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Ozet

Bu ¢alismada melatonin ve ginko eksikliginin birlikte ve ayri ayri rat testisleri iizerindeki histolojik
etkileri aragtirildi. Caligma Selguk Universitesi Deneysel T 1p Aragtirma ve Uygulama Merkezinde yapildi.
Yirmi dort adet yetiskin erkek Spraque Dawley rat dort gruba ayrilds. 1. gruba ¢inko eksik diyet verild;
(n=6). 1I. gruba pinealektomi uyguland: (n=6). Ill. gruba hem pinealektomi uygulandi, hem de cinko
eksik diyet verildi (n=6). IV. grup kontrol olarak kullanild, (n=0).

3 haftamin sonunda hayvanlardan dekapitasyonla alinan kan rneklerinde plazma ginko ve melatonin
diizeyleri tayin edildi. Testis doku kesitleri hematoksilen eozin ile boyandi ve 51k mikroskobunda
incelendi. Spermatogenez skorlamast ile spermatogenetik Sfaaliyetler degerlendirildi.

1l. grupta plazma ¢inko seviyeleri kontrol grubundan anlaml: olarak daha disiiktii (p<0.01). I ve III
Grupta plazma ¢inko seviyeleri hem kontrol, hem de I, gruptan anlamli sekilde daha diigiktii (p<0.01).
Grup I, 1l ve Ill'deki melatonin seviyeleri kontrol grubuna gore daha digiik bulundu (p<0.01).
Pinealektomize gruplarin (Grup II ve IIl) melatonin diizeyleri grup I'den de anlamli derecede diisiiktii
(p<0.01). Spermatogenetik degerlendirmede grup II ile kontrol grubu arasinda onemli bir fark
gorilmedi. Grup 1 ve Ill'de spermatogenetik aktivitede bir baskilanma gozlendi (©<0.01). Grup I'deki
baskilanma grup II1’deki baskilanmadan daha yiiksekti. Grup ['de tibiiler dejenerasyon ve nekroz, tibiil
liimenlerinde tikanma, baz: tibiillerde hiyalinizasyon gozlendi. Ill. grupta bazal membran kalinlagmasi,
lenfositik infiltrasyon ve bazi germ hiicrelerinde nekroz gozlendi. Grup II ve kontrol grubunda
histopatolojik degisiklik belirlenmed.

Bu ¢alismarin bulgulart literatiir bilgilerine uygun olarak ¢inko eksikliginin testikiiler harabiyete yol
agtigim gostermektedir. Melatonin eksikligi, 3 hafialik ¢inko eksikliginin yol agtigi testikiiler hasart
azaltabilir.

Anahtar Kelimeler: Cinko eksikligi, pinealektomi, rat testisi

Histological Effects of Zinc or Melatonin Deficiency on Testes of the Rats

Abstract

The present study was designed to investigate the histological effects of zinc and/or melatonin
deficiency on rat testes. A total of 24 adult male Spraque Dawley rats were used in the study. The
experiments were done in Selcuk University Experimental Medicine Research and Application Center.
The rats were divided into 4 groups. Group I got zinc deficient diet (n=G6). Pinealectomy was applied to
the Group Il (n=6). Group Ill consisted of pinealectomized (Px) and zinc deficient rats (n=6). Group IV
members were intact.control rats (n=6).

At the end of the 3 weeks all animals were decapitated and plasma zinc and melatonin levels were
determined. Testicular tissues were stained by hematoxilene eosine and investigated under the light
microscope. The seminiferous tubules and spermatogenetic activation was observed and spermatogenesis
was scored.

The plasma zinc levels in Px group (Group 11) were significantly lower than those of control (p<0.01).
In the Group I and Group Il plasma zinc levels were significantly lower than those of not only control
but also Group Il (p<0.01 for all). The melatonin levels in Group I, 1l and Il were significantly lower
than control (p<0.01). In spermatogenetic evaluation, there was no significant difference between control
and Group 1. A significant suppression was observed in the spermatogenetic activity of the zinc deficient
groups (Group I and Group I, p<0.01). The suppression was higher in the Group I than Group 111,

In the seminifer tubules of the Group I, degeneration, necrosis, obstruction and some hyalinisation
were observed. In Group Ill an increase in the basal membrane thickness, lymphocytic infiltration and
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necrosis in some germ cells were observed. No significant histological changes were obtained in the

Group Il compared with the control.

The findings of this study support the previous studies that zinc deficiency causes testicular damage.
These results also suggest that melatonin deficiency may reduce the testicular damage caused by zinc

deficiency.

