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Ozet

Diyabet hastanin yagsam kalitesini azaltarak hayat boyu siiren, hastalik yapma ve 6liim orani yiiksek kronik metabolik bir
hastaliktir. Bu ¢alismada, oksidatif stresin 6nemli bir rol oynadigini ve streptozotosin (STZ) ile olusturulan diyabetik si¢an
modelinde Diabetes Mellitus'un (DM) sigan testis dokusunda meydana getirdigi apoptotik degisiklikler iizerinde
Oleuropein'nin (OLE) etkisinin incelenmesi amaglanmigtir.

Calismada, 28 adet Wistar albino cinsi erkek siganlar randomize olarak her grupta 7 hayvan olacak sekilde 4 gruba ayrilarak
6 hafta siiren bir deney yapildi. Kontrol grubundaki sigcanlara herhangi bir uygulama yapilmadi. Diger 2 (DM ve DM +
OLE) gruba 50 mg/kg olacak sekilde tek doz STZ 0,1 M sodyum sitrat tamponunda ¢ozdiiriilerek intraperitoneal
uygulamasi ile olusturuldu. DM + OLE (diyabet olustuktan sonra Jve OLE gruplarina OLE (10ml/kg/giin) 6 hafta siireyle
oral yolla verildi.

Deney sonunda siganlar dekapite edilerek testis dokulart ¢ikarildi. Testis dokularina Hematoksilen&Eozin, Periyodik Asit
Schiff (PAS) ve TdT-mediated nick and labeling (TUNEL) boyamalar1 yapildi. Testis dokusu drneklerinin bir bolimi ise
spermatolojik incelemeler i¢in kullanildi.

Histolojik incelemelerde, DM grubunda tiibiillerde atrofi, dejenerasyon peritiibiiler konjesyon ve bazal membranda
kalinlasgama mevcuttu. DM + OLE grubunda ise kontrol grubuna yakin histolojik bulgular gézlendi. TUNEL boyamada,
diyabetik grupta apoptotik hiicre artis1 vardi. Diyabetik grup ile kiyaslandiginda DM + OLE grubunda apoptotik hiicre
artiginda anlaml bir azalma belirlendi.

Sadece OLE ugulanan gruba ait sigan testis dokusunda, interstisyel doku ve seminifer tiibiillerde dejenerasyon izlendi.
DM’nin olusturdugu testikiiler hasara karst OLE'nin direkt veya dolayli antioksidan etkisiyle bu hasar1 dnlemede etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Abstract

Diabetics is a chronic metabolic condition that proceeds for a lifetime and has a high incidence and mortality rate. In this
study, it was aimed to investigate the effects of oleuropein (OLE) on the apoptotic changes in the testicular tissue caused by
Diabetes Mellitus (DM) in diabetic rat model formed with streptozotocin, in which oxidative stress plays a significant role.
In this study, 28 Wistar albino type male rats were randomly divided into 4 groups with each group including 7 rats and the
experiment was conducted for 6 months. No implementation was conducted on the control group rats. The other 2 groups
(DM and DM + OLE) were formed by the intraperitoneal implementation, which was implemented by thawing a single dose
STZ 0.1 M in sodium citrate buffer in a way that the implementation would be 50mg/kg. OLE administration (10
ml/kg/day) was administered orally for DM + OLE (after the occurrence of diabetics) and OLE groups.

As a result of the experiment, the rats were decapitated and the testicular tissues were removed. The testicular tissues were
dyed with Hematoxylin&Eosin Periodic Acid Schiff (PAS) and TdT-mediated nick and labeling (TUNEL). Some of the
testicular tissue samples were used for spermatological examinations.

In the histological examination, it was determined that the DM group had tubular atrophy, degenerated peritubular
congestion and thickening in basal membrane. In the DM + OLE group, histological findings close to those of the control
group were observed. In the TUNEL dying, an apoptotic cell increase was observed in the diabetic group. Compared to the
diabetic group, it was determined that there was a significant decrease in the apoptotic cell increase in the DM + OLE
group.

In the testicular tissues of the group with sole OLE implementation, interstitial tissue, and degeneration in the seminiferous
tubules were observed.

