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SIÇAN TESTİSİNDE MELATONİNİN RADYOTERAPİ HASARINA 

ETKİSINİN ARAŞTIRILMASI 

ÖZET 

Amaç: Sıçanlarda düşük ve yüksek doz hızlı radyoterapinin neden olduğu akut 

testis hasarına karşı melatoninin radyokoruyucu etkisinin incelenmesidir.  

Gereç ve Yöntem: 12 haftalık 40 erişkin erkek sıçan 5 gruba ayrıldı (n=8). Grup 1 

(Kontrol) sıçanlarına hiçbir işlem uygulanmadı. Grup 2 (Düşük doz hızlı radyoterapi 

(DDHR) grubu) ve Grup 4 (Yüksek doz hızlı radyoterapi (YDHR) grubu) sıçanlarının 

abdominopelvik bölgelerine tek doz 8 Gy radyoterapi sırasıyla, 400 MU/min ve 1400 

MU/min doz hızlarında uygulandı. Grup 3 (Düşük doz hızlı radyoterapi + Melatonin 

(DDHR+MEL) grubu) ve Grup 5 (Yüksek doz hızlı radyoterapi + Melatonin 

(YDHR+MEL) grubu) sıçanlarına tek doz 8 Gy radyoterapi sırasıyla, 400 MU/min ve 1400 

MU/min doz hızlarında uygulanıp, radyoterapiden 15 dakika önce sıçanlara 

50mg/kg/intraperitoneal melatonin verildi. Radyoterapiden 48 saat sonra sakrifikasyon 

yapıldı. Testis dokularının histolojik ve biyokimyasal analizleri yapıldı.   

Bulgular: Yalnız radyoterapi uygulanan gruplarda, kontrol grubuna kıyasla anlamlı 

düzeyde (p<0,001*); Johnsen skoru ve doku antioksidan değerleri düşerken, doku oksidan 

değerleri ve apoptotik veriler arttı. Radyoterapi ile birlikte melatonin uygulanan gruplarda; 

seminifer tübül epitellerinde ve bazal membranda düzensizlik, spermatogenik seri 

hücrelerinin ve spermatozoonların sayısında azalma, vakuolizasyon ve apoptoz gibi 

bulgular hafifti. Ayrıca ZO-1 ve Lectin, DDHR+MEL ve YDHR+MEL gruplarında, 

DDHR ve YDHR gruplarına göre daha belirgin gözlendi.  

Sonuç: Melatoninin düşük ve yüksek doz hızlı radyoterapinin yol açtığı testis 

hasarının önlenmesinde faydalı olduğu gösterilmiştir. Ancak radyoterapinin bu iki doz hızı 

arasında, testis hasarı ve melatoninin etkisi bakımından istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

yoktur.  

 

Anahtar Kelimeler: Floresan mikroskop; Melatonin; Radyoterapi; Testis; TUNEL 
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF MELATONIN ON 

RADIOTHERAPY DAMAGE IN RAT TESTIS 

ABSTRACT 

Aim: To examine the radioprotective effect of melatonin against acute testicular 

damage caused by low and high dose rate radiotherapy in rats. 

Materials and Methods: 40 adult male rats, 12 week old, were divided into 5 

groups (n=8). No procedures were performed on Group 1 (Control) rats. A single dose of 8 

Gy radiotherapy was applied to the abdominopelvic regions of Group 2 (Low dose rate 

radiotherapy (LDRR) group) and Group 4 (High dose rate radiotherapy (HDRR) group) 

rats at dose rates of 400 MU/min and 1400 MU/min, respectively. Single dose 8 Gy 

radiotherapy was administered to Group 3 (Low dose rate radiotherapy + Melatonin 

(LDRR+MEL) group) and Group 5 (High-dose rate radiotherapy + Melatonin 

(HDRR+MEL) group) rats at dose rates of 400 MU/min and 1400 MU/min, respectively. 

50 mg/kg/intraperitoneal melatonin was given to rats 15 minutes before radiotherapy. 

Sacrification was performed 48 hours after radiotherapy. Histological and biochemical 

analyzes of testicular tissues were performed. 

Results: In the radiotherapy-only groups, the Johnsen score and tissue antioxidant 

values decreased significantly compared to the control group (p<0.001*), while the tissue 

oxidant values and apoptotic data increased. Irregularity in the seminiferous tubule 

epithelium and basement membrane, decrease in the number of spermatogenic series cells 

and spermatozoa, vacuolization and apoptosis were mild in the groups that received 

melatonin together with radiotherapy. In addition, ZO-1 and Lectin were observed more 

prominently in the LDRR+MEL and HDRR+MEL groups compared to LDRR and HDRR 

groups. 

Conclusion: There is no significant difference between these two dose rates of 

radiotherapy in terms of testicular damage and the effect of melatonin. Melatonin may be 

useful in preventing testicular damage caused by low and high dose rate radiotherapy. 

 

Key Words: Fluorescence microscope; Melatonin; Radiotherapy; Testis; TUNEL 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Kanser, hasta sağ kalımını ve yaşam kalitesini azaltan hastalıklardan biridir. 

Kanserin tedavisinde genel olarak cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi (RT) uygulamaları 

koordineli olarak planlanmaktadır. RT ya tek başına ya da cerrahi ve kemoterapi ile 

uygulanan bir tedavi yöntemidir. Tüm kanser hastalarının %50-60'ında tedavi sürecinin 

bir parçası olarak kullanılır. Özellikle abdominopelvik kanserlerin tedavisinde modern 

radyoterapi tekniklerinin kullanılması büyük önem taşımaktadır (1). 

Testis kanseri 15-35 yaş aralığındaki erkeklerde en sık rastlanılan kanser 

türüdür. Erkeklerde, tüm kanserlerin %1’ini oluşturmaktadır (2). İleri evre olgularda 

dahi %80’lere ulaşan başarı oranları ile tedavi edilebilen kanser türlerindendir (3,4). 

Özellikle birinci evre testis kanseri tedavisinde RT başarısı %100’leri bulmaktadır (5). 

Testis kanserinde, RT ile tedavi sonrası sağ kalım süresi uzamakta ve yaşam kalitesi 

artmaktadır (6).  

RT’nin en büyük avantajlarından biri, lokal etkisi ile tümör büyümesini 

engellemesidir. Ancak prosedür aynı zamanda tedavi edici özellikte olmasına rağmen 

ışınlamaya maruz kalan sağlıklı dokular üzerinde olumsuz etkilere sebep olabilmektedir 

(7,8). Yüksek radyasyon dozlarının kullanıldığı modern radyoterapi teknikleri ile tümör 

bölgesine letal doz kontrollü ve kesin bir şekilde verilirken hedeflenen hacmin dışında 

kalan sağlıklı dokuda oluşabilecek hasarlar azaltılarak tedavi edilmektedir. Bu nedenle 

modern RT tekniklerinin temel amacı, hedeflenen hücreleri yok ederken etrafındaki 

sağlıklı yapıları korumaktır (6,9).  

Spermatogenez, uzun, karmaşık ve hassas bir süreçtir. Sitotoksik üreme 

ajanlarına maruz kalmak, germ hücrelerine farklı aşamalarda zarar verebilir (10). 

İyonize radyasyonun spermatogenezi azalttığı, çeşitli hormonların üretimini değiştirdiği 

ve kısırlığa neden olduğu bilinmektedir (6). Çalışmalar, RT etkisiyle özellikle 

spermatogonyal kök hücre kayıplarına bağlı kalıcı infertilitenin oluşabileceğini 

göstermiştir (11). 

Biyolojik bir ortamda geçen iyonize radyasyon ile canlılar arasındaki 

etkileşimler ve bunların sonuçları literatürde tartışılmaktadır. İyonize X ışınlarının 

biyolojik etkileri, hücrelerdeki moleküler yapıların bozulmasıyla ortaya çıkmaktadır. 
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Hücredeki tüm yapılar, iyonize radyasyondan zarar görebilmekle beraber en çok 

Deoksiribonükleik Asit (DNA) etkilenmektedir. İyonize X ışınlarının düşük dozları bile 

Serbest Oksijen Radikalleri (SOR) üreterek DNA, lipid ve protein membran hasarına 

yol açabilmektedir (12-14). 

Antioksidanların, SOR’un neden olduğu oksidatif hasara karşı koruyucu etkileri 

bilinmektedir. Antioksidanlar süpürücü etkisi ile RT’nin sebep olduğu DNA hasarlarını 

azaltma potansiyeline sahiptir. SOR ile antioksidanlar arasında bir denge 

bulunmaktadır. Bu dengenin korunması, organizmanın hayati fonksiyonlarını devam 

ettirmesi açısından önemlidir (15). Melatonin günümüzde kullanılan en güçlü 

antioksidandır (16). Hidrofilik özelliği sayesinde kan-beyin bariyerini kolayca 

geçmektedir ve subsellüler kompartmanların tümüne hızla diffüze olabilmektedir (17).  

Bu tez çalışmasının amacı; erişkin erkek sıçan modellerinin abdominopelvik 

bölgelerine düşük ve yüksek doz hızlarında tek doz olarak uygulanan iyonize X 

ışınlarının testis dokusunda oluşturduğu erken dönem hasara karşı ideal doz hızını ve 

melatoninin radyokoruyucu etkisini araştırmaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. TESTİSİN EMBRİYOLOJİSİ 

 

2.1.1. Gonadların Gelişimi 

Primordiyal germ hücreleri vitellus kesesi duvarında, dördüncü haftanın başında 

endodermal hücreler arasında ortaya çıkar. Yaklaşık 10-100 adet primordiyal germ 

hücresi, embriyonik gelişimin dördüncü ve altıncı haftaları arasında ameboid hareketler 

yaparak gonadal bölgeye doğru göç ederler. 10. torasik vertebra seviyesine yakın 

alanda, mezenşim içinde yaklaşık 2500-5000 kadar primordiyal germ hücresi bulunur 

ve bir çift genital kabarıklık oluşturmak için, mezonefroz hücreleriyle sölomik örtü 

epitelinin hücrelerinin proliferasyonu için uyarırlar (Şekil 2.1). Farklılaşmamış gonadın 

dışta korteks ve içte medulla bölgelerini oluşturmak üzere sölomik epitelyal kordonlar, 

gonadal kabarıklığın mezenşimi içine doğru büyürler. Gonadlar fetal gelişimin yedinci 

haftasına kadar farklılaşmamıştır. Testis belirleyici faktör (TBF) için gerekli olan SRY 

geni (Y kromozomu üzerindeki cinsiyet belirleyici bölge), erkek fenotipinin gelişimi 

için gerekli olan Y kromozomunun kısa kolunda bulunmaktadır. Y kromozomu ile 

düzenlenen ve testiküler farklılığı sağlayan TBF etkisi altında embriyoda erkek bireyi 

oluşturmak üzere farklılaşmamış gonadın korteksi dejenere olur ve medullası ise testisi 

oluşturur (18,19).  

2.1.2. Cinsiyetin Belirlenmesi 

Döllenme sonrası, embriyo XY kromozomuna sahip ise cinsiyet erkektir (20). 

Fenotipik cinsiyet farklılaşması yedinci haftadan itibaren başlar ve dış cinsel organın 

özellikleri on ikinci haftadan sonra tanınabilir duruma gelir. Fenotipik cinsel farklılaşma 

önce gonadlarda başlar ve gelişimin yirminci haftasında tamamlanır (Şekil 2.2). Dış 

genital primordiyaların ve genital duktusun gelişimi ile devam eder (21). Normal erkek 

cinsiyet gelişimini, fetal testisler tarafından üretilen dihidrotestosteron, testosteron ve 

antimülleriyan hormon (AMH) belirlemektedir (19). 

 

 



4 

 

 

Şekil 2.1: A: Üç haftalık embriyoda vitellus kesesi duvarında, allontoise yakın 

primordial germ hücreleri. B: Primordial germ hücrelerinin, göç yolu (20)  

 

2.1.3. Testislerin Gelişimi 

Testis belirleyici faktör (TBF), Y kromozomu tarafından düzenlenir ve testiküler 

farklılaşmayı sağlar. Farklılaşmamış gonadın testis olarak gelişiminde, TBF için SRY 

geninin etkisi görülmektedir (19). Farklılaşmamış stromal hücrelerin, SRY’nin bir 

transkripsiyon faktörü olan SOX9’u indüklemesiyle, sertoli hücreleri farklılaşma için 

uyarılır (22). TBF faktörün etkisi ile gonodal kordonlar, seminifer kordonlara farklılaşır. 

Kalın fibröz yapıda bir kapsül olan, tunica albuginea gelişir ve yüzey epiteli ile olan 

bağlantıları kaybolur. Gonodal kordonların dış kısımları seminifer tübülleri, iç kısımları 

ise dallanıp anastomoz yaparak rete testisi oluşturur (19). Testis kordonları puberteye 

kadar solid halde iken puberteden sonra lümenleri açılarak seminifer tübüllere 

farklanırlar. Seminifer tübüller kanalize olduktan sonra rete testis tübülleri ile birleşir ve 

duktuli efferenteslere girerler. Mezonefrik sistemin boşaltım tübülleri olan bu efferent 

kanallar duktus defferens olarak bilinir ve rete testis ile Mezonefrik (Wolffian) kanalları 

bağlar (20). İntertisyel/Leydig hücreleri seminifer tübüller arasındaki mezodermden 

köken alırlar ve sekizinci hafta itibariyle testosteron ve androstenedion salgılamaya 

başlarlar (19). 
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Şekil 2.2: Erkek cinsiyetin farklanmasında gonadların rolü (20)  

 

2.1.4. Genital Kanalların Gelişimi 

Gelişimin beşinci ve altıncı haftaları arasında genital sistem farklılaşmamıştır. 

Mezonefrik (Wolffian) ve Paramezonefrik (Müllerian) olmak üzere genital kanallar iki 

çift olarak bulunmaktadır. Erkek üreme sisteminin gelişiminde mezonefrik kanallar, dişi 

üreme sisteminin gelişiminde ise paramezonefrik kanallar etkilidir (17). Paramezonefrik 

kanallar, altıncı haftada hem dişi hem erkek embriyolarda mezonefrik kanalların 

lateralinde oluşmaya başlar (21). Mezonefrik kanallar ise epididim, duktus deferens, 

seminal vezikül ve ejakülatör kanalı oluşturmaya devam ederken testisteki birkaç 

mezonefrik tübül, testislerin eferent kanallarını oluşturur (19). 

Gelişimin altıncı ve yedinci haftaları arasında paramezonefrik kanalların 

gerilemesini sağlayan AMH Sertoli hücreleri tarafından salgılanır. Leydig hücrelerinin 

sekizinci haftada salgıladıkları testosteron ise hücrelerin içine girip kalabilir ya da 

dihidrotestosteron hormonuna dönüşebilir. Testosteron, mezonefrik kanalların 

virilizasyonunu sağlarken dihidrotestosteron, erkek dış genitallerinin farklılaşmasında 

etkilidir (20). Bu dönemde testosteronun etkisiyle, her bir mezonefrik kanalın proksimal 

kısımları kıvrıntılı hale gelerek duktus epididimisi oluşturur. Mezonefik kanallar 
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dejenere olduğunda da bu kanallardan bazıları kalıcıdır ve duktuli efferentesi 

oluştururlar. Epididimise açılan bu duktuslar, epididmisin distalinde mezonefrik kanala 

kalın düz kas tabakası katılır ve duktus deferens oluşur (19). 

2.1.5. Testislerin İnişi 

Testisler, mezonefroz karın arka duvarına ikinci ayın sonunda ürogenital 

mezenter ile bağlı durumdadır. Mezonefroz dejenere olduktan sonra bu bağlar, gonadın 

mezenteri haline gelir. Ligament haline gelen bu mezenterin kaudali, kaudal genital 

ligamet adını alır. Testisin kaudalinden çıkan, ektraselüler matriksten zengin yoğun 

mezenşimal yapıya ise gubernakulum adı verilir (20). Yedi ve on ikinci haftalar 

arasında testislerin skrotuma inişine rehberlik eden gubernakulum, testisi skrotum içinde 

sabitler. Prosessus vajinalisi oluşturmak için periton gubernakulum ile açığa çıkar ve 

testisler tunica vajinalis adı verilen kese oluşumuna katılır (21,23). Testisler 

gestasyonun yaklaşık on ikinci haftasında inguinal bölgeye gelir, yirmi sekizinci haftada 

inguinal kanaldan geçer ve otuz üçüncü haftada androjenler ve AMH gibi hormonların 

etkisiyle skrotuma ulaşır (20). Skrotuma ulaşan testisler, inguinal kanal ve spermatik 

kord etrafında kasılır. Yenidoğanların %3’ünden daha azında testisler skrotum içine 

bulunmayabilir. Doğumdan sonraki ilk üç ay içinde inmemiş testislerin çoğu skrotuma 

iner. Testiküler damarların oluşumu, testisler posterior abdominal duvar 

seviyesindeyken gerçekleşir. Skrotuma inişi sırasında organlar, duktus deferensi ve 

damarları da birlikte taşırlar daha sonra fasiyal uzantıları ile sarılırlar (19). 

2.2. TESTİSİN ANATOMİSİ 

Skrotum içerisinde oblik pozisyonda bulunan testisler (orcis), funiculus 

spermaticus’a asılı olarak bulunurlar. Her biri yaklaşık 10-14 gr olan testislerden sol 

testis sağ testise göre genellikle 1 cm daha aşağıda bulunmaktadır. Yetişkin erkeklerde 

uzunluğu 4-5 cm, genişliği 2-3 cm ve kalınlığı 3 cm’dir. Septum scroti ile birbirlerinden 

ayrılan testisler, lateralden mediale doğru tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica 

vasculosa tabakaları ile sarılırlar (Şekil 2.3). 

Processus vaginalis’in distal ucu olan tunica vaginalis, lamina visceralis 

(epiorchium) ve lamina parietalis (periorchium) olmak üzere iki yapraktan oluşur. 

Lamina visceralis, testisin ön kenarlarını ve iki yüzünü örterken; arka kenarın medial ve 
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lateral taraflarında kendi üstüne kıvrılır ve lamina parietalis ile devam eder. Bu iki 

yaprak arasındaki boşlukta az miktarda seröz bir sıvı bulunur. 

Sağ ve sol a. testicularis, a. renalis’lerin biraz aşağısında aorta’nın ön yüzünden 

ayrılan bir çift arterdir. Testis ve epididimis, aorta abdominalis’in dalı olan 

a.testicularis’ten beslenir. A. testicularis birçok dala ayrılır ve bu dallardan 2-4 tanesi 

ductus deferens boyunca uzanarak epididimis’i, tunica albuginea’nın arka kısmını 

delerek testise giren diğer dallar ise bu organı besler (24-26). 