Key Words: Zinc deficiency, pinealectomy, testes of rat

Melatonin baslica pineal bezden sentezlenen
ve sekrete edilen bir nérohormondur. Pineal bezin
disinda vilcutta bagka doku ve hiicrelerden de
salinmakla birlikte pinealektomize ratlarda plazma
melatonin diizeyi oldukga azalmakta ancak tama-
men yok olmamaktadir (1,2). Melatoninin en iyi
bilinen etkileri tireme fizyolojisi ile ilgili olanlar-
dir. Oyle ki hipotalamus- hipofiz—gonatlar sistemi
tizerinde inhibitor bir etkiye sahiptir. Ayrica Go-
nadotropin Releasing Hormon (GnRH) salgisimi
azaltan opioid peptidlerin sekresyonunu da artir-
maktadir (3).

Melatonin ayni zamanda 6nemli bir iz element
olan ¢inkonun (Zn) sindirim sisteminden emili-
mini artirmaktadir. Pinealektomize (Px) farelerde
plazma melatonin diizeylerindeki azalmaya paralel
olarak plazma Zn diizeylerinde de 6nemli azalma-
larin meydana gelmesi, melatonin-Zn arasindaki
iligkinin 6nemli bir gostergesidir (4).

immiin fonksiyonlarda temel bir roli oldugu
bilinen Zn (5) bityiime ve cinsel fonksiyonlar
iizerinde de onemli bir etkiye sahip bulunmakta,
kronik olarak eksikliginde ise hipogonadizme
neden olmaktadir (6). Cinkonun testislerde ve
aksesuar seks glandlarinda yiiksek konsantras-
yonda bulunmasi Ureme fizyolojisinde 6nemli
rolleri oldugunu gostermektedir (7). Cinkonun
sperm membran biitinligini sagladigi, sperm
motilitesini artirdig1, sperm kuyrugunun helezonik
hareketini diizenledigi bilinmektedir (8). Erigkin
erkek testisinde Zn konsantrasyonu yiiksek oranda
bulunmakta ve ejekulattaki spermatozoamn yasam
stiresini ginkonun uzatug: diisiniilmektedir (9,10).
Ancak ¢inkonun gonadal fonksiyonlarla iligkisi
oldukca karmasik bir goriiniim arz etmekte ve
konu ile ilgili baska aragtirmalarm yapilmasin
gerekli kilmaktadir.

Melatoninin bahsedilen etkilerinin yani sira
¢inkonun iireme fizyolojisindeki bilinen etkileri
birlikte distnildigiinde bu iki maddenin rat
testisleri tizerindeki etkilerinin histopatolojik aras-
tirilmas1 konu ile ilgili bilgilerimize katk: saglaya-
caktir.

Materyal ve Metod

Bu ¢aligma Selguk Universitesi Deneysel Tip
Uygulama ve Aragtirma Merkezinden elde edilen
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Sprague Dawley cinsi, 24 adet erigkin erkek rat
tizerinde, ¢ haftalik deney siiresi sonunda ayn
merkezde gergeklestirildi. Hayvanlar dort gruba
ayrildi. 1. grup (n=6); ginko eksik deney grubu
olarak isimlendirilen ve ginko eksik (0.650 ppm/gr
Zn) diyetle beslenen hayvanlardan, 1I. Grup (n=6);
melatonin eksik deney grubu olup normal diyetle
beslenen ve pinealektomi (Px) yaparak melatonin
eksikligi gelistirdigimiz hayvanlardan, 1. Grup
(n=6), ¢inko eksik+Px deney grubu olup;
pinealektomi sayesinde melatonin eksikligi gelisti-
rilen ve cinko eksik (0.650ppm/gr Zn) diyetle
beslenen hayvanlardan olusuyordu. IV. Grup
(n=6) ise higbir cerrahi miidahalenin yapilmadigl,
normal rat yemi ile beslenen hayvanlardan olustu-
ruldu. Hayvanlarin barindig1 ozel gelik kafesler
her giin yikanarak Zn kontaminasyonu minimuma
indirildi. Zn eksik ve Zn eksik+Px deney grupla-
rina igme suyu olarak bi-distile su verilirken, diger
gruplara normal igme suyu verildi. Yemlier; nor-
mal ve Zn eksik diyet seklinde Aytekinler Yem
Katki Sanayii’nden (Konya) temin edildi.
Pinealektomi, Kuszack ve Rodin’in tanmladig:
sekilde (11) ve genel anestezi (ketalar hidroklorid
60mg/kg., Xylazine 5 mgkg.) altinda usuliine
uygun olarak gerceklestirildi. Deney siiresi so-
nunda hayvanlardan biyokimyasal analizler igin
dekapitasyonla numune kan ornekleri alindiktan
sonra. ratlarin testisleri ¢ikarilarak % 10’luk
formaldehid soliisyonunda tespit edildiler.