It was concluded that against the testicular damage caused by DM, the direct or indirect antioxidant effect of OLE could be
effective in preventing that damage.
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Giris

Diabetes Mellitus, mutlak veya fonksiyonel
insiilin  yetersizligine bagli olarak gelisen,
yiiksek kan sekeri (hiperglisemi) ile karakterize
bir hastaliktir. Insiilin eksikliginin yani1 sira
insiiline kars1 gelisen direng de DM gelisiminde
rol oynamakta olan ve karbonhidrat basta olmak
iizere lipid ve protein metabolizmasinda
bozuklukla  seyreden bir endokrin ve
metabolizma hastaligidir (1, 2). Diyabet, viicut
ve reprodiiktif organ agirliklarinin azalmasiyla,
testislerde ve epididimislerde sperm sayisinda
azalmaya neden olur (3).

Oksidatif stres, Serbest radikal olusumu ile
antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
ciddi dengesizligi gostermekte olup sonugta
doku hasarina yol a¢maktadir (4). Yayinlar
Ole’nin anti-enflamatuar, anti-aterojenik,
antioksidan, anti-kanser, antimikrobiyal,
antiviral ve akut kalp koruyucu adriamisin
kardiyotoksisite kars1 oldugu gosterilmis ve anti-
iskemik ve hipolipidemik aktiviteye sahip
oldugunu belirtmislerdir (5- 11).

Oksidatif stres, diyabet ve diyabetin daha
sonraki  komplikasyonlarinin  patogenezinde
onemli bir role sahip oldugu bilinmesine
ragmen, oleuropeinin antioksidan etkinliginin bu
durumu nasil degistirdigini gosteren ¢alisma az
bulunmaktadir.

Bu calisgmada DM 'un sigan testis dokusunda
meydana getirebilecegi olast hasarlara karsi
Ole’nin  koruyucu etkilerinin  arastirilmasi
planlanmigtir.

Gerec¢ ve Yontem

Hayvanlarin secimi ve hazirhg

Caligmamizda ortalama 8-10 haftalik ve 205
gram agirhginda 28 adet erkek Wistar albino
cinsi sican kullanildi. 21°C oda 1si1sinda 12 saat
151k (7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00-
7:00) tutulan siganlar her giin altlar1 temizlenen
kafeslerde beslendi. Sicanlar havalandirma
sistemi bulunan bir ortamda 06zel olarak
hazirlanmis  kafeslerde  (3°1i-4’lii  gruplar
halinde) barindirildi. Tiim siganlar ayn1 ortamda
gbzetim altinda tutuldu ve ayni standart sigan
yemi verilerek ad libitum su, yiyecek alimlari
saglandi. Calismamiz Firat Universitesi Etik
Kurulu tarafindan onaylanmastir.

Deney Hazirhg: ve Kullanilan Gerecler
Hayvanlar uyum siirecini tamamladiktan sonra
randomize olarak her grupta 7 sican olmak
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sartiyla 4 gruba ayrildi. Grup I (n:7) kontrol
grubundaki deney hayvanlarina 6 haftalik deney
stiresince hi¢bir uygulama yapilmadi. Grup II
(n:7) diyabetik gruptaki (DM) siganlara 50
mg/kg tek doz STZ 0,1 M Fosfat-sitrat
tamponunda (pH:4,5) c¢ozdiiriilerek i.p olarak
uygulandi. Grup III (n:7) tedavi grubunda (DM
+ OLE) vyer alan sicanlara diyabetin
baglangicindan itibaren 6 hafta siireyle OLE
ekstrakti (Kale Naturel Limited sirketi,
Balikesir) 10ml/kg/giin olacak sekilde oragastrik
tip yardimi ile her giin sabah saat 9:00°da
uygulandi. Grup IV (n:7) OLE grubundaki
siganlara 6 hafta slireyle saglikli siganlara OLE
ekstrakti 10ml/kg/giin olacak sekilde oragastrik
tip yardimi ile her giin sabah saat 9:00°da
verildi.

Kontrol grubuna ¢alismanin bagindan itibaren
hi¢bir uygulama yapilmadi. Tiim deneklerin
deneyin baslangict ve sonundaki agirlik
degisimleri kaydedildi.

Diyabet olusturacak gruba 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 ac¢ birakilan siganlar sabah saat
9-10 arasinda kuyruk venlerinden kan &rnegi
almarak, glukometre cihazindaki Olctimii
sonucu achik kan glukozu diizeyi >250
mg/dl’yi gecen sicanlar diyabetik olarak kabul
edildi.

Deneyi 6 haftasinda tim gruptaki siganlar,
ketamin (75 mg/kg) + xylazine (10 mg/kg) i.p
uygulanarak anestezi altinda dekapite edildi.
Sicanlarin testis dokular1 hizla c¢ikarilarak
bouin soliisyonunda tespit edilip ardindan
histokimyasal ~ ve  immiinohistokimyasal
incelemeler i¢in parafin bloklar hazirlandi.

