinmektedir (20,52). GPx-2 baslica lokalize oldugu yer gastrointestinal sistemdir.
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GPx-3’un bobrekte, GPx-4’un ise testiste lokalize oldugu bildirilmistir. GPx’in iki
izoenzimi daha bulunmaktadir. Bunlar; GPx-3 ile nukleotid/protein sekans
bakimindan benzer yapiya sahip GPx-5 ve GPx-4 ile benzer bir yapida olan GPx-6’
dir (52).

GPx-4 (PHGPX, Fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz), karakterize
edilen selenyum iceren dordiinct glutatyon peroksidazdir. PHGPx ilk olarak 1982
yilinda Ursini ve arkadaslari tarafindan peroksidayon inhibe edici protein olarak
tanimlanmistir (190). GPx-4 ile diger GPx’ler arasinda bircok fark bulunmaktadir.
Baslica yapisal fark, diger GPx’lerin tetramerik yapida olmasina ragmen GPx-4’Un
monomer yapida olmasidir (189). GPx-4’Un diger GPx’lerden farki fosfolipid
peroksitleri substrat olarak kullanir ve buna ilaveten hidrojen peroksit ve lipid
hidroperoksitlerle de reaksiyona girer (106,182). GPx-4 ayrica timin hidroperoksiti
de indirger (15). GPx-4’in 6zelliklerinden birisi de bu enzimin farkh doku dagilimi
gostermesidir (28,77). GPx-4 icin mRNA normal rat dokularinda (6zellikle rat
testislerinde) yogun bir sekilde ifade edilir (77). GPx-4’Un mRNA seviyeleri noral
hicreler, hepatomalar, nefroblastoma ve memeli miyoepitel hucreleri gibi kaltur
hicrelerinde diger dokulara oranla daha ylksektir. Testiste ve nispeten kultir

hlcrelerinde GPx-4’lin orani GPx-1’e gore belirgin bir sekilde daha yiksektir (77).

Glutatyon peroksidaz memeli dokularinda genis bir sekilde dagihis
goOstermistir.  Karaciger en zengin kaynaklarindan biridir. Normal rat ve insan
karacigerinde bu selenoenzim organin ¢ozunebilir proteininin yaklasik % 25’ini
olusturmaktadir (168). Glutatyon peroksidaz bitin hicrelerde bulunur (33).
Ratlarda Glutatyon peroksidazlarin dagilimi cok genis bir sekilde cahisiimistir.
Hepatositlerde selenyum bagimh glutatyon peroksidazin baslica sitosolde,
mitokondrinin matriksinde (47,48,108,109) ve nikleusda (109) lokalize oldugu
bildirilmistir.

Karacigerde en yuksek, akciger, kalp ve beyinde orta, kasta ise dusik
aktivitede bulunmaktadir. GPx, asiri hidrojen peroksit varhgi durumunda GSH’in
okside glutatyona (GSSG, glutatyon disulfid) oksidasyonunu katalize etmektedir.
Bu arada H,0O, de suya donusturilerek detoksifiye edilmis olur (127).
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2.2.1.4. Katalaz

Hidrojen peroksidi, oksijen ve suya parcalayan bu enzimin (104) etkisi ilk
kez 1818’de Thenard tarafindan hayvan dokularinda saptanmistir. 1901°de Loew
bu etkinin 6zel bir enzim tarafindan olusturuldugunu belirlemistir (137). Bu enzim
tim hayvan ve bitkilerde ve bazi bakterilerde bulunur. 1923’te Warburg, enzimin
siyanid ile inhibe edildigini, bunun nedeninin ise enzimin demir icermesinden
kaynaklandigini, 1930 yilinda ise Hellstrém ve Zeile enzimin prostetik grubunun
hematin oldugunu belirlemislerdir. Katalaz, metabolik olarak Uretilen peroksitlerin
elimine edilmesinde fonksiyoneldir (206). Katalaz enzimi hayvanlarda tetramerik
yapida bulunmaktadir. Katalaz, sitokrom sistemini iceren bltun aerobik hiicrelerde
bulunur. Anaerobik hiicrelerde ise sadece radyasyona direncli olan bakterilerde
oldugu saptanmistir (137). Enzim aktivitesi bakimindan; hayvan dokularinda
hlcresel dizeyde 6zellikle eritrosit, karaciger ve bobrek hiicrelerinde, hiicre iginde
ise karacigerde peroksizomlar (105) basta olmak (zere sitozolde ve endoplazmik
retikulumda aktivite yiksektir. En dusuk enzim aktivitesi bag dokuda
belirlenmistir. Dz kas ve kalp kasi hucrelerinde peroksizomlarda, iskelet kasinda
ise endoplazmik retikulumda katalaz aktivitesi yuksektir. Eritrositlerde; hcre
membraninda ve sitoplazmada enzim aktivitesi saptanmistir (171). Katalaz enzimi,
metil ve etil hidroperoksitler, formik asit, fenoller ile hidrojen peroksit gibi kiglk
molekullere etkilidir (160).

Katalaz daha once de belirtildigi Gzere H,O,’nin katabolizmasinda, etanol,
metanol ve elemental civa gibi maddelerin peroksidatik oksidasyonunda gorev alan
onemli bir antioksidan enzimdir. Katalaz bu fonksiyonunu iki yolla
gerceklestirmektedir. Birinci yol; katalaz’in H,O nin yikimindan sorumlu oldugu
katalitik yoldur (1). ikinci yol ise katalaz enziminin H,O,’nin O,’den faydalanarak
elemental civa, etanol veya metanol gibi hidrojen dondrleri ile gosterdigi
peroksidatik reaksiyondur (1,64,161).

Katalaz ve glutatyon peroksidazin fonksiyonlari birbirine ¢cok benzer fakat
hicre i¢i dagilimlari ¢ok farkhidir. Katalaz baslica peroksizomlarda en yiiksek

aktiviteyi gosterirken, glutatyon peroksidaz en yiksek aktiviteyi sitozol ve
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mitokondrial matrikste gosterir. Eritrositlerde her iki enzim de sitozolde bulunur ve

hidrojen peroksitin yikiminda esit derecede 6neme sahiptirler (171).

2.3. Erkek Genital Sistemi

Bu sistem; esey hucrelerinin Uretildigi testisler, retilen hcreleri ileten
kanallar (tubulus rektus, rete testis, duktuli eferentes, epididimis, duktus deferens),
bu kanallara agilan yardimci bezler (vezikula seminalis, bulbolretral bez ve prostat)

ve dis genital organ olan penisten ibarettir (178).

2.3.1. Testis

Testis, bel bolgesindeki intermedier mezodermin urogenital plak’indan
meydana gelmektedir. Bu bélgedeki coelom epitelinde sagli-sollu (bilateral) iki
kabarti olusur. Crista genitalis denilen bu kabartilar testisin catisini olusturular;
fakat cinsiyet hiicrelerinden yoksundurlar. Cunkul cinsiyet hicreleri kokenini bu
bdlgeden degil, barsak epitelinden (endoderm) almaktadirlar (67).

Testisler, scrotum icerisinde ve funiculus spermaticus’a asili bir sekilde
bulunurlar. Sekil olarak yanlardan biraz basik ve oval olan organlar septum scroti
ile birbirlerinden ayrilmislardir (10,126,184). insanlarda her bir testisin agirlig
yaklasik olarak 10-15 gramdir (126). Sicanlarda ise testis agirliklari vicut
agirliginin % 1’i kadar olmaktadir (39).

Testisler, distan ice dogru g tabaka ile cevrelenir. Bu tabakalar siraya gore;

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

Tunica albuginea: En belirgin katman olan tunika albuginea siki yapili fibrdz bir
tabakadir. Elastikligi az olan bu kapsul kollagen lif bakimindan zengindir. Tunica
albuginea, testisin arka ylzinde kalinlasarak mediastinum testis’i meydana
getirmektedir. Testis damar ve sinirleri ile sperma kanalciklari mediastinum

testisten giris ¢ikis yapar (10,93,126,184).
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Tunica albuginea’dan ayrilan ve bad dokusundan olusan lamellere septula
testis denir. Bu yapilar, testis parankimasini 250-300 kadar lobullere ayirmaktadir.
Her bir testis lobulusu icerisinde tubulus seminiferus kontortus adi verilen 3-4
kanalcik bulunur. Seminifer tubtller gevsek bag dokusu ile sarili sekildedirler ve
birbirleriyle anastomoz yaparlar. Bu kanalciklarin etrafini saran bag dokuda ise
sinirler, kan ve lenf damarlari ve leydig hucreleri bulunur. Seminifer tubul
duvarinda yerlesmis olan spermatogenetik hiicreler spermatozoa uretmektedir.
Leydig hucrelerinden testosteron hormonu salgilanir.  Tubulus seminiferus
kontortus’larin ug kisimlari duzleserek tubulus seminiferus rectus adini almaktadir.
Tubulus seminiferus rectus’lar mediastinum testis’e gelirler. Burada rete testis adi
verilen ve ag yapmis olan kanalciklara acilmaktadirlar. Rete testis’ten ayrilan 12-15
kadar kuctk kanalciklara ise duktuli efferentes testis adi verilir. Bu kanalciklar da,

epididimis’in kaput epididimis parcasina agtimaktadir (10,41,126,184).

Tubulus seminiferus kontortus duvarindaki hucreler, sekil, durum ve
fonksiyon bakimindan birbirlerinden farkh iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar
spermatogenetik hiicreler ve sertoli hicreleridir (101,126).

I. Sertoli htcreleri: Sekil olarak uzun ve dar situnlara benzerler. Yuksek boylu
piramidal hicreler olan sertoli hiicreleri tabanlari bazal membrana oturmus, tepeleri
ise kanal bosluguna dogru uzanir (101,126). Dizenli bir sekilde germ hcreleri
arasinda bulunurlar ve sayica spermatogenetik hicrelerden azdirlar. Hiicre sinirlar
mikroskobik incelemelerde guclikle secilmektedir.  Sertoli  hdcrelerinin
sitoplazmalar1 saydam, cekirdekleri ince uzun, hicrenin uzun eksenine parelel
konumlu ve kromatince fakirdir. Bu nedenden dolayi ¢ekirdekgikleri belirgin olarak

g0Oze carpar (101).
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Sertoli hiicrelerinin gorevleri:

1.Gelismekte  olan  spermatozoonlarin ~ korunmasini,  beslenmesini  ve
desteklenmesini, gelisen spermlerin oto-immun reaksiyondan korunmasini
saglamaktadir (101).

2.Fagositoz; spermiogenezis esnasinda fazla spermatid sitoplazmasi, artik cisimcik
seklinde bulunmaktadir. Bu sitoplazmik parcaciklar fagosite edilir ve sertoli

hlcreleri tarafindan yeniden kullanilir (81).

3.Sekresyon; sertoli hucreleri sirekli olarak seminifer tubdllere genital kanallar
yonunde akan ve sperm transportu icin kullanilan bir sivi salgilarlar. Androjen-
baglayici-protein salgilanmasi ise sertoli hucreleri tarafindan, folikil stimile edici
hormon’un (FSH) kontroli altinda olur. Bu protein testosteronu baglayarak,
hormonun tubul icerisinde birikimini saglamaktadir. Ayrica FSH sentezini ve
hipofiz 6n lobundan salgilanmasini baskilayan inhibin adi verilen bir peptidi de
salgilarlar (81,101).

4.Anti-mallarian hormon yapimi; Glikoprotein yapida olan bir hormondur ve
embriyonal hayatta miller kanalinin regresyonunu saglar (101,185).