 

 

 

Şekil 2.3: A: Sol testisin anatomik yapısı, B: Epididmis ve testisin vertikal kesiti,  

C: Testis kanallarının düzeni ve vas deferens’in oluşum şekli (27) 
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Tunica vaginalis’in altında yüzeyel lenf damarları bulunurken, testis ve 

epididimis içinde derin lenf damarları bulunur. Bu damarlar ile funiculus spermaticus 

karın boşluğuna geçer ve nodi aortici laterals ve nodi preaotici’ye açılır (25).  

Testis otonom sinir sistemi tarafından kontrol edilir. Sempatik innervasyonu   

medulla spinalis’in 10-11.  torakal vertebra segmentlerinden kaynaklanır, damarların 

çevresindeki pleksuslar aracılığı ile gelir. Parasempatik innervasyonu ise a. 

testicularis’in etrafındaki pleksus testicularis tarafından yapılır (24,28).  

2.3. TESTİSİN HİSTOLOJİSİ 

Testisler, embriyonik gelişimi, cinsel olgunlaşmayı ve üreme fonksiyonlarını 

etkileyen bir çift, skrotum içine yerleşmiş olan organlardır. Ekzokrin ve endokrin salgı 

yapabilen testislerin iki yönlü görevi testosteron hormonunu ve spermatozoonu 

üretmektir. Testislerde üretilen androjenler, embriyoda erkek fetusun normal gelişimi 

için gereklidir (29). 

Her bir testis tunica albuginea adı verilen bir kapsül ile çevrilidir. Tunica 

albuginea testisin arka kısmında kalınlaşarak mediastinum testis yapısını oluşturur. Bu 

kısımdan bezin içine giren septumlar, bezi testiküler “lobuli testis” adı verilen yaklaşık 

250 piramidal bölmeye ayırır. Her bir lobül gevşek bağ dokusu ile sarılı olan 1-4 adet 

seminifer tübülden oluşur (Şekil 2.4). Bu gevşek bağ dokusu bol miktarda kan ve lenf 

damarları, sinirler ve Leydig hücreleri/İinterstisyel hücreler vardır. Seminifer tübüllerde 

germinal hücrelerin üretimi interstisyel hücrelerde ise androjenlerin sentezi gerçekleşir 

(30). 

2.3.1. İnterstisyel Doku 

İnterstisyel bağ doku seminifer tübüller arasında yer alan çok sayıda kan ve lenf 

damarı, sinir lifleri içeren gevşek bir bağ dokusudur. Bu dokuda bağ dokusunun esas 

hücreleri olan fibroblastlara ek olarak makrofajlar, mast hücreleri ve Leydig hücreleri 

olarak bilinen testosteron üreten hücreler bulunur (29).  

Leydig hücreleri, bağ dokusu içerisinde tek tek ya da gruplar şeklinde 

görülebilen, yuvarlak şekilli, yuvarlak nükleuslu, asidoflik sitoplazmasında çok sayıda 

lipid damlacığı ve agranüler endoplazmik retikulum (SER) bulunduran hücrelerdir. 

Sitoplazmalarında lipofuksin pigmenti ve çubuk şeklinde bir inklüzyon olan Reinke 

kristalleri bulunur (29). Yapısında bulunan çok sayıdaki SER sayesinde ve hipofiz 
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bezinden salgılanan luteinleştirici hormonun (LH) uyarısı ile testosteron hormonunu 

sentezleyip salgılayabilen endokrin hücrelerdir (30,31). 

Leydig hücrelerinin testosteron salgısı, insan yaşamının çeşitli dönemlerinde 

farklı etkiler gösterebilir. Testosteron ve diğer androjenler embriyoda erkek fetusun 

gonadlarının gelişmesi için gerekli iken, pubertede spermiyum üretiminin ve aksesuar 

bezlerin salgılarının başlaması için aynı zamanda ikincil cinsiyet karakterlerinin 

gelişmesi için gereklidir. Yetişkinlerde ise spermatogenezin, bezlerin salgı 

aktivitelerinin ve ikincil cinsiyet karakterlerinin sürdürülmesi için gereklidir (29). 

 

 

Şekil 2.4: Testis ve genital kanallar (30)  

 

2.3.2. Seminifer Tübüller 

Seminifer tübüller içerisinde spermatogenez olayı gerçekleşir. Her bir testiste 

250-1000 civarında seminifer tübül bulunur. Her bir seminifer tübül yaklaşık olarak 30-

70 cm uzunluğunda, 150-250 µm kalınlığındadır. Etrafları yaygın kan damarı ile çevrili 

olan testis tübüllerinin toplam uzunluğu yaklaşık 250 m’dir. Tübüller kıvrımlıdır ve 

uçlarına doğru lümeni daralarak düz tübüller (tubuli rekti) olarak adlandırılan kısa 

segmentler halinde uzanır. Bu düz tübüller, seminifer tübülleri “rete testis” adı verilen 
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kanallardan oluşan bir labirente bağlarlar. Rete testis kanalları anastomoz yaparak, 

yaklaşık 10-20 adet duktuli defferentes ile epididimin baş kısmına bağlanırlar (29,32).  

Fibröz bir bağ dokusu kılıfı ile kaplı seminifer tübüller, bazal lamina ve 

germinal (seminifer) epitelden oluşur. Seminifer tübülü saran bu fibröz tabaka tunica 

propria olarak adlandırılır ve birkaç fibroblast katmanından oluşmuştur. Bazal laminaya 

yapışık olan en içteki katman, düz kas özellikleri gösteren “miyoid hücreler” içerir (30). 

2.3.2.1. Seminifer epitel ve spermatogenik hücreler: Erişkin memeli 

testislerinde seminifer epitel; spermatogenik hücreler ve germ hücrelerini 

destekleyen ve onları besleyen Sertoli hücrelerinden oluşan özel bir epiteldir (30,31).  

Spermatogenez serisinde 4-8 tabaka halinde düzenlenmiş olan hücreler, 

spermatazoonları üretmekle görevlidir. Spermatogenez olarak adlandırılan bu süreçte 

mitoz ve mayoz bölünmeler görülür. Bu süreç sonunda spermatidler haploid germ 

hücreleri olan spermatazoonlara farklılaşırlar. Spermatogenik hücreler, seminifer 

epitelde rastgele dağılım göstermez. Gelişimlerinin farklı dönemindeki hücreler 

birbirleriyle benzer bölgelerde gruplaşır ve hücreler olgunlaştıkça bazalden lümene 

doğru dizilim gösterirler (Şekil 2.5). Hücrelerin spermatid aşamasına gelmesi ise 

yaklaşık iki aylık bir süreyi kapsamaktadır (30).  

 

 

Şekil 2.5: Semnifer tübülün bir kısmının çevre dokular ile gösterilmesi (30)  
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2.3.2.1.1. Spermatogenez: Gonadotropinlerin puberte öncesinde artmasıyla 

spermatogenez süreci başlar. Bu süreç spermatositogenez, mayoz ve spermiyogenezdir. 

Mitoz bölünmelerden ibaret olan spermatositogenezde spermatogonyumlar primer 

spermatositlere farklılaşır. Mayozda primer spermatositlerdeki diploid kromozom sayısı 

haploide düşer, spermatidler oluşur. Spermiyogenezde ise spermatidler 

spermatozoonlara farklılaşır (Şekil 2.6) (32). 

Spermatogenez, bazal laminanın üstünde yer alan ve diploid hücreler olan 

spermatogonyumların proliferasyonu ile başlar (29,30). Pubertede spermatogonyum 

hücrelerinin çoğalmaları mitoz bölünmeler ile başlar. A tipi spermatogonyumlar kök 

hücreler olarak bölünmeyi sürdürebilir ya da devam eden mitoz bölünmeler boyunca 

farklılaşarak B tipi spermatogonyumlara dönüşürler. B tipi spermatogonyumlar 46 

kromozomlu (44+XY) primer spermatositlere dönüşen öncül hücrelerdir. Bu hücreler 

oluştuktan hemen sonra birinci mayoz bölünmenin profazına giderler ve bu süreç 

yaklaşık 22 gün sürer. Primer spermatositler spermatogenik serinin en büyük 

hücreleridir. Birinci mayoz bölünmenin ardından sekonder spermatositler olarak bilinen 

23 kromozomlu (22+X veya 22+Y) yeni hücreler meydana gelir. Sekonder 

spermatositlerin bölünmesi 23 kromozomlu iki hücre olan haploid sayıdaki 

spermatidlerin oluşmasıyla sonuçlanır (Şekil 2.7). 

 

 

Şekil 2.6: Testis seminifer tübülleri ve intertistumun histolojik görüntüsü (35)  
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Spermatidler; seminifer tübül içerisinde lümenin yakınlarında yerleşim 

gösterirler. Haploid spermatidler küçük boyutlu ve 7-8 µm çaplıdır. Yoğun kromatin 

bölgelerine sahip nukleustan oluşur (30). 

Erkek sıçanlarda spermatogenez, puberte döneminde görülür. Sıçanlarda 

spermatogenez, germ hücrelerinden spermatozoonların oluşumuna kadar uzanır ve 

ortalama 48-53 gün sürer. Germ hücreleri seminifer epitel içinde ilerler ve 

spermatogonyumlar mitoz bölünmeler geçirir. 12-13 günde yaşlı hücreler yerine genç 

hücreler gelir (33,34). 

2.3.2.1.2. Spermiyogenez: Bir farklılaşma olayıdır. Erken dönemde yuvarlak hücreler 

olan spermatidlerin, spermiyogenez ile değişime uğrayıp, kuyruklu ve bir ölçüde 

hareketli olan spermatozoonlara dönüşme sürecidir. Spermiyogenez spermatogenezin 

son safhasıdır. Spermiyogenez süresince hücre bölünmesi gerçekleşmez (18,29). 

Spermiyogenez üç evrede tamamlanmaktadır. Bunlar; golgi fazı, akrozom oluşumu ve 

olgunlaşma fazıdır.  

 

 

Şekil 2.7: Spermatogenez (29)  
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Golgi fazında; spermatidin sitoplazması belirgin bir golgi kompleksi, 

mitokondriler, bir çift sentriyol, SER ve serbest ribozomlar içerirler. Golgi 

kompleksinde “proakrozomal granüller” olarak bilinen PAS pozitif küçük granüller 

birikir. Bu granüller birleşerek zarla sınırlı akrozomal vezikülün içinde bulunan 

akrozomal granülü oluştururlar. Akrozomun karşısına sentriyoller göç ederek hücre 

yüzeyine yakın bir yere gelirler. Kamçı aksonemi oluşturmaya başlar, sentriyoller 

yeniden nukleusa doğru göç eder ve hareket ettikçe aksonemal bileşenleri çevresine 

sararlar.  

Akrozomal fazda; akrozomal vezikül ve granül, yoğunlaşan nukleusun ön 

yarısını kaplar ve yayılır ve bu aşamadan sonra “akrozom” adını alır (30). Akrozom, 

oositin korona radiyata ve zona pellusida tabakalarını aşabilmelerini sağlayan, 

hyaluronidaz, akrozin, lizozomal hidrolazlar ve proteazlar gibi enzimler içerir (36). 

Spermatogenezin bu safhasında seminifer tübülün tabanına doğru spermatidler yönelir, 

aksonem lümene doğru uzanır, nukleus uzar ve daha yoğun bir hale gelir. 

Sentriyollerden biri kamçıyı oluşturur. Mitokondriler kamçının üst kısmı etrafında 

toplanarak “orta parça” adı verilen parçayı oluşturur. 

Olgunlaşma fazında; sitoplazma miktarı azalır. Sitoplazması fazla olan bölüm 

boğumlanıp kopar, Sertoli hücreleri tarafından sindirilir. Spermatidlerin birbirleri ile 

olan bağlantıları kaybolur ve Sertoli hücrelerinden ayrılan spermatidler lümene düşerler 

(30). 

2.3.2.1.3 Spermin yapısı: Olgun bir sperm esas olarak baş ve kuyruktan oluşur ve bu 

kısımlar bir plazma zarı ile sarılıdır. Boyun bölgesi bağımsız bir alan olarak 

değerlendirilmekte, baş ve kuyruk kısımlarını birbirine bağlayan bir bağlantı parçası 

olarak işlev görmektedir. Baş kısmında; bir çift sentriyol yer alır. Kuyruk kısmı; orta 

parça, esas parça ve son parça olmak üzere üç ana kısımdan oluşur (Şekil 2.8) (18). 

 

 

Şekil 2.8: Spermin yapısı (37)  
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2.3.2.2. Sertoli hücreleri: Bazal laminaya tabanları ile tutunan, tepe kısımları ile de 

seminifer tübülün lümenine uzanan piramidal şekilli hücrelerdir. Spermatogenik 

hücrelerden farklı olarak bölünme yetenekleri yoktur (30).  

Organelden zengin olan Sertoli hücreleri iyi gelişmiş granüler ve agranüler 

endoplazmik retikulum (GER ve SER), golgi kompleksi, mitokondri, lizozom, lipid 

damlaları ve glikojen granülleri içerir. Çekirdekleri ökromatik ve yerleşimleri ise 

değişkendir. Sitoplazmalarında lipitlerin kullanımında görevli olabileceği düşünülen 

Charcot-Böttcher adı verilen inklüzyonlar bulunur (29,31).  

Kan-testis bariyeri Sertoli hücreleri arasındaki sıkı bağlantılardan oluşur. Görevi 

germ hücrelerinin gelişimi (mitoz, mayoz ve farklılaşma) ve olgunlaşması için gerekli 

olan uygun mikro çevreyi oluşturmak ve germ hücrelerini sitotoksik moleküllerden 

korumaktır (38). Kan testis bariyeri, erkek üreme hücrelerini kan yolu ile gelen zararlı 

maddelere karşı korur (29). Bariyerin üzerinde Sertoli hücrelerinin yan ve üst 

kenarlarındaki girintilere yerleşmiş spermatositler ve spermatidler bulunur. 

Spermatidlerin kuyrukları geliştikçe, Sertoli hücrelerinin üst kısımlarından saçaklar 

halinde görülürler (30).  

Sertoli hücrelerinin görevleri; 

• Spermatogenik hücreleri destekler, korur ve beslerler. 

• Spermiyogenezdeki fazla spermatid sitoplazmasını ve gelişimlerini 

tamamlamamış spermatogenik hücreleri fagosite ederek ortadan kaldırırlar. 

• Seminifer tübüllere genital kanallar yönünde akan, spermatozoonların 

taşınmasını kolaylaştıran ve onları besleyen fruktozdan zengin bir sıvı 

salgılarlar. 

• FSH salınımını baskılayan inhibin, plazminojen aktivitörleri ve transferrin 

sentezlerler. 

•  AMH salgılayarak erkek fetüste Müllerian kanalların gerilemesini sağlarlar 

(29,30,32).  

2.3.3. Testis İçi Genital Kanallar 

Testis içi genital kanallar tubuli rekti, rete testis ve duktuli efferentestir.  

Seminifer tübüllerden gelen sıvı ve spermatozoonlar bu kanallar ile duktus epididimise 

taşınır. 
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Seminifer tübüllerin büyük bir kısmı sarmal biçiminde kıvrılmıştır ve her iki 

uçtan “tubuli rekti” olarak bilinen düz tübüllerle rete testise bağlanırlar. Bu tübüllerin 

başlangıç kısmında spermatogenetik hücreler giderek ortadan kaybolur. Tübül duvarı 

sadece Sertoli hücrelerinden ibarettir. Bu başlangıç bölümü, düzensiz sıkı bağ dokusu 

kılıfı ile desteklenen ve prizmatik epitel hücrelerini içeren ana kısımla devam eder (30). 

Rete testis; tek katlı kübik veya prizmatik epitel ile döşeli, düzensiz, 

anastomozlaşan kanallardan oluşur. Epitel hücreleri bir tek apikal silyum ve birkaç adet 

mikrovillus içerirler. Bol miktarda kan damarı içeren mediyastinumun bağ dokusu 

epitelin yaslandığı bazal membranı sarmaktadır (29). 

Rete testisten 10-20 arası duktuli efferentes çıkar. Duktuli efferenteslerin, 

epididim yönüne doğru hareket eden titrek tüylü hücreler ile değişimli olarak titrek tüy 

bulunmayan izoprizmatik hücre gruplarından oluşan bir epiteli vardır. Seminifer 

tübüllerden salgılanan sıvının çoğu silyasız hücreler tarafından emilir. Titrek tüylü 

hücreler ve sıvı aktivitesi ile spermatozoonlar epididime doğru süpürülür. Duktuli 

efferentes birleşerek epididimin duktus epididimisini oluşturur (30).  

2.3.4. Genital Boşaltım Kanalları 

Duktus epididimis, duktus deferens (vas deferens) ve üretra spermatozoonları 

penise ileten kanallardır. Duktus epididimis, tek ve kıvrımlı, yaklaşık 4-6 metre 

uzunluğunda bir kanaldır. Kanalın çevresi bağ dokusu ve kan damarları ile epididimisi 

oluşturur. Epididimis kanalı, kanal duvarında bazal hücreler, apikal bölümünde ise 

lümene doğru uzanan hareketsiz sterosilyalı hücrelerden oluşan yalancı çok katlı 

prizmatik epitel ile döşelidir. Bu hücreler, peristaltik kasılmalarla spermin kanallarda 

ilerlemesini sağlayan düz kas hücreleri içerirler ve damarlardan zengin bağ dokusu ile 

çevrelenmiş bir bazal membran üzerine otururlar. Ayrıca duktus epididimis epiteli 

spermatogenez boyunca oluşan artıkların sindirilmesine ve ortadan kaldırılmasına 

katılır. 

Epididimis, duvarı kalın bir kas tabakasından oluşan duktus (vas) deferens 

olarak adlandırılan bir kanal ile devam eder. Bu düz kanal prostatik üretraya açılır. 

Çoğunlukla sterosilyalara sahip yalancı çok katlı prizmatik epitel ile örtülüdür. Lamina 

propria, elastik liflerden zengin bir bağ dokusu katmanını oluştururken kalın kas 

tabakası ortalarında yer alan sirküler bir katmanla birbirinden ayrılan iç ve dış 
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katmanlardan oluşmuştur. Düz kaslardan oluşmuş bu kalın katman, ejakülasyon 

sırasında spermatozoonların fışkırmasını sağlayan güçlü peristaltik kasılmaları 

oluşturur.  

Spermatik kordonun bir kısmını duktus deferens oluşturur ve pampiniform 

pleksus, testiküler arter ve sinirleri içerir. Duktus deferens prostata girmeden önce 

genişleyerek ampullayı oluşturur. Bu alanda kalınlaşan epitel kıvrımlı hale gelir. 