Spermatolojik Degerlendirmeler

Alman sperm orneklerinden; sperm
yogunlugu, sperm motilitesi, ve anormal sperm
miktarina bakilarak degerlendirmeler yapildi.

Histokimyasal Analizler

Hazirlanan  testis dokusu preparatlarina
Hematoksilen-Eozin (H&E) ve Periyodik Asit
Schiff (PAS) boyamalar1 yapildi. Apoptotik
hiicrelerin belirlenmesi i¢in TUNEL (terminal
deoxylnucleotidyl transferase (TdT)-mediated
deoxyuridine triphosphate (dUTP)-biotin nick
end-labeling) boyamasi uygulandi.
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Istatistiksel Analiz

Veriler ortalama += SEM degerleri olarak
sunuldu. P<0.05 degeri anlamli olarak kabul
edildi. Verilerin normal dagilimi varsayimina
uygun olup olmadigi Shapiro Wilk testi
uygulanarak incelendi ve normal dagilim
gosteren gruplart karsilastirarak aralarindaki
farkliliklar1 tespit etmek amaciyla Tek Yonli
Varyans (ANOVA) Analizi uyguland: 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

Bulgular

Spermatolojik Degerlendirmeler

Sadece OLE uygulamasinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda epididimal sperm sayisi ile
motilitelerinde  herhangi bir etkiye sahip
olmadigr gozlendi. Bununla birlikte kontrol
grubu ile karsilastirildiginda DM grubundaki
hayvanlarin epididimal sperm sayis1 (p<0.001)
ile sperm motilitelerinde (p<0.01) Onemli
azalmalar tespit edildi. Diyabetli hayvanlara
OLE verilmesi diyabetin neden oldugu
epididimal sperm sayis1 ve motilitelerinde
sayisal artislar meydana getirmesine ragmen, bu
artiglarin istatistiksel olarak Onemsiz oldugu
gozlendi.

Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait sigan testis dokulari
incelendiginde seminifer tiibiiller, seminifer
tiibiillerin bazal laminasi spermatogenik seriye
ait hiicreler, Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri
normal yapida gozlendi (Sekil 1A).

Kontrol grubu ile Kkarsilastirildiginda DM
grubunda seminifer tiibiil epitelinde
dejenerasyon (Sekil 1B), atrofi (Sekil 1C),
peritiibiiler konjesyon (Sekil 1D) ve seminifer
tiibiillerde bazal membran kalinlagmas1 gézlendi
(Sekil 1E).

DM + OLE uygulanan grupta ise DM'de
gbzlenen seminifer tiibiil dejenerasyonunda ve
bazal membran kalinlasmasinda  azalma
gbzlendi. Ayrica seminifer tiibiil epitelinde
atrofi ve peritiibiller konjesyonun diizelmis
oldugu belirlendi (Sekil 1F, G).

Sadece OLE ugulanan gruba ait si¢an testis
dokusunda, interstisyel doku ve seminifer
tiibiilde dejenerasyon izlendi (Sekil 1H, I)
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Sekil 1 A. Kontrol grubuna ait testis dokusunun histolojik
goriinimii H&E 400X.

B. DM grubuna ait testis dokusunda dejenere tiibiil
gOriiniimii H&E 400 X.

C. DM grubuna ait testis dokusunda atrofik tiibiil
goriiniimii H&E 400 X.

D. DM grubuna ait testis dokusunda peritiibiiler konjesyon
H&E 200 X.

E. DM grubuna ait testis dokusunda bazal membran
kalinlagmas1 PAS 400 X.

F. DM + OLE grubuna ait testis dokusunda azalmakta olan
dejenre tiibiil gériniimii ve normal goriiniimlil intertisyel
vaskiiler yap1. H&E 400 X.

G. DM + OLE grubuna ait testis dokusunda azalmakta olan
bazal membran kalinlasmast ve normal goriiniimli
seminifer tiibiil epiteli H&E 400 X.