I1. Spermatogenetik hicreler (Germ hicreleri):

Embriyonal hayatta testis taslagina sokulan primordiyal germ hicreleri
cogalarak spermatogenetik hucreleri meydana getirmektedirler Bu hcreler,
seminifer tubl duvarinda cesitli olgunlasma evrelerine gore siralanirlar ve bazal
membrandan kanalcigin bosluguna dogru radier konumda uzanan kolonlar meydana
getirirler (81,101,126).

Bazal membrana en yakin olan spermatogenetik hucreler en primitif
olanlaridir. Bu hicrelere spermatogonium adi verilir. Nispeten kiicik ve yuvarlak
olan spermatogoniumlar primordiyal germ hticrelerinden meydana gelirler ve soluk
renkte boyanan bir ¢ekirdege sahiptirler. Pubertaya kadar, spermatogenetik hcre
olarak seminifer tubil duvarinda yalnizca spermatogoniumlar bulunur. Pubertada

hormonal etki ile bu hiicreler mitozla ¢ogalarak diger tip hicreleri olustururlar.
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Spermatogoniumlar, cekirdeklerinin bicimi, buyUklugi, kromatin dagilimi ve
histokimyasal Ozelliklerine gore Tip A ve Tip B olmak (zere iki gruba
ayrilmaktadirlar. Her ¢ekirdek 46 kromozoma sahiptir (81,101,126).

Tip A (Ana hicre): Oval sekilli cekirdege sahiptir. Mitoz ile ¢cogalan bu hiicrelerin
yarisi tip A olarak kalirken diger yarisi blyuyerek tip B’ye dénusur.

Tip B: Bu hicreler ana spermatogoniumlardan daha buyuktir ve cekirdekleri
yuvarlaktir. Tip B’nin mitozla c¢ogalmasiyla meydana gelen hicrelerin timi
farklilasarak primer spermatosit’i (spermatosit-1) olustururlar. Primer spermatositler
bazal membrandan uzaklasirlar ve hacimleri artar (81,101,116,126).

Primer spermatosit (spermatosit-1): Bu hucreler hacim olarak en buyuktirler.
Seminifer epitelin orta boélimiinde bulunurlar ve oval sekillidirler. Primer
spermatositler olusur olusmaz birinci mayoz bélinmenin profaz evresine girerler.
Bu evre uzun strdugunden dolayi kesitlerde en ¢ok sayida gorilen hicreler primer
spermatositlerdir. Bu hiicreler 46 kromozom tasirlar (81,101,116).

Sekonder spermatosit (spermatosit-11): Bu hicreler 23 kromozoma sahiptirler ve
primer  spermatositlerin  mayoz boélinmesi  sonucu olusurlar.  Sekonder
spermatositler hacim olarak daha kuciktirler. Kisa sure icerisinde ikinci mayoz
bélinmeye girdiklerinden dolay1 kesitlerde gortlmeleri oldukga glctir. Sonug

olarak, bu hicrelerin bolinmeleriyle spermatid’ler olusur (81,101,116).

Spermatid: Spermatidler sekonder spermatositlerin yarisi kadar buyukliktedir ve 23
kromozom tasirlar. Birbirleriyle sitoplazmik baglanti yapan sinsityal hiicre
kiimeleri olustururlar. Spermatid’ler boélinme slrecine girmezler ve sekil

degisikligine ugrayarak spermiyum’a (spermatozoon) dénustrler (81,101,116).

Sonug olarak, spermatogoniumdan spermium (spermatozoon) olusumuna
kadar iki evre gecer. Spermatogoniumdan spermatid olusumuna kadar olan siirece
spermatogenezis, spermatidin sekil degistirerek spermiyuma déntismesi olayina ise
spermiogenezis ad1 verilir (81,101,116).
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Tdm memeli tdrlerinin testisinde tubdlleri cevreleyen myoid hucreler
bulunur (40). Myoid hicrelerin, spermin tubdillere ilerletilmesi ve sivinin hareketi
icin bir guc sagladigi ve leydig hicrelerinin testosteron hormonu uyarisini sertoli
hlcrelerine aktararak androjen baglayici protein (ABP) yapimina katki sagladigi
bildirilmektedir (155).

interstisyel Doku (interstisyel Alan):

interstisyel doku gevsek bag dokusu karakterindedir ve seminifer tubiller
arasinda lokalize olmustur. Bu alanda, kan ve lenf damarlari, leydig hucreleri, sinir
lifleri, mast hiicreleri, fibroblastlar ve makrofajlar bulunmaktadir (49,101,153,184).

interstisyel alanda leydig hiicreleri, tek tek ya da gruplar halinde
yerlesmistir. Asidofilik karakterde ve poligonal sekilli olan leydig hcrelerinin
cekirdekleri yuvarlaktir ve ayni zamanda kromatin’den fakirdir (49,101,153,184).
Puberte doneminde beliren leydig hicreleri, sekonder seks karakterlerini belirleyen
testosteron hormonunu retmektedir. Leydig hucreleri steroid hormon sentezi
yapan hiicrelere 6zgu organel ve enzimlerden zengindir. Granilsiiz endoplazma
retikulumu ve tubulus tip mitokondriyonlar steroid dehidrojenaz enzimi ile

testosteronun dncusu kolesterolu icerir (14,80,152,155).

Puberte ile birlikte leydig hicreleri tarafindan salgilanan testosteronun ana
fonksiyonlari; seksuel istegin (libido) belirmesi, eklenik genital bezlerin
fonksiyonunun surdirilmesi, sekonder cinsiyet karakterlerinin ortaya ¢ikmasi,
spermatogenezisin kontroli, hipofiz ve hipotalamusta negatif geri tepki ve genel
anabolik etkiler olarak sayilabilir (40,83,91).

Testis dokusunun hem ekzokrin hem de endokrin fonksiyonlari
bulunmaktadir. Ekzokrin islevi seminifer tubtllerde meydana gelen spermiyum
gelisimidir. Endokrin fonksiyonu ise leydig hicreleri tarafindan testosteron
uretimidir (60).

FSH ve LH hipofiz 6n lobundan salgilanan ve spermatogenezisi diizenleyen
baslica hormonlardir. LH leydig htcreleri Gizerinde etki ederek testosteron tretimini

stimule eder. Testosteron hormonu normal spermatogenetik hiicrelerin gelisiminde
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gerekli olan hormondur. FSH ise sertoli hicrelerini etkiler ve bu hicrelerde
androjen-baglayici-protein Gretimini artirir. Bu protein testosteron ile baglanarak
tubdl lumenine salgilanmaktadir. Tubtl lumeninde biriken testosteron hormonu ise
sperm yapimini uyarir. Ayrica, sertoli hucrelerinden spermlerin yasamasi ve

epididimise tasinmasinda rolii olan testikuler sivi salgilanmaktadir (81,101).

Leydig hcrelerinden salgilanan testosteron hormonu hem seminifer
tubullere, hem de kan yolu ile taginarak erkek Ureme bezlerine ve diger birgok
organa etki etmektedir. Sertoli hucreleri tarafindan salgilanan inhibin hormonu ise
hipofiz 6nlobundan gonadotropin hormonlarinin salgilanmasini  baskilamaktadir
(101).

2.4. Antioksidanlar ve Testis iliskisi

Spermatogenez saniyede 1000 sperm uretebilme kapasitesine sahip ve aktif
olarak devamli tekrarlanan bir islemdir. Bu islemde dogal olarak meydana gelen
hiicre bolunmesi, germinal epitel tarafindan yiiksek oranda mitokondriyel oksijen
tiketimini sergilemektedir. Ayrica; testisteki zayif vaskilarizasyon, bu dokuda
oksijen miktarinin az olmasina neden olmaktadir. Bundan dolay! oksijen daha da
blylk 6nem kazanmaktadir. Bu durum oksijen icin olan rekabetin ise siddetli

olmasina yol agmaktadir (179).

Testis, steroidogenez ve sperm Uretiminin desteklenmesi icin antioksidan
acidan korunmasina karsin, bazi endojen ve ekzojen faktorlerin bu savunmayi
bozdugu ve oksidatif strese neden oldugu bilinmektedir. Meydana gelen
bozukluklar; kriptorsidizm, testikuler torsiyon, varikosel, hipertiroidizm, diyabet,
enfeksiyon ve reprodiktif hormon dengesizligidir (76). Bunlarin sonucunda; erkek
germ hiicre hattinda DNA hasari, spermatozoonda DNA hasari, testikiler
antioksidan enzim aktivitesinde bozukluk, oksidatif stres induklenmesi, lipid
peroksidasyonunun indiklenmesi, reaktif oksijen tirleri (ROS) temizleyicilerinin

kaybl, testikiler SOD ve katalaz aktivitesinin baskilanmasi gérulmektedir (179).
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Hem spermatogenez hem de leydig hicresi steroid hormon dretimi oksidatif
stresle hasar gorebildigi icin bu dokudaki dlsuk oksijen miktari testisteki
mekanizmalarin 6nemli bir parcasi olabilmektedir. Bu mekanizmalar ile testis,

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

Testis bu korunmay1 saglamak icin; gesitli antioksidan enzimler ve serbest
radikal temizleyiciler icermektedir (179).

Bu antioksidan savunma sistemleri ¢cok énemlidir, ¢cunkl peroksidatif hasar
testikiler torsiyondan diyabete ve ksenobiyotik maruziyeti gibi durumlarda
patolojik sonuglari destekleyen bozuk testikuler fonksiyonun tek onemli sebebi
gibi kabul edilmektedir (13,96). Testikiler mikrogevredeki disik oksijen
miktarina ragmen testis; fazla miktarda doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan
sistemlerin varligi sebebiyle, oksidatif strese karsi hassas duruma gelmektedir
(179). Bircok hastaligin olusumunda roli olan oksidatif stres, viicudun antioksidan
savunma sistemleri ve ROS’un Uretimi arasinda dengesizlik oldugu zaman ortaya
ctkmaktadir (86,205).

Testisteki antioksidan savunmada buyik ©6neme sahip olan antioksidan
enzimler ve bu enzimler (zerine melatoninin etkisi cesitli ¢alismalarla
arastirilmistir (128,131,157,166). Rat testislerinde etanol ile induklenen lipid
peroksidasyon sonrasi, melatonin uygulamasiyla birlikte GPx ve katalaz gibi
enzimlerin aktivitelerinin arttigi bildirilmistir (131). Ayrica melatoninin, deneysel
olarak varikosel olusturulmus testis dokusunda GPx, SOD ve katalaz enzim
seviyeleri Uzerine olumlu etki yaptigi bildirilmistir (128). Hemosistein uygulanan
ratlarin testis dokusundaki GPx, SOD ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin
seviyelerindeki azalmanin, melatonin uygulamasiyla birlikte arttigi bildirilmistir
(166).
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3. MATERYAL VE METOD

Yapilan calisma Histoloji ve Embriyoloji, Patoloji A. D. laboratuvarlari ile
Kafkas  Universitesi Hayvancillk  Arastirma ve Uygulama  Merkezi

laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

3.1. MATERYAL

3.1.1. Deney Hayvani Materyali

Calismada kullanilan deney hayvanlari Erzurum Veteriner Kontrol Enstitiisu
Midarliginden temin edildi. Ortalama 10-12 haftalik, 30 adet erkek Sprague
Dawley rat, Erzurum Bayramoglu Yem Fabrikasi A.S.’den temin edilen standart rat
yemi ve su ile ad libitum beslendi. 1 hafta adaptasyon sirecinden sonra, ratlar 3
gruba ayrilarak nem oraninin ortalama %50 + 5 oldugu 6zel bir ortamda 22 + 2 °C
oda sicakliginda, 12 saat karanhk, 12 saat 1S5Ik ortamda standart kafeslerde

barindirildi. Gruplara gore deneysel uygulamalar Tablo 2’de gosterilmistir.

