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1.0ZET

Diabetes  mellitus  (DM),  mikrovaskiiler = ve  makrovaskiiler
komplikasyonlarla seyreden kronik metabolik bir hastaliktir. Diyabetik
erkeklerde, artmis oksidatif strese bagli olarak testislerde germ hiicrelerinde
apoptozisde artis meydana gelmekte ve testikiiler fonksiyon bozukluklar1 ortaya
cikmaktadir. Akdeniz’de yetisen bir bitki olan zeytinin yapraginda Ki Oleuropein
(OLE) son yillarda antioksidatif etkiye sahip bir bitkidir.

Bu calismada, streptozotosin (STZ) ile olusturulan deneysel diyabet
modelinde OLE’nin, sican testis dokusundaki degisiklikler iizerine koruyucu
etkileri incelenmistir.

Calismada, 28 adet 8-10 haftalik Wistar albino cinsi erkek siganlar
kullanildi. Deney hayvanlar1 her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrildi.
Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi. DM ve DM+OLE grubuna 50
mg/kg olacak sekilde tek doz STZ 0,1 M fosfat-sitrat tamponunda (pH: 4,5)
cozdiiriilerek intraperitoneal (i.p) olarak uygulandi. Diyabet olustuktan sonra DM
grubu belirlenip herhangi bir uygulama yapilmadi. DM + OLE grubuna ve OLE
grubuna ise sadece OLE (10mg/kg/giin) 6 hafta siireyle oral yolla verildi. Deney
sonunda si¢anlar dekapite edilerek testis dokulari ¢ikarildi. Testis dokularina
Hematoksilen&Eozin, Periyodik Asit Schiff (PAS) ve TdT-mediated nick and
labeling (TUNEL) boyamalari yapildi. Testis dokusu 6rneklerinin bir boliimii ise
spermatolojik incelemeler i¢in kullanildi.

Diyabetik grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda sperm sayisi, sperm

motilitelerinde, viicut agirligi ile absolut testis, epididimis, sag kauda epididimis,



vezikula seminalis, prostat agirliklar1 ve gonado-somatik indeks (GSI) de anlamli
azalmalar tespit edildi.

DM+OLE grubu, DM grubu ile karsilastirildiginda viicut agirlig ile testis,
epididimis ve sag kauda epididimis agirliklarinda 6nemsiz artiglar sagladi. OLE
tedavisi DM+OLE grubunda diyabetin neden oldugu epididimal sperm sayisi ve
motilitelerindeki azalmalar iizerinde herhangi bir iyilestirici etki gostermedi.
OLE grubunda reprodiiktif parametreler kontrol grubuna benzerdi.

Histolojik incelemelerde, DM grubunda tiibiillerde atrofi, dejenerasyon
peritiibiiler konjesyon ve bazal membranda kalinlasama mevcuttu. DM + OLE
grubunda ise kontrol grubuna yakin histolojik bulgular gozlendi. TUNEL
boyamada, diyabetik grupta apoptotik hiicre artis vardi. Diyabetik grup ile
kiyaslandiginda DM + OLE grubunda apoptotik hiicre artisinda anlamli bir
azalma belirlendi. Sadece OLE ugulanan gruba ait sican testis dokusunda,
interstisyel doku ve seminifer tiibiillerde dejenerasyon izlendi.

Sonug¢ olarak, DM’nin olusturdugu testikiiler hasara karsi OLE'nin
koruyucu etkilerinin gosterilmesi, diyabetin komplikasyonlarini 6nlemek igin yeni

tedavi yaklagimlarinin denenmesini saglayabilir.

Anahtar kelimeler : Diabetes mellitus, testis, oleuropein



2. ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECTS OF OLEUROPEIN ON STRUCTURAL
CHANGES IN THE EXPERIMENTAL DIABETIC RAT TESTES

Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease characterized by
microvascular and macrovascular complications. In diabetic men, apoptosis
increases in testicular germ cells and testicular dysfunction occurs, due to
increased oxidative stress. The olive, Which is a plant growing in Mediterranean,
includes OLE in its leaves Which recently revealed to effect as an antioxidative.

In this study, protective effects of OLE on changes of the rat testicular
tissue in streptozotocin (STZ) induced experimental model of diabetes were
investigated.

Twenty-eight Wistar albino male rats, aged 8-10 weeks were used. The
experimental animals were divided into 4 groups that have 7 animals in each
group. No application made to the control group. 50 mg/kg single-dose STZ was
intraperitoneally (i.p) induced to DM and DM+OLE groups by dissolving on the
0,1 M phosphate-citrate buffer (pH: 4,5). After DM occured, the diabetic group
did not receive any medication. OLE (10mg/kg/day) was given to DM + OLE
group and only OLE (10mg/kg/day) was given to OLE group, orally for 6 weeks.
Rats were decapitated at the end of the experiment and testicular tissues were
removed. The testicular tissues were stained with Hematoxylin-Eosin, PAS and
TUNEL. The remaining testicular tissue specimens were used for spermatologic

examination.



When the DM group compared to the control group, it has caused
considerable decreases in the sperm number, sperm molitities, body weight, the
absolut testis, the epididymis with on the right side and the vesicula seminalis , the
prostat weights.

When DM+OLE group is compared to the DM groupthere were
unimportant increases of the body weights, testes, epididymis and rigth kauda
epididymis. Decreaseing of motility and count of epididymal sperm were not
healed by OLE treatment in the DM+OLE group. Reproductive parameter OLE
group were similiar to the control group.

In histological examinations of diabetic group, there were atrophy of
tubules, peritubular congestion, and thickening of the basement membrane. But in
DM + OLE group, there were similar histological findings with control group.
Diabetic group had a increase in apoptotic cell with TUNEL staining. There was
a reduction in apoptotic cells in DM + OLE group compared to diabetic group.
In the group only OLE administrated rat; interstitial tissue and seminiferous
tubules had degeneration.

As a result, determination of the protective effects of OLE against the
testicular damage caused by DM, new treatment approaches may provide in order

to prevent complications of diabetes.

Key words: Diabetes mellitus, testes, oleuropein



3. GIRIS

3.1. Testis Anatomisi

Testisler scrotum icinde yer alan, erkek iireme hiicrelerinin yapildigi
organdir. Oval sekilli olup funiculus spermaticus’a asili durumda bulunan
testis’ler, sagli sollu bir ¢ift olup, scrotum’un i¢inde bulunurlar. Testis’in facies
medialis ve facies lateralis olmak iizere iki ylizii; margo anterior ve margo
pasterior olmak {izere iki kenari; extremitas superior ve extremitas inferior olmak
tizere de iki ucu vardir (1).

Testis'ler sperm ve hormon iiretirler. Spermler tubuli seminiferi conorti'ler
igerisinde firetilirler. Tubuli seminiferi contorti'ler tubuli seminiferi recti'lere,
onlar da rete testis'e acilirlar. Testis'lerin yiizeyi, epididimis ve funiculus
spermaticus'un testis'e tutundugu kisim harig, her taraftan tunica vaginalis testis'in
lamina vissceralis tarafinda oOrtiilmistir (2). Lamina visceralis (epiorchium),
epididimis’in biiyiik kismi ile arka kenarinin medial boliimii harig, testisi orter ve
bu iki olusumu birbirine baglar (1). Tunica vaginalis testis, testis't kusatan kapali
bir periton kesesidir ve lamina visceralis ve lamina parietalis olmak iizere iki
yapragi vardir (1,2).

Tunica vaginalis testis'in lamina visceralis'i, kaygan seffaf ser6z bir
membran olup testis'e, epididimis'e ve ductus deferens'in alt kisimina sikica
yapisiktir. Tunica vaginalis testis'in lamina parietalis'in lamina visceralis'ten daha
kalin olup, fascia spermatica interna'ya yapisiktir. Lamina parietalis, funiculus
spermaticus'un distal kismi icerisinde lamina visceralis'ten biraz daha yukariya

uzanir. Tunica vaginalis testis'in iki yapragi arasindaki cavum scroti'de az



miktarda sivi bulunur. Bu sivi testislerin scrotum igerisinde kolayca hareket
etmelerini saglar (2).

Testis lamina visceralis (epiorchium), tunica albuginea ve tunica vasculosa
olmak {izere li¢ tabaka ile sarilmistir.

Tunica albuginea, testis’i saran mavimsi beyaz renkli, siki yapili fibroz bir
tabakadir. Bu tabakay1 olusturan beyaz fibroz demetler, farkli yonlerde uzanarak
birbiri i¢ine girerler. Tunica albuginea’yi, arka kenar1 hari¢ olmak iizere, distan
tunica vaginalis testis’in lamina visceralis’i (epiorchium) orter. Peritonun
bulunmadig1 arka kenara epididimis tutunur ve buradan testis’in damar sinirleri
girip ¢ikar. Tunica albuginea, arka kenarda testis’in i¢ine dogru kalin ve vertikal
yarim bir bolme seklinde uzant1 génderir. Bu bélmeye mediastinum testis denir
(3). Tunica vasculosa, tunica albuginea’nin i¢ yliziinde bulunan damar agi
tabakasidir (1).

Rete testis, mediastinum testis’in {ist boliimiinde sayilar1 12 ile 15 arasinda
degisen kanallar sekline doniisiir. Ductuli efferentes testis denilen bu kanallar,
testis’in arka kenarinin iist kisminda, tunica albuginea’y1 delerek digar1 ¢ikarlar.
Testikiiler arter; testise girdiginde internal arter, inferior testikiiler arter ve
epididimis basina giden kapital arter olmak tizere ti¢ dala ayrilir. Testis sinirleri;
T10-11 medulla spinalis segmentlerinden kaynaklanan simpatik lifler, damarlarin
cevresindeki pleksuslar araciligi ile gelir (3).

Testikiiler venler; Her bir testis'in arka tarafindan c¢ikan kiiclik venler
birleserek plexus pampiniformis adi verilen vendz agi olustururlar. Plexus
pampiniformis, funiculus spermaticus i¢inde ylikselir ve canalis inguinalis'ten

gecerek karin bosluguna ulasir. Plexus pampiniformis'i olusturan venler daha



yukarida birleserek v. testicularis'i olusturur. V. testicularis dextra, v. cava

inferior'a; v. testicularis sinistra ise v. renalis sinistra'ya dokiiliir (1).

Head of epidid

Ductuz (voz) deferens

AL t ductule (vostiglel
mesonephne tusule)

Eady of epatidy

Toil of epididymi

Sekil 1. Testis'in anatomik goriitimii (4).

opermatic
cord

_ Cremaster

Tunica veginalis
Appendix epididymus
- Fead epididymis

Tail of
epididymis

Tailaf ﬁHﬁJ

Sekil 2. Testisin anatomik goriiniimii (5).



3.2. Testis Embriyolojisi

Vitellus kesesi duvarindaki endodermal primordial germ hiicrelerinin 3.
haftada allantoisi asarak barsagin arka kisminda mezenter kokii (Radix
mesenterii)’niin saginda ve solunda mezonefrozun medialindeki mezoteldeki
gonadal kabart1 (Plicagenitalis) igine girmesi ve buradaki hiicreleri indiiklemesi
(5. hafta basi) ile gonad taslaklar1 gelismeye baslar. Embriyonun erkeklik veya
disilik yoniinde gelismeye baglamasi 7. haftadan itibaren gergeklesir. Erkekte
veya diside primordial hiicrelerin etrafini plika i¢indeki mezodermal hiicreler
sarar. Endodermal primordial hiicrelerden germinal hiicreler (gonositler = erkekte
spermatogoniumlar, diside oogoniumlar), mezodermal hiicrelerden ise destek
hiicreleri (erkekte Sertoli hiicreleri, diside ise folikiil hiicreleri) gelisir (6).
Testisler, genellikle, seks kromozom kompleksinde normal bir Y kromozomu
tastyan embriyolarda gelisir (7). Primer seks kordonlari uzayarak farklilasmamis
gonad medullasina kadar iner. Kordonlar burada dallanarak birbirleriyle
anastomozlar yapar ve rete testisi olustururlar. Gonad taslaklari diginda Tunica
albuginea gelistikten sonra seks kordonlart seminifer tiibiillere ve diiz tiibiillere
(Tubuli recti) farklilasirlar. Seminifer tiibiiller, (Leydig’in) intertisyal hiicreleri
olusturan mezensim ile ayrilmiglardir. 8. haftada, bu hiicreler, mezonefrik
kanallarin ve dig genital organlarin erkeklik yoniinde farklilasmasini uyaran
androjenik hormonlar testosteron ve androstenodion salgilarlar. Testosteron
tretimi, embriyonik ve fotal gelisimin 8. ile 12. haftalar1 arasindaki donemde,
sirasinda en yiiksek miktarlara ulasan human koryonik gonadotropin tarafindan
uyarilir. Fotal testis ayrica, antimiilleriyan hormon veya miilleriyan inhibe edici

madde (MIS) olarak bilinen bir glikoprotein iiretir (6).



Sertoli hiicreleri, destek hiicreler olan bu hiicreler testisin ylizey
epitelinden gelsir. Spermatogonia, primordiyal sperm hiicreleri olan bu hiicreler
primordiyal germ hiicrelerinden farklanirlar (6). Fotal testiste seminifer epitelin
bliyiik bir kismini olusturur. Rete testis, Efferent kanalciklara doniisen 15-20
kadar mesonefrik tiibiil ile devam eder. Bu kanalciklar, duktus epididimse

doniisen mezonefrik kanalla baglanti kurar (7).