Seminal veziküller ampullanın son kısmında duktusa katılırlar ve duktus deferens 

prostata girer ve prostatik üretraya açılır. Prostata giren bu segment ejakülatuvar kanal 

olarak adlandırılır. Duktus deferensin mukoza katmanı ampulla boyunca ejakülatuvar 

kanalın içine kadar devam der, kas katmanı ise ampulladan sonra biter (30). 

2.3.5. Kan-Testis Bariyeri ve Sıkı Bağlantılar 

Yan yana bulunan Sertoli hücreleri, seminifer tübül tabanına yakın yan-alt 

seviyedeki sıkı bağlantılarla birbirlerine tutunarak kan-testis bariyerini oluştururlar 

(18,32,39-41). Spermatogonyumlar, bu bariyerin altında yer alan bazal bölmede 

bulunurlar. Spermatogenez esnasında, spermatogonyumların bölünmesiyle oluşan bazı 

hücreler bağlantı noktalarını geçip, bariyerin adluminal bölmesine ulaşırlar (29,30). Bu 

bariyer seminifer epitelde amino asit, iyon, protein ve karbonhidrat birlikteliği için 

fizyolojik bir kompartman oluşturulması bakımından gereklidir. Bu sebeple, seminifer 

tübüllerdeki ve boşaltım kanallarındaki sıvının içeriği, testiküler lenften ve kan 

plazmasından farklıdır (31).  Kan testis bariyeri fiziksel bariyer olarak moleküllerin giriş 

çıkışlarını kontrol etmek için fizyolojik bileşenlere ve germ hücrelerini korumak için ise 

immunolojik bileşenlere sahiptir. Kan-testis bariyerine ait anatomik, immunolojik ve 

fizyolojik bileşenler birlikte bariyerin işlevsel yapı kazanmasında önemli rol 

oynamaktadır (42). 

Memelilerin testislerinde bulunan kan-testis bariyeri, yapısal olarak kan-beyin 

bariyeri ve kan-retina bariyeri gibi sıkı bağlantılar (TJ=Tight Junction), tutundurucu 

bağlantılar (AJ= Adherence Junction) ve oluklu bağlantılardan (GJ= Gap Junctions) 

(43) meydana gelir (39,44). 
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İki hücrenin karşılıklı zarlarında lateral olarak yerleşmiş olan simetrik kompleks 

protein yapılar hücre bağlantıları olarak tanımlanır. 

Bu bağlantılar şunlardır;  

• Sıkı bağlantılar  

• Tutundurucu bağlantılar  

• Oluklu bağlantılar  

• Dezmozom 

Hücrelerin doku ve organları oluştururken birbirlerine tutunmaları özel 

bağlantılar ile gerçekleşir. Sıkı bağlantılar bunlardan biridir ve komşu hücreler arasında 

hücreler arası bariyer görevi gören ve sinyallerin iletilmesini sağlayan zar 

farklılaşmalarıdır (43). Komşu hücrelerin hücre zarlarının bitişik oldukları yerde bu 

yapılar hücreler arası bölgeyi tamamen tıkarlar (39). 

 

 

Şekil 2.9: Seminifer epiteldeki sıkı bağlantı yapıları (39)  

 

Yapısal olarak sıkı bağlantılar iki moleküler bölgeye ayrılabilir;  

Transmembran bölge: Okludin, klaudin multigene ailesi ve bağlantı adezyon 

moleküllerini içeren bu bölgede komşu hücreler zardaki moleküllerle birbirlerine 
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tutunarak yapışırlar. Hücre zarına bağlı proteinler olan okludin ve klaudinler zarın 

bariyer özelliğini ortaya koyar (46). 

 Plak bölgesi: MAGUK (membrane-associated guanylate kinase) zonula 

okludens-1 (ZO-1), zonula okludens-2 (ZO-2) ve zonula okludens-3 (ZO-3),’ü kapsayan 

bu bölge, transmembrane proteinlerini hücre iskeletine bağlayan geçiş moleküllerini 

içerir (39). 

TEM (Transmission Electron Microscope) çalışmalarında, sıkı bağlantı 

moleküllerinin, komşu hücrelerin hücre zarları arasında bir dizi bağlantı noktası 

oluşturduğu (47) ve fetal yaşam sırasında Sertoli hücreleri arasında meydana geldikleri 

gözlenmiştir (48). 

Seminifer epitelde bulunan sıkı bağlantılar, membrana en yakın yerleşimiyle ile 

diğer sıkı bağlantılardan farklıdır. Testislerde bulunan sıkı bağlantı bölgesi, periferal 

membran proteinler dizisi ve üç farklı integral membran proteinler dizisini içerir. Bu 

sıkı bağlantı proteinleri; zonula okludens çeşitleri olan, ZO-1, ZO-2, okludin, klaudindir 

(Şekil 2.9). Spermatogenetik hücreler, tüm aşamalarında Sertoli hücrelerinin bu 

bağlantıları sayesinde lümene doğru göç ederler (49). Sertoli hücre bağlantıları yapısal 

olarak 3 elemandan oluşur. Bunlar; komşu iki hücre arasındaki membran kaynaşmaları, 

aktin flaman, aktin-endoplazmik retikulum ağı ve diğer iskelet elemanlarıdır 

(Şekil2.10).  

 

  

Şekil 2.10: Sertoli hücre duvarındaki sıkı bağlantılar ve aktinle olan ilişkileri (51)  
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Genel olarak sıkı bağlantılar, endotel ve epitel hücrelerindeki bağlantı 

komplekslerinin lümene bakan en uç bölgesinde bulunurlar. Burada yer alan bu sıkı 

bağlantılar polarize epiteldeki çözelti, su ve immün moleküllerin hücreler arasında 

hereketi için bir bariyer oluşturur. Aynı zamanda plazma zarının üst kısmından alt 

kısmına doğru asimetrik yapının devamlılığı sağlanır (18,50). 

2.4. ZONULA OKLUDENS-1  

Bir sıkı bağlantı proteini olan ZO-1, zonula okludens proteinleri (ZO-1, ZO-2 ve 

ZO-3) ailesinin bir üyesidir. İlk olarak 1986'da Stevenson ve Goodenough tarafından 

kemirgen karaciğerinde büyütülmüş bir monoklonal antikor kullanılarak karaciğer 

homojenatlarındaki sıkı bağlantıdan zengin membran fraksiyonlarında, 225 kD'lik bir 

polipeptidi tanımak için izole edimiştir. “Zonula” terimi bağlantının bir band şeklinde 

hücreyi tamamen sardığını ifade ederken, “okludens” terimi ise zarların hücreler arası 

alanı kapatacak şekilde birbiriyle kaynaşmış olduğunu belirtir (52).  

Zonula okludens sıkı bağlantıların en yüzeyde olanıdır ve ağa benzeri bir yapı 

oluşturarak katlanma ve kıvrılma gösterirler. Esas işlevi oldukça sıkı bir tutunma 

meydana getirerek epitel hücreleri arasından her iki yöne doğru madde geçişini 

engellemektir (42). 225 kDa periferal membran proteini olan ZO-1 insanlarda TJP1 

(Tight Junction Protein 1) geni tarafından kodlanmakta ve sıkı bağlantı plağınının ana 

omurgasını oluşturmaktadır (53,54). Aktin filamentlerine doğrudan bağlı olan ZO-1 sıkı 

bağlantı transmembran proteinlerini aktin hücre iskeletine sabitler (50,55).  

2.5. LEKTİN 

Lektinler, protein ya da glikoprotein yapısındaki biyomoleküllerdir. Genellikle 

şekerlere spesifik olarak bağlanabilirler. Glikokonjugatları, oligosakkaritleri çöktüren ve 

hücreleri aglutine eden lektinler; hastalıkların, normal ve patolojik dokular arasındaki 

değişikliklerin tespitinde kullanılırlar (56). Glikoprotein sentezini, hücre adezyonunu ve 

kan protein seviyelerini düzenleyen lektinlerin doğal bağışıklık sisteminde önemli rol 

oynarlar (57). 

Lektinler, glikokonjugatların şeker kalıntıları için özel bir bağlanma özelliğine 

sahiptir. Bu nedenle çeşitli doku ve organlardaki glikokonjugatların dağılımını 

araştırmak için histokimyasal reaktifler olarak kullanılırlar (58,59). Testis dokusuna 

Lektin’in histokimyasal olarak uygulanmasıyla, akrozom oluşumu sırasında bir dizi 
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glikosilasyon süreci oluşur. Farklı türlerdeki testis dokularında spermatogenik seride, 

Sertoli ve Leydig hücrelerinin bağlanmalarında farklı lektin modelleri vardır (60). 

Spermatojenik hücreler, sıçan (60,62), fare (62), sığır (64,65), keçi (66), kır faresi (67) 

ve insan (62,68,69) gibi birçok memeli türünde lektin histokimyasal çalışmalar ile 

incelenmiştir. 

2.6. RADYOTERAPİ 

 

2.6.1. Kanser ve Radyoterapi 

RT, kanser tedavisinde en çok başvurulan tedavi yöntemlerinden biridir. Kanser 

hastalarının yaklaşık %60’ına tedavilerinin belirli aşamasında RT uygulanmaktadır (70). 

Kanserin daha etkili ve güvenli bir şekilde tedavi edilmesi için yüksek dozlarda RT’nin 

uygulanması kanser araştırmalarında temel hedeflerinden biridir. RT’nin toksik 

etkilerinden sağlıklı dokuları koruma ve tümörlü dokularda letal etkisini arttırıcı yeni 

uygulamalar öngörülmektedir (71,72). 

Abdominal ya da pelvik ışınlanma sonrası hücrede hasar oluşur. Oluşan bu hasar 

tamir edilirse hücre yaşamına devam eder edilmezse apoptoz gerçekleşebilir. 

Radyoterapinin esas amacı kanserli hücreleri yok etmek için iyonize radyasyonun 

kullanılmasıdır. Ancak sadece hedeflenen organlar değil tedavi alanı içinde kalan birçok 

sağlıklı dokular da bu ışımadan etkilenebilmektedir. Tümör tedavisinde sağlam 

dokuların da tedavi alanına girmesi ve radyasyondan olumsuz etkilenmesi kaçınılmazdır 

(73,74).  Yavaş bölünen hücrelere kıyasla hızlı bölünen hücrelerin genellikle iyonize 

radyasyona duyarlılığı daha fazladır. Bu sebeple RT’nin akut etkisi hızlı bölünen 

hücrelerde, kronik etkisi ise yavaş bölünen hücrelerde ortaya çıkmaktadır (75). 

2.6.2. Moleküler Oksijenin Varlığı ve Radyasyon 

İyonize radyasyon sonucu dokuda meydana gelen serbest radikaller, DNA’yı 

etkileyerek hücrede mutasyona ve ölüme yol açarlar. İyonize radyasyon bu zararlı 

etkileri, etkilenen hücrelerden salınan SOR’un üretilmesinden kaynaklanır. Hasar 

sonucu biriken SOR, lipit ve proteinler gibi makromoleküllere saldırır. İyonize 

radyasyon sonucu dokuda SOR seviyesinin yükselmesine bağlı olarak hidroksil (OH-) 

radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca reaksiyona girerek doku yaralanmalarına ve 
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apoptoza neden olabilir. Normal fizyolojik koşullarda, serbest radikal oluşumu ile 

antioksidan savunma sistemi denge halindedir. Dokular, RT gibi iyonize radyasyona 

maruz kaldıklarında bu dengenin serbest radikal tarafına kayması, lipid 

peroksidasyonuna yol açar. Hücre organelleri ve membrandaki lipid ve protein yapısı 

bozulur, hücre içi enzimler inaktifleşir ve DNA hasarı oluşur. Organizmadaki tüm bu 

fonksiyonel ve yapısal değişiklikler, radyasyona bağlı oksidatif stresten 

kaynaklanmaktadır (9). 

Dokuların oksijenlenme durumu, radyasyonun biyolojik etkinliğini belirleyen en 

önemli faktörlerdendir. İyi oksijenlenmiş hücreler radyasyondan daha fazla etkilenir. 

Yapılan bir çalışmada, hamster hücrelerinin in vitro koşullarda oksijenli ve hipoksik 

koşullarda X-ışını etkisini incelenmiş ve hücrelerin canlı kalabilmesi için oksijenli 

ortamda uygulanması gereken dozun, hipoksik ortamda uygulanması gereken dozdan 

yaklaşık 3 kat daha az olduğu rapor edilmiştir (76). Dolayısıyla, ışınlama sırasında 

moleküler oksijenin varlığı, sistemi radyasyona karşı duyarlı kılmakla beraber 

radyobiyolojik yanıtın oluşması için gerekli ışınlama dozunu da azaltmaktadır. 

2.6.3. Radyoterapi ve DNA Hasarı 

DNA genetik bilgiyi taşıyarak, nesiller boyu aktarımı sağlayan bir moleküldür. 

DNA’nın fiziksel ve kimyasal yapısındaki değişimler hasar olarak bilinmektedir. DNA 

onarım sistemleri tarafından DNA üzerinde oluşan hasar onarılır. Radyoterapiye bağlı 

hücre hasarının çok fazla olduğu veya onarım sistemlerinin yetersiz kaldığı durumlarda 

ise hücre ölümü görülebilir (77). 

RT hasarının etkileri arasında; gen ekspresyonları, mutasyonlar, kromozom 

sapmaları, genomik kararsızlıklar ve hücre ölümleri sayılabilir. Yüksek dozda 

radyasyona maruz kalma akut etkilere sebep olabilir. Yüksek dozlarda tüm vücuda 

uygulanan radyasyon sonucu hücreler hasara uğrar özellikle hassas hücreler ölür. Organ 

ve sistemlerde de buna bağlı olarak çeşitli hastalıklar gelişebilir. Semptomlar radyasyon 

dozu ve maruz kalma süresine göre değişebilir (78).  

İyonize radyasyondan etkilenen DNA hasarının miktarı; oksidatif stres 

yoğunluğu, toksik ara maddeleri metabolize eden savunma ve içsel onarım 

mekanizmaları ile ilişkilidir. Ayrıca iyonize radyasyondan kaynaklanan hasarın 

azaltılmasının farklı yolları bulunmaktadır (79).  
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2.6.4. Radyoterapi ve Serbest Radikaller 

Radyoterapinin tedavi edici özelliğine rağmen tümörlü dokunun herhangi bir 

parçası olmayan ve hedef hacmin dışındaki sağlıklı doku ve organlar bu istenmeyen 

ışınlardan önemli miktarda etkilenmektedir. Daha yüksek dozlarda daha iyi tümör 

kontrolü elde etmek için sağlıklı dokular istenmeyen radyasyon hasarlarına karşı 

korunmalıdır. Hücreler, savunma sistemini aktive ederek hasar gören bu etkilerle 

mücadele etmeye çalışır. Ancak, günümüzde savunma sisteminin yetersiz kaldığı 

durumlarda radyokoruyucu amaçlı antioksidan bitkisel ilaçlar, vitamin takviyeleri ve 

melatonin gibi çeşitli kimyasal ajanlar uygulanmaktadır. 

İyonize radyasyonun DNA molekülüne etkisi direkt ve/veya indirekt olarak 

gerçekleşir. Radyasyon etkisinin üçte biri direkt etki ile oluşur ve DNA molekülünde 

yapısal hasar, fonksiyon kaybı ve sentez inhibisyonu oluşturabilir. Radyasyonun 

etkisinin üçte ikisi de indirekt etki ile oluşur. İyonize radyasyonun etkisi ile su 

moleküllerinin iyonlaşması sonucu hidrojen, hidroksil radikali (OH-), hidrojen peroksit 

(H202) gibi serbest oksijen radikalleri açığa çıkar (80). Serbest radikallerin DNA’yı 

etkilemesiyle kromozomda kırılmalar oluşur ve tamir edilmezse hücre apoptoza giderek 

ölür. İndirekt etkileşimde hasar daha belirgindir. Oksijen molekülü kalıcı radyasyon 

hasarı oluşumunda önemli bir role sahiptir. Yüksek moleküler oksijen varlığında tümör 

hücrelerine uygulanan iyonize radyasyon kalıcı DNA hasarı oluşturur. Kanser hücreleri 

üzerine kullanılan, iyonize X-ışınlarının hücre DNA’sına dolaylı etkisi ile su 

molekülleri parçalanır. Meydana gelen serbest oksijen radikalleri ve farklı radyasyon 

doz hızları arasındaki ilişki literatürde henüz tam olarak açıklanamamıştır (76).  

Radyoterapi eksternal bir tedavi yöntemidir. Dolayısıyla sadece hedef dokular 

üzerinde değil aynı zamanda çevredeki sağlıklı dokular üzerinde de inflamatuvar etkiye 

sebep olur. Bu dokularda lökosit infiltrasyonu olur ve radyasyonla indüklenen lipid 

peroksidasyonu sonucunda serbest radikaller oluşur (81-83). Radyasyonun indirekt 

etkisiyle oluşan serbest radikaller, ortamdaki oksijenle hızla reaksiyona girer ve 

oksijenden toksisitesi yüksek peroksit radikalleri oluşur (84). Onarım süreçlerinin 

yeterli olmadığı durumlarda serbest radikaller hücrelerde kalıcı hasar 

oluşturabilmektedir (85). Radyoterapide yüksek doz hızı ve enerjilere sahip X-ışınları 

uygulandığında, DNA hasarı daha çok indirekt yolla gerçekleşir. Serbest radikaller, 

moleküllerle çok kısa sürede reaksiyona girerek hücrelerde hasar oluşturabilmekte ve  
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hücre ölümüne neden olabilmektedir. İyonize radyasyonun dokular üzerindeki hasar 

verici etkisi %60-70’inin OH- radikalleri sebebiyle oluştuğu varsayılmaktadır (86-88).  