3.1.2. Melatonin

Deneme grubuna uygulanan melatonin (Sigma-M5250) soguk zincir
sartlarina dikkat edilerek temin edildi. Calisma suresince -20 °C’de muhafaza
edildi.
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3.2.1. Melatonin Uygulanmasi
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Deney
Denek sayisi Deneysel uygulamalar
Gruplari y y yg

Deneme Grubu 10 Etanolde  cozdurdlip serum  fizyolojikle
sulandiriimis 10 mg/kg dozdaki melatonin 21
gin sureyle intraperitoneal (i.p.) yol ile gunluk
olarak enjekte edildi.

Sham Grubu 10 21 giin sure ile her giin deneme grubuna
uygulanan miktarda etanol ve serum fizyolojik
intraperitoneal (i.p.) yol ile uygulandi.

Kontrol Grubu 10 Herhangi bir uygulama yapiimadi.

Tablo 2. Deney gruplari ve yapilan uygulamalar

3.2.2. Ratlarda Canli Agirlik Olguimii

Deneysel calismada kullanilan bitin ratlarin canh agirhklari deneye ilk

baslangic zamani “0” kabul edilip 21 ginlik sirecte 8 saatlik aclik sonrasi, sabah

saatlerinde her guin hassas dijital terazi (Precisa-XB220A\) ile tartildI.

3.2.3. Ratlardan Testis Orneklerinin Alinmasi

Yirmi bir ginlik (21 gun) deney siresi sonunda eter anestezisi altinda,

servikal dislokasyonla ratlar 6tenazi yapildiktan sonra testis dokulari alindi.




29

3.2.4. Histolojik incelemeler

Histolojik ve immunohistokimyasal degerlendirmeler igin ayrilan testis
doku ornekleri Bouin ve % 10’ luk formol soliisyonlarinda tespit edildi. Ornekler
dereceli alkoller, metil benzoat ve benzollerden gecirilerek parafinde bloklandi.
Parafin bloklarindan 6 pm kalinliginda seri kesitler alindi. Testislerin histolojik
olarak yapisini incelemek icin alinan kesitlere Crossmanin uclti boyamasi (Triple
Boyama), hematoksilen-eosin (HXE) ve periyodik asit Shiff (PAS) boyamalari
uygulandi (103).

Calismada  tim  gruplardaki  ratlarin ~ seminifer  tubll  capi
degerlendirmelerinde her bir rat igin seksen adet seminifer tubdlin capi
okulermikrometre ile 6l¢lldu. Elde edilen sonuclarin istatistiki degerlendirmeleri

yapildi.

3.2.5. Immunohistokimyasal incelemeler

SOD-1, GPx-4 ve CAT’In testis dokusundaki immunohistokimyasal
dagilimini incelemek icin Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks (ABC) teknigi (73)
uygulandi. Krom alim jelatin ile kaplanmis lamlara, parafin bloklarindan 5
mikrometre (um) kalinhginda seri kesitler alindi. Alinan kesitler deparafinizasyon
ve rehidrasyon islemlerinden gecirildikten sonra fosfat buffered salin (PBS)’ de
calkalanarak endojen peroksidaz aktivitesini engellemek icin %3 lik H,0, (0,1
M*lik PBS’ te hazirlanmis)’de 10 dk. inkube edildi. PBS ile yikandiktan sonra (3x5
dk.) antijenleri aciga ¢ikarmak icin 10 dk. mikrodalga firin kullanildi. Tekrar PBS
ile yikandiktan sonra (3x5 dk.) spesifik olmayan baglanmalari engellemek amaciyla
sekonder antikorun dretildigi tire uygun (Ultra VV Blok) serumda (% 10) inkube
edildi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra kesitler oda sicakhginda 1 saat siireyle
anti-GPx-4 (LifeSpan Biosciences: LS-B1596) (1:40 diltsyon), anti-SOD-
1(Thermo Scientific Pierce Products: LF-PA0013) (1:400 dilusyon) ve anti-
CAT’da (Abcam: ab1877) (1:2000) inkube edildi. inkubasyonun ardindan yine
PBS’de yikandiktan (3x5 dk.) sonra kesitlere primer antikorun Gretildigi tlre karsl
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olan biotinlenmis sekonder antikor (Invitrogen Histostain Plus Broad Spectrum
(AEC) (Cat. No: 85-9043) uygulanarak 30 dk. oda isisinda tutuldu. Fosfat buffer
salinde yikandiktan (3x5 dk.) sonra Kesitlere streptavidin horse radish peroksidaz
ilave edilip oda 1sisinda 30 dk. stre ile bekletildi. Tekrar PBS ile yikandiktan (3x5
dk) sonra kromojen uygulamasi icin DAB-H,0; teknigi (159) kullanildi. Kesitlerin
uzerine kromojen soliisyonu eklendikten sonra i1sik mikroskobunda kontrol edilerek
immunoreaktivitenin durumuna gore reaksiyon PBS ile durduruldu. Distile su ile
yikandiktan sonra zit boyama i¢in hematoksilen yapildi. Hazirlanan preparatlar BX-
051 Olympus (JAPAN) marka arastirma mikroskobunda incelenerek fotograflari
cekildi. Hucrelerdeki SOD-1, GPx-4 ve CAT immunoreaktivitesi, reaksiyonun
boyanma  siddetine  gore,  birbiriyle  karsilastirilarak  degerlendirildi.

Derecelendirmede kullanilan semboller Tablo 3’de gosterilmistir.

Dokudaki Reaksiyon Yogunlugu Semboller
Cok yogun 3
Orta derecede yogun 2
Az yogun 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
olmadigini tespit etmek amaciyla alinan kesitlere primer antikor ilave edilmeksizin
(negatif kontrol) butin islemler ayni olmak kaydiyla diger islemler aynen
uygulandi.

3.2.6. istatistiksel Analiz

Istatistik analiz icin SPSS programinin 16.0 versiyonu kullanildi (167).
Gruplar arasi farkhliklar icin one-way ANOVA testi, ¢coklu gruplar arasindaki
farkin kaynagini bulmak icin coklu Karsilastirma testlerinden Duncan testi

uygulandi. istatistiksel analizde giiven arali§i 0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

Calismada ratlarin canli agirhiklari, testis agirliklari, tubulus seminiferus

kontortus ¢aplari, histolojik ve immunohistokimyasal bulgulari degerlendirilmistir.

4.1. Ratlarin Canh Agirhik Bulgulari

Deney sireci toplamda 21 gin olup, izlenen periyotta her bir gruptaki
ratlarin tartimi 0-21. ginler toplam 22 kez yapildi. Gruplarin glnlere goére kendi

icerisinde ve gruplar arasinda ortalama canli agirliklari degerlendirilmistir.

Gruplarin kendi icerisinde degerlendirilen ortalama canli agirliklari deneme
(melatonin) grubu i¢in Tablo 4, sham grubu icin Tablo 5, kontrol grubu igin ise

Tablo 6’da verilmistir.
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Giin Ortzflama Canli Standarvt _ F degeri
Agirlik (gr) Sapma Degeri

0. gin 295,56 24,57

1. gin 288,65 27,02

2. gin 282,25 27,21

3. gun 275,20 24,71

4. gin 270,52 23,80

5. gun 267,63 23,08

6. gun 263,12 23,01

7. gun 259,64 21,85

8. gln 256,26 20,77

9. gin 253,95 20,54

10. gln 253,34 22,03

11. gln 252,48 20,40 2,17*
12. giin 255,30 21,43

13. giin 259,51 24,11

14. gin 258,71 25,06

15. gln 259,10 26,34

16. gun 258,30 25,00

17. gun 259,20 25,91

18. gln 258,21 29,21

19. giin 259,03 29,19

20. gun 260,45 29,82

21. gun 257,58 30,87

Tablo 4. Deneme grubu icinde giinlere gore ortalama canli agirliklarin karsilastiriimasi.
*P < 0,05. SD: Standart Deviation (Standart sapma), F: F degeri.

Gunlere gbre deneme grubunun kendi icinde ortalama canli agirlik
bakimindan ginler arasi istatistiksel diizeyde anlamli (P<0,05) bir fark bulundu.
Tablo 4’de verildigi Gzere melatonin uygulanan grupta ortalama canh agirlikta

azalma oldugu goralda.
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Grafik 1. Deneme grubunda giinlere gore canli agirliklarinin karsilastiriimasi. *P < 0,05.
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Giin Ort:ilama Canli Standarvt - E degeri
Agirhk (gr) Sapma Degeri

0. gin 285,55 44,26

1. gin 284,50 47,36

2. gln 279,36 50,14

3. gin 278,69 47,45

4. gin 269,84 48,33

5. gin 268,74 4781

6. gin 267,06 47,66

7. gun 263,30 47,71

8. gin 259,44 46,35

9. gin 258,33 45,01

10. glin 258,58 46,21 0,731
11. giin 256,91 4418

12. gun 257,23 43,77

13. glin 255,29 41,83

14. glin 253,87 42,89

15. glin 254,31 41,75

16. glin 252,52 41,24

17. gun 252,88 39,90

18. glin 250,56 38,91

19. gun 246,48 36,96

20. glin 246,08 40,38

21. glin 248,03 40,40

Tablo 5. Sham grubu icinde glnlere gore ortalama canli agirliklarin karsilastiriimasi.
SD: Standart Deviation (Standart sapma), F: F degeri.

Sham grubu iginde ortalama canli agirlikta azalma goralirken, ortalama canh
agirlik acisindan glnler arasinda istatistiksel dlzeyde anlaml (P<0,05) bir fark

g6zlenmedi.
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Grafik 2. Sham grubunda gtinlere gére canh agirliklarinin karsilastiriimasi.
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Giin Ort:ilama Canli Standar:t . F degeri
Agirhk (gr) Sapma Degeri

0. gin 298,79 29,85

1. gln 298,11 29,38

2. gin 300,23 29,14

3. gun 304,07 29,16

4. gin 299,66 27,38

5. gun 306,68 28,98

6. gln 307,71 28,34

7. gin 309,92 28,05

8. gln 311,38 28,18

9. gin 313,30 27,97

10. giin 313,94 28,17 0871
11. giin 314,13 27,15

12. giin 314,86 29,14

13. gln 316,82 27,33

14. gln 317,21 28,45

15. glin 317,84 27,85

16. gln 320,98 27,29

17. gln 320,54 27,70

18. giin 320,88 28,65

19. giin 322,75 27,40

20. gun 324,26 27,03

21. gin 321,41 27,86

Tablo 6. Kontrol grubu iginde guinlere gore ortalama canli agirhklarin karsilastiriimasi.
SD: Standart Deviation (Standart sapma), F: F degeri.