H. OLE grubuna ait testis dokusunda dejenere tiibiil
goriinimii H&E 400 X.

I. OLE grubuna ait testis dokusunda dejenere intertisyel
doku (%) ve tiibiil goriinimii PAS 400 X.

TUNEL Bulgular:

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in yapilan
TUNEL boyamasinin 151k mikroskopi altinda
incelenmesi sonucu; TUNEL pozitifligi kontrol
grubunda +1 yaygiliginda gozlendi (Sekil 2A).
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda DM
grubunda belirgin bir artis vardi ve +3
yayginliginda oldugu saptandi (Sekil 2B). OLE
verilen tedavi grubunda ise DM grubuna gore
TUNEL pozitifligin belirgin azaldigi, kontrol
grubuna yakin oldugu izlendi ve +2 olarak
degerlendirildi  (Sekil 2C). Sadece OLE
uygulanan grupta TUNEL pozitifligi kontrole
benzerdi ve +1 yayginlhiginda goézlendi (Sekil
2D). Pozitif kontrol i¢in meme dokusu (Sekil
2E) kullanildi. Negatif kontrolde TUNEL
pozitifligi saptanmadi (Sekil 2F).
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Sekil 2A. Kontrol grubuna ait testis dokusunda TUNEL
pozitif hiicre 400 X.

B. DM grubuna ait testis dokusunda artmis TUNEL pozitif
hiicreler 400 X.

C. DM + OLE grubuna ait testis dokusu TUNEL pozitif
hiicreler 400 X.

D. OLE grubuna ait testis dokusu kontrol grubuna benzer
TUNEL pozitif hiicre 400X.

E. Meme dokusuna ait TUNEL pozitif kontrol 400 X.

F. Negatif kontrolde TUNEL pozitifligi saptanmadi 400 X.

Tartisma

Diabetes Mellitus, insiilin salgisinin mutlak veya
goreceli eksikligi ya da insiilin rezistansi ile
olusan, hiperglisemi ile kendini belli eden,
karbohidrat, yag ve protein metabolizmasi
bozukluklari ile karakterize bir hastaliktir (12).

Diabetes Mellitusun gonadal
etkileyerek, diisiikk testosteron diizeyleri,
testikiiler disfonksiyon ve yetersiz
spermatogenez olusturdugu insanlarda ve deney

hayvanlarinda gosterilmistir (13).

fonksiyonlari

DM'nin  serbest radikallerin  arttigi = ve
antioksidan mekanizmalarin inhibe oldugu
oksidatif stres durumlarindan birisi oldugu
vurgulanmaktadir ve bu yiizden DM tedavisinde
antioksidan maddelerin  kullanim1  tavsiye
edilmektedir (14). Son arastirmalar vitamin E,
vitamin C ve oa-lipoik asit gibi antioksidanlarin
oksidatif stresin olusturdugu hasar1 azalttigini
gostermistir (15). Fakat antioksidanlarin saglikli
dokularda o6zellikle de doz asimi durumlarinda
hasara neden oldugu bilinmektedir (16-20).
Zeytin yapraginda bulunan OLE'nin saghigi
destekleyen etkili bir antioksidan 6zelligi vardir.
Ayrica OLE vazodilatatér, hipotansif, anti-
inflamatuar, anti-romatizmal, ditiretik ve

32

antipiretik gibi etkilere fenolik

bilesiktir (15).

sahip bir

Son yillarda diyabetin sebep oldugu etkileri
arastirmak, tedavisine yeni yontemler bulmak
amactyla deney hayvanlarinda STZ ve alloksan
(ALX) kullanilarak olusturulan DM modelleri
siklikla kullanilan bir yontemdir (21).

STZ ile DM olusturulan deneysel hayvan
modellerinde adrojen reseptorlerinin
epididimisde, = prostat bezinde ve testiste
azaldig1 gosterilmistir. Androjen reseptorlerinin
azalmasi,  diyabetik  sicanlarda  hormon
sentezinde ve sekstiel fonksiyonlarda
bozukluklara sebep olur (22). Vicut ve
reprodiiktif organ agirliklarinin azalmasiyla da
testislerde ve epididimislerde sperm sayisinda
azalmaya neden olur (3).

Caligmamizda ilk olarak testislerdeki
reprodiiktif parametreleri inceledik. DM grubu,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda viicut
agirhiklar1 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
agirlign ile testis, epididimis ve sag kauda
epididimis agirliklarinda kontrol grubuna yakin
fakat istatistiki agidan 6nemsiz artiglar saglandi

ve eklenti bezlerindeki azalmalarin
diizeltilmesinde etkisiz kaldig1 gézlendi.
Yapilan bir c¢alismada da DM'da tunika

albugineada, seminifer tubiillerde, interstisyel
bag dokusu icinde ve Leydig hiicrelerinde
histolojik  degisiklikler izlemislerdir (13).
Ghafari ve ark. yaptiklann ¢aligmalarinda
diyabetik grupta seminifer tiibiil hiicrelerinde
dokiilme, Sertoli ve spermatogonyum hiicrelerde
vakuolizasyon,  seminifer  tiibil  sperm
konsatrasyonunda azalma goriilmiistiir. Ayrica
seminifer tiibiillerin ¢ap1 ve seminifer epitelin
boyunda 6nemli derecede azalma olmustur (23).