3.3. Testis Histolojisi ve Spermatogenez

Testisler; embriyonik gelisimi, seksiiel olgunlasmayr ve iireme
fonksiyonlarini etkileyen ekzokrin ve endokrin aktiviteye sahip bir ¢ift organdir
(8).

Skrotum icinde yer alan testisler, distan ii¢ tabakali kalin bir kapsiil ile
kusatilmistir. Kapsiiliin dis tabakasi tunika vajinalis, orta tabakasi tunika
albuginea ve i¢ tabakasi tunika vaskuloza olarak isimlendirilir. Tek kath
mezotelyal hiicrelerden olusan tunika vajinalis genellikle preparatlarda izlenmez.
Kapsiiliin en kalin ve belirgin tabakasi, yogun bir fibroelastik bag dokusu olan
tunika albugineadir (9). Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasarak
mediyastinum testisi olusturur. Kapsiilden testisin i¢ine uzanan tunica
albuginea’nin ince bag dokusu uzantilar1 testisi insanda sayilar 250 ‘ye ulasan
lobiillere ayirir. Her testis lobiilii kan damarlarini, sinirleri ve interstisyel hiicreleri
iceren gevsek bag dokusu ile sinirli seminifer tiibiillerden olusur. Seminifer
tiibiiller spermlerin iretildigi, kivrimli seyreden tiibiillerdir. Her testiste 250-300
adet tiibtil bulunur (10). Lobiillerin apeksinde diiz seyreden tiibiiller, tubuli rekti

olarak isimlendirilir. Diiz tiibiiller mediyastinumda bulunan rete testis ile



devamlilik gosterir. Rete testis, duktuli efferentes ile epididimisin bas kismina
baglanmistir (9).

Seminifer tiibililler seminifer epitel ile doseli kanallardir. Seminifer epitel
iki farklt hiicre grubu igerir. Birinci grup hiicreler germ hiicreleri olan
spermatogenetik hiicrelerdir. Diger hiicreler ise germ hiicrelerine destek olan ve
onlar besleyen sertoli hiicreleridir. Sertoli hiicreleri bazal membrandan tiibiil
limenine kadar uzanan prizmatik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri, spermin
beslenmesi ve desteklenmesi, sperm hiicrelerini koruma, O6li spermlerin
temizlenmesi, olgunlasan spermlerin kanala birakilmasindan, limene protein ve
iyondan zengin sivinin salinimindan gorevlidir (11).

Spermatogenetik hiicreler ise sertoli hiicrelerinin lateral uzantilar ile olugan
bolmelerde yerlesmislerdir. Bu iki hiicre grubu arasindaki siki baglanti
kompleksleri epiteli bazal ve adluminal bolmelere ayirir ki buna bagh olarak
olusan kan-testis bariyeri spermatogonyumlarla primer spermatositleri daha
tepedeki sekonder spermatositler ve spermatidlerden ayirir. Seminifer tiibiillerin
iyon, aminoasit, karbonhidrat ve protein igerigi kan ve lenf igceriginden oldukg¢a
farklidir. Kan-testis bariyeriyle olusan bu fark germ hiicrelerinin kan yolu ile
gelen zararli maddelere karsi korunmasini saglar. Leydig hiicrelerinin en énemli
gorevi erkeklik hormonu olan testesteronu yapmaktir (4).

Sprematogenetik hiicreler birbiri iizerine siralanmis farkli  gelisim
asamalar1  gosterir.  Bunlardan  bazal membrana en yakin  olan
spermatogonyumlardir. Limene en yakin bulunan, daha olgun hiicreler ise
spermatidlerdir. Liimende ise spermiyumlar bulunur. Seminifer tiibiillerin enine

kesitinde spermatogenetik hiicreler bazi o6zellikleri ile birbirlerinden ayirt
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edilebilirler. Insanlarda spermatogenez ve spermiyogenez yaklasik 9 haftalik bir
siirede tamamlanir. Herhangi bir tiibiilde bu donemde olusan biitiin asamalar1
gormek genellikle miimkiin olmaz (9). Bazal membranin hemen iizerinde yer alan
spermatogonyumlar mitoz bdliinme ile spermatogenetik hiicreleri olusturan ana
hiicrelerdir. Spermatogonyum tipA hiicreleri heterokromatik veya 6kromatik oval
niikleuslu hiicrelerdir. Spermatogonyum tip A’ nin mitoz boliinmesiyle olusan
Spermatogonyum tipB ise kromotini niikleusun periferinde yogunlagmus, yuvarlak
niikleuslu belirgin hiicrelerdir. Her iki spermatogunyum da soluk boyanan az
miktarda  stoplazmaya  sahiptirler. =~ Heterokromatik  niikleuslu  tipA
spermatogonyumlarin ana hiicreler oldugu diisiiniilmektedir. Bir seri boliinmeden
sonra tip A spermatogonyumlardan tipB spermatogonyumlar olusur. Tip B
spermatogonyumlarin mitoz boliinmesi ile primer spermatositler olusur. Primer
spermatositlerin birinci mayoz boliinmesi ile sekonder spermatositler olusur. Bu
boliinme ile primer spermatositin diploid kromozom sayisi haploide inmis olur.
Sekonder spermatositlerin ikinci mayoz boliinmesi sonucunda ise spermatidler
olusur. Bu hiicreler haploid kromozom ve DNA igerigine sahiptirler ve bu
olaylara  spermatogenez  denir.  Spermatidlerin  farklilasarak  hareketli
spermatozoonlara (sperm) donlismesine Spermiyogenez denir. Bu olaylar

testislerde gergeklesir (8).
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3.3.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri uzun ve siituna benzeyen hiicrelerdir. Bu prizmatik
hiicrelerinin tabani bazal membran {izerine oturur; serbest uglar1 yayilarak uzanir
ve limene ulasir (10). Birbirleriyle olusturduklar1 baglant1 birimleri arasindaki
alanlarda spermatogenetik serinin farkli olgunlasma evrelerindeki hiicreler
bulunur.

Cogalma 6zelligi gostermeyen Sertoli hiicreleri bu konumuyla gelismekte
olan  spermatogenik hiicreleri desteklemek, korumak ve beslemek,
spermiyogenezin sonunda spermatidler tarafindan atilan rezidual (artik)
cisimcikler olarak adlandirilan fazla hiicre kisimlarini fagositoz ile elimine etmek,
olgun spermatidlerin aktin-aracili kasilmalarla, spermiasyon denilen siireg,
seminifer tlibiil llimenine salinimini kolaylastirmak ve seminifer tiibiil limenine
proteinler ve iyonlardan zengin bir sivi salgilamak. Sertoli hiicreleri folikiil-
stimiile edici hormon (FSH) uyarimina cevap verirler (11). FSH androjen-
baglayici protein (ABP) sentezini ve sekresyonunu diizenler. ABP testesteron ve
dehidrotestesteron androjenlerine yiiksek baglanma afinitesinde olan bir salgisal
proteindir. Sertoli hiicreleri inhibin ve aktivin alt iinitelerini (alfa ve beta alt
{initeleri ) salgilarlar. Inhibin (alfa heterodimeri) hipotalamustan ve 6n hipofizden
salinan gonadotropin salgilatici faktor ve FSH iizerine negatif feedback (geri etki)
bir etki gosterir. Aktivin (alfa veya beta homodimer) FSH salinimi iizerine pozitif
feedback bir etki gosterir. Sertoli -Sertoli baglanti komplekslerinin kan-testis
bariyerleri saptanmistir. Bu bariyerler immiin sistem ile cins hiicreleri arasida
hertiirlii etkilesimi ortadan kaldirarak, antikorlarin seminifer tiibiillere ge¢mesini

Onler ve spermatogenetik hiicreleri oto-immiin reaksiyonlara kars1 korur (8).
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3.3.2. Spermatojenik Hiicreler
Spermatogenik  hiicreler;  spermatogonyumlar, spermatositler ve

spermatidlerdir (11).

3.3.3. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicre topluluklari, kan damarlar1, lenfatik kanal ve sintizoidler
yakininda, inter tiibiiler alanda yerlesmistir. Puberteden sonra, bir siklik adenozin
monofosfat (CAMP)-aracili mekanizma tarafindan liiteinlestirici hormon (LH) ile
uyarilmanin  ardindan, Leydig  hiicreleri,  So-rediiktaz  enzimi  ile
dihidrotestosteron’a dontstiiriilebilen, testosteron iiretir. Serumda bulunan
testosteronun yaklasik %95°1 (seks hormon-baglayic1 globulin, SHBG ve diger
proteinlere tutunmus halde) Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenir; kalan

testosteron adrenal korteks tarafindan tiretilir (8).

3.3.4. Interstisyel Doku

Seminifer tiibiiller arasinda yer alan interstisyel bag dokusu kan damarlari,
lenfatikler ve sinirlerden zengin olan gevsek bir bag dokusudur. Bu dokuda
fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, mast hiicreleri ve makrofajlar
bulunur. Pubertede bu hiicrelere ek olarak Leydig hiicreleri veya interstisyel
hiicreler olarak adlandirilan hiicreler goriilmeye baslar. Yuvarlak veya poligonal
sekilli, yuvarlak niikleuslu asidofil sitoplazmali bu hiicreler bag dokusu i¢inde tek

tek veya gruplar eklinde bulunur (9).
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Sekil 5. Testisin histolojik goérintimii  (Eosin ve Vitray ile Hematoksilen) 1- seminifer

tiibiil, 2- interstisyel bag dokusu, 3- Leydig hiicreleri, 4-tunikaalbuginea (14).
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Sekil 7. Testis'in histolojik goriinimi Boya: Hematoksilen ve Eozin (12).

3.4. Erkekte Ureme Fizyolojisi

Erkek tireme fonksiyonu hipotalamus, hipofiz ve testisler olarak ii¢ organ
tarafindan diizenlenmektedir (15). Erkekte esas tireme fonksiyonu sperm hiicresini
(spermatozoon’u) olusturmaktir (spermatogenezis’tir). Sperm hiicresi testiste
olustururlar. Testis ayrica erkek cinslik hormonu olan testosteron’u yapar. Testis
iki ayr1 doku tasir; birisi tubuli seminiferi’den olusur ve sperm hiicrelerini
meydana getirir; digeri intertisyal hiicrelerden olusur ve testosteron hormonunu

salgilar. Spermatogenezis igin testosteron hormonuna ihtiyag vardir (16).

16



3.5. Testis’in Endokrin Fonksiyonu

Testis’in esas hormonu bir steroid olan testosterondur. Bu hormon testis’in
Leydig hiicrelerinde kolesterolden sentezlenir. Testosteron ayrica projesteron
yoluyla 17-hidroksiprojesterondan da sentezlenir, fakat insanlarda bu yoldan
sentez azdir. Testosteron salgilanmasi LH’1n kontrolii altindadir. LH’ nin Leydig
hiicrelerini uyarmasi cAMP yoluyla olur. cAMP Kolesteril esterden kolesterol
sekillenmesini artirir; protein kinazin aktive edilmesi ile de kolesterol
pregnenolon’a cevrilir. Kolesterolden pregnenolon sentezi mitokondride olur;
pregnenolon mitokondriyi terk eder ve mikrozomal enzimler araciligl ile
projesterona c¢evrilir. Leydig hiicrelerinin endoplasmik retikulumunda projesteron

once androstenedion’a bu da testosterona dondstiiriliir (16).

3.6. Diabetes Mellitus

Diyabetes Mellitus (DM), mutlak veya fonksiyonel insiilin yetersizligine
bagli olarak gelisen, yiiksek kan sekeri (hiperglisemi) ile karakterize bir
hastaliktir. Insiilin eksikliginin yam sira insiiline karsi gelisen diren¢ de DM
gelisiminde rol oynamakta ve karbonhidrat basta olmak iizere lipid ve protein
metabolizmasinda bozuklukla seyreden bir endokrin ve metabolizma hastaligidir.
DM’ un etkileri ¢esitli organlarda uzun siireli hasar, fonksiyon bozuklugu ve
yetersizligi igerir. Klinik olarak karakteristik belirtileri olan susama, poliiiri,
gorme bulaniklig1 ve kilo kaybi ile ortaya ¢ikabilir (17,18).

Pek ¢ok bilinen ve bazi bilinmeyen nedenler olmasma karsin, DM'yi
baglatan asil neden, insiilin saliniminin azalmasi ya da tamamen sona ermesidir.

Ancak DM'nin gelisiminde dogrudan ya da dolayli olarak pankreas digindaki
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faktorlerin etkisi de bulunmaktadir. Norolojik bozukluklar, sagliksiz beslenme,
yaghlik, kalitsal etmenler, karaciger, enfeksiyon, bobrek iistii bezleri, tiroit ve
hipofizdeki patolojik degisimler bu hastaligin nedenleri arasinda yer alir. Ayrica,
kortikosteroitlerin dogal olarak yiiksek diizeyde bulunmasi ya da disaridan uzun
siire kortikosteroit verilmesi seker hastaligini baglatabilir. Akut seker hastaligina
cok seyrek rastlanilir. Uygun bir tedavi uygulanmadiginda birkag¢ hafta igerisinde
6liimle sonuglanabilir (19).