Kontrol grubu icinde ortalama canli agirlikta artma gorilurken, ortalama
canli agirhk bakimindan ginler arasinda istatistiksel diizeyde anlamli (P<0,05) bir
fark gozlenmedi.
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Grafik 3. Kontrol grubunda gtinlere gére canh agirliklarinin karsilastiriimasi.
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Ortalama
Gin Grup Canli Agirhik(gr) SD Degeri F Fark
Degeri
Deneme 295,56 24,57 0.41
0. Gin Sham 285,55 44,26 : Fark Yok
Kontrol 298,79 29,85
Deneme 288,65 27,02 0.38
1. Gin Sham 284,50 47,36 ' Fark Yok
Kontrol 298,11 29,38
) Deneme 282,25 27,21 0.93
2. Giln Sham 279,36 50,14 ' Fark Yok
Eontrol 300,23 29,14
] Deneme 275,20 24,71 200
3. Gin Sham 278,69 4745 ' Fark Yok
P_<0ntr0| 304,07 29,16
4. Gin Deneme 270,52 23,80 538
Sham 269,84 48,33 ' Fark Yok
P_<0ntr0| 299,66 27,38
5. Giin Deneme 267,63 23,08 Kontrol
Sham 268,74 47,81 4,05* Kontrol
Kontrol
306,68 28.98 Deneme,
_ Sham
6. Gun Deneme 263,12 23,01 Kontrol
Sham 267,06 47,66 5,07* Kontrol
Kontrol
307,71 28,34 Deneme,
Sham
7. Giln Deneme 259,64 21,85 Kontrol
Sham 263,30 47,71 6,65* Kontrol
Kontrol 309,92 28,05 Deneme,
Sham
8. Gln Deneme 256,26 20,77 Kontrol
Sham 259,44 46,35 8,51* Kontrol
Kontrol 311.38 2818 Deneme,
Sham
Deneme 253,95 20,54068 Kontrol
9. Giln Sham 258,33 45,01 * Kontrol
Kontrol 10,16 Deneme
313,30 27,97 '
_ Sham
Deneme 253,34 22,03 Kontrol
10. Giin Sham 258,58 46,21 Kontrol
*
Kontrol 313.94 2817 9,90 Deneme,
Sham
Deneme 252,48 20,40 Kontrol
11. Gun Sham 256,91 44,18 * Kontrol
11,42
Kontrol Deneme,
314,13 27,15 Sham
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Deneme 255,30 21,43 Kontrol

12. Gin Sham 257,23 43,77 10.65* Kontrol
Kontrol 314.86 2914 Deneme,

Sham

. Deneme 259,51 24,11 Kontrol

13. Gin Sham 255,29 41,83 11,51* Kontrol
Kontrol 316,82 27.33 Deneme,

Sham

14. Gin Deneme 258,71 25,06 Kontrol
' Sham 253,87 42,89 11,37* Kontrol
Deneme,

Kontrol 317,21 28,45 Sham

15. Gij Deneme 259,10 26,34 Kontrol
- eun Sham 254,31 41,75 11,68* Kontrol
Kontrol 317,84 2785 Deneme,

Sham

Deneme 258,30 25,00 Kontrol

16. Giin Sham 252,52 41,24 14,07 Kontrol
Kontrol 32098 27.29 Deneme,

Sham

17. Gi Deneme 259,20 25,91 Kontrol
- eun Sham 252,88 39,90 13,82* Kontrol
Kontrol 320,54 2770 Deneme,

Sham

18. Gii Deneme 258,21 29,21 Kontrol
- =un Sham 250,56 38,91 14,00* Kontrol
Kontrol 320,88 28 65 Deneme,

Sham

19. Gij Deneme 259,03 29,19 Kontrol
-=un Sham 246,48 36,96 16,89* Kontrol
Kontrol 32275 27.40 Deneme,

Sham

20. Gii Deneme 260,45 29,82 Kontrol
- =un Sham 246,08 40,38 15,97* Kontrol
Kontrol 324.26 27.03 Deneme,

Sham

21 Gil Deneme 257,58 30,87 Kontrol
-=un Sham 248,03 40,40 14,20% Kontrol
Kontrol 321.41 27.86 Deneme,

Sham

Tablo 7. Gruplararasi gunlere gore ortalama canli agirliklarin karsilastiriimasi.*P <0,05
SD: Standart Deviation (Standart sapma), F: F degeri.
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Gruplararasi ortalama canh agirhk bakimindan 0. ve 4. ginler arasi
istatistiksel diizeyde anlamli fark goézlemlenmezken, 5-21 gunler arasi kontrol
grubu ile deneme ve sham grubu arasinda istatistiksel dizeyde anlamh (P<0,05)
fark oldugu (Tablo 7) fakat deneme ve sham grubunda istatistiksel diizeyde anlamli
fark olmadigi belirlendi. Gunlere gore gruplararasi ortalama canh agirliklarinin
karsilastirilmasi Grafik 4’de gosterilmistir.
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Grafik 4. Giinlere gore canh agirliklarin (gr) ortalamalarinin gruplar arasi karsilastiriimasi.




41

4.2. Ratlarin Testis Agirhk Bulgulari

(Sag+Sol Testis Agirhgi/
Grup n Canli Agirhk)*1000 (gr) SD F Fark
Sham,
Deneme 10 9,96 2,70 kontrol
Sham 10 16,47 4,39 12,70* Deneme
Kontrol 10 14,83 0,68 Deneme

Tablo 8. Gruplar arasinda testis agirliklarinin karsilastirilmasi. *P < 0,05.
SD: Standart Deviation (Standart Sapma), F: F degeri.

25

20 T

15

10 A

(Sag+Sol Testis Agirligi/ Canli Agirhik)*1000 (gr)

deneme sham kontrol

Grafik 5. Gruplar arasinda testis agirhiklarinin karsilastiriimasi. *P <0,05.

Deneme, sham ve kontrol gruplari arasinda, testis agirhgi yoninden
istatistiksel diizeyde (P<0,05) anlamli bir fark gozlendi (Tablo 8). Sham ve kontrol
grubunda testis agirliklari benzerlik sergilerken deneme grubu testis agirliginin

diger iki gruba gore dusik oldugu belirlendi.
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4.3. Ratlarin Tubulus Seminiferus Kontortus Cap Bulgulari

Grup n Tubulus seminiferus SD = Fark
kontortus ¢ap degeri (um)

Sham,
Deneme 10 182,17 30,44 Kontrol
454.49% | Deneme
Sham 10 217,18 30,33 Kontrol
Deneme,

Kontrol 10 228,08 34,51 Sham

Tablo 9. Gruplar arasinda tubulus seminiferus kontortus ¢ap degerleri karsilastiriimasi.
*P < 0,05. SD: Standart Deviation (Standart Sapma), F: F degeri.
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Grafik 6. Gruplar arasinda tubulus seminiferus kontortus ¢ap degerleri karsilastiriimasi.
*P < 0,05.

Testis tubulus seminiferus kontortus ¢api degeri yéniunden deneme, sham ve
kontrol gruplari arasinda istatistiksel diizeyde (P<0,05) anlamlh bir fark godzlendi.
Melatonin enjekte edilen grupta tubulus seminiferus kontortuslarin ortalama ¢apinin

diger iki gruba gore daha dusik oldugu belirlendi (Tablo 9).
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4.4. Histolojik Degerlendirme Bulgulari

Testis  dokusunun histolojik  incelemesinde  yapilan  mikroskobik
degerlendirmeler sonucu kontrol ve sham grubundaki rat testislerinin normal yapiya

sahip oldugu tespit edildi (Resim 1,2).

Kontrol ve Sham grubunun testis dokularinin mikroskobik incelemesinde
yuvarlak ve dizgun yapida tubulus semineforus kontortuslarin oldugu gorilirken
bu tubuluslardaki hiicre dizisinde, intersitisyel alandaki leydig hiicrelerinde ve kan
damarlarinda herhangi bir histolojik farklilik tespit edilmedi (Resim 3,4).

Resim 1. Kontrol grubu testis dokusunun histolojik gériniimi. Triple boyama. Bar: 100 ym.
Oklar: Tubulus seminiferus kontortuslar.
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Resim 2. Sham grubu testis dokusunun histolojik gérinimi. H.E. boyama. Bar: 100 pm.
Oklar: Tubulus seminiferus kontortuslar.

Resim 3. Kontrol grubu testis dokusunun histolojik goériinima. Triple boyama. Bar: 50 pm.
Cift ok: Tubulus seminiferus kontortuslar, Ok: Leydig hicresi, Ok basi: Kan damari.
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Resim 4. Sham grubu testis dokusunda tubulus seminiferus kontortusun histolojik goériinumda.
H.E boyama. Bar: 25 pm. Oklar: Leydig hucreleri, Ok basi: Kan damari.
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Deneme grubunda yapilan boyamalar sonrasinda  mikroskobik
incelemelerde, bazi tubulus seminiferus kontortuslarda atrofi (Resim 5), germinal
epitel icerisinde vakuollesme ve spermatogenik seriye ait hlicrelerde limen icine
dokilme oldugu tespit edildi (Resim 6).

Resim 5. Deneme grubu testis dokusunun histolojik gérinimi. H.E. boyama. Bar: 50 pm.
Oklar: Tubulus seminiferus kontortuslarda atrofik yapi.
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Resim 6. Deneme grubu testis dokusunda tubulus seminiferus kontortusun histolojik gérinumi.
H.E. boyama. Bar: 25 pm. Oklar: Tubulus seminiferus kontortus igerisinde vakuollesme, Ok basi:

Spermatogenik seriye ait hiicrelerde limen igine dokilme.



48

Kontrol, sham ve deneme gruplarinda yapilan PAS boyamalari sonucu,
tubulus seminiferus kontortusun bazal membraninin boyandigi gézlemlendi (Resim
7).

Resim 7. Kontrol grubu testis dokusunda tubulus seminiferus kontortusun histolojik gérinima.
PAS. boyama. Bar: 10 pm. Ok: Bazal Membran
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4.5. immunohistokimyasal Degerlendirme Bulgulari
4.5.1. SOD-1 immunoreaktivitesi Bulgulari

Tam gruplardan 21. glinde alinan testis doku kesitleri superoksit dismutaz-1
immunoreaktivitesi yonunden incelendi. Isik mikroskopik incelemede sham,
kontrol ve deneme gruplarinda spesifik SOD-1 immunoreaktivitesi goruldu (Resim
8,9,10).

Kontrol, sham ve deneme gruplarina ait testis doku &rneklerinin
immunohistokimyasal incelenmesinde, SOD-1 immunoreaktivitesinin
spermatogonyumlarda nlkleer ve sitoplazmik (Resim 11,13,15) primer
spermatositlerde, sekonder spermatositlerde ve spermatidlerde sitoplazmik tarzda
oldugu gozlendi (Resim 11,12,13). Bununla beraber SOD-1 immunoreaktivitesinin
sertoli hicrelerinde yalnizca sitoplazmik oldugu goézlemlenirken (Resim 13,14),
leydig hcrelerinde ise hem sitoplazmik hem de nukleer oldugu tespit edildi.
(Resim 11,14) Ayrica intersitisyel alandaki damar endotel hicrelerinde SOD-1

immunoreaktivitesinin olmadigi goézlemlendi (Resim 14).

Reaksiyon yogunlugu bakimindan en yogun reaksiyon kontrol grubunda, en

zayIf yogunluk ise deneme grubunda gézlemlendi (Resim 8,9,10).
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Testisteki Yapilar

Reaksiyon Yogunlugu

Kontrol Grubu | Sham Grubu Deneme Grubu
Endotel Hucreleri 0 0 0
Spermatogonyum Cekirdek +3 Cekirdek +2 Cekirdek +2
Sitoplazma +1 Sitoplazma +1 Sitoplazma +1
Primer spermatosit Cekirdek 0 Cekirdek 0 Cekirdek 0
Sitoplazma +1 | Sitoplazma+1 | Sitoplazma +1
Sekonder spermatosit | Cekirdek 0 Cekirdek 0 Cekirdek 0
Sitoplazma +1 Sitoplazma +1 Sitoplazma +1
Spermatid +3 +2 +1
Sertoli hiicreleri Cekirdek 0 Cekirdek 0 Cekirdek 0
Sitoplazma +1 Sitoplazma +1 Sitoplazma +1
Leydig hiicreleri +3 +2 +1

Tablo 10. Testisteki yapilar ve SOD-1 reaksiyon yogunlugu.

Resim 8. Kontrol grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 50 ym.
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Resim 10. Deneme grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Resim 11. Kontrol grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 25 pm. Oklar:
Spermatogonyumlarda sitoplazmik ve niikleer SOD-1 immunoreaktivitesi, Ok basi: Leydig hicrelerinde
SOD-1 immunoreaktivitesi, *: Spermatidlerde SOD-1 immunoreaktivitesi.