Biyokimyasal Metod

Plazma Zn Tayinleri: Dekapitasyonla alinan
2 cc kan omekleri santrifije edilip plazmalari
almarak plastik kapakl tiiplerde —20°C’de muha-
faza edildiler. Plazma Zn diizeyleri, Elazi§ Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim
Dalinda bulunan Shimatsu ASC-600 model Ato-
mik Absorbsiyon Spektrofotometresinde alevli
atomizasyon teknigi ile ikiser kez olguldii. So-
nuglar pgr/dl cinsinden tayin edildi.

Serum Melatonin Tayinleri: Melatonin tayi-
ninde kullanilmak tizere hazirlanan heparin’li
tiplere ikiser cc ahnan kan orekleri +4°C’de,
2500 devirde ve 10 dakika siire ile santrifiije edil-
dikten sonra Selguk Universitesi Tip Fakiltesi
Biyokimya  Anabilim  Dal laboratuarinda
melatonin kiti (Melatonin 1-125 RIA DDV
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BIOCHEMIE GmbH D 35037 Marburg
Schwanelle 44) kullanilarak RIA yoéntemiyle
pg/ml diizeyinde tayin edildi.

Histopatolojik Metod: Deney ve kontrol
gruplarmt olusturan hayvanlarin testislerinden
ikiser blok olusturuldu. Her bloktan 5 p kahnli-
ginda iki adet kesit alindi. Her kesit hematoksilen
eozin boyasi ile boyandi. Hazirlanan kesitlerde
151k mikroskobunda, bes degisik sahada, 20°ser
testis titbiilleri ve spermatogenetik faaliyeti ince-
lendi. Belirlenen buigular modifiye Johnson kri-
terlerine gore degerlendirmeye tabii tutuldu. Bu
spermatogenez skorlamasinda maksimum skor 7
olarak belirlendi. Buna gore:

Skor!-Hticre yok

Skor2-Hi¢ germ hiicresi yok, sadece sertoli
hiicresi var

Skor3-Spermatogonium var

Skor4-Spermatosit var

Skor5-Spermatid var

Skor6-Spermatozoa var

Skor7-Normal spermatogenez (Tim hiicreler-
den yeterince var).

Elde edilen verilerin varyans analizinin on
sartlarina uygunlugu kontrol edilmis, veriler
varyans analizinin 6n sartlannm saglamadiklan
igin, varyans analizi yapabilmek amaciyla karekok
transformasyonuna tabi tutulmustur. Transformas-
yon sonucu elde edilen degerlere varyans analizi
uygulanmistir. Farkli gruplarin belirlenmesi ama-
ctyla da Duncan testi yapilmigtir.

Bulgular

Histopatolojik olarak; kontrol grubunun ve Px
grubun 151k mikroskobik incelemesinde, testis
tubiillerinde dejenerasyon ve nekroz higbir seride
gozlenmedi. Kontrol grubunda tiim hiicrelerden
yeterince gozlenirken (Skor 7), Px grubunda nor-
mal spermatozoalar gozleniyordu (Skor 6). Cinko
eksik grupta ise tubulus liimeninde tikanma,
tubuler dejenerasyon ve nekroz yaygindi. Bazi
tubullerde ise hyalinizasyon bulgular1 goézlendi.
Germ hiicreleri ileri diizeyde azalmsti ve
spermatogenetik arrest mevcuttu (Skor 2-3). Cinko
eksik + Px grubunda ise bazal membranda kalin-
lagma, tubuler dejenerasyon, lenfositik infiltrasyon
ve yer yer germ hiicrelerinde nekroz gozlenirken
spermatogonium diizeyinde de spermatogenetik
arrest (Skor 3) yaygindi (Sekil 1-4). Gruplarin
spermetogenez skorlamas: Tablo 1’de sunuldu.
Histopatolojik degerlendirmede en az iki grup
ortalamas1 arasmndaki farkin, istatistiksel olarak
onemli oldugu tespit edildi (p<0.01). Buna gore
Px grubun ortalamastyla kontrol grubunun ortala-
mas1 arasinda Onemli bir fark goézlenmezken
(p>0.05), diger iki grubun ortalamalarinin kontrol
ve Px gruplarinin ortalamalarindan diisiik oldugu
gorildii (p<0.01).