Giniimiizde DM; Tip 1 diabetes mellitus, Tip 2 diabetes mellitus,
Gestasyonel diabetes mellitus (GDM) ve diger spesifik tipler olmak tizere dort ana
basglikta siniflandirilmaktadir.  Spesifik tiplere; beta hiicresi fonksiyonel
bozuklugu, insiilin fonksiyon bozuklugu, ekzokrin pankreas hastaligi, ilaglar,
enfeksiyonlar ve genetik sendromlar 6rnek olarak gosterilebilir. Fakat bu dort ana
basliktan goriilme sikligi en fazla olan Tip 1 DM ve Tip 2 DM'dir (20).

Tip 1 DM, insiilin salgilayan pankreatik B hiicrelerinin azalmasina bagli
olusur. Ciddi ve mutlak insiilin yetmezligi bulunur. Tip 2 DM'de ise glukoz
yiiklemesine karsin goreceli insiilin yetmezligi ve buna eklenen periferik

dokularda insiiline yanit yetersizligi vardir (21).

3.6.1. Epidemiyoloji

DM'nin taninmasi, erken donemde tan1 konmasi ve tedavi programlarinin
belirlenmesi i¢in hastaligin epidemiyolojik 6zelliklerinin bilinmesi dnemlidir (22).

National Diabetes Data Group (1979) Onerileri dogrultusunda, 1985
yilinda Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan standardize edilen DM tani

kriterleri, 1997 yilinda Amerikan Diyabet Birligi (ADA) tarafindan, 1998 ve 1999

18



yillarinda ise WHO tarafindan yeniden diizenlenmis ve 6ncesinde 140 mg/dl olan
aclik kan sekeri diizeyi 126 mg/dl'ye ¢ekilmistir. ADA, WHO, Japan Diabetes
Society (JDS) gibi bir ¢ok ulusal ve uluslar arasi kurulus sayesinde hemen hemen
her yil, elde edilen klinik ve literatiir bilgiler taranarak, diyabetin tani kriterlerinin
giincel kalmasi saglanmaktadir (23).

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére, 2000 yilinda tiim diinyada en az 171
milyon diyabet hastas1 (toplam diinya niifusunun %2.8’1) vardir. Tiim diinyada
diyabetin goriilme siklig1 hizla artmaktadir ve 2030 yilinda yaklasik 330 milyon
kisinin diyabet hastasi olacagi tahmin edilmektedir (24). Diyabet tiim diim
diinyada goriilen bir hastaliktir ancak, gelismis iilkelerde daha sik (6zellikle tip 2
diyabet) goriiliir. Bununla birlikte, diyabet goriilme sikligindaki en biiyiik artisin,
bu bolgedeki niifus artis1 ve toplam niifus gbz oniine alindiginda Asya ve Afrika
tilkelerinde goriilecegi tahmin edilmektedir (24). 2030 yilinda en fazla diyabet
goriilecegi tahmin edilen iilke yaklasik 80 milyon kisi ile Hindistandir ve bu
iilkeyi 40 milyon kisi ile Cin ve 30 milyon kisi ile de Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) izlemektedir (24).

ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri Hastaligin yillik
maliyetinin 132 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir. Kuzey Amerika’da
gorlilen toplam diyabet vakalarinin yaklasik %5-10’unu tip 1 diyabet vakalari
olusturmaktadir. Bu oran tiim diinyadaki tip 1 diyabet goriilme sikligindan biraz
farklidir ancak bu degisikligin sebebi tam olarak anlagilamamistir. Amerikan
Diyabet Birligi, ABD Hastalik Kontrol ve Korunma Merkezleri tarafindan, 2000

yilindan sonra dogan her Amerikali erkegin 3 te 1’1 ve her kadinin 5 te 2’sinin
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hayatlar1 boyunca diyabete yakalanacaklar1 degerlendirmesine dikkat cekmektedir
(25).

Amerikan Diyabet Birligi’ verilerine gore, 60 yasindan biiyiik
Amerikalilarin yaklasik %18.3”1i (8.6 milyon kisi) diyabet hastasidir. Diyabetin
gorilme siklig1 yas ilerledikge artmaktadir ve yasl nufiisiin sayisinin artmasina
paralel olarak diyabetik hasta sayisinin artacagi tahmin edilmektedir. Yapilan bir
klinik calismaya gore, 65 yasin iizerindeki niifusun %18-20’sinde diyabet vardir
ve %40’ 1nda da diyabetin erken safhasi sayilan glukoz toleransi bozuklugu vardir
(26).

Ulkemizde yapilan en genis caliyma Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji
Aragstirmas1 (TURDEP) olup; 20 yas ve lizerinde, % 45’1 erkek ve % 55’1 kadin;
toplam 24.788 hastadan olusan, toplum kokenli kesitsel bir alan ¢aligmasidir. Bu
calismada DM prevalanst % 7,2 (daha 6nce tani almamis yeni DM % 2,3) ve
glukoz tolerans bozuklugu (IGT) prevalansi % 6,7 olarak saptanmistir. Kadinlarda

DM, IGT ve obezite (6zellikle kirsal kesimde) daha yiiksek bulunmustur (27).

3.6.2. Diabetes Mellitus’un Tam ve Siniflamasi

Diabetin tanis1 ile ilgili kriterler son 20 yil icinde olduk¢a Onemli
sayilabilecek bir Ol¢iide degisime ugramistir. 1979 yilinda ABD’de ‘’National
Diabetes Data Group’” ve 1980°de Diinya Saglik Orgiitii (WHO) diyabet igin tam
ve smiflandirmaya bir standardizasyon getirebilmek amacit dogrultusunda
calismalara baglamis ve bozuk glukoz toleranst (BGT-’IGT-Impaired Glocose
Tolerence) olarak adlandirilan yeni bir alt grup belirlenmistir. Bozuk glukoz

toleransi aglik glukozunun normal oldugu ancak, glukoz yiiklenmesindeki sonraki
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2. Saat plazma glukzunun yiiksek oldugu grup olarak tanimlanmistir (28).

Diyabetin spesifik etiyolojiyle teshis edilen tiirlerinin artmasi lizerine 1997
yilinda, ADA diyabetin klinik klasifikasyon kriterlerini diizenleyip DSO’ye
bildirmistir. Bu &lgiitler 1999 yilinda DSO tarafindan bir rapor halinde
aciklanmistir. Yeni simiflama etiyolojiye gore yapilmistir. Bu siniflama ile
insiiline bagimli ve insiiline bagimli olmayan diyabetin yerine Tip 1 ve Tip 2
diyabet terminolojisinin kullanilmasi 6nerilmistir. Diyabet 4 ana klinik grup
olarak siniflandirilmistir (27,29). ADA’nin 2004’te kabul ettigi DM’nin etiyolojik

siiflandirmasi Tablo 1’de gosterilmistir (29).

Tablo 1. DM nin etiyolojik siniflandirilmasi

I- Tip 1 Diyabet

a) Immunolojik

b) Idiopatik

[1- Tip 2 Diyabet

I11- Diger spesifik tipler
IV- Gestasyonel diyabet

3.6.3. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Diyabet, akut ve kronik komplikasyonlarla seyreder. Kan sekeri
kontroliiniin saglanamamasi, kisa veya uzun dénemde saglik sorunlar1 olusturur.
Diyabet kiiglik ve biiyiik damarlarla birlikte sinirlerin de hasar gérmesine neden
olabilir. Diyabetin neden oldugu bu hasarlar komplikasyon olarak tanimlanir.
Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlar1 hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabetli

bireylerde goriilebilir. Klinikte retina, renal glomeril ve biiyiik sinirlerdeki

21



patolojiler ile ortaya ¢ikar (30). DM nin akut ve kronik komplikasyonlar1 gruplar

halinde Tablo 2’de gosterilmistir (31).

Tablo 2. Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlari

Akut Komplikasyonlar

1. Diyabetik ketoasidoz (DKA)

2. Hiperosmolar hiperglisemik sendrom (HHS)
3. Laktik asidoz

4. Hipoglisemi

Kronik Komplikasyonlar
Makrovaskiiler komplikasyonlar
a. Diyabetik kalp hastalig1

b. Periferik arter hastalig

c. Serebrovaskiiler hastalik
Mikrovaskiiler komplikasyonlar
a. Diyabetik ndropati

b. Diyabetik nefropati

c. Diyabetik retinopati

Diger komplikasyonlar

a. Diyabetik ayak

b. Diyabetik gastroenteropati

c. Genitoiiriner bozukluklar

d. Erektil disfonksiyon

3.7. Serbest Radikaller

Serbest radikaller i¢in bir¢ok tanim yapilmasina ragmen otoritelerin
lizerinde birlestigi tanim; bir serbest radikalin molekiiler ya da atomik
yorlingesinde bulunan ve genelde c¢ok reaktif olan c¢iftlesmemis -elektron
bulunduran bir kimyasal iiriin oldugu seklindedir. Biyolojik sistemlerde en fazla

elektron transferi ile olusurlar (32).
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Canlida degisik patolojilere yol agan serbest radikaller, hem normal
hiicresel biyolojik olaylar esnasinda olusurlar hemde makrofajlar tarafindan
tiretilirler. Hedef molekiillerden elektron alma yetenekleri nedeniyle oksidanlar,
bu hedef molekiiliin yapisim veya fonksiyonunu degistirebilirler. Bu sekilde
oksidanlar hiicre membranini, genetik materyali (DNA, RNA gibi) ve degisik
enzimatik olaylar1 etkileyerek hiicre hasar1 yapabilirler. Oksidanlar ayn1 zamanda
bag dokusu komponentleri, proteazlara kars1 koruyucu doku komponentleri olan
antiproteazlar ve hiicreler arasi haberlesme ajanlar gibi ekstraselliiler bolgeyi de
etkileyebilirler (33).

Bu oksidanlar organizmada sitoplazmik, mitokondriyal ve ekstraselliiler
formlar1 olan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) gibi enzim sistemleri ile seruloplazmin, transferin, indirgenmis
glutatyon (GSH), methiyonin, vitamin E, vitamin A ve vitamin C gibi
antioksidanlar tarafindan yikilirlar. Oksidanlar ve insan hastaliklar1 arasindaki
iliski antioksidanlar ve oksidan arasindaki dengeye baglhdir. Bu dengede
oksidanlar lehine bir artis olursa, oksidatif strese neden olur ve oksidatif hasar
meydana gelir. Bu etkilesim kritik molekiillerde ve yeterli siddette meydana
geldiginde doku harabiyeti olusturabilir (33).

Biyolojik sistemlerde en ¢ok iizerinde durulan reaktif oksijen tiirleri
(ROS), nitrik oksit (NO’), hidroksil radikali (HO"), siiperoksit anyonu (O3)
peroksil radikali (ROO") ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O;) gibi serbest

radikaller oksidatif stresin en dnemli nedenleri olarak bilinir (34)
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Tablo 3. Reaktif oksijen tiirleri (35).

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit anyon radikali (02-.) Hidrojen peroksit (H202)
Hidroksil radikali (HO.) Lipit hidroperoksit (LOOH)
Peroksil radikali (ROO.) Hipohal6z asid (HOX)
Alkoksil radikali (RO.) N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon radikali (HQ.) Singlet oksijen (102)*
Organik radikaller (R.) Ozon (03)

Organik peroksit radikali (RCOO.) Azot dioksit (NO2)

Nitrik oksid radikali (NO.) Hipoklor6z asid (HOCT)
Hemoproteine bagh radikaller Peroksinitrit (ONOO-)

Oksidatif denge, serbest radikallerin olusum hiz1 ile ortadan kaldirilma hizi
organizmada bir denge i¢inde olmasina denir.
Biyolojik sistemlerde dnemli serbest radikallerin ¢ogu oksijene dayanir.

Hiicreler hasta ve yasl oldugunda fazla miktarda serbest radikal iiretirler (36).

3.8. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, diyabetin etiyolojisinde 6nemli bir mekanizmadir. Serbest
radikaller viicutta Uretilir ve stirekli olarak ¢evresel uyarilarla etkilesim halindedir.
Antioksidanlar fizyolojik olarak serbest radikal iiretiminin olumsuz etkilerine
kars1 viicudu savunur (37).

DM, giinlimiizde diinyada hizlica yayilan, yiiksek mortalite ve morbidite
riski tasiyan bir hastaliktir. Oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve

ilerlemesinde rolii oldugu, deneysel olarak diyabet yapilan siganlarda ve diyabetik
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hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonun yiiksek oranda

arttig1 saptanmustir (38).

3.8.1. Diyabet ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres, oksidan olusumu ve antioksidan savunma arasindaki
dengenin oksidanlar yoniinde bozulmasidir. Oksidatif stres; yaslanma, kanser,
kalp hastaliklari, diyabet ve diyabetin komplikasyonlar1 basta olmak {izere pek
cok patolojik durumun ve de yaslanmanin patogeneziyle yakin bir iliski vardir.
Diyabette oksidatif stres pek cok mekanizmaya bagli olarak artabilmektedir,
ancak bu mekanizmalarin kesin katkis1 tam olarak kanitlanmis degildir. Cok
sayidaki deneysel bulgular artan reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin olusumunun
ve zayiflayan antioksidan savunmanin mekanizmalarin temelini olusturdugu
soylenmektedir (39).