2.6.5. Radyoterapi ve FFF Teknolojisi 

Gelişen teknolojiye bağlı olarak RT cihazlarında düzleştirici filtrenin olduğu 

Flatenning Filter (FF) standart lineer hızlandırıcı cihazlarının yerine; günümüzde 

düzleştirici filtrenin kullanılmadığı Flatenning Filter Free (FFF) tabanlı modern 

radyoterapi cihazları üretilmiştir (89,90). FFF tabanlı radyoterapi cihazlarında yüksek 

ani doz hızı seçeneği kullanılarak FF tabanlı konvansiyonel RT cihazlarına göre üç-dört 

kat fazla maksimum doz hızları elde edilmektedir. FFF teknolojisi sayesinde ani yüksek 

doz hızlarının elde edilmesiyle birlikte uzun tedavi sürelerinin kısalması, alan dışı 

dozların azalması ve saçılan radyasyonun az olması sebebiyle çevre sağlıklı dokulardaki 

ikincil kanser riskinin azalması bu tedavi tekniğini üstün kılmıştır. Modern RT cihaz 

teknolojisinde, FFF tabanlı yoğunluk ayarlı radyoterapi IMRT (Intensity-modulated 

radiotherapy), hacim ayarlı arc-terapi VMAT (Volumetric modulated arc therapy), 

SBRT (Stereotactic body radiotherapy) ve streotaktik radyocerrahi SRS (Stereotactic 

Radiosurf-gery) teknikleri kullanılarak tümörlü dokulara RT işlemi sıklıkla 

uygulanmaktadır. SRS ve SBRT tedavi tekniklerinde tek doz ya da fraksiyon başına 

büyük dozlar kullanılır ve radyoterapi işlemi kısa sürede tamamlanır. Fakat, kliniklerde 

kullanılan bu büyük dozlar, aynı zamanda ışınlanma sürelerinin önemli ölçüde 

artmasıyla sonuçlanır. SBRT, VMAT ve IMRT gibi radyoterapi tedavi tekniklerinde 

FFF yüksek ani doz hızı ışınlarının kullanılması ile uzun tedavi süreleri büyük ölçüde 

kısalmaktadır (9). Fakat bu dozimetrik avantajlara rağmen farklı kanser doku ve sağlıklı 

kritik organlar, yüksek ani doz hızına sahip iyonize X-ışınlarına maruz kaldığı zaman 

klinik doz hızı etkisinin radyobiyolojik sonuçları hakkında yeterli in vivo çalışmalar 

mevcut değildir. 

2.7. APOPTOZ 

Apoptoz organizmada hasara uğramış ya da görevini tamamlamış hücrelerin 

diğer hücrelere zarar vermeden ortadan kaldırıldığı bir süreçtir. Programlanmış hücre 

ölümü olarak da bilinen apoptoz genetik olarak kontrol edilebilir, enerjiye gereksinim 

duyar ve homeostazı korur. Dokulardaki hücrelerin devamını sağlamak, gelişim ve 

yaşlanma için homeostatik bir mekanizma görevini yapan apoptoz, aynı zamanda zararlı 
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ajanlar ya da hastalık nedeniyle hücreler zarar gördüğü zaman immün savunma 

reaksiyonları gibi bir mekanizma olarak da oluşabilmektedir (91). Değişik hücre ve 

doku tiplerinde oluşabilecek apoptoz biyokimyasal ve morfolojik   seyri   ile kompleks 

bir olgudur (92,93). Özellikle kanser ile ilişkili olan apoptozda, kaspazlar olarak 

isimlendirilen bir grup sistein proteazların aktivasyonunu kapsar ve bu süreç çoğunlukla 

enerji gerektirir (94). Hücreyi apoptozdan koruyan proteinleri inaktive eden veya 

ortadan kaldıran bir protein grubu olan kaspazlar, apoptozu inhibe eden negatif 

regülatörleri de yıkarak hücre ölümünü tetiklemektedirler (91). 

Radyasyona maruz kalma sonucu oluşan apoptoz çeşitli hayvan deneylerinde ve 

hücre kültürü çalışmalarında gösterilmiştir. Radyasyonun apoptozu indükleyerek etki 

ettiği bilinmekte ve apoptozun hızlı artış gösterdiği durumlarda radyoduyarlılığın 

yüksek olduğu düşünülmektedir (95). Normal testiküler olaylarda spermatogenez 

sırasında oluşan SOR’un testis fonksiyonlarının ve testiküler apoptozisin 

düzenlenmesinde rol oynadığı bilinmektedir (96,97) 

Apoptozun saptanmasında; morfolojik görüntüleme, biyokimyasal, immunolojik 

ve immunohistokimyasal yöntemler kullanılmaktadır. İmmünohistokimyasal 

yöntemlerden biri TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transpherase (Tdt)- mediated 

deoxyuridine triphosphate (dUTP) biotin nick end-labelling) yöntemidir (98-100). 

TUNEL metoduyla parafin bloklar, donmuş kesitler ve kültürü yapılmış hücrelerde 

apoptozun varlığı saptanabilir (101). Bu yöntem ile sadece apoptoza uğramış hücre 

çekirdekleri boyanır ve DNA kırıklarının in situ olarak belirlenmesi sağlanır. TUNEL 

yöntemine ait bulgular flow sitometri yöntemi, floresan ve ışık mikroskobu ile 

değerlendirilir (102). 

2.8. MELATONİN 

Melatonin epifiz bezinin pinealosit hücreleri tarafından salgılanan güçlü 

antioksidan özelliği olan bir hormondur. Uyku-uyanıklık sikluslarının regülasyonunda 

etkili olan melatonin antioksidan aktivitesi dışında, anti-inflamatuvar özellikler, anti-

kanserojen etki oluşturma, kardiyovasküler koruma, bağışıklığı artırma, diyabete ve 

obeziteye karşı koruma, nöroprotektif ve yaşlanma önleyici aktivite gibi birçok 

biyoaktivite sergiler (103,104). Melatonin aynı zamanda kemik iliği hücreleri, over, 

lens, adrenal bezler, böbrek, timus, tiroid, plasenta dokularında, mast hücreleri gibi 

nöroendokrin karakterde olmayan hücrelerde ve eozinofilik lökositlerde, safra kanalı ve 



25 

 

gastrointestinal sisteminden de salgılanmaktadır (105). Son yıllarda özellikle diffüz 

nöroendokrin sistemin bir parçası olarak kabul edilen APUD (Amine Precursor Uptake 

Decarboxylase) hücrelerinde ve gastrointestinal kanaldaki enterokromaffin hücrelerinde 

de melatonin sentezi yapıldığı ifade edilmiştir (106). 

İyonize radyasyon ile kanser tedavilerinde iyileştirme sürecini arttırmanın bir 

yolu, antitümöral etkinliği değiştirmeksizin sağlıklı dokuları radyasyon hasarından 

koruyan hücre koruyucu ajanların kullanılmasıdır (107). Antioksidanların süpürücü etki, 

bastırıcı etki, onarıcı etki ve zincir kırıcı etki olmak üzere birçok etki mekanizmaları 

vardır (108). Son on yılda yapılan bilimsel çalışmalar melatoninin, hidroksil radikalini 

süpürme ve radyokoruyucu yeteneğini ortaya koymuştur (109).  

Tüm antioksidanlar karşılaştırıldığında melatoninin en güçlü serbest radikal 

temizleyici olduğu görülmüştür (110). Melatonin, seksüel aktivite ve üreme 

fonksiyonları, immun yanıt, yaşlanma süreci, ısı regülasyonu ve tümör büyümesi gibi 

fizyolojik süreçlerde de görev almaktadır (111). Melatonin lipofilik özelliği sayesinde 

hücrenin tüm organellerine ve hücre çekirdeğine ulaşabilir. Böylece antioksidan etkisi 

hücrenin geniş bir alanına etki etmektedir (112).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. GEREÇ   

 

3.1.1. Kimyasal Malzemeler  

• Melatonin (Sigma, M5250-250MG) 

• TUNEL kiti (Abcam, HRP-DAP (ab206386) 

• DAP çekirdek boyası (Sigma, D9542)  

• ZO-1 Monoclonal Antibody (ZO1-1A12) 

• Lectin PNA PNA Conjugates (L-32459) 

• Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa 488) (ab150113)  

• Proteinase K, recombinant, PCR grade (EO0491) 

• Ketamin (Keta- Control) 

• Rompun (XYLAZINBIO %2) (bioveta) 

• Etanol (ISOLAB) 

• Ksilen (ISOLAB) 

• Parafin 

• Hematoksilen (Bio-optica) 

• Eozin (Bio-Optica) 

• Entellan (MERCK M10796) 

• Phosphate Buffer Saline(PBS)-Fosfat Tamponlu salin 

• Tris-Buffer Saline (TBS) 

• Citrat Buffer (Diapath Hk3400617) 

• Methanol (Sigma) 

• Hidrojen Peroksit (H2O2) (Sigma18304) 

• PBS Blocking Buffer with BSA Premixed Powder (Biobasic SB0626) 

3.1.2. Cihazlar  

• Radyoterapi Lineer hızlandırıcı cihazı (Linac -Varian- Trilogy) 

• Radyoterapi doz kalibrasyon ekipmanları  

• Doku Takip Cihazı (Thermo, Runcorn, WA7 1TA, UK)  



27 

 

• Su Banyosu (Maxotech)  

• Mikrotom (Thermo)  

• Işık Mikroskobu (Zeiss)  

• Düdüklü tencere (Simbo) 

• Floresan Mikroskop (Leica DMI8S) 

• Parafin Dispenser (Maxotech)  

• Doku Homojenizatörü (Qiagen)  

• Soğutmalı Santrifüj (Beckman Coulter Allegra X-30)  

• Hassas Terazi (Radwag)  

• Etüv (Elektro-mag)  

• Vorteks (Wisd Vortex Mixer VM-10)  

• Mikropipetler (Ependorf research)  

• Buzdolabı (+4°C) (Vestel)  

• Derin Dondurucu (-80°C) (VIP ECO)  

• Multi-mode Reader (BioTek Instruments, ABD) 

3.1.3. Kullanılan Çözelti ve Tamponlar 

❖ %4 Paraformaldehit (pH:7.4) 

• Paraformaldehit……………………………..40 gr 

• Distile su………………………………….1000 ml 

• 0.2M Fosfat Buffer (pH:7.4) ………………500 ml 

• 1N NaOH 

 

❖ Sitrat Tamponu (pH:6) 

• Sodyum Sitrat………………………………1ml 

• Distile su …………………………………10 ml 

 

❖ %3 H2O2 

 

• H2O2 (%34.5-36.5) …………………………1ml 

• Metanol……………………………………11 ml 

 

❖ BSA 

• BSA……………………………………….4.06 g 

• Ultra distile su…………………………….100 ml 
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❖ TBS (pH:7.6) 

10 X TBS için; 

• Tris…………………………………………..0,24 gr 

• NaCl…………………………………………0,88gr 

• Distile su………………………………………..9 ml 

 

1 X TBS için; 

• 10 X TBS……………………………………...2 ml 

• Distile su……………………………………..18ml 

 

❖ Proteinase K  

• Proteinase K………………………………………1 µl 

• Distile su………………………………………...99 µl 

• TdT Enzim………………………………………..1 µl 

 

3.2. YÖNTEM  

Bu çalışma, Sağlık Bilimleri Üniversitesi Hamidiye Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulu (SBÜ-Hamidiye HADYEK) tarafından 25.12.2020 tarihli ve 07 sayılı 

toplantıda 01 karar numarası ile etik olarak uygun bulunmuştur. Deney hayvanları, 

kimyasal ve tıbbi malzemeler SBÜ Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi 

(BAP) tarafından 2021/078 numaralı proje ile desteklenmiştir. Çalışmamızda sıçanlara 

cerrahi işlemler, SBÜ Hamidiye Deney Hayvanları Üretim ve Araştırma 

Laboratuvarı’nda uygulanmıştır. Sıçanların radyoterapi uygulamaları SBÜ Haydarpaşa 

Numune Eğitim ve Araştırma Hastanesi, Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalı 

Radyoterapi Bölümünde gerçekleştirilmiştir. Sıçanlardan alınan doku örneklerinin 

histolojik takip işlemleri SBÜ Hamidiye Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Ana 

Bilim Dalı Laboratuvarında yapılmıştır. Sıçanlardan alınan kan ve doku örneklerinin 

biyokimyasal analizleri SBÜ Hamidiye Tıp Fakültesi Tıbbi Biyokimya Ana Bilim Dalı 

Laboratuvarında çalışılmıştır. Floresan mikroskop görüntülemeleri SBÜ Deneysel Tıp 

Araştırma ve Uygulama Merkezi (DETAUM)’da bulunan Floresan Mikroskobu 

Laboratuvarında yapılmıştır. 

3.2.1 Deneklerin Seçimi ve Deney Gruplarının Oluşturulması  

Bu çalışmada 12 haftalık 200-250 gram ağırlığında Spraque-Dawley cinsi 40 

adet erişkin erkek sıçan kullanıldı. Tüm sıçanlar deneye başlanmadan önce rastgele 

gruplara ayrıldı ve tartıldı (Tablo 3.1.). Sıçanlar 12 saat aydınlık 12 saat karanlık 
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periyoduna sahip ortamda uygun kafeslerde 21-22 °C sıcaklıkta, barındırılıp musluk 

suyu ve standart sıçan yemi ile beslendi.  

 

Tablo 3.1: Deneklerin gruplarının ağırlıklarının belirlenmesi 

Grup   En az ve en çok ağırlık değeri (g)  
Ortalama   
ağırlık (g) 

G1 (Kontrol)   215-239  227  

G2 (DDHR)  224-242  233  

G3 (DDHR+ MEL)  221-241  231  

G4 (YDHR)   218-250  234  

G5 (YDHR+ MEL)   200-248  224  

  

Çalışmada kullanılan denekler, deneyin başlangıcında rastgele her grupta 8 sıçan (n=8) 

olacak şekilde 5 gruba ayrıldı.  

• Grup 1 Kontrol grubu; 

Rastgele seçilen sıçanlara hiçbir işlem uygulanmayıp, diğer sıçanlar ile aynı 

ortamda tutuldu.  

• Grup 2 Düşük doz hızlı radyoterapi (DDHR) grubu;  

Sıçanların abdominopelvik bölgelerine tek doz olarak (8Gy) ve düşük doz hızlı 

(400 MU/min) RT uygulandı. 

• Grup 3 Düşük doz hızlı radyoterapi (DDHR) +Melatonin (MEL) grubu; 

Sıçanlara radyoterapiden 15dk önce 50mg/kg/i.p melatonin verilerek, 

abdominopelvik bölgelerine tek doz olarak (8Gy) ve düşük doz hızlı 400 

MU/min RT uygulandı. 

• Grup 4 Yüksek doz hızlı radyoterapi (YDHR) grubu; 

Sıçanların abdominopelvik bölgelerine tek doz olarak (8Gy) ve yüksek doz hızlı 

(1400 MU/min) RT uygulandı.  

• Grup 5 Yüksek doz hızlı radyoterapi (YDHR) +Melatonin (MEL) grubu; 

Sıçanlara radyoterapiden 15dk önce 50mg/kg/i.p melatonin verilerek, 
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abdominopelvik bölgelerine tek doz olarak (8Gy) ve yüksek doz hızlı (1400 

MU/min) RT uygulandı (113).  

3.2.2. Melatonin Uygulaması 

G3 (DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) tedavi gruplarına radyoterapiden 15dk 

önce 50mg/kg/i.p Melatonin (%1’lik etanol ve serum fizyolojik karışımında) uygulandı. 

Bu ışığa duyarlı çözelti ışık geçirmeyen bir kap içerisinde serin ortamda hazırlanıp ve 

her sıçana 1ml i.p. olarak uygulandı (114). 

3.2.3. Radyoterapi Uygulaması  

Radyoterapi cihazı olarak, SBÜ Haydarpaşa Numune Eğitim ve Araştırma 

Hastanesi, Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalı Radyoterapi bölümünde bulunan 

Varian marka, Trilogy model lineer hızlandırıcı cihazı kullanıldı. G1 (Kontrol) 

grubundaki sıçanlar hariç diğer dört gruptaki sıçanlara 80 mg/kg/ip ketamin ve 20 

mg/kg/i.p. xyzlazine ile ağırlıklarına göre anestezi uygulandı ve sırtüstü pozisyonunda 

RT düzeneği üzerine yerleştirildi. Deney hayvanlarının abdominopelvik bölgesine, cilt 

kaynak mesafesi (SSD) 100cm, 6MV iyonize X-ışınları, farklı doz hızlarında (düşük 

doz hızı 400MU/min ve yüksek doz hızı 1400MU/min) RT uygulaması yapıldı (Resim 

3.1).  

Doz derinliğine bağlı olarak, maksimum doz bölgesini testis dokusunda tutmak 

için abdominopelvik bölgeye 10mm doku eşdeğeri bolus malzemesi yerleştirildi. 

Ayrıca, 6MV iyonize X-ışını için doz maksimum noktası (Dmax), deri yüzeyinden 

1.6cm derinlikte hesaplandı. RT uygulamasından önce cihazın doz verimliliği (doz out-

put), 1MU=1cGy olacak şekilde doz kalibrasyonu yapıldı.  
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Resim 3.1: Bolus malzemesi yerleştirilen deneklere radyoterapi uygulanması 

 

3.2.4. Doku ve Kan Örneklerinin Toplanması  

RT uygulamalarından 48 saat sonra tüm sıçanlara ketamin (80 mg/kg) + ksilazin 

(20 mg/kg) verilerek anestezi uygulandı ve eksanguinasyon (kalpten kan alma) yöntemi 

ile sakrifiye edildi (Resim 3.2). Intrakardiyak kan örnekleri pıhtı aktivatörlü jelli 

biyokimya tüplerine alınarak 3000 g x10 dakika santrifüj edilerek serumları ayrıldı. 

Alınan serum ve sağ testis dokuları Total Antioksidan Seviye (TAS) ve Total 

Oksidan Seviye (TOS) biyokimyasal analizlerini yapmak üzere -800C’de saklandı. 

Histolojik incelemeler için sol testis dokuları %4’lük paraformaldehit fiksatifine 

alındı (Resim 3.3). 
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Resim 3.2: Sıçanın supin pozisyonda sabitlenmesi 

 

 

Resim 3.3: Testis dokusunun (sarı ok) cerrahi olarak çıkarılması 
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3.2.5. Örneklerin Histolojik Analizleri 

3.2.5.1. Doku takibi: Histolojik incelemeler için sol testis dokuları %4’lük 

paraformaldehit solüsyonunda +4 0C’de 24 saat fikse edildi. Dehidrasyon ve 

şeffaflandırma basamaklarını takiben parafin bloklara gömüldü. İşlem basamakları 

Tablo 3.2 ‘de ayrıntılı olarak gösterildi. 

 

Tablo 3.2: Doku takibi basamakları 

 

 

Yapılan işlem  

 
 

İşlem süresi  
 

Kullanılan madde 

Tespit %4’lük Paraformaldehit 24 saat 

  

%70’lik Etanol 

 

1 saat 

Dehidrasyon 
 

%80’lik Etanol 

 

1 saat 

 
 

%96’lik Etanol 

 

1 saat 

 

 

%96’lik Etanol 

 

Absolü Alkol   

                                     

1 saat 

 

 
 

Alkol-Ksilen Karışımı 

 

Yarım saat 

Şeffaflandırma Ksilen 
1 saat 

 

 Ksilen 
1 saat 

 

  

Parafin-Ksilen Karışımı 

 

Yarım saat 

Emdirme 

 

Parafin 

 

 

1 saat 

 

 Parafin 

1 saat 

 

 

Gömme Parafin - 

 



34 

 

3.2.5.2. Hematoksilen & Eozin boyama yöntemi: Parafin bloklar haline getirilen 

testis dokularından mikrotom ile 5 μm kalınlığında kesitler alındı ve su banyosuna 

(40˚C) aktarılarak kırışıklıkları giderildi. Lamlara alınan kesitler incelenmek üzere 

Hematoksilen & Eozin (H&E) boyama yöntemiyle boyandı (Tablo 3.3). 