4 s ™
Resim 12. Kontrol grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 25 pm.
OKlar: Primer spermatositlerde sitoplazmik SOD-1 immunoreaktivitesi, Ok basi: Sekonder spermatositlerde
sitoplazmik SOD-1 immunoreaktivitesi, Cift ok: Damar endoteli.
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Resim 13. Sham grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 25 pm.  Oklar:
Spermatogonyumlarda sitoplazmik ve nilkleer SOD-1 immunoreaktivitesi, Ok basi: Sertoli hicresinde
sitoplazmik SOD-1 immunoreaktivitesi, *: Spermatidlerde SOD-1 immunoreaktivitesi.

s
Resim 14. Sham grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar: 25 pm. Ok: Sertoli hicresinde
sitoplazmik SOD-1 immunoreaktivitesi, Ok basi: Leydig hiicrelerinde SOD-1 immunoreaktivitesi, Cift ok:
Kan damari.
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Resim 15. Deneme grubu testis dokusunda SOD-1 immunoreaktivitesi. Bar; 25 pym.
Ok: Spermatogonyumlarda sitoplazmik ve nikleer SOD-1 immunoreaktivitesi.

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

Tim gruplardan 21. gunde alinan testis doku kesitleri glutatyon peroksidaz-
4 immunoreaktivitesi yonunden incelendi. Isik mikroskopik incelemede sham,
kontrol ve deneme gruplarinda spesifik Gpx-4 immunoreaktivitesi gorildi (Resim
17,18,19).

Kontrol, sham ve deneme grubuna ait testis doku preparatlarinin
immunohistokimyasal incelenmesinde, intersitisyel alandaki damar endotel
hlcrelerinde, leydig hucrelerinde, primer spermatositlerde, sertoli hicrelerinde
immunoreaktivitenin olmadigi (Resim 20,21) ancak spermatogonyumlarda odaklar
halinde oldugu goruldi (Resim 17,22). GPx-4 immunoreaktivitesinin sekonder

spermatositlerde ve spermatidlerde sitoplazmik oldugu goézlemlendi (Resim 21,23).

Reaksiyon yogunlugu bakimindan en yogun reaksiyon kontrol grubunda
go6zlenirken, en zayif yogunlugun deneme grubunda oldugu gézlemlendi (Resim
17,18,19).

Reaksiyon Yogunlugu
Testisteki Yapilar
Kontrol Grubu Sham Grubu Deneme Grubu

Endotel Hiicreleri 0 0 0
Spermatogonyum
(odaklar halinde) 3 *2 1
Primer spermatosit 0 0 0

_ Cekirdek 0 Cekirdek 0 Cekirdek 0
Sekonder spermatosit Sitoplazma +3 Sitoplazma +2 Sitoplazma + 1
Spermatid +3 +2 +1
Sertoli hiicreleri 0 0 0
Leydig hlcreleri 0 0 0

Tablo 11. Testisteki yapilar ve GPx-4 reaksiyon yogunlugu.
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Resim 17. Kontrol grubu testis dokusunda GPx-4 immunoreaktivitesi. Bar: 50 ym.
Ok: Spermatogonyumlarda odaklar halinde GPx-4 immunoreaktivitesi.

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

Resim 20. Kontrol grubu testis dokusunda GPx-4 immunoreaktivitesi. Bar: 25 ym.
Ok: Damar endoteli, Ok basi: Leydig hucreleri.
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Resim 21. Deneme grubu testis dokusunda GPx-4 immunoreaktivitesi. Bar: 25 uym. Ok: Primer
spermatosit, Ok basi: Leydig hiicreleri. *: Sekonder spermatositlerde sitoplazmik GPx-4
immunoreaktivitesi.

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

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

Tdm gruplardan 21. ginde alinan testis doku Kkesitleri katalaz
immunoreaktivitesi yoninden incelendi. Isik mikroskopik incelemede sham,
kontrol ve deneme gruplarinda spesifik katalaz immunoreaktivitesi géruldu (Resim
25,26,27).

Butln gruplara ait testis doku drneklerinin  immunohistokimyasal
incelenmesinde, katalaz immunoreaktivitesinin spermatogonyum, primer ve
sekonder spermatositlerde sitoplazmik oldugu gézlendi (Resim 28,29,30). Ayrica
bltin gruplarda, spermatogonyum ve primer spermatositlerin ¢ekirdegine eklenik
odaklar halinde katalaz immunoreaktivitesi tespit edildi (Resim 30). Sertoli
hlcrelerinde yalnizca sitoplazmik tarzda reaksiyon oldugu gdzlemlenirken, leydig
hlcrelerinde ise hem niikleer hem de sitoplazmik tarzda reaksiyon gozlendi (Resim
31). llaveten intersitisyel alandaki damar endotel hiicrelerinde katalaz
immunoreaktivitenin oldugu go6zlemlendi (Resim 32). Reaksiyon yogunlugu
yonlinden katalaz immunoreaktivitesinin melatonin uygulanan grupta diger iki
gruba gore (kontrol, sham) cok az dizeyde zayif oldugu goézlemlendi (Resim
25,26,27).
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Reaksiyon Yogunlugu

Testisteki Yapilar Kontrol Grubu Sham Grubu Deneme Grubu
Endotel Hicreleri +2 +2 +1
Gekirdek 0, Cekirdek 0 Cekirdek 0

Sitoplazma:+1, +2, +3

Sitoplazma +1, +2

Spermatogonyum Sitoplazma: +1, +2, +3

Primer Cekirdek 0, Cekirdek 0 Cekirdek 0
spermatosit Sitoplazma +1 Sitoplazma +1 Sitoplazma +1
Sekonder Gekirdek 0, Cekirdek 0 Cekirdek 0
spermatosit Sitoplazma +1 Sitoplazma +1 Sitoplazma +1
Spermatid +1 +1 +1

Sertoli hiicreleri Gekirdek 0, Cekirdek 0 Cekirdek 0

Sitoplazma:+1, +2, +3 Sitoplazma:+1, +2, +3 | Sitoplazma +1, +2

Leydig hicreleri +3 +3 +2

Tablo 12. Testisteki yapilar ve katalaz reaksiyon yogunlugu

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

Resim 27. Deneme grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 50 pm.
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Resim 28. Sham grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar:10 pm. Ok: Primer spermatositlerde
sitoplazmik  katalaz  immunoreaktivitesi, Ok basi:  Spermatogonyumlarda sitoplazmik  katalaz
immunoreaktivitesi, Cift ok: Sekonder spermatositlerde sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi.

Resim 29. Deneme grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 10 pm. Ok: Primer
spermatositlerde sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi. Cift ok: Spermatogonyumlarda sitoplazmik katalaz
immunoreaktivitesi, Ok basi: Sekonder spermatositlerde sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi.
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Resim 30. Sham grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 10 pm.
Ok: Spermatogonyumlarda sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi, Ok basi: Primer spermatositlerde
sitoplazmik katalaz immunoreaktivitesi, Kalin ok: Spermatogonyum ve Primer spermatositlerin
sitoplazmasinda odaklar halinde katalaz immunoreaktivitesi.

Resim 31. Kontrol grubu testis dokusunda katalaz immunoreaktivitesi. Bar: 10 ym. Ok: Leydig hiicrelerinde
katalaz immunoreaktivitesi, Ok basi: Sertoli hiicresinde sitoplazmik katalaz Immunoreaktivitesi.
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Resim 32. Kontrol grubu testis dokusunun damar endotelinde katalaz immunoreaktivitesi.
Bar: 10 pym. Ok: Damar endoteli.

Resim 33. Sham grubu testis dokusunda negatif katalaz immunoreaktivitesi (Negatif kontrol).
Bar: 50 pm.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, son yillarda 6nemi oldukca artan melatonin hormonunun
ekzojen uygulamasinin testis dokusunda Superoksit dismutaz-1, Glutatyon
peroksidaz-4 ve Katalaz enzimine etkisini incelemek amaglanmistir. Bu amagcla
eriskin erkek ratlara 3 hafta boyunca hergiin melatonin uygulamasi yapiimis ve
sonrasinda canli agirlik, testis agirhgi ve tubulus seminiferus kontortus caplarindaki
degisiklikler belirlenmistir. Bununla birlikte testis dokusundaki histolojik
degisiklikler incelenmis, SOD-1, GPx-4 ve Katalaz enziminin dokudaki

immunohistokimyasal lokalizasyonu arastiriimistir.

Melatoninin cesitli etkilerini incelemek icin yapilan ¢alismalarda farkl stre
ve dozlarda melatonin uygulamasi yapildi§i géralmustir. EI-Sokkary ve arkadaslari
(44) kronik etanol uygulamasindan kaynaklanan lipid peroksidasyon urtnleri
Uzerine melatoninin etkisini belirlemek amaciyla 30 giin boyunca 10 mg/kg
dozunda deri alti enjeksiyonu ile melatonin uygulamislardir. Kus ve arkadaslar
(92) rat 6n hipofiz bezi hicrelerinde leptin Uretimine eksojen melatoninin ve
pinealektominin etkisini belirlemek amaciyla 2 ay boyunca 3 mg/kg dozda
melatonin uygulamislardir. Ji ve arkadaslari (82) testiste melatoninin treme hiicresi
apopitozisi ve kadmiyum indikli hiicresel stress zerindeki etkilerini incelemek
icin 5 mg/kg (i.p) dozda melatonin uygulamislardir. Farkh bir calismada Erdemir
ve arkadaslari (46) melatoninin antioksidan etkisini belirlemek amaciyla ratlara 50
mg/kg (i.p) dozda melatonin uygulamislardir. Mauriz ve arkadaslari (111) rat
karacigerlerinde melatoninin antioksidan enzimler tzerine olan etkisini belirlemek
icin 4 hafta sure ile 20 mg/L dozunda igme sularina melatonin katmislardir. Vardi
ve arkadaslari (194) yaptiklari calismada deneysel diyabet sonrasi karacigerde
meydana gelen degisiklikler Gizerine melatoninin etkilerini incelemek icin ratlara 8
hafta siiresince 10 mg/kg (i.p) dozda melatonin uygulamislardir. Koral Tas¢l (89),
fare karacigerinde melatonin uygulamasinin glutatyon peroksidaz enzimine olan
etkisini incelemek amaciyla farelere 4 hafta boyunca 10 mg/kg (i.p) dozda
melatonin uygulamasi yapmistir. Lankoff ve arkadaslari (99) fare karacigerinde

nodularinin neden oldugu oksidatif strese karsi melatoninin koruyucu etkisini ve
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antioksidan enzim aktivitesine etkisini arastirmak amaciyla farkh dozlarda (5, 10,
15 mg/kg) melatonini intraperitonal yol ile uygulamislardir. Farkli bir ¢alismada
Kus ve arkadaslari (95) erkek ratlara 2 hafta suresince 25 mg/kg intraperitonal yol
ile melatonin uygulamislardir. Baska bir calismada da (38) karacigerde sigaranin
meydana getirdigi yapisal degisiklikler zerine C vitamininin ve melatoninin
etkilerini arastirmak amaciyla ratlara 4 mg/kg (i.p) dozda 3 ay suresince melatonin

uygulanmistir.

Bizim calismamizda melatoninin dozu, ¢calismalarda en cok kullanilan (11,
44,85,89,113,172,194,197) doz olan 10 mg/kg olarak belirlenmis ve intraperitonal
yolla 21 gin boyunca hergiin uygulanmistir.

Canli Agirlik ve Testis Agirligi Degerlendirmeleri

Cam ve arkadaslarn (30) yaptiklari calismada ratlara 4 hafta boyunca
melatonin uygulamasi yapmislardir. Ratlarin canli agirliklarini da inceledikleri bu
calismanin baslangicinda ilk canli agirhiklarinin butin gruplarda benzer oldugunu,
calismanin sonunda ise hem kontrol hem de yalnizca melatonin uygulanan grubun 4
hafta sonundaki canli agirliklarinin baslangic canli agirliklarina gore artmis
oldugunu bildirmiglerdir.