Oksidatif stres, diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin
patogenezinde onemli bir role sahiptir. Serbest radikaller, bir veya daha fazla
ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom veya molekiillerdir. Bu tip maddeler,
ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 oldukga reaktiftirler (40).

Serbest radikaller bircok hastalik siirecinde ©Onemli rol oynarlar.
Miyokardiyal enfarktiis, diyabet, kanser, katarakt, romatoit artrit, infertilite,
solunum, sinir ve iiriner sistem hastaliklar1 ile stres ve yaslanma siirecinde
antioksidan enzim diizeylerinde 6nemli degisiklikler ve lipit peroksidasyonunda

artig, bir¢ok arastirici tarafindan sdylenmistir (41).
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Serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki hassas
dengenin prooksidan ve oksidan maddelere dogru kaymasi DM'de oksidatif
stresin gelismesine yol acar (42).

Beta hiicre apoptozuna yol actigin1 ve glukasyon aracili serbest radikal
iretiminin insiilinin gen transkripsiyonunu azalttigin1 gosteren ¢alismalarin
sonucu bu goriisii destekler 6zelliktedir (43).

Oksidanlar, organizmada baslica glukozun oksidasyonu sirasinda olmak
lizere tiim anabolik ve katabolik reaksiyonlar sirasinda ve sonrasinda siirekli bir
olusum ve antioksidan ad1 verilen molekiiller tarafindan da siirekli etkisizlestirme
stireci igindedirler. Ciinkii canli organizma gerek dis ve gerekse i¢ etkilerin
(stres, salgi maddeleri gibi) uyarilmasi ile her an zorlanmakta ve travmatize
edilmektedir. Bu zorlamalar sirasinda zaman zaman oksidan molekiiller belirli
diizeylerin tistiine ¢ikmaktadir (44).

Serbest radikaller; DM, infeksiyoz hastaliklar, kanser ve aterosikleroz gibi
bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadirlar (45).

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin reaktif oksijen tiirleri ile olan
iligkisini gosteren calismalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol
aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon sonucu olugsan doku hasarmin serbest
radikal idretimini arttirdiZt ve antioksidan savunma sistemini degistirdigi
vurgulanmaktadir. Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan enzimlerin ekspresyonlarimin ve antioksidan kapasitenin pankreas
adacik hiicrelerinde, karaciger, bobrek, iskelet kasi ve adipoz doku gibi diger

dokularla kiyaslandiginda en diistik diizeyde oldugu bilinmektedir. Oksidatif
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strese en duyarh yapilardan biri oldugu da bilinen beta hiicrelerinde goézlenen

hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandig: diistiniilmektedir(32).

3.8.1.1. Glukozun Oto-oksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Bir gecis elementinin varhiginda glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve
siiperoksit anyonuna doniistiiriiliir. Reaksiyonlar zinciri, siiperoksit radikalinin
hidrojen peroksit {izerinden son derece reaktif olan hidroksil radikali
olusturmasiyla sonlanir. Hiicre i¢i glukoz oksidasyonu rediikte nikotinamid adenin
diniikleotid fosfatin (NADH) ag¢iga ¢ikmasina sebep olur. Solunum zincirinde
oksidatif fosforilasyon yoluyla ATP iiretimi icin gerekli enerjiyi saglamak {izere
NADH kullanilir. Solunum zincirindeki bu reaksiyonda siiperoksit radikali olusur

(46,47).

3.8.1.2. Proteinlerin Glikolizasyonu ve ilerlemis Glikolizasyon Son
Uriinleri Olusumu (AGEs: Advanced glycation end-products)
Protein glikolizasyonu glukozun aldehid formuyla proteinlerin serbest

amino gruplart arasindaki kovalent baglanmalarla olusur. Gegis metallerinin
varliginda (demir, bakir vs.) glikolizasyona ugramis proteinler molekiiler oksijene
bir elektron vererek serbest radikaller olusur. Daha sonra bu olaym gegis
metallerinin yoklugunda da meydana gelebilecegi belirtilmistir. Proteinin yari
omriiniin 10 haftadan uzun oldugu durumlarda glikolizasyona ugramis proteinler
geri  doniistimsiiz  modifikasyonlarla Maillard {riinlerini ya da AGEs’1
olustururlar. Glikolizasyona ugramis proteinler gibi, AGEs de serbest oksijen
radikalleri olusturabilirler. Ayrica, ROS da AGEs’in olusumunu hizlandirmaktadir

(48).

27



3.8.1.3. Poliol Yolunun Aktivasyonu
Aldoz rediiktaz bir oksidorediiktazdir. Bagimli bir enzim olan NAD(P)

Glukoz da dahil olmak iizere ¢esitli karbonil bilesiklerini indirger. Glukoza ilgisi
az oldugundan diyabetli olmayan hastalarda normal glukoz konsantrasyonlarinda
glukozun bu metabolizma ile kullanimi azdir. Hiperglisemide hiicre i¢i glukoz
konsantrasyonun artmasi bir polialkol olan sorbitolun olusumunu arttirir. Bu
sirada NADPH da azalir. Sorbitol, sorbitol dehidrogenazin etkisiyle fruktoza
oksitlenirken NAD de NADH’a indirgenir. Sorbitoliin NAD+ ile oksidasyonuyla
sitozolde NADH/NAD oran1 yiikselir. Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz inhibe
olurken trioz fosfatlarin da konsantrasyonlari artar (49,50).

Trioz fosfat artist AGE’lerin onciilii olan metil glioksal ve protein kinaz C
aktivatorii, diagil gliserol (DAG) olusumlarimi artirir. Glukozun sorbitole
dontisiimiinde NADPH harcandigindan NAD(P) bagimli bir enzim olan glutatyon
rediiktaz aktivitesi azalir bu da glutatyon yenilenmesinin azalmasina sebep olur.

Oksidatif stres boylelikle indiiklenir ya da siddetlenir (51,52).

3.9. Antioksidanlar

3.9.1. Antioksidan Mekanizmalar

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 onlemek i¢in bircok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar
antioksidan savunma sistemleri ya da antioksidanlar olarak bilinmektedirler.
Stiperoksit radikalleri enzimatik dismutasyonla temizlenirken, antioksidan olarak
bilinen fakat enzim olmayan bilesikler de organizmada oksijen radikallerinin
temizlenmesini saglarlar. Bu kimyasal bilesiklerin en onemlileri A, E ve C

vitaminleridir. Enzimler oksidanlar1 tutarak daha zayif bir molekiile
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dontistiirmektedirler. Vitaminler ve flavanoidler gibi bilesikler, oksidanlara bir
hidrojen aktararak etkisiz hale getirmektedirler. Oksidanlarin olusturdugu hasari

onaran antioksidanlar da bulunmaktadir. Agir metaller, hemoglobin,

seruloplazmin ve E vitamini oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engellerler

(35).

Tablo 4. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (53).

Endojen Kaynakh Antioksidanlar

Enzim olanlar

Enzim olmayanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD) Melatonin Ferritin

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Seruloplazmin Bilirubin

Glutatyon S-Transferazlar (GST) Transferin Glutatyon

Katalaz (CAT) Miyoglobin Sistein

Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi ~ Hemoglobin Metiyonin
Hidroperoksidaz Albumin Urat

Laktoferrin

Eksojen Kaynaklh Antioksidanlar

Vitamin Antioksidanlar ila¢c Antioksidanlar Gida Antioksidanlar:

a-tokoferol (vitamin E)
[-karoten

Askorbik asit (vitamin C)

Folik asit (folat)

kanal blokerleri

Diphenyline iodonium
Barbitiiratlar, Mannitol,
Albiimin, Sitokinler,
Barbitiiratlar, Demir selatorleri,

Notrofil adezyon inhibitérleri v.b.

Allopiirinol, Oksipiirinol,
Pterin aldehit, Tungsten
Adenozin, Lokal
anestezikler, Kalsiyum
Sodium benzoate
Ethoxyquin

Propylgalate

Fe-superoxyde dismutase

Butylated hydroxytoluene
(BHT)
Butylated hydroxyanisole

(BHA)
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3.9.2. Enzim Yapisindaki Antioksidanlar

Stiperoksit Dismutaz (SOD), Katalaz (KAT), Glutatyon Peroksidaz
(GSH-Px), Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD), Glutatyon Rediiktaz (GR),
Paraoksonaz (PON) ve Glutatyon S-Transferaz (GST) enzim yapisindaki

antioksidanlardir (32, 33).

3.9.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Endotel hiicreleri ile diiz kas hiicreleri arasinda ¢ok fazla bulunan ve
vaskiiler endotelde var olan en dnemli antioksidan enzimlerden biridir. Normalde
damar duvarinda siiperoksit radikallerini detoksifiye ederler. Bu sekilde lipid
peroksidasyonunu ve ateroskleroz gelisimini inhibe ederler. Hiicrede serbest
oksijen radikalleri olusurken ilk basamakta O, olustugu ve SOD enzimi bu
radikalin dismutasyonunu sagladigindan, hiicre i¢indeki ilk savunma sistemini bu

enzim yapmaktadir (54).

3.9.2.2. Katalaz (KAT)
Katalaz (H,O,: H,0, oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6) yapisinda dort tane hem

grubu bulunan hemoproteindir. Kan, kemik iligi, miikoz membranlar, karaciger ve
bobrekte yiiksek miktarda bulunmaktadir. Katalaz hidrojen peroksidi (H20,) suya
ve oksijene pargalar (55).

Katalaz enzimi esas olarak peroksizomlarda lokalize olmakla birlikte
endoplazmik retikulum ve sitozolde de yogundur. Aktivitesi karaciger, bobrek,
miyokard, ¢izgili kaslar ve eritrositlerde yiiksektir. Asagidaki reaksiyonda ifade
edildigi iizere katalazin peroksidatik ve katalitik olmak {izere iki fonksiyonu

vardir. Katalazin temel fonksiyonu olan H,O,'in enzimatik pargalanmasinin
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yaninda (katalitik aktivite); disik H,O, konsantrasyonunda, metil veya etil
hidroperoksitler, metanol, etanol, fenol gibi kiiclik molekiillii elektron vericilerini
indirgeyebilme 6zelligi de (peroksidatik aktivite) bilinmektedir. Fakat katalaz,
lipit peroksitleri gibi biiyiik molekiilleri indirgeyememektedir. Enzim bir molekiil
H,0,‘den elektron alarak onu oksitlerken kendisi rediiklenir, bir diger molekiil
H.O,‘e elektron vererek onu indirgerken kendisi oksitlenereck baslangictaki

durumuna doéner (56).

H_mamw'ﬁﬂ CAT +2H20 + 02
Wa'ﬁ.‘a y
CAT +H202 — 4 CAT -H202
el
E"J‘,DI{_SIH
aﬁ}e&_r.
ﬂ-’;fe

A

CAT+HXO+ A

Sekil 8. Katalazin peroksidatik ve katalitik fonksiyonu (56).

Kanser, diyabet, katarakt, ateroskleroz, iskemik-reperfiizyon hasari, artrit,
norodejeneratif hastaliklar, beslenme yetersizligi ve yaglanmayi igine alan pek ¢ok
patolojik sartlarda ortaya cikan oksidatif strese karsi savunmada antioksidan

sistemin Oncelikli enzimleri katalaz ve glutatyon peroksidazdir (57).

3.9.3. Enzim Yapisinda Olmayan Antioksidanlar
C vitamini, E vitamini, A vitamini, glutatyon, iirik asit, seruloplazmin,

transferrin, ferritin ve bilirubin enzim yapisinda olmayan antioksidanlardir (58).
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3.10. Testis ve Oksidatif Stres

Spermatogenez saniyede 1000 sperm diiretebilme kapasitesine sahip ve
aktif olarak siirekli tekrarlanan bir siiregtir. Bu siliregte dogal olarak meydana
gelen hiicre boliinmesi, germinal epitel tarafindan yiiksek oranda mitokondriyal
oksijen tliketimini gostermektedir. Testisteki zayif vaskiilarizasyona bagli olarak
oksijen miktariin diisiik olmasi sonucu bu oksijene olan rekabet oldukca
siddetlidir. Ayrica fazla miktarda doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan
sistemlerin varligi nedeniyle testis oksidatif strese karsi hassas hale gelmektedir
(59).

Hem spermatogenez hem de Leydig hiicrelerindeki steroidogenez,
oksidatif stresle hasar gorebildigi ve bu dokudaki diisiik oksijen miktar1 nedeniyle,
testisin kendini serbest radikallerin hasarindan koruyabilecegi mekanizmalar
onem kazanmaktadir (59). Testis bu korunmay1 saglamak igin; gesitli antioksidan
enzimler ve serbest radikal temizleyiciler igermektedir. Bu antioksidan savunma
sistemleri olduk¢a Onemlidir. Testis, steroidogenez ve sperm iiretimini
desteklemek amaci ile antioksidan agidan korunmasina ragmen, baz1 endojen ve
ekzojen faktorlerin bu savunmayi alt iist ettigi ve oksidatif stres meydana getirdigi
bilinmektedir (Kriptorsidizm, testikiiler torsiyon, varikosel, hipertiroidizm,
diyabet, enfeksiyon, reprodiiktif hormon dengesizligi, zenobiyotiklerin etkisi vs.).
Bunlarin sonucunda; erkek germ hiicre hattinda DNA hasari, spermatozoada DNA
hasar1, testikiiler antioksidan enzim aktivitesinde bozukluk, oksidatif stres
indiiklenmesi, lipid peroksidasyonunun indiiklenmesi, ROS temizleyicilerinin
kayb1 ve testikiiler SOD ile KAT’in baskilanmasi1 goriilmektedir (58). Oksidatif

stresin erkek infertilitesindeki nemi, ilk kez 1943 yilinda Isko¢ androlog John
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MacLeod’un aerobik sartlarda enkiibe edilen insan spermazoonlarin
hareketliliginin KAT eklenmesi ile arttigini gostermesi ile baslamistir (60).
Diyabet, viicut ve reprodiiktif organ agirliklarinin azalmasiyla, testislerde ve
epididimislerde sperm sayisinda azalmaya neden olur (61).