 

 Tablo 3.3: H&E Boyama Basamakları 

Yapılan işlem  Kullanılan madde/cihaz İşlem süresi  

 

Fiziksel 

Deparafinizasyon 

  

60˚ C’de Etüvde 1 saat 

Kimyasal 

Deparafinizasyon 

Ksilen 15 dakika 

Ksilen 15 dakika 

 

  

 

%96’lik Etanol 

 

5 dakika 

Rehidrasyon %80’lik Etanol 5 dakika 

 

 

%70’lik Etanol 

 

5 dakika 

Boyama 

 

Hematoksilen 

 

2 dakika 

 

Yıkama 

 

Temiz musluk suyu dolu beher 

 

 

10 kez daldırma -

çıkarma 

 

Boyama Eozin 1 dakika  

Yıkama 

 

Temiz musluk suyu dolu beher 

 

 

10 kez daldırma-

çıkarma 

 

 

  

 

%70’lik Ethanol 

 

 

10 kez daldırma-

çıkarma 

  

 

Dehidrasyon 

%80’lik Ethanol 

 

 

            %96’lık Ethanol                 

 

10 kez daldırma -

çıkarma 

 

10 kez daldırma -

çıkarma  
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 Tablo 3.3 (devam)  

 

Absolü Alkol   

 

10 kez daldırma -

çıkarma 

 

Şeffaflandırma Ksilen 15 dakika 

Kapama Entellan - 

 

Boyanmış olan testis dokusu kesitleri dijital fotoğraf makinesi ataçmanlı 

(Axiocam) Zeiss marka ışık mikroskobuyla fotoğrafları çekilerek randomize kör olarak 

incelendi. Morfometrik, morfolojik değerlendirmeler ve Johnsen Testisküler Biyopsi 

Skorlamaları (JTBS) yapıldı. 

Morfometrik ölçümler (seminifer tübül çapı, germinal epitel kalınlığı ve bazal 

membran kalınlığı) ve seminifer tübüllerdeki hasarın belirlenmesi için JTBS yapıldı. 

Rastgele seçilmiş her gruptan 8 farklı preparatta 20'şer tübül incelendi (Tablo 3.4). Her 

grup için ayrı ayrı 160 adet tübül değerlendirilerek istatistiksel analiz yapıldı (115). 

Morfolojik olarak; seminifer tübüllerin ve interstisyel bağ dokusunun kontrol 

grubuna göre kıyaslamaları yapılarak değerlendirildi.  

 

Tablo 3.4: Johnsen Testisküler Biyopsi Skorlaması (116)  

Johnsen                                                     Tanımlama 

  Skoru 

 

1 Seminifer tübül kesitinde hiçbir hücre yok 

2 Germ hücresi yok sadece Sertoli hücresi var 

3 Germ hücresi olarak sadece spermatogonyumlar var 

4 Spermatozoa ve spermatid yok, az sayıda (5/tübül) 

spermatosit var 

5 Spermatozoa ve spermatid yok fakat fazla sayıda 

spermatosit var 
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Tablo 3.4 (devam) 

6 Spermatozoa yok, az sayıda spermatid var (5/tübül) 

var 

7 Spermatozoa yok fakat çok sayıda spermatid var 

8 Lümende az sayıda spermatoza (5/tübül) var 

9 Germinal epitel düzensiz ve lümene doğru yayılmış, 

çok sayıda spermatozoa var 

10 Germinal epitel çok sıralı, tübül lümeni açık, çok 

sayıda spermatozoanın görüldüğü spermatogenez var 

 

3.2.5.3. İmmünofloresan boyama yöntemi: Testis dokularında kan-testis 

bariyerindeki sıkı bağlantılarda bulunan ZO-1 proteininin, germinal epitel 

hücrelerindeki ve sperm akrozomlarındaki bazı glikokonjugatların Lectin PNA antikoru 

ile immünolokalizasyonlarını belirlemek amacıyla immünofloresan boyama yöntemi 

kullanıldı. İmmünofloresan boyama için 5 µm kalınlığında alınan kesitler etüvde (600C) 

1 gece deparafinize edildi.  

❖ Deparafinize olan kesitler sırasıyla aşağıdaki serilerden geçirildi.; 

• Ksilen 15 dk 

• Ksilen 15 dk 

• %96’lık etanol 5 dk 

• %80’lik etanol 5 dk 

• %70’lik etanol 5dk 

• Distile su 10 dk 

• PBS 10 dk  

❖ Sitrat tamponuna (pH 6.0) alınan testis dokuları buhar basınçlı (düdüklü) tencere 

içinde 14 dk kaynatıldı. Bu işlem sonunda dokular aynı tampon içinde oda 

sıcaklığında soğumaya bırakıldı. 

❖ PBS ile 10 dk yıkandı. 

❖ Kesitler kurutularak dokuların etrafı pap pen ile sınırlandırıldı. 

❖ Dokular %3 H2O2   ile endojen peroksidaz aktivitesinin yok edilmesi için oda 

sıcaklığında 10 dakika inkübe edildi. 

❖ PBS ile 3 kez 5 dk yıkandı. 
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❖ %3 PBS Blocking BSA karışımı damlatılan dokular oda sıcaklığında 1 saat 

inkübe edildi. 

❖ Primer ZO-1 antikoru PBS ile 1:500 oranında dilüe edilerek dokulara damlatıldı 

ve +40C’de nemli ortamda 1 gece inkübe edildi. 

❖ PBS ile 3 kez 5 dk yıkandı. 

❖ Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa 488) sekonder antikoru PBS ile 1:500 

oranında dilüe edilerek dokulara damlatıldı ve folyo ile kapatılmış güneş ışığına 

maruz kalmayan bir ortamda 2 saat 370C’de inkübe edildi. 

❖ PBS ile 3 kez 5 dk yıkandı. 

❖ Lectin PNA PNA Conjugates antikoru PBS ile 1:500 oranında dilüe edilerek 

dokulara damlatıldı ve folyo ile kapatılmış güneş ışığına maruz kalmayan bir 

ortamda 2 saat 370C’de inkübe edildi. 

❖ PBS ile 3 kez 5 dk yıkandı. 

• Dokular DAPI içeren kapama medyumu (PBS ve Gliserol içeren solüsyon) ile 

kapatıldı, etrafları şeffaf oje ile sabitlendi. 

• Kesitleri alınıp, immün floresan boyaması tamamlanan dokuların dijital 

fotoğraf makinesi eklentili Leica DMI8S floresan mikroskop ile fotoğrafları 

çekildi.  

• Her gruptan rastgele seçilen en az 8 alan iki histolog tarafından bağımsız olarak 

değerlendirildi. Boyama derecesine göre yarı kantitatif Histolojik-Skor (H-SKOR) 

denklemi kullanılmıştır. H-SKOR= Pi (i+1) denklemine göre; denklemdeki i, 

spesifik boyanmanın yoğunluğunu göstermektedir. i: 1, 2 ve 3 (sırasıyla, zayıf, orta 

ve güçlü) değerlerini alabilmektedir. л ise, %0 ile %100 arasında değişen 

yoğunlukta boyanmış hücrelerin yüzdesini göstermektedir. 

➢   Her kesit için boyanma derecesi; 

➢  0: Boyanma yok 

➢ +1: Zayıf boyanma 

➢ +2: Orta boyanma  

➢ +3: Güçlü boyanma olarak değerlendirilerek immün floresan boyanma 

skorlaması yapıldı ve elde edilen veriler ortalama ± standart sapma olarak ifade 

edildi (117-119). 
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3.2.5.4. TUNEL boyama yöntemi: Apoptoza uğramış testis hücrelerindeki DNA 

fragmantasyonlarını tespit etmek için TUNEL (TdT-dUTP nick-end-labelling) yöntemi 

kullanıldı. TUNEL boyama için 5 µm kalınlığında alınan ve etüvde (600C) 1 gece 

deparafinize edilen kesitlere ‘‘TUNEL Assay Apoptosis Detection Kit’’protokolü 

uygulandı (Tablo 3.5.). Boyanan kesitler Zeiss marka ışık mikroskobuyla incelenerek 

fotoğrafları çekildi. Her örneğe ait kesitlerde 10 farklı alan seçilerek apoptotik 

hücreler ve normal hücreler sayıldı. Daha sonra yüzdelik oran “(apoptotik hücre 

x100) /normal hücre” formülüne göre hesaplanarak istatistiksel analizi yapıldı (120).  

 

Tablo 3.5: TUNEL boyama basamakları 

Seri                                                                                                     Uygulama süresi 

Ksilen                                                                                                        15 dk 

Ksilen                                                                                                        15 dk 

%96’lık etanol                                                                                             5 dk 

%80’lik etanol                                                                                             5 dk 

%70’lik etanol                                                                                              5dk 

1 X TBS                                                                                                       5 dk 

Proteinase K Solüsyonu                                                                             20 dk 

1 X TBS                                                                                                       5 dk 

%3 H2O2                                                                                                                                                          5 dk 

1 X TBS                                                                                                       5 dk 

TdT Dengeleme Tamponu                                                                         30 dk 

TdT Enzim+TdT İşaretleme                                                                      90 dk 

1 X TBS                                                                                                       5 dk 

Durdurma Tamponu                                                                                    5 dk 

 

1 X TBS                                                                                                      5 dk 

 

Bloklama Tamponu                                                                                   10 dk 

25X Conjugate Bloklama Tamponu                                                    30 dk 

1 X TBS                                                                                                5 dk  
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Tablo 3.5 (devam) 

DAP Solüsyonu                                                                                   15 dk 

Distile su ile yıkama                                                        1 kez daldırma çıkarma                                                                                                                    

Metil Yeşili                                                                                                  2 dk      

%100 Etanol                                                                           3 kez daldırma çıkarma    

%100 Etanol                                                                           3 kez daldırma çıkarma                      

Ksilen                                                                                      3 kez daldırma çıkarma                               

Entellan ile kapama                                        

 

3.2.6. Örneklerin Biyokimyasal Analizleri 

Biyokimyasal parametreler serumda ve dokuların homojenizasyonundan elde 

edilen süpernatantta analiz edildi. Dokularda bakılan tüm parametreler protein 

sonuçlarına göre normalize edildi. 

3.2.6.1. Doku homojenizasyonu: Alınan doku örnekleri 1 mg kadar tartıldı ve 

örneklere 1:10 oranında 1xPBS eklendikten sonra seramik bilyeler ile homojenize 

edildi. Homojenat +4°C'de 10,000 x g'de 30 dakika santrifüj edilerek süpernatantları 

başka bir tüpe ayrıldı. Dokuların homojenizasyonu ile elde edilen süpernatantın total 

protein düzeyi Bradford yöntemi ile tayin edildi (121).  

3.2.6.2. Total Antioksidan Seviye (TAS): Örneklerin total antioksidan seviyesi 

Erel ve ark. geliştirdiği kolorimetrik yönteme göre ölçüldü (122). Yöntemin temel 

prensibi, antioksidanların varlığında koyu mavi-yeşil renkli ABTS radikalininin, renksiz 

ABTS formuna indirgenmesine dayanmaktadır. Standart olarak mM askorbik asit 

kullanıldı. Serum için sonuçlar mmol Askorbik Asit Ekivalent / mL, doku için ise mmol 

Askorbik Asit Ekivalent / mL mg protein olarak ifade edildi. 

3.2.6.3. Total Oksidan Seviye (TOS): Total oksidan seviyesi, örnekteki 

oksidanların ferröz iyon şelatör kompleksini ferrik iyonlara okside edip bu ferrik 

iyonların asidik ortamda ksilenol turuncusu ile renkli bir kompleks oluşturma esasına 

dayanan Erel ve ark. geliştirdiği yönteme göre fotometrik olarak ölçüldü (123). Standart 
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olarak H2O2 kullanıldı. Serum için sonuçlar µmol H2O2 Ekivalent / mL, doku için ise 

µmol H2O2 Ekivalent / mL mg protein olarak ifade edildi. 

3.2.6.4. Oksidatif Stres İndeksi (OSİ): Örneklerin oksidatif stres indeksleri total 

oksidan seviyenin, total antioksidan seviyeye oranı şeklinde matematiksel denklemler 

ile hesaplandı (124). Serum için oksidatif stres indeksi Arbitrary Unit (AU), doku için 

ise AU mg protein olarak ifade edildi. 

3.2.7. İstatistiksel Analiz 

Verilerin analizi SPSS 25 paket programı ile yapıldı. Nicel değişkenler için 

aritmetik ortalama ve standart sapma değerleri sunuldu. İkiden çok kategori içeren nitel 

değişkenlerle nicel değişkenler arasındaki karşılaştırmalarda tek yönlü ANOVA 

kullanıldı. Tek yönlü ANOVA sonucunda anlamlı farklılık bulunması durumunda post-

hoc yöntemlerden LSD testi ile kategoriler karşılaştırıldı. Tip I hata oranı 0,05 olarak 

alındı. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. MORFOMETRİK BULGULAR 

Deney gruplarına ait morfometrik ölçüm sonuçları (seminifer tübül çapı, bazal 

membran kalınlığı ve germinal epitel kalınlığı) ortalama ve standart sapma olarak Tablo 

4.1’de gösterilmiştir. 

Seminifer tübül çaplarında yapılan ölçümlere göre yalnız RT uygulanan G2 

(DDHR) ve G4 (YDHR) grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

olmamasına rağmen bu iki grubun seminifer tübül çapının G1 (Kontrol), G3 

(DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı 

düzeyde artmış olduğu saptandı (p <0,001*).  

Bazal membran kalınlıklarının ölçümlerine göre RT ile birlikte melatonin 

uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarında bazal membran 

kalınlığının G1 (Kontrol) grubuna kıyasla azalmış olduğu (p<0.001) ve bu iki grubun 

arasında anlamlı bir farkın olmadığı tespit edildi. G4 (YDHR) grubunda bazal membran 

kalınlığının G2 (DDHR) grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı farkla azaldığı 

saptandı (p <0,001*).  

 

Tablo 4.1: Deney gruplarının morfometrik verilerinin ortalama ve standart sapma 

değerleri  

 
Seminifer tübül 

çapı (µm) 

Bazal membran kalınlığı 

(µm) 
Germinal epitel (µm) 

Kontrol (G1) 339,8±35,26 6,5±0,64 111,93±14,98 

DDHR (G2) 362,59±47,43 2,2±0,76 122,78±21,72 

DDHR+MEL (G3) 345,86±42,44 3,79±0,63 107,56±12,78 

YDHR (G4) 364,39±50,38 1,91±1,69 119,84±20,56 

YDHR+MEL (G5) 344,79±32,52 3,49±1,13 106,96±18,59 

F 7,669 168,18 25,207 

p <0,001* <0,001* <0,001* 

Farklılık G2,G4 > G1,G3,G5 G1> G3,G5 > G2 > G4 G2,G4> G1,G3,G5 
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Germinal epitel kalınlığının yalnız RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) 

gruplarında en yüksek olduğu, G1 (Kontrol), G3 (DDHR+MEL) G5 (YDHR+MEL) 

gruplarında ise bu kalınlığın azaldığı görüldü (p<0,001*). G1 (Kontrol), G3 

(DDHR+MEL) G5 (YDHR+MEL) grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmadı. 

4.2. MORFOLOJİK BULGULAR 

 

4.2.1. Işık Mikroskobik Bulgular 

Deney gruplarına ait testis dokularının histolojik kesitleri incelendiğinde 

aşağıdaki bulgular elde edildi; 

G1 (Kontrol) grubunda herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmadı; 

seminifer tübüller, spermatogenik seriye ait hücreler normal yapıda izlendi. İnterstisyel 

bağ dokusu ve interstisyel alandaki Leydig hücreleri normal olarak izlendi. G1 

(Kontrol) grubuna ait ışık mikroskobu görüntüleri Resim 4.1’de gösterilmiştir.  

G2 (DDHR) grubunda; bazal membranda düzensizlikler, seminifer tübüllerin 

germinal epitelinde düzgün olmayan yapılanma ve spermatogenik seri hücrelerinin 

sayısında azalma, yer yer vakuolizasyon, tübül lümenindeki spermatozoonların sayıca 

azalması, interstisyel alanda açılmalar ve yer yer kopmalara eşlik eden morfolojik 

bozulmalar görüldü. G2 (DDHR) grubuna ait histopatolojik bulgular Resim.4.2.’de 

gösterilmiştir. 

G3 (DDHR+MEL) grubunda; histolojik kesitlerin morfolojik yapısının G1 

(Kontrol) grubuna benzer olduğu ve G2 (DDHR) grubuna kıyasla histopatolojik 

bulguların daha hafif olduğu görüldü. G2 (DDHR) grubu ile karşılaştırıldığında G3 

(DDHR+MEL) grubunda bazal membran ve germinal epitel yapısında düzelmeler ve 

vakuolizasyon oranında azalma, intertisyel alandaki açılmalarda azalma olduğu ancak 

yer yer kopmaların devam ettiği görüldü. G3 (DDHR+MEL) grubuna ait histopatolojik 

bulgular Resim 4.2’de gösterilmiştir. 
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Resim 4.1: G1 (Kontrol) grubu testis dokusu ışık mikroskobu görüntüsü. Sarı yıldız: 

normal morfoloji gösteren seminifer tübül lümeni, kırmızı ok: Sertoli hücresi, yeşil ok: 

Leyding hücresi, siyah ok: bazal membran (Bar: 50 µm, H&E) 

 

G4 (YDHR) grubunda; bazal membranda düzensizlikler ve ayrılmalar, seminifer 

tübüllerin germinal epitelinde düzgün olmayan yapılanma ve spermatogenik seri 

hücrelerinin sayısında azalma, vakuolizasyonda artış, tübül lümeninde sayıca azalan 

spermatogenik hücreler, intertisyel alanda yer yer kopmalar görüldü. G4 (YDHR) 

grubuna ait histopatolojik bulgular Resim 4.3’te gösterilmiştir. 