Simsek ve arkadaslarinin (163) ratlara melatonin uygulamasi yaptiklari
calismalarinda 1.gun, 21. gin ve 42. gin araliklarinda gruplar arasindaki canl
agirliklarini da incelemislerdir. Calismanin baslangicinda benzer agirhiklara sahip
olan gruplarin 21. ve 42. giiniinde kontrol grubu ile sadece melatonin uygulanan

grubun canli agirliklari arasinda anlamli bir fark olmadigini bildirmislerdir.

Armagan ve arkadaslari (11) diabetik ratlarda melatoninin antioksidan
enzimler Uzerine etkisini incelemek i¢in yapmis olduklar bir ¢calismada sekiz hafta
10 mg/kg dozunda melatonin uygulamasindan sonra, diabetik ratlarin ve melatonin
uygulanmis diabetik ratlarin ortalama vicut agirhklarinin kontrol grubuna goére

anlamli bir sekilde azaldigini bildirmislerdir.
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Dogurman ve arkadaglari (43) calismalarinda ratlarda melatoninin hem isik
hem de karanlik periyodlarda vicut agirhiginda azalmaya yol actigini
bildirmislerdir. Terron ve arkadaslari (180) ratlarda melatoninin canli agirlik
Uzerine etkilerini inceledikleri calismalarinda, kontrol ve melatonin gruplarinda
canli agirhk kazanimi bakimindan kontrol grubunda artis oldugu gorilirken,
melatonin grubunun canh agirhk kazaniminda ise énemli bir azalma oldugunu

bildirmislerdir.

Canpolat ve arkadaslari (31) ratlara melatonin uygulamasi yaptiklari
calismalarinda sham ve melatonin gruplarini canli agirhk bakimindan da
incelemisler ve calismanin sonunda sham grubundaki ratlarin canli agirhklarinin
baslangic agirliklarina gore artis goralirken, melatonin uygulanan gruptaki ratlarin
canli agirliklarinin ise baslangic agirhiklarina goére azalma gosterdigini

belirtmislerdir

Wolden-Hanson ve arkadaslari (200) yaptiklari ¢alismada melatoninin
dogrudan canli agirliginda bir azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Rios-Lugo
ve arkadaslari (150) calismalarinda 9 hafta boyunca melatonin uyguladiklarini ve
uygulamanin 3. haftasindan itibaren melatoninin canli agirhk kazaniminda

azalmaya neden oldugunu belirtmislerdir.

Ahmad ve arkadaslart (3) yapmis olduklar c¢alismada funambulus
pennanti’ye melatoninin farkl dozlarini uygulamislar, sonucunda testis agirligr ve
vicut agirhiginda azalma belirlerken, bu azalmanin testis agirliginda vicut

agirligina gore daha fazla oldugunu saptamislardir.

Calismamizda gunlere gore ortalama canli agirhk bakimindan deneme ve
sham gruplarinin canli agirliklarinda azalma oldugu belirlendi. Deneme grubunda
ortalama canli agirlik acisindan ginler arasinda istatistiksel dizeyde anlamli
(P<0,05) bir fark gorulirken, sham grubu icinde ise gunler arasinda istatistiksel
dizeyde anlamli bir fark olmadigi goruldi. Kontrol grubu icinde ortalama canli
agirhkta artma goralurken, ortalama canh agirhk acisindan gunler arasinda

istatistiksel diizeyde anlamli bir fark gézlenmedi. Bulgularimiz Cam ve arkadaslari
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(30) ile Simsek ve arkadaslarinin (163) bulgulariyla farklilik gostermistir. Bununla
birlikte bulgularimiz, birgok ¢alisma (3,11,31,43,150,180,200) ile benzer olarak
canh agirlik bakimindan deneme grubunda, kontrol ve sham gruplarina kiyasla
istatistiksel diizeyde anlamli (P<0,05) olarak azalma oldugunu gdéstermistir. Ayrica
canli agirlik bakimindan gruplar arasinda 0. ve 4. ginler arasi istatistiksel diizeyde
anlamli fark gozlemlenmezken, 5-21 glnler arasi kontrol grubu ile deneme ve sham
grubu arasinda istatistiksel diizeyde anlamli (P<0,05) fark oldugu ancak sham ve
deneme grubunda istatistiksel diizeyde anlamh fark olmadigi gézlemlenmistir.
(Tablo 7)

Rashed ve arkadaslari (142) melatoninin farkli dozlarinin ve uygulama
srelerinin rat testisleri Gzerine olan etkilerini arastirdiklari bir ¢calismada melatonin
uygulamasinin testis agirliginda ve boyutunda belirgin azalmalara neden oldugunu
bildirmiglerdir. Ayni arastirmacilar, melatoninin hipofiz bezi tarafindan sentezlenen
ve spermatogenezis igin gerekli olan ve testosteronun etkisinin diizenlenmesinde
roli olan LH ve FSH’da azalmaya yol actigini bildirmisler. Buna ilaveten
melatonin uygulanan ratlarin testis dokusunda testosteronun azaldi§i yorumunda
bulunmuslardir.  Testosteron  sekresyonundaki  azalmadan dolayr germ
hicrelerindeki protein sentezinde azalmalar olacagini bu ylzden calismalarinda,
germ hucrelerinin farkli derecelerde dejeneratif degisiklikler gosterdigini ve
melatoninin testikiler gerilemeye neden olan etkili bir madde oldugunu

bildirmislerdir.

Kus ve arkadagslari (94) erkek ratlarda pineal bez ve testis arasindaki ultra
yapisal karstlikli iliskiyi belirlemek Gzere yaptiklari calismada pinealektomi yapilan
ratlarda; testis agirliginin kontrol grubuna gore belirgin bir sekilde arttigini
saptamislardir. Ayni calismada melatonin uygulanmis pinealektomili gruptaki
ratlarin testis agirhiklarinin pinealektomili gruba ve kontrol grubuna goére belirgin
bir sekilde azaldigini bildirmislerdir. Ayrica testosteron hormonunun melatonin
salgilanmasini baskiladigini ve bdylece GnRH (zerine melatoninin inhibitor

etkisini kaldirdigini ya da tersi etki gosterdigini belirtmislerdir.
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Calismamizda deneme grubu testis agirhiklarinin kontrol ve sham grubuna
gore dustk oldugu goézlemlenirken, deneme ile diger gruplarin testis agirliklari
arasindaki farkin istatistiki olarak anlamli (P<0,05) oldugu gd6zlemlendi.
Calismamizin bulgulari yapilan bir ¢ok calismaya (3,94,142) paralel olarak
melatonin uygulamasinin ratlarin testis agirligini azalttigini  gostermistir. Bu
azalmanin nedeninin; Rashed ve arkadaslarininin (142) belirttigi Gizere melatoninin
testosteron hormonunun salgilanmasini azaltici etki gosterdigi ve bundan dolayi
testis dokusunda testosteron sekresyonundaki bu azalmadan dolayi olusan testikuler

gerilemeden kaynaklanabilecegini duslinmekteyiz.

Histolojik ve Histometrik Degerlendirmeler

Mehraein ve arkadaslari (113) melatonin uygulamasindan sonra fare
testislerinde morfometrik degerlendirmeler sonucunda tubulus seminiferus

kontortus capinda anlamli bir azalma oldugunu bildirmislerdir.

Tuncer ve arkadaslari (186) yaptiklari ¢calismada, rat testislerinde melatonin
ve cinkonun etkilerini incelemislerdir. Bu calismada (186) melatonin
uygulamasinin; spermatogenik aktivitede azalma, tubiler dejenerasyon, nekrozis,

tubdl 1Gmenlerinde tikanikhk gozlemlemislerdir.

Ooi ve Ng’nin (129) yaptiklari bir calismada erkek golden hamsterlerinde
melatonin enjeksiyonunun spermatogenezis inhibisyonuna ve seminifer tubl

caplarinda bir azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.

Ng ve Ooi’nin (121) fare testis histolojisi Uzerine pineal indollerinin etkisini
arastirmak Uzere vyaptiklari bir calismada kontrol grubuna gbre melatonin
uygulanan grupta seminifer tubtl caplarinda anlamlhi bir azalma oldugunu ve
seminifer tubdllerde atrofi meydana geldigini bildirmislerdir. Ayni arastirmacilar
(121) melatoninin, hipotalamik reseptorleri Uzerine etkisi aracithgr ile LH salic
hormon sekresyonunu inhibe ederek antigonadotropik etki gosterdigini ve ayrica

hipofiz bezi Uzerine direk etki ederek LH sekresyonunu baskiladigini ifade
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etmislerdir. Boylece hipotalamik ve hipofiz seviyede pineal indollerinin bu
muhtemel eyleminin fare spermatogenezisi Uzerine olumsuz etki gostermesinin

nedeni olabilecegini bildirmislerdir.

Reiter ve arkadaslari (148) 50 gun boyunca yetiskin erkek hamsterlara
uyguladiklari melatoninin testislerde ve yardimci Greme organlarinda atrofiye yol
actigini bildirmislerdir

Kanter (85) calismasinda iskemi reperflizyon sonrasi rat testislerinde
siddetli testikiler hasar meydana geldigini ve melatonin uygulanmasiyla testikiler

hasarin 6nlendigi bildirmistir.

Yaptigimiz calismada, ratlarin testis dokusu seminifer tubdl caplari
bakimindan incelendiginde ortalama tubtl ¢ap degeri bakimindan gruplar arasinda
anlamli (P<0,05) bir fark belirlendi. Bununla birlikte deneme grubundaki tubulus
seminiferus kontortuslarin ortalama cap degerinin kontrol ve sham grubuna goére
distik oldugu gozlemlendi. Calismamizin sonuclarina gére melatoninin tubulus
seminiferus kontortus ¢apinda azalmaya neden olmasi Ng ve Ooi (121), Ooi ve Ng
(129) ve Mahrein ve arkadaslarinin (113) calismalarini destekler niteliktedir.
Calismamizda deneme grubundaki tubulus seminiferus kontortus caplarindaki
azalmanin; Rashed ve arkadaslari (142) ile Ng ve Ooi’nin (121) belirttigi Uzere
melatonin hormonunun LH sekresyonu Uzerine baskilayici etki gostermesinden
dolayr, testosteron hormonunun eksikliginden kaynaklanacak olan testikiler
gerileme, atrofik yapr ve dejenerasyonlarin sonucu olarak olusacak yapl

bozukluklarindan kaynaklanabilecegini diisinmekteyiz.

Calismamizda kontrol ve sham grubunda testis dokusunun histolojik
yapisinda herhangi bir farklilik olmadigi ve normal yapida oldugu belirlendi.
Deneme grubunda ise yapilan birgcok calismayla (121,148,186) uyumlu olarak
yogun bir testikuler dejenerasyon ve bazi tubulus seminiferus kontortuslarda atrofi,
germinal epitel icerisinde vakuollesme ve limende spermatosit dokilmelerinin
oldugu tespit edildi. Ancak bulgularimizin Kanter’in (85) sonuclariyla farklilik

gosterdigi belirlendi.
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> Siperoksit Dismutaz-1’in immunohistokimyasal Degerlendirmeleri

Ookawara ve arkadaslari (130) farelerde ekstraselller superoksit dismutaz
enziminin fare testisinde spermatogonyumlarda, peritubtler intersitisyumda ve
kapsulde lokalize oldugunu bildirmislerdir. Nonogaki ve arkadaslari (123) ise
insanlarda CuzZn-SOD enziminin immunohistokimyasal lokalizasyonunun agirhikl
olarak spermatogonyumlarda lokalize oldugunu tanimlamislardir. Sakai ve
arkadaslarinin  (156) yaptiklari calismada rat testisinde SOD enziminin
immunohistokimyasal lokalizasyonunun primer spermatositlerde cok gucli bir

sekilde bulundugunu ifade etmislerdir.