Gruplarin plazma ¢inko ve melatonin diizeyleri
Tablo 2’de verildi. Caligmada, plazma ¢inko ve
melatonin diizeyleri arasinda énemli bir iliski olup
olmadigim belirleyebilmek igin korelasyon katsa-
yiar hesaplandl. Sonugta ¢inko ve melatonin
arasinda p<0.01 diizeyinde pozitif korelasyon
belirlendi.

Tablo 1. Gruplarin spermatogenez skorlamasmin istatistiksel degerlendirme sonuglar::

Gruplar Denek Sayisi (n) Spermatogenez Skoru+SD  Anlamhlik diizeyi*
Grup 1 (Zn eksik) 6 2.83+0.40 C
Grup 2 (Px) 6 6.16 +£0.40 A
Grup 3 (Zn eksik+Px) 6 3.66 +0.52 B
Grup 4 (Kontrol) 6 6.5£0.55 A

*Aym siitunda degisik harf tagiyan ortalamalar arasmdaki farkhliklar istatistiksel olarak anlamhdir

(p<0.01).

Tablo 2. Gruplarin plazma ginko ve melatonin diizeylerinin istatistiksel degerlendirme sonuclart

Gruplar Cinko (ugr/dl) Anlamhhk diizeyi* Melatonin (pg/ml) Anlamhhk diizeyi*
Grup 1 (Zn eksik) 45.45 £25.40 1028 £3.40 B
Grup 2 (Px) 70.55 £7.90 395+£1.64 C
Grup 3 (Zn eksik+Px) 45.88 +8.25 2.85+1.78 C
Grup 4 (Kontrol) 120.55+10.78 16.50 +7.24 A

*Aym siitunda degisik harf tasiyan ortalamalar arasindaki farkhiliklar istatistiksel olarak anlamilidir

(p<0.01).
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$ekil 1. Cinko cksik grup: Bazal membranda kalinlagma, germ Sekil 3. Cinko ve Melatonin Eksik Grup: Spermatogenez Skor
hiicrelerinde nekroz, tubﬁ!}er_dc dejenerasyon ve tikanma, 3 duzeyinde, tuplerde dejenerasyon ve neckroz, limende
Spermatogenez Skor 2-3 diizeyinde. (H.E. x288) tikanma gozleniyor. (H.E. x253)

Sekil 2. Melatonin Eksik Grup: Spermotogenez Skor 5 Sekil 4. Kontrol Grubu: Normal spermatogenez, tim hicreler
duzeyinde, tubiil ¢aplart normal, normal histolojik goriiniim. normal gorintimde. (H.E. x288)
(H.E. x184)
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Tartisma

Organizmanmn Snemli iz elementlerinden biri
olan Zn’nun biiyime ve iireme fizyolojisi tizerinde
onemli bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir
(6,7,12,13). Yapilan caligmalar, Cinkonun sindi-
rim sisteminden emiliminin melatoninle artugini
gostermektedir (14). Bu durumda melatonin ek-
sikliginde dogal olarak viicut sivilarmda Cinkonun
da azalmasi gerekmektedir. Nitekim caligmamizda
da plazma Zn ve melatonin diizeyleri arasinda,
benzer sekilde p<0.01 mesafesinde  pozitif
korelasyon belirlenmistir. Cahismamizda dikkat
cekici bir bulgu da, Cinko eksik grubun plazma
melatonin diizeyinin kontrol grubunun plazma
melatonin diizeyine gore anlamli olarak ditgiik
olmasidir. Bu durumda Zn ve melatonin arasinda
tek yonli degil bilakis iki yonlii bir etkilegimin
oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Literatiir taramasinda
pineal bezin, Zn eksikliginden etkilendigini goste-
rir bir bilgiye rastlayamadik. Ancak diger birgok
endokrin bezin, sinirda ya da ileri dizeyde Zn
eksikliginden etkilendigine dair ¢ok sayida ¢a-
ligma meveuttur (5). Bu nedenle Zn eksikligi ve
pineal bez etkilesiminin arastirmaya agik bir konu
oldugunu diiglinliyoruz.