G5 (YDHR+MEL) grubunda; histopatolojik bulguların G4 (YDHR) grubuna 

göre daha az oranda seyrettiği, lümendeki sperm sayısının daha fazla olduğu, germinal 

epitelde artan spermatogenik seri hücreleri ve daha düzenli germinal epitelin varlığı 

görüldü. Bazal membranda kopmalar ve yer yer vakuolizasyon görüldü. G5 

(YDHR+MEL) grubuna ait histopatolojik bulgular Resim 4.3’te gösterilmiştir. Tüm 

deney gruplarına ait testis dokularının ışık mikroskobu görüntüleri Resim 4.4’te 

karşılaştırılmıştır. 
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Resim 4.2: G2 (DDHR) ve G3 (DDHR+MEL) gruplarında testis dokusu ışık mikroskobu  

görüntüleri. Siyah ok: bazal membran, siyah ok başı: vakuolizasyon, siyah yıldız:  

interstisyel alan (Bar: 50 µm, H&E) 
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Resim 4.3: G4 (YDHR) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarında testis dokusu ışık mikroskobu  

görüntüleri. Siyah ok: bazal membran, siyah çift ok başı: germinal epitelde ayrılmalar, 

siyah yıldız: interstisyel alan (Bar: 50 µm, H&E) 
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Resim 4.4: Bütün deney gruplarına ait testis dokularının ışık mikroskobu görüntüleri. 

Siyah ok: bazal membran, siyah ok başı: vakuolizasyon, siyah çift ok başı: germinal 

epitelde ayrılmalar, siyah yıldız: interstisyel alan (Bar 50 µm ve 100 µm, H&E) 
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Germinal epitel hücrelerinin JTBS ait veriler karşılaştırıldığında (Tablo 4.2) G1 

(Kontrol) grubunun JTBS’nin en yüksek olduğu saptandı. G1 (Kontrol) grubu ile 

kıyaslandığında, RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 

(YDHR+MEL) gruplarının (kendi aralarında anlamlı fark olmamakla birlikte) JTBS’nin 

azaldığı görüldü (p<0,001*). Yalnız RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) grupları 

arasında (kendi aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmamakla birlikte) diğer 

gruplara göre JTBS en düşüktü (p<0,001*). 

 

Tablo 4.2: Deney gruplarında JTBS ortalama ve standart sapma değerleri 

Gruplar Johnson Skoru 

Kontrol (G1) 9,23±0,42 

DDHR (G2) 7,41±0,86 

DDHR+MEL (G3) 8,01±0,94 

YDHR (G4) 7,51±0,69 

YDHR+MEL (G5) 7,88±0,9 

F 46,157 

p <0,001* 

Farklılık G1> G3,G5 > G2, G4 

 

TUNEL boyama sonucu elde edilen apoptotik hücrelerin yüzde olarak verileri 

karşılaştırıldığında, Yalnız RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarının en 

yüksek değerde olduğu ve bu iki grup arasında anlamlı bir farklılık olmadığı tespit 

edildi. Apoptotik yüzde değerinin sırasıyla RT ile birlikte melatonin uygulanan G5 

(YDHR+MEL), G3 (DDHR+MEL) ve G1 (Kontrol) grupları arasında istatistiksel 

olarak anlamlı derecede azaldığı görüldü (p<0,001*) (Tablo 4.3). Tüm gruplara ait 

TUNEL pozitif hücrelerin görüntüleri Resim 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8’de verilmiştir. 
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Tablo 4.3: Deney grupları arasında apoptotik yüzde verileri (%) verilerinin 

karşılaştırılması 

Gruplar TUNEL 

Kontrol (G1) 1,67±0,96 

DDHR (G2) 5,9±5,39 

DDHR+MEL (G3) 3,98±4,8 

YDHR (G4) 5,91±6 

YDHR+MEL (G5) 4,81±4,96 

F 29,257 

p <0,001* 

Farklılık G2,G4 >G5 >G3 >G1 

 

 

Resim 4.5: G1 (Kontrol) grubunda TUNEL pozitif (+) germ hücresinin (siyah ok) ışık 

mikroskobu görüntüsü (Bar 50µm, TUNEL) 
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Resim 4.6: G2 (DDHR) ve G3 (DDHR+MEL) gruplarında TUNEL pozitif (+) germ 

hücrelerinin (siyah ok) ışık mikroskobu görüntüleri (Bar 50µm, TUNEL) 



50 

 

 

 

Resim 4.7: G4 (YDHR) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarında TUNEL pozitif (+) germ 

hücrelerinin (siyah ok) ışık mikroskobu görüntüleri (Bar 50µm, TUNEL) 
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Resim 4.8: Bütün deney gruplarına ait testis dokularında TUNEL pozitif (+) germ 

hücrelerinin (siyah ok) ışık mikroskobu görüntüleri (Bar 50µm ve 100 µm, TUNEL) 
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4.2.2. Floresan Mikroskop Bulguları 

Normal seminifer tübül epitelinde, Sertoli hücreleri arasındaki sıkı bağlantılar 

kan-testis bariyerinin ana bileşenini oluşturur. RT bağlı olarak kan-testis bariyerinin 

morfolojik ve/veya fonksiyonel olarak değişip değişmediğini belirlemek için sıkı 

bağlantı proteini olan ZO-1 ekspresyonu ve dağılım paterni anti ZO-1 antikoru ile 

germinal epitel hücrelerindeki ve sperm akrozomlarındaki glikokonjugatların ise Lectin 

PNA antikoru ile lokalizasyonu immünfloresan boyama yöntemiyle incelendi. 

ZO-1 immünolokalizasyonu seminifer epitelin bazal membranında izlendi. G1 

(Kontrol) grubunda ZO-1 pozitif alanlar izlenirken boyama şiddetinin diğer gruplara 

kıyasla daha yoğun olduğu görüldü (p<0.001*). Yalnız RT uygulanan G2 (DDHR) ve 

G4 (YDHR) gruplarında gruplar arası anlamlı fark olmamakla birlikte germinal hücre 

kayıplarının olduğu bölgelerde ZO-1 pozitif alanların zayıflayarak azaldığı, bazı 

bölgelerde ise hiç görülmediği saptandı. Bu gruplarda azalmış olan ZO-1 

ekspresyonunun RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 

(YDHR+MEL) gruplarında anlamlı farkla arttığı ve G1 (Kontrol) grubuna yakın olduğu 

görüldü (p<0.001*) (Tablo 4.4). 

Lectin PNA ekspresyonu germinal epitel hücrelerinde seminifer tübül lümenine 

doğru artarak izlendi. G1 (Kontrol) grubunda Lectin PNA immünolokalizasyonu daha 

yoğun izlenirken bu yoğunluğun yalnız RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) 

gruplarında seminifer tübüllerin bütünlüğü bozulmuş kısımlarında bulunan 

spermatogenik seri hücrelerinde anlamlı farkla azaldığı (p<0.001*), RT ile birlikte 

melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL), gruplarında ise tekrar 

istatsitiksel düzeyde anlamlı farkla artmış olduğu görüldü (p<0.001) (Tablo 4.5). Tüm 

gruplara ait floresan görüntüler Resim 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14’te 

gösterilmiştir. 
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Tablo 4.4: ZO-1 ve Lectin PNA antikorunun gruplar arasındaki H- SKOR değerleri 

Gruplar ZO-1 Lectin PNA 

Kontrol (G1) 
2,63±0,52 3±0 

DDHR (G2) 
1,25±0,46 1,25±0,71 

DDHR+MEL (G3) 
2,25±0,71 2,5±0,53 

YDHR (G4) 
1,5±0,53 1±0,53 

YDHR+MEL (G5) 
2,38±0,74 2,25±0,46 

F 7,721 22,361 

p <0,001* <0,001* 

Farklılık G1> G3,G5> G2,G4 G1,G3> G5> G2,G4 

 

Tablo 4.5: ZO-1 ve Lectin PNA immünofloresan boyanma dereceleri. (+): zayıf, (++): 

orta, (+++): güçlü 

Gruplar ZO-1 Lectin PNA 

Kontrol (G1) 
+++ +++ 

DDHR (G2) 
+ + 

DDHR+MEL (G3) 
++ +++ 

YDHR (G4) 
+ + 

YDHR+MEL (G5) 
++ ++ 
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Resim 4.9: G1 (Kontrol) grubu testis dokusunda ZO-1 (yeşil) ve Lectin PNA (kırmızı) 

antikorlarının floresan mikroskop görüntüleri (Bar 100 µm, 63X) 

 

 

Resim 4.10: G1 (Kontrol) grubu testis dokusunda ZO-1 (yeşil) ve Lectin PNA (kırmızı) 

antikorlarının floresan mikroskop görüntüsü (Bar 100 µm, 63X) 
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Resim 4.11: G2 (DDHR) (A), G3 (DDHR+MEL) (B) gruplarında ZO-1 (yeşil) ve 

Lectin PNA (kırmızı) antikorlarının floresan mikroskop görüntüleri (Bar 100 µm, 63X) 
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Resim 4.12: G4 (YDHR) (A), G5 (YDHR+MEL) (B) gruplarınında ZO-1 (yeşil) ve 

Lectin PNA (kırmızı) antikorlarının floresan mikroskop görüntüleri (Bar 100 µm, 63X) 
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Resim 4.13: ZO-1 (yeşil) ve Lectin PNA (kırmızı) antikorlarının floresan mikroskop 

görüntüleri (40X, 63X) 
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Resim 4.14: ZO-1 (yeşil) ve Lectin PNA (kırmızı) antikorlarının floresan mikroskop 

görüntüleri (40X, 63X) 
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4.3. BİYOKİMYASAL PARAMETRELERE AİT BULGULAR 

Deney gruplarına ait testis dokuları ve kan serumlarından elde edilen TAS, TOS 

ve OSI değerleri, ortalama ve standart sapma olarak sunulmuştur (Tablo 4.6). 

 

Tablo 4.6: Serum ve testiküler doku TAS, TOS ve OSI değerlerine ait ortalama ve 

standart sapma değerleri 

 
 

Testis dokularındaki TAS düzeyleri gruplar arasında kıyaslandığında; G1 

(Kontrol) ve G3 (DDHR+MEL) grupları arasında anlamlı bir farklılık görülmezken bu 

grupların TAS düzeylerinin G2 (DDHR), G4 (YDHR) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarına 

göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek olduğu görüldü (p <0,001*) (Tablo 

4.7). 

Doku TOS seviyeleri karşılaştırıldığında; G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) grupları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı ve bu grupların TOS değerlerinin 

G1 (Kontrol), G3 (DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarına göre istatistiksel 

olarak anlamlı derecede yüksek olduğu görüldü (p <0,001*) (Tablo 4.8). 

 

 G1 Kontrol G2 DDHR 

G3 

DDHR+ 

MEL 

G4 YDHR 

G5 

YDHR+ 

MEL 

F p Farklılık 

Doku TAS 

(mmol /ml, 

mg rotein)  

0,25±0,02 0,21±0,02 0,23±0,03 0,18±0,03 
0,21±0,0

2 
11,608 

<0,001

* 

G1,G3 > 

G2,G4,G5 

Doku TOS 

(µmol / ml 

mg rotein)  

0,17±0,01 0,24±0,04 0,23±0,04 0,27±0,04 
0,21±0,0

4 
7,93 

<0,001

* 

G2,G4  > 

G1,G3,G5 

Doku OSI 

/AU 
0,68±0,07 1,13±0,16 1,04±0,18 1,55±0,35 

1,02±0,1

7 
17,8 

<0,001

* 

G4> G2,G3> 

G1,G5 

Serum 

TAS 

(µmol / ml, 

mg rotein) 

1,42±0,13 1,24±0,18 1,3±0,27 0,66±0,16 
0,89±0,1

5 
23,751 

<0,001

* 

G1,G2,G3  > 

G4,G5 

Serum 

TOS 

(µmol / ml 

mg rotein) 

17,24±1,28 20,34±0,79 19,9±0,96 21,21±1,46 
18,81±1,

38 
13,025 

<0,001

* 

G2,G3,G4 > 

G1,G5 

Serum 

OSI/AU 
12,53±1,32 16,76±2,58 15,98±3,61 34,79±12,52 

21,72±4,

44 
15,339 

<0,001

* 

G4 > G1,G2, 

G3,G5 
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Tablo 4.7: Deney grupları arasında doku TAS değerlerinin karşılaştırılması 

 
 

Tablo 4.8: Deney grupları arasında doku TOS değerlerinin karşılaştırılması 
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Doku OSI değerlerine bakıldığında; bu değer G4 (YDHR) grubunda anlamlı 

düzeyde en yüksek, G1 (Kontrol) ve G5 (YDHR+MEL) grubunda ise en düşük değerde 

olduğu görüldü. G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) grupları ve G4 (YDHR) ve G5 

(YDHR+MEL) grupları arasındaki farkın istatistiksel olarak anlamlı olduğu görüldü (p 

<0,001*) (Tablo 4.9). 

 

Tablo 4.9: Deney grupları arasında doku OSI değerlerinin karşılaştırılması 

 

 

Serum TAS düzeyleri gruplar arasında kıyaslandığında; G1 (Kontrol), G2 

(DDHR) ve G3 (DDHR+MEL) gruplarının değerleri G4 (YDHR) ve G5 (YDHR+MEL) 

gruplarına göre istatistiksel olarak yüksek bulundu (p <0,001*) (Tablo 10). 

Serum TOS değerleri karşılaştırıldığında; (G2) DDHR, G3 (DDHR+MEL) ve 

G4 (YDHR) gruplarının değerleri G1 (Kontrol) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarına göre 

istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yüksek bulundu (p <0,001*) (Tablo 11). 

 

 

 

 



62 

 

Tablo 4.10: Deney grupları arasında serum TAS değerlerinin karşılaştırılması 

 
 

Tablo 4.11: Deney grupları arasında serum TOS değerlerinin karşılaştırılması 

 
 

Serum OSI seviyeleri değerlendirildiğinde; G4 (YDHR) grubunun değerinin 

diğer gruplardan istatistiksel olarak yüksek olduğu görüldü (p <0,001*) (Tablo 12). 
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Tablo 4.12: Deney grupları arasında serum OSI değerlerinin karşılaştırılması 
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5. TARTIŞMA 

Testis kanserlerinin tedavisinde modern radyoterapi teknikleri kullanılmaktadır. 

Tedavide öncelik RT olmasına rağmen, iyonize radyasyonun neden olduğu testis hasarı 

erkek hastalarda olumsuz sonuçlar doğurabilmektedir (125). RT uygulamalarında 

tümörlü dokunun yok edilmesi kadar sağlıklı dokunun korunması da önemlidir. RT 

kliniklerinde tercih edilen, yeni bir kullanım yöntemi olarak “FFF ani yüksek doz hızları 

metodu” dört kata kadar doz hızı artışına olanak sağlayarak uzun tedavi sürelerini 

azaltmaktadır (9,126).  Ancak, bu doz hızlarının testis dokularındaki fiziksel etkileri 

sonucu oluşan hücre hasarının radyobiyolojik açıdan değerlendirilmesi ve oluşabilecek 

hasara karşı radyokoruyucuların etkileri literatürde tam olarak ortaya konulmamıştır 

(125). Yüksek enerjili iyonize X-ışınları kullanılarak, sıçanların abdominopelvik 

bölgelerine tek doz olarak verilen düşük ve yüksek doz hızlarındaki radyoterapi 

uygulamasının çevre sağlıklı dokulardaki oluşabilecek radyasyona bağlı doku hasarının 

ve bu hasarın onarılmasında melatoninin etkinliğinin incelenmesi bakımından 

değerlendirildiğinde çalışmamız bir ilktir. 

FF ve FFF ışınlarının kanser ve sağlıklı hücreler üzerindeki radyobiyolojik 

etkilerine ilişkin çalışmalar literatürde mevcuttur (127,128). Lasio ve ark. düşük doz 

hızlı iyonize radyasyonun sağlıklı dokularda ve kanser hücrelerinde sağ kalımı 

etkilediğini göstermişlerdir (129). Sorensen ve ark. ise çalışmalarında, farklı in-vitro 

hücre hatları kullanılarak FF ve FFF ışınlarının akut etkilerinin hücre sağ kalımı 

üzerinde etkili olmadığını tespit etmişlerdir (128). Kanser hücre sağkalımı üzerine 

yapılan bir başka çalışmada farklı doz hızlarında 5 Gy ve 10 Gy akciğer fibroblast hücre 

hattı ve glioblastoma hücre hattı ışınlanmıştır. 10 Gy ışınlamanın 5 Gy ışınlamaya 

kıyasla hücre sağkalımında daha etkili olduğu belirtilmiştir. Ayrıca FFF ışınlarının 

hücre sağkalımında radyobiyolojik etkisinde, doz hızının ışınlama süresine göre daha 

önemli bir parametre olduğu açıklamışlardır (130).  King ve ark. DU-145 prostat ve 

H460 akciğer hücre hatlarına FFF teknolojisi ile 6MV iyonize X-ışınlarını kullanarak, 

hücre sağ kalımının iki hücre hattında da FFF hızına bağlı olmadığını kanıtlamışlardır 

(131). Bir başka çalışmada ise; Verbakal ve ark. FFF yüksek doz hızı ve FF 

konvansiyonel doz hızı ışınlamalarında hücre sağ kalımlarını astrocytoma D384, glioma 

T98 ve akciğer karsinom SW1573 hücre hatlarında karşılaştırmışlardır. FF 6MV enerji 

600MU/min ve FFF 10MV enerji 2400MU/min doz hızlarında radyasyon verdikleri tüm 
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hücre hatlarında hem FF hem de FFF yüksek doz hızlarında sağ kalım açısından anlamlı 

fark gözlemediklerini belirtmişlerdir (127). Fogliata ve ark. da yaptıkları birçok 

çalışmada FF ve FFF ışınları arasında doz planı kalitesinde önemli bir fark olmadığını 

ileri sürmüşlerdir (132). Ling ve ark. radyoterapi süresince doz hızları ile total ışınlama 

sürelerinin hücre sağ kalımını etkilediğini belirtmiş, doz hızını etkileyen parametrelerin, 

serbest oksijen radikallerine, subletal hasarların tedavi sürelerine ve radyasyona maruz 

kalan dokulardaki farklılıklara bağlı olduğunu da vurgulamışlardır (133). Yapılan tüm 

bu çalışmalarda FFF yüksek ani doz hızlarının, farklı tümör hücre hatlarına uygulanarak 

tümör hücre sağ kalımı üzerinde radyobiyolojik olarak önemli bir dozimetrik parametre 

olup olmadığı araştırılmıştır. Belirtilen bu sonuçlar arasındaki farklılıklarda, tercih 

edilen dozimetrik standardizasyonun ve kullanılan hücre hatlarının radyo 

duyarlılıklarının farklı olduğunu söyleyebiliriz. Bu çalışmalarda sunulan sonuçlar, FF ve 

FFF ışınlarının in vitro hücre kültürlerinin sağ kalımı üzerine olan etkilerine katkı 

sağlamasına rağmen FFF klinik doz hızı etkisinin, in-vivo radyobiyolojik sonuçları 

hakkındaki belirsizlik devam etmektedir. RT’nin düşük ve yüksek doz hızlarının sadece 

hücre hatlarında değil, aynı zamanda sıçanların testis dokusunda radyasyona bağlı akut 

dönem hasarlarını inceleyen bilimsel bir çalışmaya rastlamadığımız için bu tez 

çalışmasının literatüre bu yönde katkı sağlamasını amaçlamaktayız. 