Oksidatif stres kaynakli rahatsizligi bulunan hastalarda endojen kaynakli
antioksidanlar etkili olmadig1 i¢in, oksidatif hasar1 azaltabilecek diyet sadece
disardan alinacak antioksidanlarla miimkiin olmaktadir (Orn: Vitamin E, C,
Melatonin) ve spermin kalitesini yapilan antioksidan tedavi ile artmaktadir. Bu
tedaviyle lipid peroksidayon potansiyelinin azaltilmasi fertilizasyon oranlarinin

artmasiyla paralellik gostermektedir (62-67).

3.11. Diyabet ve Testis

DM’nin uzun zamandir tanimlanmis bir sonucu da anormal sperm yapimi
ve tremedeki engeldir. Diyabetik erkeklerde infertilite ortak etkidir (68-71).
Testis; steroidogenez ve sperm iretimini desteklemek amaci ile antioksidan
acidan korunmasina ragmen, bazi endojen ve ekzojen faktorlerin bu savunmayi alt
st ettigi ve oksidatif stres meydana getirdigi bilinmektedir.

Meydana gelen rahatsizliklar; kriptorsidizm, testikiiler torsiyon, varikosel,
hipertiroidizm, diyabet, enfeksiyon, reprodiiktif —hormon dengesizligi,
zenobiyotiklerin etkisidir (72).

Insanlarda ve deney hayvanlarinda diyabetin, gonadal fonksiyonlarini
etkileyerek, diislik testosteron diizeyleri, testikiiler disfonksiyon ve yetersiz

spermatogenez olusturdugu gosterilmistir. Testislerde, tunika albugineada,
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seminifer tubiillerde, interstisyel bag dokusu icinde ve Leydig hiicrelerinde
diyabete bagli olarak histolojik degisiklikler izlenmektedir (73).

STZ ile olusturulan diyabet sonucu fertilite, proliferasyon yetenegi,
testikiiler sperm sayisi, hareketliligi ve testikiiler agirlik belirgin olarak azalir.
STZ uygulanmasiyla testiste germ hiicre sayisinda azalma, Sertoli ve Leydig
hiicre vakoulizasyonu, Leydig hiicrelerinin sayisinda ve fonksiyonunda azalma
gozlenir (74). Diyabet siganlarin testikiiler germ hiicrelerinde apoptozisde artis

gozlenmektedir (75).

3.12. Apoptozis

3.12.1. Apoptozisin Tanim ve Tarihcesi

Apoptozis kelime anlami olarak ¢igeklerin tag¢ yapraklarmin ya da
agaglarin yapraklarin1 dékmesi ile benzestirilen “yaprak dékme” anlamina gelen
bir terimdir. Programli hiicre 6liimii adiyla da anilan bu siireg, hiicrede bazen yeni
proteinlerin sentezini, hiicre iskeletinin yikimi i¢in bazi proteaz enzimlerin ve
DNA nin parcalanmasi i¢in DNAZz'larin aktif hale ge¢mesini tetikleyen, aktif
olarak diizenlenen bir siirectir. Apoptoz ¢ok hiicreli bir organizmanin embriyonik
donemdeki gelisiminden baglayarak erigkin bir organizma olarak varolmasina ve
yaglanmasina dek birgok gelisim asamasinda organizmada homeostazisin
slirmesini saglayan 6nemli bir fizyolojik islevdir (76).

Apoptoz,  homeostazisin ~ korunmasinda  embriyonik  donemde
ekstremitelerin ve i¢i bos organlarin olusumunda, disi fetiisde Wolf ya da erkek
fetlisde Miiller kanallariin korelmesi sirasinda ve merkezi sinir sistemi

gelisiminde noron sayisinin diizenlenmesinde yer alarak; dogumdan sonra T ve B
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lenfositlerin se¢ciminde temel bir islev yiiriiterek, ayrica DNA's1 agir hasar goren
ya da viriisle infekte hiicrelerin 6liimiinii saglayarak temel bir rol oynar. Ayrica
biiyiime faktorlerinin ortamdan ¢ekildigi kosullarda (emzirme sonunda meme
bezinin, dogum sonrasi uterusun) organlarda gerceklesen kiigiilmenin de temel
mekanizmasi, ilgili organlardaki hiicrelerin apoptozla 6liimiidiir. Hiicre zarinin ya
da hiicredeki metabolik siireclerin ¢ok hizli ve agir bigimde hasar gérdigl ve
hizla bozulan zar gecirgenliginin hiicrenin sismesi ve zarin patlayarak hiicre ici
maddelerin disar1 sacilmasiyla sonuglanan nekrotik siiregten farkli olarak

apoptozda zar biitiinliigii bozulmaz (76).

3.12.2. Apoptozisin Biyolojik Siireclerdeki Rolii

Apoptozis bir¢cok biyolojik siiregte etkin rol oynamaktadir. Dokularin
gelismesi, yaslanmasi ve kanama kontroliiniin saglanmasinda oldugu gibi, normal
dokulardaki hiicre topluluklarinin korunmasi siirecinde de meydana gelmektedir
(77). Deri, barsak epiteli, kan hiicreleri gibi hiicre yenilenmesinin hizli oldugu
dokularda yaslanan hiicreler apoptozisle ortadan kaldirilirlar. Embriyogenez ve
metamorfoz siirecinde; fetusun implantasyonundan organogeneze kadar tiim
gelisim stirecinde apoptozis rol alir. Embriyolojik siiregte; parmak aralarindaki
zarm, sinir sisteminde istenmeyen noronlarin ortadan kaldirilmasinda apoptozis
rol oynar. Erigskinde hormona bagli involiisyonda; 6rnegin, menstriiel siklusta
endomentriyal hiicre yikimi, menapozda folikiil atrezisi, laktasyonun
kesilmesinden sonra meme bezlerinin kiigiilmesinde apoptozis goriiliir. Bagisiklik
sistemi hiicrelerinin se¢iminde de apoptozis 6nemli rol oynamaktadir. Apoptozisin

en klasik Ornegi sayilan yenidogan timusunun involiisyonu sonucunda T
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lenfositlerin yaklasik % 98’1 seleksiyona ugramaktadir. B hiicrelerinde ise
apoptozisin  baskilandig1 belirtilmektedir. Bunun fizyolojik Onemi, B
lenfositlerinin duyarli oldugu uyaranla yeniden karsilasmasi durumunda hazir
bulunmasini saglamaktir (78). Ayrica zararli ajanlarin veya hastaliklarin yaptigi
hiicre hasarlarina veya immun reaksiyonlara yanitta da rol almaktadir (79).
Apoptozisin bir dokuda uygunsuz bir sekilde az veya yetersiz meydana gelmesiyle
birgok norodejeneratif hastalik, iskemik hasar, otoimmun hastalik ve kanser tipi

meydana gelebilmektedir (77).
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3.13. Oleuropein

3.13.1. Yapis1 ve Ozellikleri

HO 'CTJJJ\E

HO

Sekil 9. Oleuropeinin kimyasal yapist (80).
Gorliniim : Acik sar1
Molekiiler agirhgr  : 540,51g/mol
Molekiiler formiil ~ : C25H32013
Olea europaea yapraklari dar ve uzun, isti tozlu- yesil ve alti
glimisiimsii-beyazdir. Yerli ve antik ¢aglardan bu yana Akdeniz’de yetisen zeytin
agaci, zeytin yapraginda bulunan olea europaea’nin tibbi 6zellikleri bilinmektedir.
Incilde ilk kez botanik dikkate alinmis, Hezekiel 47:12de ’Bu meyvelerin &zii ve
yapragi tip i¢in kullanilacaktir.”” seklinde tanimlanmistir. Eski Misirlilarda
kraliyet ailesi iiyelerini mumyalamada kullanilmis ve Yunanlilar’da dahil olmak
tizere diger kiiltiirlerde de halk, yiiksek atesi tedavi etmek i¢in bitkisel bir ilag

olarak kullanmislardir (81).



Modern zamanda zeytin yapraginin ilk kullanim1 1843 yilinda Ingilterede
Daniel Hambury tarafindan zeytin yapraginin aci 6zii sitmanin neden oldugu
atesin tedavisinde kullanilmistir. Bu bulgular 1854 yili Pharmaceutical Journal
dozaj talimatlar1 ve tedavi edici cayr yapmak igin bir regete ile birlikte
bildirilmistir (82). King’in Amerikan Dispensatory'da, iyice kaynatilan zeytin
yapragi, viicut isisinin diizenlenmesinde yararli oldugu yer aliyordu (83).
Son yiizyilda, zeytin yapragi extraktt hem insanlarda hemde hayvanlarda
calisilmig ve parazit, maya, bakteri ve virlislere kars1 giiglii antimikrobiyal
ozellikleri tespit edilmistir. Zeytin yapragi extrakti bazi hipoglisemik, antioksidan

aktivite ile birlikte bir¢ok kardiyovaskiiler yararlarida vardir (84).

3.13.2. Aktif Bilesenler

Primer zeytin yapragi bilesenleri Ssekoiridoits (oleuropein ve tiirevleri),
hidroksitirosol (84), polifenoller (verbascoside apigenin-7-gliikoz ve luteolin-7-
glikoz) (85), oleanolic asit igeren triterpenler (86) ve flavonoidlerdir
(rutin ve Diosmin) (87). Bu bilesenler agacin meyve ve yapraklarini patojen ve
bocek hasarlarina karsi direng olustururlar (88). ilk 1908 yilinda zeytin yaprag
extrakti, oleuropein izole edilerek bir¢cok tedavi edici 6zelliginin olduguna

inanilmaktadir (89).

3.13.3. Kimyasi
OLE, Oleaceae, Gentianaceae, Cornaleae, familyalarinda ve bunun yani
sira pek ¢ok diger bitkilerde bol miktarda bulunan secoiridoit grubu bir

bilesiktir. Iridoit ve secoiridoit genellikle glikozidik bagli bilesiklerdir ve gesitli
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indol alkaloidler Onciileri olarak terpenlerin sekonder metabolizmasinda
iretilmektedir. Oleaceae familyasindaki sekoiridoitler ekzosiklik 8,9-olefinik bag
tarafindan karakterize edilen, elenolik asit ve glikoz kalintisinin kombinasyonu
oleosid tiirevleridir. Oleaceae sekoiridoit glikozitlerine 6zgii oleosid iskeletine
sahip olan ve oleuropein 2-(3,4- dihidroksifenil) ethanol (hidroksitirosol)’un bir

esteridir, esas olarak aglycone formudur seker kisim1 yag iginde ¢6ziilmez (90).

3.13.4. Oleuropeinin Biyosentezi

Oleosides olusumu ile sonuglanan Oleaceae familyasindaki OLE
biyosentezi, ikinci metabolizma mevalonik asit araciligi ile dallanarak olusur (91).
Bu bilesiklerden, secoiridoids tiiretildi (92). Oleosid biyosentezi Gentianales and
Cornales familyalarinda secoiridoit benzeri secologanin tiirevleridir. Bu bilsikler
icinde, karbon iskeletini mevalonik asit olusturur. Geraniol, 10-hydroxygeranoil
yani sira 10-hydroxynerol ve iridoidal loganin 6nciileri olarak bilinmektedir. Daha
sonra, 7-ketologanik asit araciligi ile deoksiloganik asit, 7- epiloganik asit ve
olusumundan sonra, gergeklesen bir dizi doniisim sonucu OLE'nin direk
prekiirsorii  olan ligstrosit meydana gelmektedir. Deoksiloganik asit ve
7-ketolaganik arasindaki gerceklesen doniisiimlerin bitki tiirtine ve yilin belli
zamanlarma gore degisiklik gosterdigi belirtilmektedir (93). O. europaeada,
secologanin ve secoxyloganin her ikisinde de epoksitler OLE'nin onciileri olabilir
(92).

Oleaceae familyasindaki OLE'nin, deoxyloganic asit, 7-epiloganic asit, 7-

ketologanic  asit,  8-epikingisidic  asit,  oleoside  11-metil  ester,
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7-B-1-D-glucopyranosyl 11-metil oleoside, ligustroside ve OLE olmak {izere

Damtoft ve ark. tarafindan 6ngériilen biyosentez yoludur (92).