Kampfer ve arkadagslari (84) insan testisinde katalaz ve SOD-2 enziminin
peritubller duvar hicrelerinde immunoreaktivite gosterdigini ayrica katalaz
enziminin sertoli hicrelerinde ve SOD-2 enziminin leydig hucrelerinde reaktivite

gosterdigini bildirmislerdir.

Oberley ve arkadaslari (125) yetiskin hamster testis dokusunda CuzZn-SOD
(SOD-1) enziminin olgun spermlerde +1 yogunlukta diffiiz ve sitoplazmik tarzda
ve katalaz enziminin +1 ile +2 yogunlukta yine diffiz ve sitoplazmik tarzda
immunoreaktivite gosterdigini ve leydig hucrelerinde her iki enzimin diffuz ve
sitoplazmik tarzda +4 yogunlukta immunoreaktivite gosterdigini bildirmislerdir.
Ancak spermatogonyumlarda ve sertoli hicrelerinde herhangi bir reaksiyon
olmadigini bildirmiglerdir.

Calismamizda literatir  bildirimlerine  (123,130) paralel olarak
spermatogoniumlarda SOD immunoreaktivitesi belirlendi. Ancak calismamizda
spermatogonyumlarda SOD-1 immunoreaktivitesinin ~ varligi  Oberley ve
arkadaslarinin (125) bulgularindan farkli niteliktedir.

Primer spermatositlerde SOD immunoreaktivitesinin gorilmesi Sakai ve
arkadaslarinin (156) bulgularini destekler niteliktedir. Leydig hcrelerinde SOD
immunoreaktivitesi cesitli calismalarla (84,125) belirlenmistir.  Yaptigimiz
calismada leydig hicrelerinde SOD immunoreaktivitesi gorilmesi bu calismalarin
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(84,125) bulgular ile paralellik gostermektedir. Ayrica calismamizda leydig
hlcrelerindeki reaksiyonun hem sitoplazmik hem de nukleer tarzda olmasi Oberley
ve arkadaslarinin (125) bulgularini destekler niteliktedir. Fakat ¢calismamizda sertoli
hicrelerinde SOD-1 immunoreaktivitesinin goérilmesi Oberley ve arkadaslarinin

(125) bulgulariyla farkhlik gostermistir.

Ayrica calismamizda spermatidlerde ve sekonder spermatositlerde SOD-1
immunoreaktivitesi belirlendi. Ancak bu sonucumuzu destekleyecek herhangi bir
literatire rastlanmamistir. Bu durumun kullanilan materyal ve yodntemlerin
farkliligindan kaynaklanabilecegini ve daha ayritintili calisiimasi gerektigini

dustinmekteyiz.

> Glutatyon Peroksidaz-4’iin immunohistokimyasal Degerlendirmeleri

Anmin ve arkadaslari (8) fare dokusunda glutatyon peroksidazin
immunohistokimyasal lokalizasyonunu arastirdiklari  ¢alismalarinda, leydig
hicrelerinde orta derece bir immunoreaktivite gozlemlemislerdir. Puglisi ve
arkadaglart  (140) fare  testislerinde  GPx-4’Un  immunohistokimyasal
lokalizasyonunun  primer  spermatositlerde ve spermatidlerde  oldugunu

bildirmislerdir.

Oberley ve arkadaslari (124) yaptiklari calismada testis dokusunda GPx
enziminin immunolokalizasyonunun spermatogonyumlarda  ve olgun
spermatidlerde +3 yogunlukta ve sitoplazmik tarzda oldugunu bildirmislerdir.
Borchert ve arkadaslarinin (26) yaptiklari calismada ise northern blot analizine gore
sperm nikleus glutatyon peroksidas (snGPx) mRNA ekspresyonunun, baskin bir
sekilde ge¢ spermatidlerin niikleusunda haritalandigini bildirmislerdir. Godeas ve
arkadaslarinin  (54) rat epididimal spermatozoonunda glutatyon peroksidaz-4
enziminin roli ve dagilimini arastirdiklari ¢calismada GPx-4 enziminin immunogold

lokalizasyonunun spermatidlerde oldugunu bildirmislerdir.
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Roveri ve arkadaslarinin (154) rat testisinde GPx-4 enziminin
immunositokimyasal olarak lokalizasyonunu belirlemek amaci ile yaptiklari
calismada GPx-4’0n olgunlasmamis spermatogonyumlarin sitoplazmasininin
tamaminda lokalize oldugunu ancak olgunlasan primer spermatositlerin
mitokondrisinde, cekirdek zarinda ve sitoplazmanin periferal bolgelerinde sinirli
reaksiyon oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte primer spermatositlerin ve
spermatogonyumlarin timunin bu immunoreaktiviteyi gostermedigi ve sertoli
hicreleri ile birlikte spermatidlerde, spermatozoonda ve leydig hicrelerinde

immunoreaktivite olmadigini bildirmislerdir.

Yine baska bir galismada Imai ve arkadaslari da (78) insan testisinde immun
isaretleme teknigi kullanarak GPx-4’Un spermatozoonun goévde kismindaki
mitokondriumda yogun bir sekilde bulundugunu, immunohistokimyasal olarak ge¢
spermatositlerde ve spermatidlerde yogun bir sekilde lokalize oldugunu ve GPx-
4’Un mRNA dagiliminin hemen hemen immunohistokimyasal dagilim ile ayni
oldugu fakat az miktarda da spermatogonyumda ve sertoli hiicrelerinde de sinyaller
oldugunu belirtmislerdir. Nayernia ve arkadaslarinin (119) yaptiklari ¢calismalarinda
immunohistokimyasal ve western blot analizi ile fare testisinde GPx-4 enziminin
spesifik olarak leydig hicrelerinde ve spermatidlerde lokalize oldugunu
bildirmiglerdir.

Yaptigimiz calismada, bircok calismaya (54,78,119,124,140) paralel sekilde
spermatidlerde GPx-4 immunoreaktivitesi belirlendi. Ancak bulgularimiz,
spermatidlerde immunoreaktivite bulunmadigini bildiren Roveri ve arkadaslarinin

(154) bulgulariyla farklihk gostermektedir.

Spermatogonyumlarda Oberley ve arkadaslari (124) ile Roveri ve
arkadaslari (154) GPx immunoreaktivitesi belirlemislerdir. Ancak Roveri ve
arkadaslar1 (154) spermatogonyumlarin timdinde immunoreaktivite olmadigini da
belirtmistir. Calismamizda ise Oberley ve arkadaslari (124) ile Roveri ve
arkadaslarinin (154) sonuclari ile uyumlu olarak spermatogonyumlarda GPx-4
immunoreaktivitesi  belirlendi.  Ayrica  bulgularimiz  immunoreaktivitenin

spermatogonyumlarin sitoplazmasinda odaklar halinde gorildigini gostermistir.
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Primer spermatositlerde GPx-4 immunoreaktivitesini bildiren cesitli
arastirmacilarin (140,154) aksine, yaptigimiz calismada primer spermatositlerde
GPx-4  immunoreaktivitesi  tespit  edilmedi. = Calismamizda  sekonder
spermatositlerde immunoreaktivite belirlenmesi Imai ve arkadaslarinin (78)

bulgusunu destekler niteliktedir.

Leydig hicrelerinde GPx immunoreaktivitesinin bazi arastirmalarda (8,200)
bulundugunu, bazi arastirmalarda (154) ise bulunmadigr bildirilmistir.
Calismamizda ise Roveri ve arkadaslarinin (154) bulgularini destekler nitelikte
leydig hicrelerinde reaksiyon olmadigi belirlendi. Ayrica calismamizda GPx-4
immunoreaktivitesinin sertoli hucrelerinde gortilmemesi Roveri ve arkadaslarinin
(154) bulgularini destekler niteliktedir.

> Katalazin immunohistokimyasal Degerlendirmeleri

Nenicu ve arkadaslarinin (120) yaptiklar c¢alismada fare testisinde
immunofloresans teknigi ile immunoelektron mikroskopunda katalaz enziminin
leydig hiicrelerinde ¢ok yogun oldugunu, spermatosit ve spermatidlerde zayif bir
immunoreaktivite gosterdigini ve elektron mikroskopunda ise spermatogonyumda
katalaz reaktivitesi oldugunu belirtmislerdir. Yine ayni teknigi kullanarak insan
testislerinde katalaz enziminin baslica leydig hicrelerinde ve seminifer tbdlin
bazal bélgelerinde 6zellikle sertoli hicrelerinde immunoreaktivite gosterdigini

bildirmislerdir.

Zini ve arkadaslari (207) rat testisinde katalaz mRNA’sinin in situ
lokalizasyonu ve gelisimsel modeline gbre bu enzimin intersitisyumda ekspre
oldugunu 6ne sirmektedir. Bu ¢alismaya gére mRNA ekspresyonunun oncelikle

peritubuler ve intersitisyel hiicrelerde oldugu bildirilmistir.

Bizim calismamizin sonuclari Oberley ve arkadaslari (125) ile Nenicu ve
arkadaslarinin  (120) bulgulariyla benzer olarak leydig hucrelerinde katalaz
immunoreaktivitesinin goruldigind gostermistir.  Ayrica leydig hicrelerindeki
reaksiyonun sitoplazmik tarzda olmasi Oberley ve arkadaslarinin (125)

calismalarini destekler niteliktedir.
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Sertoli hicrelerinde katalaz immunoreaktivitesinin bazi arastirmalarda
(84,120) bulundugu, bazilarinda (125) ise bulunmacdigi bildirilmistir. Calismamizda
sertoli hicrelerinde katalaz immunoreaktiviteai belirlendi. Bu sonuglar Kampfer ve
arkadaslar1 (84) ile Nenicu ve arkadaslarinin (120) bulgulari ile paraleldir. Ayrica
spermatidlerde katalaz immunoreaktivitesinin gortlmesi Nenicu ve arkadaslarinin

(120) bulgulariyla paralellik gostermektedir.

Yapilan bir calismada (120) bizim bulgularimizla paralel olarak
spermatogonyumlarda katalaz immunoreaktivitesinin oldugu bildirilirken, baska bir
calismada (125) reaksiyon gorilmemesi bizim bulgularimizla  farklihk
gostermektedir. Calismamizin  sonuglari  Nenicu ve arkadaslarinin  (120)
bulgulariyla benzer olarak spermatositlerde katalaz immunoreaktivitesinin

goraldugini gostermistir.

Ayrica calismamizda spermatogonyum ve primer spermatositlerin
cekirdegine eklenik olarak bulunan ve katalaz aktivitesi bakimindan peroksizom
organeli olabilecegini disundigumuz yapida ¢cok yogun reaksiyon goriildi. Ancak
bu bulgumuzu destekleyecek herhangi bir literatiire rastlanmamistir. Bunun
nedeninin ¢alismada kullanilan materyal ve yontemlerin farkli olmasindan

kaynaklanabilecegini ve daha ayrintili ¢alisiimasi gerektigini diistinmekteyiz.

» Genel Degerlendirmeler

Melatonin pineal bezden salgilanan bir hormon olarak fizyolojik,
immunolojik ve biyokimyasal fonksiyonlara sahiptir. Dogrudan serbest radikal
tutucu etkileri ve antioksidan enzim sentezlerini stimule ederek antioksidan etkileri
vardir (122). Erkek treme sisteminde bu hormonun antioksidan enzimler lzerine
olan etkilerini farkli metodlarla inceleyen gesitli calismalar yapilmistir
(46,128,131,157,166).