Biz de caligmamizda  benzer  sekilde
histopatolojik olarak DM grubundaki si¢anlarda
kontrol grubuna gore seminifer tiibiil epitelinde
dejenerasyon, atrofi, peritiibiiller konjesyon ve
seminifer tiibiillerde bazal membran
kalinlagmasin1 gozlemledik. DM+OLE verilen
grupta ise DM'de gozlenen seminifer tiibiillerin
dejenerasyonunda ve  bazal membranin
kalinlagmasinda azalma, ayrica seminifer tiibiil
epitelinde atrofi ve peritiibiiler konjesyonun
diizelmis oldugunu ve sadece OLE verilen
grupta ise interstisyel doku ve seminifer tiibiilde
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dejenerasyon oldugunu gozlemledik. OLE'nin
saglikli dokulardaki bu etkisinin doz asimina
bagli olabilecegini disiinmekteyiz.
Calismamizdaki histopatolojik bulgular literatiir
bilgileri ile paralellik arz etmektedir.

Apoptozis birgok biyolojik siirecte etkin rol
oynamaktadir. Dokularin gelismesi, yaslanmasi
ve kanama kontroliiniin saglanmasinda oldugu
gibi, normal dokulardaki hiicre topluluklarinin
korunmas siirecinde de meydana gelmektedir
(24). Diyabete bagli apoptozisin mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir. Fakat giiniimiizde
yapilan caligmalar apoptozise yol aganin
oksidatif stresin olabilecegini gostermislerdir
(29).

Testikiiller fonksiyon bozuklugu sonucunda
spermatogenez sirasinda kontrolsiiz ve gereksiz
apoptozis meydana gelmektedir. Bu nedenle,
diyabetik erkeklerdeki testikiiler fonksiyon
bozuklugunun patogenezinde apoptozis ¢ok
onemli bir rol oynar (26). Tiirk ve ark. deneysel
DM olusturarak yaptiklar1 ¢alismalarinda DM
grubunda viicut ve testis agirliklarinin azaldigim
gozlemlemislerdir. Ayrica testislerdeki agirlik
azalmasinin  hiicrelerdeki apoptozise bagh
oldugunu soylemislerdir (27). Bal ve ark.
diyabet grubunda belirgin bir apoptotik hiicre
artisini tespit etmiglerdir (28). Tosounapi ve ark.
ise testikiiler ve epididimal agirliklardaki
azalmanin  apoptotik  hiicrelerin  artisindan
kaynaklandigin1 ve apoptozisteki bu artisin
oksidatif hasara bagl oldugunu sodylemislerdir
(29).

Bizde apoptozisin belirlenmesi i¢in yaptigimiz
bu ¢aligmada TUNEL boyama sonuglarina gore
DM grubunda testiste belirgin apoptotik hiicre
artisin1 gozlemledik.

Al-Azzawie ve ark. yaptiklar1 calismada,
OLE'min oksidatif stresle ile iligkili diyabetik
komplikasyonlarin onlenmesinde yararl
olabilecegi ve OLE'nin inhibe hiperglisemi i¢in
de bir avantaj olabilecegini Onermektedirler.
Ayrica oksidatif stres frenleyicisi oldugunu da
ileri siiriilmiistiir (15).

Calismamizda tedavi olarak verdigimiz OLE

grubunda belirgin bir azalma oldugunu
gozlemledik. OLE’nin 1iyilestici etkilerinin
antioksidan ozelliginden kaynaklandigini

diistinmekteyiz ve yaptigimiz bu ¢alismada bunu
destekler niteliktedir.

Sonug olarak; STZ ile deneysel DM modelinde
testislerde belirgin hasar gozlendigi, OLE'nin
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DM’lu testiste histopatolojik bulgular azalttig
fakat tamamen iyilestirmedigi, OLE'in DM’lu
testiste spermatolojik bulgulan da azalttig1 fakat
tamamen iyilestirmedigi, OLE'nin DM’lu
testiste apoptozisi belirgin azalttig1 ve saglikli
siganlarda OLE'nin testiste histopatolojik hasara
neden oldugunu fakat apoptozu artirmadigini
gozlemledik. Bu konuda OLEin verilme siiresi
ve dozuna bagl olarak ileride daha kapsamli
caligmalar yapilmasi kanaatine varilmistir.
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