3.13.5. Oleuropein ve Saghk

OLE ¢esitli  farmakolojik  ozelliklere  sahiptir  (94).  Bunlar;
anti-enflamatuar, anti-aterojenik, antioksidan, anti-kanser, antimikrobiyal,
antiviral, akut kalp koruyucu adriamisin kardiyotoksisite karsi oldugu gosterilmis

ve anti-iskemik ve hipolipidemik aktiviteler sergiledigi de gosterilmistir (95-101).

3.13.6. Etki Mekanizmalari

3.13.6.1. Hipoglisemik Etkisi

Grenadali aragtirmacilar zeytin yapragmin vazodilator 6zellik gdstermesi
ve hayvanlarin kan sekeri seviyeleri iizerinde olumlu etkisi oldugunu ispat
etmislerdir. Alloksana bagli diyabet olan sicanlarda, 16 ve 32 mg / kg ik dozda
onemli Ol¢iide kan glikoz degerleri azalmis ve doza bagl olarak periferal glikoz
alinmmini artirmigtir (102). Onun luteolin ve oleanolic asit bilesenlerinin de
diyabetik sicanlarda tokluk sekeri artisi iizerinde inhibitor etkisi oldugu

gosterilmistir (103).

3.13.6.2. Antimikrobiyal Etkisi

1969 yilinda arastirmacilar zeytin yapragi bilesenlerinin ¢ok sayida virtis,
parainfluenza igeren, herpes pseudorabies ve bazi palio tiirlerine kars1 kuvvetli bir
in vitro inhibitdr oldugu ispat edilmistir. Cesitli soguk ve grip virtsleri dahil
olmak {izere neredeyse her virlis OLE kalsim elenolatere kurucuya maruz

kaldiginda inaktive olur (104). Daha yakin zamanda, zeytin yapragi 6zii proteaz
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transkriptazin zit nétralizasyon replikasyon yoluyla insan immiinyetmezlik
viriistinii inhibe ettigi gosterilmistir. (104,105).

Ayrica zeytin yapragi viral enfeksiyon riskini oOnler, kritik amino asit
iretimine miidehale eder ve viral dokiilmeyi durdurur (104,106).

Zeytin yapragi 6zii, ayn1 zamanda sitmaya neden olan Plasmodium
falciparum dahil olmak iizere birgok gram negatif ve gram pozitif
miroorganizmalar iizerinde olan inhibitor etkisi yapilan ¢caligmalarda gosterilmistir
(107,108).

Antibakteriyal aktivite, bakteri ¢ogalmasinda énemli hiicresel enzimlerin
aktivasyonu yoluyla oldugu diisiiniilmektedir. Sonu¢ olarak hiicre membrani
tizerinde glutamat, potasyum ve fosfor gibi bilesenler hiicre i¢inde dogrudan
sizint1 olusturur (109). Bir baska ¢alismada E. coli, K. pnemonia ve B. cereus’a
karst fenolik bilesiklerin ve oleuropeinin inhibe edici 6zellikleri bir baska

caligmada gosterilmistir (110).

3.13.6.3. Antioksidan / Anti-inflamatuar Etkisi
2007 yilinda, Avustralyali arastirmacilar antioksidan kapasiteye sahip 55

tibbi bitkiyle yaptiklari caligmalarinda, zeytin yapragi ekstresinin calisilan tiim
bitkilerden daha yiiksek radikal temizleme aktivitesine sahip oldugunu
bildirmislerdir ve Camelia sinensis (gren tea) ve Silybum marianum (milk thistle)
ise iki kat fazla olarak bulundu (111). Oleuropein hem in vitro hemde tavsanlarda
diisiik yogunluklu lipoproteinin oksidasyonunu (LDL), azalttigi gdsterilmistir
(112,113). Zeytin yapragi Ozii, ayni zamanda trombosit agregasyonu ve
tromboksan A; iiretiminin inhibisyonuyla antiinflamatuar etkiye (anti-kompleman

aktivitesi muhtemelen atfedilebilir) sahiptir (114,115).
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OLE  gulutatyon  sistemini  kullanarak  antioksidan  savunma
mekanizmalarina olumlu yonde etki eder. Siiperoksit ve hidroksil radikallerine
kars1 temizleyici olarak islev goriir. Verildikten iki saat sonra OLE plasmada
maksimum konsatrasyona ulasarak, mide ve jejenumdan emilir. En Onemli
metaboliti hidroksitirozoldiir ve idrardan glukoronid metaboliti olarak atilir (116).

De la Puerta ve ark. gore, OLE nitrik oksit temizleme ve hiicredeki nitrik
oksit sentaz (INOS) artisina neden olur (117).

Coni ve ark. zeytinyagi ve OLE igeren 6zel diyetlerle beslenen laboratuvar
tavsanlariyla bir ¢alisma yapmislar. Sonuglar OLE ilavesiyle oksidasyona karsi
LDL yetenegi artirdigin1 gostermektedir ve ayni zamanda, toplam plazma
seviyelerini, serbest ve esterlenmis kolesterolii azaltir (113).

Manna ve arkadaslar tarafindan OLE'nin potansiyel koruyucu etkisi izole
sican Kalplerinde incelenmistir. Yazarlara gore, ¢alismanin bulgular1 zeytinyaginin
sagliga faydalarimi zeytinyaginda mevcut oleuropein tiirevleri ile ilgili oldugu

hipotezini giiclendirmektedir (118).

3.13.7. Oleuropein ve Diyabet

In vitro ve hayvan ¢aligmalar1 zeytin yapragi 6ziiniin bir hipoglisemik etki
gosterdigini  kanitlamistir. Alloksana  bagli  diyabetik  siganlarda, OLE
16 ve 32 mg / kg viicut agirligi arasindaki dozlarda, insiilin diizeylerini yiikselttigi
ve kan glukoz diizeylerini azalttigi, periferal glukoz alimini artirdigin
gostermislerdir (119). Diyabetik tavsanlarda, 16 hafta boyunca 20 mg / kg
dozunda verilen OLE kan glukoz diizeylerini normale getirdigini ve diyabetle

olusan hasar1 azalttigin1 gozlemlemislerdir (120).
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3.14. Arastirmanin Amaci

Yaptigimiz bu calismada, oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigini ve
DM 'un sigan testis dokusunda meydana getirdigi apoptotik degisiklikler {izerinde
OLE'in 1iyilestirici etkisinin histolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle

incelenmesi amag¢lanmustir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Deney Hayvanlar1 ve Beslenmeleri

Bu deneysel ¢alisma, Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu
Baskanligi'nin onay1 ve Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
(FUBAP) (Proje No: TF. 11. 79) destegi alindiktan sonra baslatildi. Bu
calismada denek olarak kullanlilan Wistar albino cinsi sicanlar F.U. Deney
Hayvanlart Merkezi (FUDAM) biriminden temin edilmistir. Deney, Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma Merkezi'nde (FUDAM)
gergeklestirili. Calismada ortalama 8-10 haftalik ve 205 gram agirlhiginda 28 adet
erkek Wistar albino cinsi sigan kullanildi. 21°C oda 1sisinda 12 saat 1s1k
(7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-7:00) tutulan siganlar her giin altlari
temizlenen kafeslerde beslendi. Siganlar havalandirma sistemi bulunan bir
ortamda 06zel olarak hazirlanmis kafeslerde (3°li-4’lii  gruplar halinde)
barindirildi.  Yemler; c¢elik kaplarda, su; paslanmaz ¢elik bilyeli cam
biberonlarda giinliik normal ¢esme suyu verildi. Denekler Yem sanayi T.A.S.
Elazig Yem Fabrikasinda hazirlanan peletler halindeki sican yemleriyle beslendi.
Yemlerin terkibi asagidaki tabloda (Tablo 5) gosterilmektedir. Siganlarin
deneysel uygulama yapilacak sathaya kadar bakimlarina bu sekilde devam

edildi.
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Tablo 5. Deney hayvanlarina verilen sigan yeminin terkibi

Bugday (%) 15
Misir (%) 10
Arpa (%) 27
Kepek (%) 8
Soya (%) 29,4
Balik Unu (%) 8
Tuz (%) 0,6
Kavimix VM 23-Z (%) * 0,2
Methionin (%) 0,2
DCP (%)** 1,6

* 1 graminda: 4800 IU A, 960 IU D3, 12 mg E, 0,8 mg K3, 0,8 mg By, 2,4 mg
B,, 1,2 mg Bg, 0,006 mg B, vitaminleri, 16 mg Nicotin amid, 3,2 mg Cal. D. Panth.
0,32 mg Folic acid, 0,02 mg D-Biotin, 50 mg Cholin Chloride, 20 mg Zinc Bacitracin,
32 mg Mn, 16 mg Fe, 24 mg Zn, 2 mg Cu, 0,8 mg I, 0,2 mg Co, 0,06 mg Se, 4 mg
Antioksidan ve 200 mg Ca.

** 04 18 fosfor, % 25 kalsiyum, % 0,2 flor’dan olusur.

4.2. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Deneysel caligmalar, toplam 28 adet sican iizerinde gerceklestirildi. Tlk
tartimlar1 yapilarak agirliklar1 kaydedildi. Siganlar; kontrol (Grup 1), diyabetik
(Grup 1), Diyabet + Oleuropein (Grup III) ve Oleuropein (Grup IV) olmak iizere
4 gruba ayrild.

Grup | (n=7) Kontrol Grubu: 6 haftalik deney siiresince herhangi bir
islem yapilmadi. Deneklere ad libitum yem ve su verildi.

Grup Il (n=7) Diyabet Grubu: 50 mg/kg dozunda, fosfat-sitrat
tamponunda ¢6ziilmiis tek doz intraperitonal (i.p) streptozotosin (STZ) verilip
72 saat sonra, 12 saat a¢ birakilan hayvanlarin kuyruk veninden alinan kan seker
diizeyi 250 mg/dl iizerinde olanlar diyabetik kabul edildi.

Grup Il (n=7) Diyabet + Oleuropein Grubu: 50 mg/kg dozunda,

fosfat-sitrat tamponunda ¢oziilmiis tek doz i.p STZ verilip 72 saat sonra, 12 saat

45



a¢ birakilan hayvanlarin kuyruk veninden alinan kan seker diizeyi 250 mg/dl
tizerinde olan ve diyabetik olarak tamimlanan sicanlara diyabet olusumu
itibariyle 6 hafta boyunca oleuropein (OLE) ekstrakti (Kale Naturel Limited
sirketi, Balikesir) 10mg/kg/giin olacak sekilde oragastrik tiip yardimi ile her giin
sabah saat 9:00°da verildi.

Grup IV (n=7) Oleuropein Grubu: 6 hafta boyunca saglikli siganlara
OLE ekstrakti 10mg/kg/giin olacak sekilde oragastrik tiip yardimi ile her giin

sabah saat 9:00°da verildi.

4.3. Diyabet Indiiksiyonu

Calismanin bu kisminda kullanilacak 14 adet erkek siganlar1 diyabet
olusturmak i¢in 26 gauge’lik insiilin enjektoriiyle 50 mg/kg dozunda STZ
(Sigma Chemical Co Louis Missouri) 0,1 M Fosfat-sitrat tamponunda ( pH: 4,5)
¢ozdiiriilerek i.p enjeksiyonla tek doz olarak uygulandi.

72 saat sonra, 12 saat a¢ birakilan sicanlar sabah saat 9-10 arasinda
kuyruk venlerinden kan 6rnegi alinarak, glukometre cihazindaki 6l¢iimii sonucu
aclik kan glukozu diizeyi >250 mg/dl’yi gegen siganlar diyabetik olarak kabul

edildi.

4.4, Doku Orneklerinin Alinmasi
Tim gruplardaki sicanlar deney sonunda tartildiktan sonra, ketamin
(75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) i.p uygulanarak anestezi altinda dekapite

edilerek c¢alisma sonlandirildi. Dekapitasyonun ardindan siganlarin  testis
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dokular1 hizla ¢ikarildi. Cikarilan testis dokulari histolojik ¢alisma i¢in bouin
soliisyonunda tespit edildi.
Testis ve epididimisler yag dokularindan arindirildiktan sonra tartildi.

Eklenti bezlerinden seminal bez ile ventral prostat ¢ikarilarak tartildi.

4.5. Histokimyasal Boyama

Her gruptan alinan testis dokular1, bouin soliisyonunda tespit edildikten
sonra dereceli (50°-60°-70°) alkol serileri ile yikandi. Dokular daha sonra rutin
histolojik takip serilerinden gecirildi (Tablo 6). Daha sonra dokular parafin
bloklara gomiildii. Bu parafin bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler alindi.
Kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ve PAS metodlar ile boyandi. Hazirlanan

preparatlar arastirma mikroskobunda incelenip fotograflandi.