Çalışmamızda; sıçanların abdominopelvik bölgelerine tek doz (8 Gy) olarak, G2 

(DDHR) grubuna düşük doz hızlı (400 MU/min) ve G4 (YDHR) grubuna yüksek doz 

hızlı (1400 MU/min) radyoterapi uyguladık. G1 (Kontrol) grubu ile 

karşılaştırdığımızda, yalnız RT uygulanan bu iki deney grubunun testiküler dokularında 

RT’ye bağlı akut hasarların oluştuğunu ve oluşan bu hasarın istatistiksel olarak anlamlı 

olduğunu gözlemledik (p<0.001*). Ayrıca G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) grupları 

arasında doz hızına bağlı histolojik ve biyokimyasal değerler bakımından istatistiksel 

olarak anlamlı bir farkın olmadığını gördük. Bulgularımız önceki çalışmalar (125-131) 

ile uyumluydu.  

RT, radyoduyarlı tümörler üzerine olumlu etkilerinden dolayı yaygın olarak 

kullanılmaktadır. RT’de hedef dokularda terapötik etkilerin oluşması kadar çevre 

dokulardaki olumsuz etkilerin önlenmesi amaçlanır (125). İyonize radyasyona bağlı 

testis hasarında, seminifer tübül atrofisi görülürken, sperm miktarı ve kalitesi düşer, bu 

da geçici veya kalıcı kısırlığa neden olur (134). Hücreyi oluşturan yapılardan çekirdek 
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ve özellikle de bölünme halindeki kromozomlar, radyasyona karşı çok duyarlıdır. 

İyonize radyasyon ya doğrudan DNA zincirlerini kırarak hücreyi hasara uğratır ya da 

içinden geçtiği ortamdaki suyu iyonlaştırarak hidroksil molekülleri ve peroksitler 

oluşturarak dolaylı hasar oluşturur (135). Organizmada oksidanlar ile antioksidanlar 

arasında bir denge bulunur. İyonize radyasyonun dokular üzerindeki etkisi tam olarak 

anlaşılamamasına rağmen, çeşitli çalışmalarda oksidatif strese sebep olabileceği ve bu 

durumda oksidanlar ile antioksidanlar arasındaki dengenin serbest radikaller lehine 

değişebileceği düşünülmektedir (136-138). Oksidatif strese bağlı olarak hücre ve 

dokulara zarar veren SOR ortaya çıkmaktadır (139,140) Buna bağlı olarak SOR; DNA, 

protein ve lipidlerin oksidasyonuna neden olmaktadır (141). Çağın ve ark. sıçanlara tek 

doz abdominal iyonize radyasyon uyguladıkları çalışmalarında, kontrol grubu ile 

radyasyon grubu arasında TAS değerinde anlamlı düzeyde fark bulmamakla birlikte 

TOS ve OSI parametrelerinde istatistiksel olarak anlamlı bir farkın olduğunu 

göstermişlerdir (1). Çıkman ve ark. yapmış oldukları çalışmada sıçanlara uygulanan 5 

Gy RT sonrasında TOS ve OSI değerlerinin arttığını, TAS değerinin ise azaldığını tespit 

etmiştir (142). Biz de çalışmamızda; tek doz olarak uyguladığımız düşük ve yüksek doz 

hızlı ışınların neden olduğu oksidatif stres seviyeleri ile antioksidan olarak 

kullandığımız melatoninin SOR’un zararlı etkileri üzerindeki etkinliğini TAS, TOS ve 

OSI parametrelerini kullanılarak inceledik. Düşük ve yüksek doz hızlı radyoterapi 

uygulanan gruplarda G1 (Kontrol) grubuna göre doku TAS değeri anlamlı olarak 

azalmış düzeydeydi (p<0.001*). Serum TAS değerinin ise G4 (YDHR) grubunda G2 

(DDHR) ve G1 (Kontrol)grubuna göre anlamlı düzeyde azalmış olduğunu saptadık 

(p<0.001*). Bulgularımıza göre; doku TAS değeri bakımından yalnız iyonize 

radyasyon uygulanan gruplar arasında anlamlı farkın olmadığını, serum TAS değeri 

bakımından anlamlı düzeyde fark olduğunu tespit ettik (p<0.001*). Doku ve serum 

TOS değerinin yalnız iyonize radyasyon uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) 

gruplarında G1 (Kontrol) grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yükseldiğini 

gözlemledik (p<0.001*). Bu değerdeki yükselmede radyoterapiye bağlı artan SOR’un 

oksidatif stresi arttırarak lipit peroksidasyon düzeyini olumsuz yönde etkilediğini 

düşünmekteyiz. G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) grupları arasında doku TOS değerinde 

istatistiksel anlamda bir fark olmadığını tespit ettik. Oksidatif stresin yeni ve önemli bir 

indeksi olan OSI değeri; serum ve doku parametreleri bakımından G4 (YDHR) 

grubunda G1 (Kontrol) ve G2 (DDHR) ve gruplarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı 
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bir farkla artış göstermekteydi (p<0.001*). Bu bulgular dikkate alındığında RT’nin bir 

sonucu olarak üretilen SOR’un, TAS, TOS değerlerini etkilediğini bu değerlerin serum 

ve dokuda farklılık gösterebileceğini tespit ettik. Tek doz olarak düşük ve yüksek doz 

hızlı radyoterapi uygulayarak testis dokusunda erken dönem elde ettiğimiz 

radyobiyolojik sonuçlarımız daha önce yapılan çalışmalar ile uyumluydu (143).  

Pelvik kanserleri için uygulanan abdominopelvik ışınlama sadece tümör 

bölgesini değil aynı zamanda sağlıklı organları da etkilemektedir.  Radyoduyarlı bir 

organ olan testisi iyonize radyasyon hasarına karşı korumak hayati önem taşımaktadır 

(144,145).  İyonize radyasyonun yan etkileri hücresel fonksiyon bozukluğuna yol açıp, 

erkek üreme sisteminde sperm sayısının düşmesine, sperm morfolojisinin bozulmasına 

ve spermatogonyum serisindeki hücrelerin apoptozuna neden olabilmektedir (146). 

Spermatogenez; seminifer tübüllerde bulunan spermatogonyumların mitoz ve mayoz 

bölünmeler geçirerek spermatozoonlara farklandığı kompleks bir süreçtir. Bu sistem 

yüksek oranda radyoduyarlı hücreler içerir. Bu sebeple karın ve pelvis RT uygulaması 

sırasında iyonize radyasyonun toksik etkileri için hedef olabilmektedir (147). Bu süreçte 

rol oynayan spermatogonyumlar radyasyona karşı oldukça duyarlıdır. 0,1 Gy gibi düşük 

doz radyasyon uygulamalarında dahi hücresel hasarın başladığı bildirilmiştir (148). 

Yapılan çalışmalarda, iyonize radyasyona maruz kalan testis dokularında spermatogenik 

hücrelerde azalmanın ve germinal epitel duvarında incelmenin olduğu belirtilmiştir 

(149-153). Yapılan daha önceki çalışmalarda ise, erkek üreme sistemine uygulanan 3 

Gy iyonize radyasyonun sprematogonyumları tamamen öldürdüğü ve kalıcı infertiliteye 

neden olduğu (154) genellikle spermatositler ve spermatidlerin ışınlamaya daha az 

duyarlı olduğu belirtilmiştir (155,156). Shalet yaptığı çalışma ile testise düşük dozlarda 

uygulanan direk ışınlamanın germinal epiteli etkileyebileceğini, daha büyük dozlarda 

uygulanan ışınların ise kalıcı aspermiye neden olabileceğini ifade etmiştir (157). Schally 

ve ark. skrotal radyoterapi uygulanan hasta erkeklerde spermatogenezin bozulduğunu, 

uygulanan doz oranına göre kısa ya da uzun süreli hatta kalıcı infertilite oluştuğunu 

belirtmişlerdir (158). Ahmad ve Agarwal testislerdeki hasarın iyonize radyasyonun dozu 

ve süresi ile doğru orantılı olduğunu ifade etmiştir. Düşük doz ışınlamanın sperm 

sayısını azaltmasına rağmen, orta ve yüksek doz ışınlamasının sperm sayısında uzun 

süreli kayıplara hatta azospermiye neden olabileceğini vurgulamıştır (159). Yapılan 

çalışmalarda, 2 Gy iyonize radyasyonun spermatogenez, seminifer tübüller, bazal 

lamina ve Leydig hücrelerinde büyük hasara neden olduğunu vurgulanmıştır. Ayrıca, 
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iyonize radyasyonun sayı, motilite gibi bazı sperm parametrelerini ve sperm canlılığını 

azalttığını, sperm kromatin yoğunlaşmasını arttırdığını ve sağlıklı spermatogenez 

indeksi olarak Johnsen skorunu, ortalama seminifer tübül çapını ve seminifer epitel 

kalınlığını azalttığı tespit edilmiştir (146,160). Biz de çalışmamızda, tek doz olarak 

düşük ve yüksek doz hızlı radyoterapi uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) 

gruplarında çeşitli tipte morfolojik hasarların meydana geldiğini, G1 (Kontrol) grubunda 

görülen normal seminifer tübül yapısının bozulduğunu gözlemledik. Seminifer 

tübüllerin bazal membranında yer yer kopmalar ve dejenerasyon izledik. Germinal 

epiteldeki spermatogenik seride dejenerasyon ve tübül lümenindeki spermatoozonların 

sayısında azalma, vakuolizasyonda artış, intertisyel alanda yer yer kopmalar, 

düzensizlikler ve bozulmalar tespit ettik. Bulgularımız diğer çalışmalar ile uyumluydu 

(146-159). 

Çalışmamızda elde ettiğimiz sonuçlara göre; RT’nin, seminifer tübül çapı, bazal 

membran kalınlığı ve germinal epitel kalınlığını G1 (Kontrol) grubuna göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir farkla azalttığını tespit ettik. Bununla birlikte bazal membran 

kalınlığının G4 (YDHR) grubunda, G2 (DDHR) grubuna göre istatsitiksel olarak 

anlamlı farkla daha inceldiğini gözlemledik. Akpolat ve ark. da bizim çalışmamızda 

olduğu gibi radyasyona bağlı olarak seminifer tübül çaplarının belirgin bir şekilde 

azaldığını ve germinal epitelin de inceldiğini gözlemlemişlerdir (148). Topçu ve ark. 

sıçanlarda radyoterapiye bağlı testis hasarını incelemişlerdir, iyonize radyasyon 

uygulanan gruplarda JTBS’nin kontrol grubuna göre daha düşük olduğunu 

saptamışlardır (153). Bir başka çalışmada da radyasyonun sıçan testis dokusundaki 

hasarına karşı resveratrolün etkisi incelenmiş ve radyoterapi uygulanan gruplarda 

JTBS’nin Kontrol grubuna göre düşük olduğu gözlemlenmiştir (161). Amiri ve ark 6 Gy 

RT uyguladıkları sıçanlarda, iyonize radyasyonun, seminifer tübül çapında, germinal 

epitel kalınlığında ve JTBS azalmaya neden olduğunu belirtmişlerdir (162). Akpolat ve 

ark. çalışmalarında iyonize radyasyon uyguladıkları grupları diğer gruplarla 

kıyaslandıklarında, iyonize radyasyona bağlı olarak Johnsen skorunun anlamlı düzeyde 

azalmış olduğunu, seminifer tübül çaplarının belirgin bir şekilde azaldığını ve seminifer 

epitelin de belirgin düzeyde inceldiğini tespit etmişlerdir (148). Biz de çalışmamızda 

diğer çalışmalarla uyumlu olarak JTBS’nin radyoterapi uygulanan gruplarda, Kontrol 

grubuna göre daha düşük olduğu sonucunu saptadık (p<0.001*). Çalışmamızda ayrıca 
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G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) grupları arasında JTBS bakımından istatistiksel olarak 

anlamlı bir farkın olmadığını tespit ettik. 

Normal koşullar altında hücrenin hipoksi altında yaşaması ve oksidatif stres 

koşullarında dahi organizmanın bütünlügünün korunarak yaşamını devam ettirmesi 

apoptoz ile sağlanır (163). Hücre proliferasyonu ve apoptoz arasındaki dengenin 

bozulması spermatogenezi bozar. Spermatogenezin bozulması ise erkek infertilitesine 

sebep olabilir (164). İyonize radyasyonun neden olduğu DNA hasarı, doğrudan veya 

apoptoz yoluyla hücre ölümüne, mutasyonların indüklenmesine ve DNA sentezinin 

inhibisyonuna yol açabilir (165). Luchetti ve ark. iyonize radyasyon uygulamalarında 

serbest radikallerin oluşmasında apoptoz da dahil olmak üzere hücreyi ölüme götüren 

birçok zincirleme olayın geliştiğini tespit etmişlerdir (166).  Huang ve ark. iyonize 

radyasyon ile indüklenen germ hücre kaybının esas olarak apoptoz aracılığıyla 

gerçekleştiğini ve sırasıyla spermatogonyumların ve spermatogonyal kök hücrelerin 

apoptoza en duyarlı hücreler olduğunu vurgulamışlardır (125). Yapılan bir çalışmada, 

sıçanlarda RT’ye bağlı testis hasarının önlenmesinde amifostinin etkisi araştırılmıştır. 

Apoptozu belirlemek için TUNEL metodu kullanılmış ve 6 Gy RT uygulaması 

sonrasında RT gruplarında oldukça yüksek apoptoz saptanmıştır (167). Biz de 

çalışmamızda tek doz olarak uygulanan farklı doz hızlarındaki iyonize radyasyonun 

akut etkilerine bağlı DNA kırıklarının in situ olarak belirlenmesini sağlayan TUNEL 

yöntemi ile dokulardaki apoptotik boyanma yüzdelerini hesapladık. Radyasyonun direkt 

etki ile oluşturduğu DNA hasarı ve indirekt serbest radikaller üzerinden meydana 

getirdiği hücresel hasarda apoptotik hücreleri TUNEL yöntemi ile değerlendirdik. G2 

(DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarının apoptotik boyanma yüzdelerinin G3 

(DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı farkla 

daha yüksek olduğunu tespit ettik. RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 

(DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarının apoptotik boyanma yüzdelerinin G1 

(Kontrol) grubuna göre istatistiksel olarak daha yüksek olduğu saptandı (p< 0.001*). 

Yapmış olduğumuz çalışmada; iyonize radyasyonun testis dokusunda oluşturduğu 

hasara bağlı olarak serbest radikallerin arttığını, melatonin uygulanan gruplarda ise bu 

hasarın azaldığını gözlemledik.  

Organizmalar serbest radikallerin neden olduğu hasarlardan hücreyi korumak 

için bazı savunma sistemleri geliştirirler. Hücreyi serbest radikallerin bu zararlı 
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etkilerinden korumak için de antioksidan sistemleri devreye sokarlar (168). Kanserin 

iyonize radyasyon ile tedavisinde terapötik etkiyi arttırmanın bir yolu, dokuları 

radyasyon hasarından koruyan ajanların kullanılmasıdır. Çalışmaların birçoğunda birkaç 

hücrekoruyucu ajanın, radyasyonun zararlı etkilerinin azaltılmasındaki etkinliği 

araştırılmıştır. Bu ajanlardan biri, radyoterapiye bağlı gelişen serbest radikallere karşı 

temizleyici etkisi olduğu bilinen melatonindir (169). Hanahan ve Weinberg kanser 

gelişiminin apoptotik aksaklıklardan kaynaklandığını belirtirken (170), Winczyk ve ark. 

ise melatoninin kanser gelişimini önleyici aktivitesinin olduğunu öne sürmüşlerdir 

(171). Melatonin’in beyin, retina, böbrek, karaciğer, deri ve insan spermiyumunda lipit 

peroksidasyonuna karşı koruyucu bir antioksidan olduğu bilinmektedir (172-174). 

Güçlü antioksidan özelliğinin yanı sıra melatoninin radyokoruyucu etkisi olduğu da 

bilinmektedir. Önceki çalışmalarda, sıçanlarda ince bağırsak, akciğer ve testiste iyonize 

radyasyona karşı melatoninin etkileri araştırılmıştır (165,175-179). Bunun yanında, 

tükürük bezleri (136), mesane (180) gibi vücudun çeşitli organlarında da radyoterapiye 

bağlı doku hasarını önlemek için melatonin uygulanmıştır (78). Yapılan bir çalışmada 

ışınlamadan 30 dakika önce uygulanan 100mg/kg/i.p melatoninin sıçanlarda veya 

farelerde iyonize radyasyonun neden olduğu testis hasarını hafiflettiği vurgulanmıştır 

(144). Deng ve ark. melatoninin Sertoli hücrelerinde ısının neden olduğu oksidatif stresi 

ve apoptozu azalttığını belirtmişlerdir (181). Heidarizadi ve ark. melatoninin testisi, 

radyasyona bağlı oksidatif hasara karşı koruyabildiğini, sperm kalitesini 

iyileştirebildiğini ifade etmişlerdir (182). Khan ve ark. melatonin tedavisinin gama 

ışınına maruz kalmış farelerin testislerinde y-ışınlarının neden olduğu lipid 

peroksidasyonunu, total antioksidan kapasiteyi hafiflettiğini ve DNA ipliklerinin 

kopmasını engellediğini ve seminifer tübülde spermatogenik hücre kaybını azalttığını 

tespit etmişlerdir (144). Yapılan çalışmalarda melatonin tedavisinin, testis fonksiyonunu 

ve histolojik yapısını iyileştirdiğini, sperm sayısı ve sağkalımını, enzim aktivitesini 

arttırdığını, lipid peroksidasyonunu azalttığı belirtilmiştir (182). 