Follis ve arkadaglarmn cahgmalarinda, Zn
yetmezlikli ratlarin testislerinde, gok sayida atrofik
seminifer tiibiillerde sadece spermatogonialarin
bulundugu ifade edilmektedir (15). Yapilan diger
histolojik ¢ahigmalarda; Hamdi ve arkadaglari (16)
Zn eksikligine bagh olarak testis dokusunda
seminifer tubulus ¢aplarnda onemli daralmalar
oldugunu, spermatogenezin degisik donemlerinde
olgunluk arrestinin gdzlendigini bildirdiler. Hafiez
ve arkadaslari (17) da benzer histolojik bulgulara
ck olarak kronik zaafiyette goriilen dev hiicreler-
den bahsetmektedirler. Prasad ve arkadaslar1 ise
bu bulgularin Zn ilavesiyle diizeldigini ve ¢inko-
nun esas etkisinin germinal epitelyumda oldugunu
ifade etmektedirler (13). Cahsmamizda Zn eksik
ratlarda gozledigimiz seminifer tubullerdeki deje-
nerasyon, tubuler nekroz, tubulus ¢apinda daralma
ve tikanma ile hi¢ germ hiicresinin bulunmayip
sadece sertoli hiicrelerinin varligs, literatlir bilgile-
rimizi desteklemektedir.

Melatonin, epifizden salman ve sirkadiyan
ritme sahip bir nérohormondur. Bu nedenle yap1-
lan deneysel galismalarda hayvanlar; kontrollii,
kisa ya da uzun fotoperyotta deneylere tabii tutul-
maktadirlar. Vaughan ve arkadaglar (18) kisa ve
uzan fotoperyoda maruz kalan ratlara 15 mm.
silastik testosteron pelletleri implante ederek, kisa
fotoperyoda tabii tutulan ratlarda testikiiler agir-
liktaki azalmanm, uzun fotoperyoda tabii olanlara
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gore daha fazla oldufunu gosterdiler. Bu ¢alisma-
nin devaminda uzun fotoperyoda tabii tutulan ve
testosteron  pelleti  implante edilen ratlara
melatonin enjekte edildiginde, testosteronun tek
basina testislerde yaptigl etkiyi siddetlendirdigini
ve sonugta melatonin enjeksiyonlarinin reprodiik-
tif organlarda gonadal atrofiye yol agtifini
gosterdiler. Jarrige ve arkadaslar da (19) pinealek-
tomize anneden dogan ratlarmn testislerinde mutlak
atrofiyle  birlikte testikiiler dihidrotestosteron
muhtevasinda degisiklik olmazken, plazma dihid-
rotestosteron  diizeylerinde  azalma meydana
geldigini  gosterdiler. Calismamizda melatonin
eksikligine bagli olarak pinealektomize ratlarm
testislerinde histolojik degisiklikler gozlemedik.
Ancak spermatogenez skorlamasinda, istatistiksel
olarak onemsiz diigmeler belirledik. Bu durumun
biiyiik olasilikia, galigmamizin g hafta ile simrh
olmasindan kaynaklandigin1 ditstiniiyoruz.

Caligmamizda Zn eksik gruptaki yaygin
testikiiler harabiyet, Zn eksik + Pnx grubundaki
bulgulara gore daha agirdi. Literattir bilgilerine
gore; melatonin varhgimin testis dokusundaki
olumsuz etkileri diigiiniildigiinde (20), melatonin
eksikliginin Zn eksikliginin etkilerini (istatistiksel
olarak onemsiz de olsa) hafifletmesi beklenen bir
durumdur. Ayrica plazma melatonin eksikligi
nedeniyle barsaklardan Zn emiliminin azalmasina
bagli olarak, plazma Zn diizeyi de anlamh olarak
azahr (14). Nitekim bizim ¢aligmamizda da
melatonin eksik gruptaki plazma Zn diizeyinin
kontrole gore anlamh diiik olmast literattir bilgi-
lerini desteklemektedir.

Sonug olarak;

“1-Cinko ile melatonin arasinda (hem varlik-
lar;, hem de eksiklikleri agisindan) iki yonli bir
etkilesim var gibi gorinmmektedir ve ozellikle
aragtinimasi gereken bir konudur.”

«3.7n eksikligi, literatiir bilgilerimize uygun
olarak testis dokusunda harabiyete yol agmaktadir
ve spermatogenez lizerinde olumsuz etkileri var-
dir.”

«3_Melatonin eksikligi, Zn eksikliginin tireme
fizyolojisi iizerindeki olumsuz etkilerini yavaglat-
maktadir.”
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