4.6. TUNEL Metodu

Parafin bloklardan 5 um kalinliginda alinan kesitler polilizinli lamlara
alind1. Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda ApopTag Plus Peroxidase In
Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, cat no: S7101, USA) kullanilarak
apoptozise giden hiicreler belirlendi. Boyama metodu asagidaki tabloda ayrintili
olarak verilmistir (Tablo 7). Hazirlanan preparatlar arastirma mikroskobunda
(Olympus BH-2) incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. TUNEL
boyamanin degerlendirilmesinde Harris hematoksilen ile maviye boyanmis
cekirdekler normal, kahverengi niikleer boyanma gosteren hiicreler apoptotik

olarak degerlendirildi.
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Tablo 6. Histolojik takip serileri

Sira Islem Siiresi

1 % 70 Alkol 2 saat

2 % 80 Alkol 1.5 saat

3 % 96 Alkol 1 30 dakika
4 % 96 Alkol I 30 dakika
5 % 100 Alkol | 30 dakika
6 % 100 Alkol 11 30 dakika
7 Alkol + Xylol 15 dakika
8 Xylol | 25 dakika
9 Xylol I 25 dakika
10 Yumusak parafin + Xylol 45 dakika
11 Yumusak parafin 1 Saat

12 Yumusak parafin — Sert parafin 1.5 saat
13 Sert Parafin 3 saat

14 GOmme
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Tablo 7. TUNEL boyama iglemi

Islem Siire
1 60°C etiiv Bir gece
2 Xylol 3x15dakika
3 % 100, % 96, % 80, % 70 etil alkol 3'er dakika
4 PBS (Phosphate Buffered Saline), DAB (3,3'-diaminobenzidine) 5 dakika
5 Kesitlerin gevreleri sinirlayici kalem ile ¢izilir.
6 1: 500 diliisyondaki Proteinaz K soliisyonu 7 dakika
7 PBS 3x5 dakika
8 Endojen peroksit blokaji yapilir 5 dakika
9 PBS 3x5 dakika
10  Equilibration tampon soliisyonu 6 dakika
11  Calisma soliisyonu (% 77 pl Reaction Buffer + % 33 TdT 60 dakika
Enzyme)
12 Stop/Wash Buffer ( 1 ml ) +Distile su (34 ml) Oda sicakliginda 10 dakika
13 Anti-Digoxigenin-Peroxidase 30 dakika
14 PBS 3x5 dakika
15  DAB Dilution Buffer + DAB Substrate 5-10 dakika
16 PBS 3x5 dakika
17  Distile su 5 dakika
18  Harris hematoksilen 1-5 dakika
19  Distile su 5 dakika
20 % 80, % 96 ve % 100 etil alkol 1'er dakika
21  Xylol 2x5 dakika
22  Kapatma medyumu kullanilarak lamel ile kapatma.

4.7. Viicut ve Organ Agirliklarinin Olgiilmesi

Calisma sonunda sicanlar dekapite edilip testis ve epididimisleri yag

dokularindan arindirildiktan sonra tartildi. Eklenti bezlerinden vezikula seminalis

ile prostat cikarilarak tartildi. Tiim {ireme organlarinin absolut agirliklart tespit
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edilerek kaydedildi. Ayrica testislere ait gonado-somatik indeks (GSI) asagidaki

formiil yardimiyla hesaplandi.

Ortalama (Sag+Sol) testis agirlig1 (g)
2

1] [ X 100

Viicut agirligi (g)

4.8. Spermatolojik Muayeneler

4.8.1. Sperm Yogunlugu

Sag kauda epididimis Petri kutusu icerisindeki 1 ml fizyolojik tuzlu suda
(%0.9°1uk NaCl) bistiiri ve makas yardimiyla iyice pargalanarak 2 dakika boyunca
bir pensle pargaciklar iyice ezildi. Sonra epididimal dokudaki biitiin
spermatozoonlarin siviya ge¢mesi i¢in oda sicakliginda 4 saat inkubasyona
birakildi. Bekleme siiresini takiben spermatozoon ihtiva eden siipernatant alyuvar
pipetinin 0.5 ¢izgisine kadar, 5g sodyum bikarbonat, 1 ml formalin, 25 mg eozin
ve 100 ml distile su igeren soliisyon da 101 ¢izgisine kadar ¢ekildi. Dolayisiyla
siipernatant 1:200 oraninda sulandirilmis oldu. Yaklasik 10 pl sulandirilmig
slipernatant dnceden lamel yapistirilmig Neubauer laminin her iki sayim (toplam
400 kiigiik kare, 0.1 mm® hacim) alanina lamelin kenarina pipetin ucu degdirilerek
yerlestirildi. Neubauer lami1 151k mikroskobuna yerlestirilip 5 dakika beklenerek
soliisyon igerisindeki spermatozoonlarin tiim alana homojen bir sekilde dagilmasi
saglandi. Her iki sayim alanindaki tiim karelere diisen spermatozoonlar 1sik

mikroskobunun 200’liik biiylitmesinde sayildi ve hesaplandi (121).
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4.8.2. Sperm Motilitesi

Bunun i¢in bir lam mikroskobun 1sitma tablasina yerlestirilerek
sicakliginin 37 0C’ye ulagmas1 saglandi. Birka¢ damla Tris buffer soliisyonu
[Tris (hidroksimetil) aminometan 3.63 g, glukoz 0.50 g, sitrik asit 1.99 g ve distile
su 100 ml] 1sitma tablas1 tizerindeki lama damlatildiktan sonra sol kauda
epididimisten kesit yapilarak alinan ve spermatozoon ihtiva eden kiigiik bir damla
siispansiyon bu sollisyon {iizerine yerlestirilip lamel yardimiyla karistirilarak
homojen bir hal almas1 saglandi. Daha sonra 400’liikk biiyiitmede gdzle motilite
yiizdesi belirlendi. Motilite tahminleri sol kauda epididimisten alinan bir damla
siispansiyon i¢in 3 farkli saha incelenerek yapildi. Bu 3 farkli sahanin ortalama

degerleri ylizde motilite oran1 olarak hesaplandi (122).

4.9. istatistiksel Analiz

Veriler ortalama = SEM degerleri olarak sunuldu. P<0.05 degeri anlaml
olarak kabul edildi. Verilerin normal dagilimi varsayimia uygun olup olmadigi
Shapiro Wilk testi uygulanarak incelendi ve test sonucunda verilerin normal bir
dagilim gosterdigi tespit edildi. Buna istinaden normal dagilim gosteren gruplari
karsilastirarak aralarindaki farkliliklar tespit etmek amaciyla Tek Yonlii Varyans
(ANOVA) Analizi uygulandi ve ikili karsilagtirmalar i¢in de post-hoc Duncan
testi kullanildi. Tim istatiki analizler SPSS (Statistical Package for Social

Sciences), versiyon 15.0 paket programi kullanilarak yapildi.
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5. BULGULAR

5.1. Spermatolojik Bulgular

5.1.1. Viicut ve Ureme Organ Agirhklar

Sadece OLE uygulamasinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda viicut ve
ireme organ agiliklarinda herhangi bir etkiye sahip olmadigi gozlendi. Ote
yandan STZ'nin uyardigi DM, kontrol grubu ile karsilastirildiginda viicut agirlig
(P<0.01) ile absolut testis (P<0.05), epididimis (P<0.05), sag kauda epididimis
(P<0.05), vezikula seminalis (P<0.01), prostat agirliklar1 (P<0.05) ve GSI
(P<0.05)’ de anlamli azalmalara neden oldu. Diyabetli hayvanlara OLE
uygulamasi sadece diyabet grubu ile karsilastirildiginda viicut agirligi ile testis,
epididimis ve sag kauda epididimis agirliklarinda 6nemsiz artiglar sagladi. Ancak
bu artiglar kontrol grubu degerlerine de yakin bulundu. GSI’de gozlenen artiglar
ise istatistiki agidan énemli (P<0.05) idi. Bununla birlikte DM'li hayvanlara OLE
uygulamasmin sadece DM grubu ile karsilastirildiginda eklenti bezlerindeki
azalmalari sayisal olarak artirmasina ragmen bu artislar istatistiksel agidan anlamli

degildi.

5.1.2. Spermatolojik Parametreler

Sadece OLE wuygulamasmin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
epididimal sperm sayisi ile motilitelerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi
gbzlendi. Bununla birlikte kontrol grubu ile karsilastirildiginda DM grubundaki
hayvanlarin epididimal sperm sayis1 (P<0.001) ile sperm motilitelerinde (P<0.01)

Oonemli azalmalar tespit edildi. Diyabetli hayvanlara OLE verilmesi diyabetin
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neden oldugu epididimal sperm sayisi1 ve motilitelerinde sayisal artislar meydana

getirmesine ragmen, bu artiglarin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu gozlendi

(Tablo 8).

Tablo 8. Reprodiiktif parametrelere ait degerler.

Parametreler Kontrol Oleuropein Diyabet Diyabet+Oleuropein
Viicut agirh@ A A B AB
0 257.00+15.00 244.75+16.52"*  139.50+4.50 189.25+16.24
g
Testis agirhg: b b
1.33+0.01% 1.33+£0.07% 0.60+0.40 1.04+0.18
@)
Gonado- 0.52+0.03° 0.55+0.03% 0.42+0.27° 0.54+0.07%
somatik indeks
(GSI
Epididimis 0.39+0.07° 0.47+0.02° 0.16£0.07" 0.26£0.05%°
agirhg (g)
Sag kauda 0.13+0.03° 0.16+0.01° 0.05+0.02° 0.09+0.02%°
epididimis
agirhg (g)
Seminal bez 0.77+0.27% 0.85+0.08" 0.09+0.028 0.20+0.06%
agirhg (g)
Prostat agirhg: b b
0.43+0.16% 0.35+0.04% 0.03+0.01 0.11+0.04
9
Sperm sayisi 82.00+16.00% 88.75+2.06 6.00+3.05" 21.50+8.13Y
(milyon / kauda
epididimis)
Sperm motilitesi 85.00+5.00" 84.17+2.49" 11.67+5.66° 22.50+13.148

(%)

-Veriler ortalama + SEM degerleri olarak sunulmustur.
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-Ayn1 satir igerisinde degisik harf (a ve b:P<0.05; A ve B:P<0.01; x ve

y:P<0.001) tasiyan degerler arasindaki farkliliklar istatistiki agidan anlamlidir.

5.2. Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait sican testis dokular1 incelendiginde seminifer
tiibiiller, seminifer tiibiillerin bazal laminas1 spermatogenik seriye ait hiicreler,
Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri normal yapida gozlendi ( Sekil 10, 11).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DM grubunda seminifer tiibiil
epitelinde dejenerasyon (Sekil 12), atrofi (Sekil 13), peritiibiiler konjesyon
(Sekil 14) ve seminifer tiibiillerde bazal membran kalinlasmasi goézlendi
(Sekil 15).

DM + OLE uygulanan grupta ise DM'de gozlenen seminifer tiibiil
dejenerasyonunda ve bazal membran kalinlasmasinda azalma gozlendi. Ayrica
seminifer tiibiil epitelinde atrofi ve peritiibiiler konjesyonun diizelmis oldugu
belirlendi (Sekil 16, 17).

Sadece OLE ugulanan gruba ait sigan testis dokusunda, interstisyel doku

ve seminifer tiibiilde dejenerasyon izlendi (Sekil 18,19).
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Sekil 11. Kontrol grubuna ait testis dokusunun histolojik gériiniimii PAS 400 X.
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Sekil 13. DM grubuna ait testis dokusunda atrofik tibul gérinimu (=) H&E 400 X.
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Sekil 15. DM grubuna ait testis dokusu bazal membran kalinlasmasi (=) PAS 400 X.
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Sekil 16. DM + OLE grubuna ait testis dokusunda azalmakta olan dejenere tiibiil goriiniimii
(—) ve normal goriinlimlil intertisyel vaskiiler yap1. H&E 400 X.

Sekil 17. DM + OLE grubuna ait testis dokusunda azalmakta olan bazal membran

kalinlagmasi (—) ve normal gériiniimlii seminifer tiibiil epiteli H&E 400 X.
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Sekil 19. OLE grubuna ait testis dokusunda dejenere interstisyel doku (%ﬁ ve tiibiil
goriiniinmii (—) PAS 400 X.
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5.2.1. TUNEL Bulgular

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan TUNEL boyamasinin 151k
mikroskopi altinda incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi kontrol grubunda +1
yaygmliginda gozlendi (Sekil 20). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DM
grubunda belirgin bir artis vard: ve +3 yaygmliginda oldugu saptandi (Sekil 21).
OLE verilen tedavi grubunda ise DM grubuna gére TUNEL pozitifligin belirgin
azaldig1, kontrol grubuna yakin oldugu izlendi ve +2 olarak degerlendirildi
(Sekil 22). Sadece OLE uygulanan grupta TUNEL pozitifligi kontrole benzerdi ve
+1 yaygmliginda gozlendi (Sekil 23). Pozitif kontrol i¢in meme dokusu (Sekil 24)

kullanildi. Negatif kontrolde TUNEL pozitifligi saptanmadi (Sekil 25).

Sekil 20. Kontrol grubuna ait testis dokusunda TUNEL pozitif hiicre (=) 400 X.
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Sekil 21. DM grubuna ait testis dokusunda artmis TUNEL pozitif hiicreler () 400 X.

Sekil 22. DM + OLE grubuna ait testis dokusu TUNEL pozitif hiicreler (—) 400 X.



Sekil 23. OLE grubuna ait testis dokusu kontrol grubuna benzer TUNEL pozitif hiicre (—)
400 X.

Sekil 24. Meme dokusuna ait TUNEL pozitif kontrol (—) 400 X.
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Sekil 25. Negatif kontrolde TUNEL pozitifligi saptanmadi 400 X.
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6. TARTISMA

Bu ¢alismada deneysel diyabet modeli, Streptomyces griseus’un metaboliti
olan STZ ile olusturuldu.