İyonize radyasyon kaynaklı spermatogenez hasarının iyileştirilmesi için çok 

sayıda çalışma yapılmıştır. Bununla birlikte, iyonize radyasyon ve antioksidanlar 

arasındaki ilişki henüz tam olarak ortaya konulamamıştır. Antioksidanların türü ve 

tedavi süresine göre; sperm sayısını, hareketliliğini, morfolojisini ve DNA hasarlarını 

iyileştirici etkisinin olduğu ortaya konulmaktadır (146). Doğal bir antioksidan olan 

melatoninin RT ile indüklenen testis hasarına karşı akut radyokoruyucu etkilerine karşı 
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yapılan çalışmalar yeterli değildir. Bu nedenle bu çalışmada, testis dokusunda FF 

düşük ve FFF yüksek ani doz hızlarının akut etkilerine karşı melatonin kullanarak, bu 

etkileri en aza indirmeyi amaçladık. Elde ettiğimiz sonuçlara göre; RT ile birlikte 

melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarında, yalnız RT 

uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarına kıyasla histopatolojik bulguların 

azaldığını gözlemledik. Düşük doz hızlı RT’ ye karşı melatonin etkisini 

incelediğimizde; G3 (DDHR+MEL) grubunda G2 (DDHR) grubuna kıyasla bazal 

membran ve germinal epitel yapısında düzelmelerin olduğu, vakuolizasyon oranında ve 

intertisyel alandaki açılmalarda azalmaların olduğu ancak yer yer kopmaların devam 

ettiğini tespit ettik. Melatoninin yüksek doz hızlı RT ’ye karşı etkisini incelediğimizde 

ise; G5 (YDHR+MEL) grubunda G4 (YDHR) grubuna göre lümendeki sperm sayısının 

daha fazla olduğunu, germinal epitelde artan spermatogenik seri hücrelerinin ve daha 

düzenli germinal epitelin varlığını gördük. Bazal membranda kopmalar ve yer yer 

vakuolizasyon izledik. Çok sayıda çalışma melatoninin kanser hücrelerinde 

proliferasyonu azalttığını ve apoptotik hücre ölümünü artırdığını göstermiştir (183-185). 

Bu veriler güçlü ve çok yönlü bir antioksidan olan melatoninin immün sistem için 

uyarıcı, serbest radikaller için ise süpürücü etkisi olduğunu kanıtlamaktadır (109). 

Melatonin lipofilik ve hidrofilik özelliği ile hücredeki en etkili antioksidanlardan olduğu 

bilinmektedir (165).  Yalçınkaya ve ark. melatoninin, serbest radikal önleyici özelliğiyle 

iyonize radyasyonun DNA’da yaptığı hasarın önlenebileceğini belirtmiştir (186). 

Çalışmalarda, iyonize radyasyona maruz kalmadan önce melatonin uygulanmasının 

sıçan testisinde apoptozu azalttığı öne sürülmüştür (147). Biz de çalışmamızda, 

melatoninin oksidatif DNA hasarına karşı koruyucu etkisi sayesinde RT kaynaklı 

hücre hasarını azaltabileceğini ve melatoninin radyokoruyucu etkisini elde ettiğimiz 

biyokimyasal ve histolojik bulgular ile saptadık. Bulgularımıza göre yalnız RT 

uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarında RT’ye bağlı görülen morfolojik 

hasarın RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 

(YDHR+MEL) gruplarda melatoninin etkisi ile azaldığını gözlemledik. DNA 

kırıklarının gösterilmesi amacıyla uyguladığımız TUNEL metoduna göre apoptotik 

hücrelerin yüzdelerini belirledik. TUNEL bulgularımıza göre; RT ile birlikte 

melatonin uygulanan gruplarında yalnız RT uygulanan gruplara kıyasla apoptotik 

yüzde değerlerinin istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha düşük olduğunu tespit 

ettik (p<0.001*). Tajabadi ve ark. melatoninin fare spermatogenezi üzerindeki 
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radyokoruyucu etkisini inceledikleri çalışmalarında RT ile düşüş gösteren JTBS’nin 

melatonin uygulaması ile tekrar yükseldiğini, RT ile kalınlaşan bazal membranın ise 

RT ve melatonin verilen gruplarda bu kalınlaşmanın azaldığını tespit etmişlerdir 

(148). Biz de çalışmamızda, yalnız RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) 

gruplarına kıyasla RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 

(YDHR+MEL) gruplarında JTBS’nin anlamlı farkla yükseldiğini saptadık 

(p<0.001*). Bazal membran kalınlıklarının Tajabadi ve ark. (148) aksine G2 

(DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarında RT etkisiyle inceldiğini, incelmiş olan bazal 

membranların RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 

(YDHR+MEL) gruplarında tekrar kalınlaştığını saptadık (p<0.001*). RT etkisiyle 

artmış olan seminifer tübül çapı ve germinal epitelin de melatoninin etkisiyle 

azalarak kontrol grubuna yakın değerde ölçüldüğünü tespit ettik (p<0.001*). 

Klinik ve deneysel çalışmalar iyonize radyasyonun testis dokusunda oksidatif 

strese bağlı hasara neden olduğu ve normal spermatogenetik süreç, proliferasyon ve 

farklılaşma üzerinde zararlı etkileri olduğunu göstermiştir (187,188). Karaer ve ark. 

radyoterapinin neden olduğu tükürük bezi hasarında, melatoninin TOS ve OSI gibi 

oksidatif stres değerlerini azalttığını ve histopatolojik bulguları da iyileştirdiğini 

belirtmiştir (136). Dündar ve ark. da laringeal radyoterapi uygulanan ratlarda 

melatoninin koruyucu etkilerini araştırdıkları çalışmalarında doku TAS ve TOS 

parametreleini değerlendirmişlerdir. RT uygulanan ve melatonin verilen gruplarda 

sadece RT uygulanan gruplara göre TAS değerinin arttığını, TOS değerinin ise 

azaldığını tespit etmişlerdir (189). Bizim çalışmamızda da sıçanlara uygulanan 

radyoterapiye bağlı olarak melatonin uygulanan gruplarda doku TOS değerindeki 

artışın, ışınlamadan 15dk önce melatoninin uygulamasıyla sadece RT uygulanan 

gruplara göre azaldığını gördük. Başka bir ifadeyle melatonin uygulamasının, serbest 

radikallerin etkisini bastırarak ve oksidatif stresi azaltarak radyasyonun neden olduğu 

hasarları azalttığını ve böylece dokunun normal yapısını korumaya yardımcı olduğunu 

söyleyebiliriz. Doku TAS değerini G3 (DDHR+MEL) grubunda G2 (DDHR) grubuna 

göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha yüksek bulduk (p<0.001*). Bu değerin G4 

(YDHR) ve G5 (YDHR+MEL) grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı olmadığını 

gördük. Bu sonuçlara göre doku TAS değeri; düşük doz hızlı radyoterapi ve melatonin 

uygulanan grupta kontrol grubuna yakın bulunurken diğer gruplarda düşüktü. Serum 

TAS değeri bakımından ise, yalnız RT uygulanan gruplar ile RT ile birlikte melatonin 
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uygulanan gruplar arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı değildi. Doku TOS 

değerinin, yalnız iyonize radyasyon uygulanan gruplarda, iyonize radyasyon ile birlikte 

melatonin uygulanan gruplara göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha yüksek 

olduğunu saptadık (p<0.001*). Serum TOS değerinde ise G2 (DDHR) ve G3 

(DDHR+MEL) grupları arasında anlamlı düzeyde fark yoktu. G4 (YDHR) grubunun 

serum TOS değerinin G5 (YDHR+MEL) grubuna göre anlamlı farkla yüksek olduğu 

tespit ettik. Doku ve serum OSI değerleri bakımından incelediğimizde, G4 (YDHR) 

grubunun G5 (YDHR+MEL) grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı şekilde daha 

yüksek olduğunu (p<0.001*), G2 (DDHR) ve G3(DDHR+MEL) grupları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farkın olmadığını gördük.  

ZO-1, membranla ilişkili guanozin monofosfat kinaz ailesinin bir üyesidir ve 

testiste Sertoli hücre bağlantı kompleksleri arasında yerleşim gösterir. Sertoli hücreleri, 

immünolojik bir bariyer olarak görev yapan kan-testis bariyerini oluşturur. Kan testis 

bariyerini seminifer tübül epitelinde farklı moleküllerin giriş çıkışının düzenlemesi, 

germ hücrelerinin hareketi, gelişimi ve farklılaşması için mikro çevre oluşturur 

(34,190). Bu bariyerinin bozulması infertiliteye sebep olur (191).  Sertoli hücreleri 

arasında bulunan sıkı bağlantıların kan testis bariyerinin ana bileşeni olduğu kabul 

edilmektedir (192). Seminifer epitelde, ZO-1, kan-testis bariyeri seviyesinde 

immünohistokimyasal olarak güçlü boyanmalar gösterir (193,194). Altun ve ark. 

azospermik olgularda Sertoli hücrelerinde ZO-1 protein ekspresyonunun azalmasının 

spermatogenezin bozulmasında rol oynayan faktörlerden biri olabileceğini ve sıkı 

bağlantıların spermatogenezdeki önemini vurgulamışlardır (195). Kopera ve ark. 

Adjudin ve kan testis bariyer dinamikleri üzerine bir in vitro çalışma yapmışlardır. 

Adjudin’in 30 günlük sıçan yavrularında ZO-1’in immünolokalizayonunu olumsuz 

etkilediğini, seminifer tübüllerin çevresinden uzakta tübül lümenine doğru eksprese 

olduğunu belirtmişlerdir (196). Karakaya ve ark. Pentilentetrazol vererek oluşturdukları 

epilepsi modelinde timokinonun testis hasarı üzerindeki etkilerini araştırdıkları 

çalışmalarında ZO-1 antikorunun Sertoli hücrelerinin bazolateral bölgesindeki 

spermatogenik hücrelerde immünreaktivite gösterdiğini tespit etmişlerdir. Epilepsi 

oluşturulan gruptaki azalan ZO-1 immünohistokimyasal boyanma yoğunluğunun 

timokinon ile tedavi edilen grupta artmış olduğunu belirtmişlerdir (197). Biz de 

çalışmamızda, immunfloresan yöntemiyle kan-testis bariyerindeki sıkı bağlantılarda, 

ZO-1 ekspresyonunun G1 (Kontrol) grubunda daha yoğun lokalize olduğunu gördük. 
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Yalnız RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarında germinal hücre 

kayıplarının olduğu bölgelerde ZO-1 pozitif alanların zayıflayarak azaldığını saptadık. 

G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarında azalmış olan ZO-1 ekspresyonunun RT ile 

birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 (YDHR+MEL) gruplarında 

tekrar arttığını ve immünreaktivitesinin G1 (Kontrol) grubuna yakın olduğunu tespit 

ettik. 

Lektinler, farklı şeker kalıntıları içeren glikoproteinlerin histokimyasal gösterimi 

için yararlı belirteçler olarak; hücre biyolojisi, biyokimya ve immünoloji gibi bilim 

alanlarında yaygın olarak kullanılır (198). Çözeltilerde polisakkarit ve glikoprotein 

molekülleri arasında çapraz bağlanmalar oluşturarak çökelmelerine sebep olurlar (199). 

Lektinlerin histokimyasal olarak gösterilmesi ile spermatogenezin spesifik aşamalarının 

belirlenmesi, spermatogenik hücre tiplerinin tanımlanmasını sağlar. Wakayama ve ark. 

yapmış oldukları bir çalışmada, bir timidin analoğu olan 5-bromo-2'-deoksiüridin 

(BrdU) için işaretleyici bir protein olan Lectin PNA’nın, spermatogenik hücre tiplerinin, 

özellikle spermatogonyumun BrdU ile işaretlendiğini kesin olarak belirlemek için 

gerekli olduğunu vurgulamışlardır (200). Sharon, yapmış olduğu çalışmada lektinlerin 

insan ve tavşan eritrosit membranlarının dış yüzeyine bağlandığını ve oligosakkaritlerin, 

ökaryotik hücrelerin plazma membranında asimetrik bir şekilde dağıldığını tespit 

etmiştir (201). Jung ve ark. optimum koşullarda in vitro spermatogenezi sağlamak için 

hücre kültürü ile yapmış oldukları çalışmalarında, C57 hücre hattında testis dokularında 

spermatogenezden kaynaklanan Lectin PNA pozitif spermatidler tespit etmişlerdir 

(202). Büyükyıldırım ve ark. kıvırcık cüce koşin cinsi kanatlı testislerindeki bazı 

glikokonjugatların lektin PNA histokimyasal yöntemlerle belirledikleri çalışmalarında, 

bazal lamina ve Leydig hücrelerinde çok güçlü reaksiyon tespit ederken, 

spermatogonyum, primer spermatosit ve geç dönem spermatidlerde orta yoğunlukta, 

sekonder spermatosit, erken dönem spermatid ve Sertoli hücrelerinde ise zayıf PNA, 

peritübüler hücrelerde ise reaksiyon gözlemlemediklerini belirtmişlerdir (56). Arya ve 

Pertula fare, gine domuzu, çöl faresi ve kunduz testisinde farklı şeker kalıntılarına sahip 

glikoproteinlerin dağılımını ortaya çıkarmak için lektin ile işaretlemişlerdir. Lektinlerin 

testiste Sertoli hücre uzantıları, Leydig hücreleri, tübüler bazal membran, sitoplazma, 

akrozom ve olgunlaşan spermatidlerin plazma membranında farklı yoğunluklarda 

boyanma gösterdiklerini ifade etmişlerdir. Bu boyanmaların akrozomal gelişim 

sırasında, glikoprotein bileşenlerinin kademeli olarak lektinlerle karakteristik 
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işaretlendiğini ve Sertoli hücre uzantılarındaki boyanmanın, spermatozoa salınımı ile 

bağlantılı döngüsel bir değişiklik sergilediğini belirtmişlerdir (203). Akrozomun, asit 

fosfataz, akrosin ve hiyalüronidaz gibi döllenme için gerekli olan birkaç enzim içerdiği 

kompleks sakkaritlerle yakından ilişkili olduğu, iyi bilinmektedir (58). Söderström ve 

ark. Lectin PNA’nın özellikle akrozom oluşumunun başlangıcından itibaren geç 

spermiyogeneze kadar gelişimini sürdüren spermatidlerin akrozomunu boyadığını 

gözlemlemişlerdir (204). Bu çalışmada PNA Lektin kullanılarak, sıçan testis 

dokusundaki spermatogenik serinin immünfloresan yöntemiyle işaretlenerek 

gösterilmesi amaçlandı. Germinal epitel hücrelerindeki Lectin PNA 

immünolokalizasyonunun seminifer tübül lümenine doğru yoğunluğunun arttığı 

gözlendi. RT uygulanan G2 (DDHR) ve G4 (YDHR) gruplarında seminifer tübüllerin 

bütünlüğünün bozulduğu, spermatogenik seri hücrelerinin G1 (Kontrol) grubuna göre 

yoğunluğunun azaldığı, RT ile birlikte melatonin uygulanan G3 (DDHR+MEL) ve G5 

(YDHR+MEL), gruplarında ise tekrar artmış olduğu gözlendi. 
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

Çalışmamızda; 

1. Tek doz olarak radyoterapi uygulanan düşük ve yüksek doz hızlı radyoterapi 

grupları arasında histopatolojik bulgular ve biyokimyasal parametreler bakımından 

istatistiksel olarak anlamlı bir farkın olmadığı, 

2. TUNEL reaksiyonu ile belirtilen DNA fragmantasyon oranının radyoterapi 

uygulanan düşük ve yüksek doz hızlı radyoterapi gruplarında artmış olduğu, 

radyoterapi ile birlikte melatonin uygulanan düşük ve yüksek doz hızlı radyoterapi 

gruplarında tekrar azaldığı, melatoninin bu apoptoz oranını düşürdüğü,  

3. Radyoterapinin etkisi ile artan seminifer tübül çapının, radyoterapi ile birlikte 

melatonin uygulanan gruplarda anlamlı olarak azaldığını (p<0.001*), 

4. Radyoterapi uygulanan gruplarda bazal membran kalınlıklarının azaldığını, 

radyoterapi ile birlikte melatonin uygulanan gruplarda azalmış olan bu membran 

kalınlıklarının istatistiksel olarak anlamlı düzeyde artmış olduğu, 

5. Radyoterapinin etkisiyle artmış olan germinal epitel kalınlıklarının, radyoterapi ile 

birlikte melatonin uygulamasıyla istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde azaldığı, 

6. Radyoterapi bağlı testis hasarında melatoninin radyokoruyucu etkisi ile azalan ZO-

1 ekspresyonunun artmış olduğu, 

7. Lectin PNA ekspresyonunun radyoterapiye bağlı testis hasarında melatonin 

uygulamasıyla artmış olduğunu, 

8. Testis histolojisinde radyoterapinin doku bütünlüğünü bozduğu, melatonin ise 

oluşan hasar üzerinde iyileştirme etkisi gösterdiği,  

9. Radyoterapinin doku TAS değerini düşürdüğünü, melatoninin ise düşük doz hızlı 

radyoterapi ve melatonin uygulanan grupta anlamlı derecede iyileştirici etkisi 

olduğu (p<0.001*), 

10. Radyoterapi uygulaması ile doku TOS değerinin arttığı, radyoterapi ile birlikte 

melatonin uygulanan gruplarda bu değerin istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

azaldığını gözlemledik. 

Sonuç olarak tek doz olarak uygulanan, düşük ve yüksek doz hızlı radyoterapinin 

histolojik ve biyokimyasal düzeyde yol açtığı akut hasarlara karşı melatoninin 

radyokoruyucu etkiye sahip olduğunu saptadık. 
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Elde edilen bu sonuçlar doğrultusunda; 

1. Melatonin, oksidatif stres ve DNA hasarlarına karşı güçlü bir antioksidan olarak 

işlev görmektedir. Melatonin, radyoterapi süresince testis hasarlarını önlemek 

için radyoterapiye ek olarak uygulanabilecek güvenli bir antioksidan olabilir. 

2. Melatonin düşük ve yüksek doz hızlı radyasyonun sitotoksik etkilerine karşı 

sıçan testis dokusunda radyokorurucu olarak kullanılabilir. 

3. FFF tekniği ile radyoterapi tedavi kararı alınmadan önce sağlıklı doku ve 

hücrelerin maruz kalacağı radyasyon göz önünde bulundurularak, sadece fiziksel 

radyoterapi dozunun değil aynı zamanda oluşacak radyobiyolojik yanıtın da 

hesaba katılması gerektiğini düşünmekteyiz. 

4. Çalışmamız, FF ve FFF ışınlarının in vitro hücre kültürlerinin sağ kalımı üzerine 

olan etkilerine katkı sağlamasıyla birlikte FFF klinik doz hızı etkisinin, in-vivo 

radyobiyolojik sonuçları hakkındaki belirsizlik halen sürmektedir. 

5. Çalışmamız radyoterapinin onkoloji alanında kullanımının olumlu etkilerini 

arttırmada, tedaviye melatonin eklenebileceğini düşündürmektedir.  

6. Klinik FFF ani yüksek doz hızlarının, kanser ve sağlıklı dokular üzerinde 

etkisini araştırmak için daha fazla deneysel ve klinik çalışmaya ihtiyaç vardır. 
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