Oner iyidogan ve arkadaslari (131) rat testislerinde etanol indiklii lipid
peroksidasyonunda melatoninin muhtemel koruyucu etkilerini arastirmiglar ve

bunun sonucunda melatonin uygulanan gruplarin testis dokusunda biyokimyasal



77

olarak GPx ve katalaz seviyelerinin arttigini ve CuzZn-SOD seviyesinin ise sabit
kaldigini - bildirmislerdir. Onur ve arkadaslari (128) deneysel sol varikosel
olusturulan ratlarin testis dokusunda melatoninin etkisini arastirmak icin yaptiklari
calismada melatonin uygulanan gruplarda doku MDA seviyelerinin azaldigi ve
spektrofotometrik 6lglim ile GPx, SOD ve katalaz enzim seviyelerinin arttigini
bildirmislerdir. Yine Semercioz ve arkadaslari (157) deneysel olarak sol tarafli
varikosel olusturulmus ratlarda melatonin uygulanmasiyla biyokimyasal dlciimler
sonucu testis dokusunda malondialdehit ve nitrik oksit seviyelerinin azaldigi ve
slperoksit dismutaz ile glutatyon peroksidaz enzim seviyelerinin arttigini

bildirmiglerdir.

Soénmez ve arkadaslarinin (166) yaptiklari ¢calismada hemosistein uygulanan
ratlarda melatonin ve E vitamininin epididimal sperm 6zellikleri ve antioksidan
enzimler tzerine olan etkilerini incelemek icin yaptiklari bir galismada hemosistein
uygulanan grupta plazma GPx, SOD ve katalaz antioksidan enzim seviyelerinde
kontrol grubuna gore bir distsun meydana geldigi ve bununla beraber melatonin

uygulanmasiyla bu dustsin yukseldigi bildirilmistir.

Erdemir ve arkadaslar1 (46) ratlarda tek tarafli testikiler torsiyon sonrasi
melatoninin sistemik dolasimdaki antioksidan etkisini arastirmak igin yaptiklari
calismada melatonin uygulanan grupta kan siperoksit dismutaz ve glutatyon

peroksidaz enzimlerinde azalma oldugunu bildirmislerdir.

Vural ve arkadaslari (197) diyabetik ratlarda melatoninin lipid
peroksidasyonuna ve antioksidan enzimler (zerine etkilerini incelemek amaciyla
yaptiklari ¢alismada melatonin uygulamasinin diyabetik ratlarda eritrosit GPx ve

SOD aktiviteleri tizerinde stimile edici etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Erdem ve arkadaslari (45) iskelet kasi iskemi-reperflizyon yaralanmasi
uzerine  melatoninin ~ koruyucu  etkisini  arastirdiklart  calismalarinda
iskemi/reperflizyon grubunda yapilan degerlendirmeler sonucunda melatonin
verilen grupta (I/R + melatonin), biyokimyasal dl¢imler sonucu SOD, GPx ve

katalaz antioksidan enzim aktivitesinde, i/R grubuna gore anlamh azalma tespit
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edildigini, ancak bu degerlerin kontrol grubuna gdre yiiksek bulundugunu
belirtmisledir.

Yapilan literatur taramalarinda melatonin uygulamasi sonrasi testiste GPx-4,
SOD-1 ve katalaz immunoreaktivitesini inceleyen herhangi bir calismaya
rastlanmamis olup, arastirmacilarin ¢cogunlugu (46,128,131,157,166) melatoninin
testiste bu antioksidan enzimler (zerine olan etkilerini farkli metodlarla
incelemislerdir. Bu calismalara gére melatoninin testiste GPx seviyesi (izerine bazi
arastirmacilar (128,131,157,166) artirici etki gosterdigini belirlerken Erdemir ve
arkadaslar (46) ise azaltici etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir. Birgok calismada
(128,157,166,197) melatonin testiste SOD seviyesi (zerine arttirici etkiye neden
oldugu bildirilirken, Oner-lyidogan ve arkadaslarina (131) gére herhangi bir
degisiklige neden olmamaktadir. Melatoninin testiste katalaz enzim seviyesi
Uzerine arttirici etkiye neden oldugunu bildiren birgok ¢alisma (128,131,166) da

mevcuttur.

Sonug:

Calismamizda melatonin uygulanan ratlarin testis dokusunda histolojik yapi,
GPx-4, SOD-1 ve katalazin immunohistokimyasal lokalizasyonu, ratlarin canli
agirhklar, testis agirliklari ve testis tubulus seminiferus kontortus ¢api incelemesi
yapildi. Yapilan histolojik incelemelerde kontrol ve sham grubunda testisin
histolojik yapisinin klasik bilgilerle (46,81,101,116,126) paralel oldugu ancak
melatonin uygulanan grupta tubulus seminiferus kontortuslarda atrofi ve

dejenerasyon oldugu belirlenmistir.

Yaptigimiz arastirmada canli agirlik incelemelerinde melatonin enjeksiyonu
bazi literatdrlerin (3,10,31,43,150,180,200) bulgularina uygun olarak canli agirhgi
azaltigr  belirlenmistir. Testis dokularinin agirhiklarinda bircok literatrle
(3,94,142,) paralel olarak melatonin enjekte edilen deneme grubunda azalma
goruldugi ve gruplar arasinda istatistiksel dizeyde farklilik oldugu belirlendi.
Melatonin enjeksiyonunun literatir bildirimlerine (113,121,129) uygun olarak
tubulus seminiferus kontortus capini azalttigi ve bu azalma bakimindan gruplar

arasinda istatistiksel diizeyde fark oldugu belirlendi.
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incelemelerimizde testiste; SOD-1 immunoreaktivitesi kontrol, sham ve
deneme gruplarinin tim germ htcrelerinde, sertoli hicrelerinde ve leydig
hlcrelerinde farkli yogunlukta géruldi. Deneme grubunda kontrol ve sham grubuna

gore reaksiyon yogunlugunun daha zayif oldugu belirlendi.

Bitun gruplarda GPx-4 immunoreaktivitesinin  spermatogonyumlarda
odaklar halinde, sekonder spermatositlerin sitoplazmasinda ve spermatidlerde farkl
yogunlukta oldugu go6zlendi. Deneme grubunda immnoreaktivitenin sham ve

kontrol grubuna gére daha zayif oldugu belirlendi.

Katalaz immunoreaktivitesi SOD-1 immunoreaktivitesine benzer olarak tim
germ hiicrelerinde, sertoli hiicrelerinde, leydig hucrelerinde farkli yogdunlukta
gozlendi. Ayrica katalaz immunoreaktivitesinde, SOD-1 ve GPx-4’den farkli olarak
spermatogonyum ve primer spermatosit sitoplamasina eklenik olarak bulunan ve
katalaz aktivitesi bakimindan peroksizom organeli olabilecegini dusundugimiz
yapilarda  immunoreaktivite  oldugunu  belirlendi. Diger  enzimlerin
immunoreaktivitelerinden biraz farkli olarak katalaz enzimi immunoreaktivitesinin

diger gruplara gore ¢cok az duzeyde zayif oldugu tespit edildi.

Melatonin uygulamasinin testislerde SOD-1, GPx-4 ve katalaz enzimlerinin
immunoreaktivitesini azalttigi belirlendi. Melatoninin bu antioksidan enzim
seviyeleri (izerine artisa neden oldugunu bildiren ve farkli tekniklerle yapilan birgok
calismanin  (128,131,157,166,197) aksine bizim calismamizda melatonin
uygulanmis grupta SOD-1, GPx-4 ve katalaz enziminin immunoreaktivite
yogunlugunun diger gruplara gore azaldigi belirlendi. Bizim calismamizda
belirttigimiz ve bircok arastirmacinin (121,148,186) bildirdigi gibi melatonin
hormonu uygulamalari testiste tubulus seminiferus kontortuslarda atrofiye ve
testikliler dejenerasyona neden olmaktadir. Bunun nedeninin ise melatonin
uygulamasinin hipofiz bezinden GnRH indukli LH salinimini azaltarak (192),
testosteron salgilanmasini inhibe etmesinden dolayi olabilecegini dustinmekteyiz.
Deneme grubu testis dokusundaki bu bozulmalardan dolayr SOD-1, GPx-4 ve
katalaz immunoreaktivitesinde azalma meydana geldigi kanaatindeyiz. Melatonin

uygulamasinin antioksidan enzimler (zerine etkisinin, testis dokusunda hicresel
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dizeyde daha ayrintili calisiimasi gerektigini dusinmekteyiz. Ayrica ¢alismamizin
melatoninin testis Gzerine etkisi konusunda yapilacak yeni calismalara da 1sik

tutacagini dustintyoruz.



81

6.0ZET

Bu calisma, eksojen olarak melatonin uygulamasi yapilan ratlarin testisinde
stperoksit dismutaz-1, glutatyon peroksidaz-4 ve katalazin immunohistokimyasal

lokalizasyonunun incelenmesi amaciyla yapilmistir.

Calismada kullanilan 30 adet erkek sprague dawley rat, deneme (10), sham
(10), kontrol (10) olmak Uzere Ug¢ gruba ayrildi. Deneme grubuna 3 hafta boyunca
etanolde ¢Ozdirtlip serum fizyolojikle sulandirilmis 10 mg/kg dozda melatonin
(i.p.) uygulandi. Sham grubuna da sadece ethanol ve serum fizyolojik soltsyonu
uygulandi. Kontrol grubuna ise hicbir uygulama yapilmadi. Deney siiresi bitiminde,
gruplarin canh agirliklari, testis agirhiklari, tubulus seminiferus kontortus caplari,
testis doku Orneklerinde superoksit dismutaz-1, glutatyon peroksidaz-4 ve katalazin
immunohistokimyasal lokalizasyonu ve dokunun normal histolojik yapisi incelendi.

Yapilan immunohistokimyasal incelemeler sonucunda, tim gruplarda SOD-
1’in benzer oOzellikte immunolokalizasyon gosterdigi ancak deneme grubunda
melatonin uygulamasinin SOD-1 immunoreaktivitesini belirgin bir sekilde azaltti§i
gozlemlendi. Calismamizda saptadigimiz bulgulara bagh olarak GPx-4’(n bdtln
gruplarda benzer 6zellikte immunoreaktivite gosterdigi ve melatonin uygulamasinin
GPx-4 immunoreaktivitesinde belirgin bir sekilde azalmaya neden oldugu belirlendi.
Katalaz immunolokalizasyonu incelendiginde, gruplar arasi immunoreaktivitenin
benzer oldugu fakat diger enzimlerin immunoreaktivitelerinden biraz farkli olarak
katalaz enzimi immunoreaktivitesinin diger gruplara gore cok az dizeyde zayif
oldugu tespit edildi. Ayrica canh agirlik 6lcimleri bakimindan melatonin
uygulamasinin canli agirhgi azalttigi belirlendi. Melatonin uygulamasinin testis
dokularinin agirhiklarinda deneme grubunda belirgin bir azalmaya neden oldugu ve
bu azalmanin diger iki gruba gore istatistiksel diizeyde anlamh oldugu gorildi.
Gruplar arasinda tubulus seminiferus kontortus capi degerinin istatistiksel dizeyde
anlamli oldugu, deneme grubunda tubulus seminiferus kontortusun ortalama ¢apinin
diger iki gruba gore daha disiik oldugu belirlendi. incelemeler sonucunda deneme
grubunda, yogun bir testikiler dejenerasyon, bazi tubulus seminiferus kontortuslarda
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atrofi, germinal epitel icerisinde vakuollesme ve spermatogenetik seriye ait
hicrelerde limen icine dokilme oldugu tespit edildi.

Anahtar  Sozcukler: Melatonin,  Testis, SOD-1, GPx-4, Katalaz,
Immunohistokimya
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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 NaCl 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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