Diabetes Mellitus (DM), insiilin salgisinin mutlak veya goreceli eksikligi
yada insiilin rezistansi ile olusan, hiperglisemi ile kendini belli eden, karbohidrat,
yag ve protein metabolizmasi bozukluklari ile karakterize bir hastaliktir. DM nin
etyopatogeneziyle ilgili arastirmalar, hastaligin multifaktoryel etkenlerle meydana
geldigini ve hiperglisemi ile karakterize pek ¢cok durumu i¢ine alan bir sendrom
oldugunu ortaya koymustur. (38).

DM'nin, gonadal fonksiyonlar1 etkileyerek, diisiik testosteron diizeyleri,
testikiiler disfonksiyon ve yetersiz spermatogenez olusturdugu insanlarda ve
deney hayvanlarinda gosterilmistir (73).

DM'nin serbest radikallerin arttig1 ve antioksidan mekanizmalarin inhibe
oldugu oksidatif stres durumlarindan birisi oldugu vurgulanmaktadir (123).
Oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu, deneysel
olarak DM yapilan siganlarda ve diyabetik hastalarda saptanmistir (38-41) ve bu
yiizden DM tedavisinde antioksidan maddelerin kullanimi tavsiye edilmektedir
(123). Son arastirmalar vitamin E, vitamin C ve a-lipoik asit gibi antioksidanlarin
oksidatif stresin olusturdugu hasar1 azalttigin1 gostermistir  (120). Fakat
antioksidanlarin saglikli dokularda 6zellikle de doz asimi durumlarinda hasara
neden oldugu bilinmektedir (124-128). Zeytin yapraginda bulunan OLE'nin

sagligi destekleyen etkili bir antioksidan o0zelligi vardir. Ayrica OLE
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vazodilatator, hipotansif, anti-inflamatuar, anti-romatizmal, ditiretik ve antipiretik
gibi etkilere sahip bir fenolik bilesiktir (120).

Son yillarda diyabetin sebep oldugu etkileri arastirmak, tedavisine yeni
yontemler bulmak amaciyla deney hayvanlarinda streptozotozin (STZ) ve
alloksan (ALX) kullanilarak olusturulan DM modelleri siklikla kullanilan bir
yontemdir (129).

STZ ile DM olusturulan deneysel hayvan modellerinde adrojen
reseptorlerinin epididimisde, prostat bezinde ve testiste azaldig1 gosterilmistir.
Androjen reseptdrlerinin azalmasi, diyabetik sicanlarda hormon sentezinde ve
seksiiel fonksiyonlarda bozukluklara neden olur (130). Viicut ve reprodiiktif
organ agirliklarinin azalmasiyla da testislerde ve epididimislerde sperm
sayisinda azalmaya neden olur (61). Erektil bozukluklarla birlikte, sperm
sayisinda ve testis agirhginda azalma ile gesitli anormallikler oldugu rapor
edilmistir (72).

Calismamizda ilk olarak testislerdeki reprodiiktif parametreleri inceledik.
DM grubu, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda viicut agirliklari ile absolut
testis, epididimis, sag kauda epididimis, vezikula seminalis, prostat agirliklari,
gonado-somatik indeks (GSI) ve sperm motilitesin'de anlamli azalmalar
saptandi. DM grubuna gére DM + OLE grubunda viicut agirhigi ile testis,
epididimis ve sag kauda epididimis agirliklarinda kontrol grubuna yakin fakat
istatistiki a¢idan Onemsiz artiglar saglandi ve eklenti bezlerindeki azalmalarin
diizeltilmesinde etkisiz kaldig1 gozlendi.

Altay ve ark. yaptiklar1 caligmalarinda DM'de testis dokusunda

vakiilerizasyonun oldugunu, seminifer tiibiil duvarinda kalinlasmalara rastlanilmig
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(74) ve tunika albugineada, seminifer tubiillerde, interstisyel bag dokusu iginde ve
Leydig hiicrelerinde histolojik degisiklikler izlemisglerdir (73).
Ghafari ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda diyabetik grupta seminifer tiibiil
hiicrelerinde dokiilme, Sertoli ve spermatogonyum hiicrelerde vakuolizasyon,
seminifer tiiblil sperm konsatrasyonunda azalma goriilmiistiir. Ayrica seminifer
tiibiillerin ¢ap1 ve seminifer epitelin boyunda énemli derecede azalma olmustur
(131). Bal ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda diyabetik siganlarda kontrol grubuna
gore sperm motilitesi, epididimal sperm konsantrasyonunda azalma gézlenmistir
ve basta ve kuyrukta anormal sperm orami artmustir. Diyabetik siganlarda
alfa-tokoferol ve alfa-tokoferol asetat diizeyleri istatistiki agidan anlamli olarak
azalmigtir. Yine bu c¢alismada diyabet grubunda dejenerasyon, interstisyel 6dem
ve Kapiller tikaniklik olusturdugunu gézlenmistir (132).

Cameron ve ark. yaptiklart calismalarinda ise diyabetik insanlarin
seminifer tiibiil bazal laminasinda kalinlasma tespit etmislerdir. Yine bu
calismada damar duvarlarindaki kalinlasmanin tiibiil beslenmesini, testosteron
diffiizyonunu engelleyebilecegini ve bu kalinlasmanin daha da artarak
spermatogenezisi olumsuz yonde etkileyebilecegini belirtmislerdir. Tiibiil
beslenmesinin bozulmasi sonucunda tiibiiler atrofinin olusmasinda, interstisyel
kan damarlarindaki kalinlagmanin etkili olabilecegini sdylemislerdir (133).

Biz de ¢alismamizda benzer sekilde histopatolojik olarak DM grubundaki
siganlarda kontrol grubuna gore seminifer tiibiil epitelinde dejenerasyon, atrofi,
peritiibiiller konjesyon ve seminifer tiibiillerde bazal membran kalinlagsmasini
gozlemledik. DM+OLE verilen grupta ise DM'de gézlenen seminifer tiibiillerin

dejenerasyonunda ve bazal membranin kalinlasmasinda azalma ayrica seminifer
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tiibiil epitelinde atrofi ve peritiibiiler konjesyonun diizelmis oldugunu ve sadece
OLE verilen grupta ise interstisyel doku ve seminifer tiibiilde dejenerasyon
oldugunu gozlemledik. OLE'in saglikli dokulardaki bu etkisinin doz asimina
bagli olabilecegini diisiinmekteyiz. Calismamizdaki histopatolojik bulgular
literatiir bilgileri ile paralellik arz etmektedir.

Erkek infertilitesinde oksidatif stres 6nemli bir rol oynamaktadir (134).
Testisteki zayif vaskiilerizasyona bagli olarak oksijen miktarmin diisiik olmasi
sonucu bu oksijene olan rekabet oldukca siddetlidir (64). Ayrica fazla miktarda
doymamis yag asitlerinin ve ROS olusturan sistemlerin varligi nedeniyle testis
oksidatif strese karsi hassas hale gelmektedir (64). Oksidatitif stresin
belirteglerinden biri olan MDA konsatrasyonunun artmast lipid peroksidasyonu ve
doku hasarina isaret etmektedir (135). STZ ile diyabet olusturulmus testis
dokusunda 8-OHdG seviyeleri ve MDA’nin arttigi gosterilmistir (136). Hem
spermatogenez hem de Leydig hiicrelerindeki steroidogenezin, oksidatif stresle
hasar gorebildigi ve bu dokudaki diisiik oksijen miktar1 nedeniyle, testisin kendini
serbest radikallerin hasarindan koruyabilecegi mekanizmalar 6nem kazanmaktadir
(59). Testikiiler fonksiyon bozuklugu sonucunda spermatogenez sirasinda
kontrolstiz ve gereksiz apoptozis meydana gelmektedir. Bu nedenle, diyabetik
erkeklerdeki testikiiler fonksiyon bozuklugunun patogenezinde apoptozis g¢ok
onemli bir rol oynar (75). Tirk ve ark. deneysel DM olusturarak yaptiklari
calismalarinda DM grubunda viicut ve testis agirliklarinin  azaldigini
gozlemlemislerdir. Ayrica testislerdeki agirlik azalmasinin  hiicrelerdeki
apoptozise bagli oldugunu soylemislerdir (137). Bal ve ark. diyabet grubunda

belirgin bir apoptotik hiicre artisin1 tespit etmislerdir (132). Tosounapi ve ark. ise
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testikiiler ve epididimal agirliklardaki azalmanin apoptotik hiicrelerin artisindan
kaynaklandigin1 ve apoptozisteki bu artisin oksidatif hasara bagli oldugunu
sOylemislerdir (136).

Programli hiicre o6limii olarak adlandirilan apoptozis, hiicrelerin
proliferasyon ve diferansiyasyonu sirasinda ortadan kaldirilmasinda rol alan bir
olim seklidir (138). Apoptozis birgok biyolojik siiregte etkin rol oynamaktadir.
Dokularin gelismesi, yaslanmasi ve kanama kontroliiniin saglanmasinda oldugu
gibi, normal dokulardaki hiicre topluluklarinin korunmasi siirecinde de meydana
gelmektedir (83). Apoptozis normal spermatogenezde 6nemli rol oynar. Testis
cevresel faktorlere bagli hiicresel hasara kars1 hassastir. DM, iskemi, hipertermi ve
radyasyon gibi fizyolojik olmayan stres durumlarinda germ hiicrelerinde
apoptozis goriilebilmektedir (138). Diyabete bagli apoptozisin mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Fakat giiniimiizde yapilan calismalar apoptozise yol
acanin oksidatif stresin olabilecegini gostermislerdir (139).

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 Onlemek icin birgok savunma mekanizmalar1 vardir. Bu mekanizmalar
antioksidan savunma sistemleri ya da antioksidanlar olarak bilinmektedirler.
Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan oksidan
molekiillerinin neden oldugu hasart hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile
etkisiz hale getirirler. Hiicre dist savunma, albiimin, bilirubin, transferin,
seruloplazmin, irik asit gibi cesitli molekiilleri igermektedir. Hiicre igi serbest
radikal toplayict enzimler asil antioksidan savunmay1 saglamaktadir. Bu enzimler

stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon- S-transferaz, glutatyon peroksidaz,
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glutatyon rediiktaz, katalaz ve sitokrom oksidazdir. Bakir, ¢inko ve selenyum gibi
eser elementler ise bu enzimlerin fonksiyonlar1 i¢in gereklidir (32).

Basaraner ve ark. diyabetik si¢anlara vitamin E, vitamin C ve selenyum
gibi antioksidanlarin birlikte verilmesi sonucu LPO’nun bir miktar azaldigim
rapor etmislerdir (140). Al-Azzawie ark. yaptiklar1 arastirmada, OLE'nin oksidatif
stresle ile iliskili diyabetik komplikasyonlarin 6nlenmesinde yarali olabilecegi ve
OLE'nin inhibe hiperglisemi i¢in de bir avantaj olabilecegini onermektedirler
(120). Jemai ve ark. yaptiklar1 arastirmada ise alloksan ile indiiklenen diyabetik
sicanlara OLE ve hidroksityrosol’iin zengin 6zleri verildiginde serum glikoz,
kolesterol diizeyleri ve antioksidant bozukluklarinin azaldigini rapor etmislerdir.
Bu sonuglara gére OLE ve hidroksityrosol’iin antioksidan aktiviteleri yaygin bir
antidiyabetik etkisi, diyabet patolojileri ve komplikasyonlar1 ile iliskili oksidatif
stres frenleyicisi oldugu ileri siiriilmistir (141). Ayrica Aksoy ve ark. STZ ile
olusturulan diyabetik siganlarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda viicut
agirh@inda azalma ve kan glukoz seviyelerinde anlamli artis gézlemislerdir. DM
grubunda MDA seviyelerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha yiiksek
oldugu goriilmiis ve DM+Melatonin grubu siganlarda ise GSH, GSH-Px ve SOD
seviyeleri bakimindan, DM grubu siganlara gore artis oldugu goézlenmistir.
DM-+Melatonin grubunda DM grubuna gore bulunan degerler kontrol grubuna
yakin oldugunu sdylemislerdir (142).

Bizde apoptozisin belirlenmesi ig¢in yaptigimiz bu caligmada TUNEL
boyama sonuglarina gore DM grubunda testiste belirgin apoptotik hiicre artigini
gozlemlerken, ayni sekilde tedavi olarak verdigimiz OLE grubunda beligin bir

azalma oldugunu gozlemledik. OLE’nin iyilestici etkilerinin antioksidan
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Ozelliginden kaynaklandigini diisiinmekteyiz ve yaptigimiz bu calismada bunu
destekler niteliktedir.

Sonug olarak; STZ ile deneysel DM modelinde testislerde belirgin hasar
gozlendigi, OLE'nin DM testiste histopatolojik bulgular1 azalttigi fakat tamamen
iyilestirmedigi, OLE'nin DM testiste spermatolojik bulgular1 da azalttig1 fakat
tamamen iyilestirmedigi, OLE'nin DM testiste apoptozisi belirgin azalttigi ve
saglikli siganlarda OLE'nin testiste histopatolojik hasara neden oldugunu fakat
apoptozu artirmadigini gozlemledik. Bu konuda OLE'nin verilme siiresi ve dozuna

bagli olarak ileride daha kapsamli ¢alismalar yapilmasi kanaatine varilmistir.
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