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1. OZET

Diinya genelinde yaygin olarak goriilen ve bir¢ok komplikasyona neden olan
Diyabetes mellitus (DM), erkeklerde iireme sistemini de olumsuz yonde
etkilemektedir. Diyabetin erkek tireme sistemi {izerindeki olumsuz etkilerini
azaltmak amaciyla antioksidan kullanimi, son zamanlarda en c¢ok arastirilan
konulardan biridir. Bu c¢alismada; streptozotosin ile diyabet olusturulan erkek
ratlarda karvakroliin, deney siirecinin dordiincii ve sekizinci haftalardaki erkek
tireme sistemi tizerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglandi.

Bu amagla, 74 adet Wistar albino irki erkek rat kullanildi. Kontrol ve
Karvakrol Gruplarinda 14’er rat, DM ve DM + Karvakrol Gruplarinda 23’er rat
olacak sekilde 4 gruba ayrildi. Gruplar; 1. Grup (Kontrol Grubu); (misir yagi,
gavaj), 2. Grup (DM Grubu); (STZ 55 mg/kg/tek doz/i.p), 3. Grup (Karvakrol
Grubu); (Karvakrol 75 mg/kg/giin/gavaj), 4.Grup (DM+Karvakrol Grubu);
(STZ 55 mg/kg/tek doz/i.p + Karvakrol 75 mg/kg/giin/gavaj) olacak sekilde
planlandi.

Doérdiincii haftanin sonunda Kontrol ve Karvakrol gruplarindan 7°ser rat DM
ve DM+Karvakrol gruplarindan 10’ar rat son gavaj uygulamasindan 24 saat sonra
dekapite edildi. Kalan ratlara gavaj uygulamasi ile belirtilen dozda karvakrol
verilmeye devam edildi ve sekizinci haftanin sonunda son gavaj uygulamasindan
yine 24 saat sonra kalan ratlar da dekapite edildi. Ratlardan alinan kan
orneklerinden serum testosteron ve glikoz diizeyleri, testis dokusundan;
Malondialdehit (MDA) diizeyleri, Glutatyon (GSH) diizeyleri, Glutatyon

Peroksidaz (GSH.Px) ve Katalaz (CAT) aktiviteleri, Niikleer Faktor-Eritroid 2-



Mliskili Faktor 2 (Nrf2), Hem Oksijenaz-1 (HO-1), Niikleer Faktor kappa B (NfkB),
Siklooksijenaz-2 (COX-2), Bax ve Bcl-2 protein eksprasyon diizeyleri,
spermatolojik parametreler (spermatozoon motilitesi, epididimal spermatozoon
yogunlugu, anormal spermatozoon orani), iireme organ agirliklar1 (testis,
epididimis, sag kauda epididimis, vezikula seminalis, prostat) belirlendi.

Dordiincii ve sekizinci haftalarda; DM Gruplarinda, canli agirlik ve serum
testosteron diizeylerinin azaldigi1 (p<0,001), serum glikoz diizeylerinin arttig
(p<0,001) belirlendi. Testis dokusunda; GSH diizeylerinin (d6rdiincii hafta:
p<0,001; sekizinci hafta: p<0,01), CAT (dordiincii hafta: p<0,01; sekizinci hafta:
p<0,001) ve GSH.Px aktivitesinin, Nrf2, HO-1 ve Bcl-2 protein eksprasyon
diizeylerinin azaldigi (p<0,001); MDA diizeylerinin, NfkB, COX-2, Bax protein
eksprasyon diizeylerinin ve Bax/Bcl-2 oranmin arttigi (p<0,001) belirlendi.
Spermatolojik parametrelerden; spermatozoon matilitesinin (p<0,001), epididimal
spermatozoon yogunlugunun (dordiincii hafta: p<0,05; sekizinci hafta: p<0,001) ve
ireme organ agirhiklarmin (testis, epididimis, sag kauda epididimis, vezikula
seminalis, ventral prostat) azaldigi; anormal spermatozoon oraninin (bas, kuyruk,
toplam) arttig1 (p<0,001) tespit edildi.

Dordiincti haftada, DM+Karvakrol Grubu DM Grubu ile kiyaslandiginda;
canli agirlik, serum glikoz ve testosteron diizeylerinde bir fark olmadig1 (p>0,05),
sekizinci haftada DM+Karvakrol Grubu DM Grubuyla kiyaslandiginda; canli
agirhik ve serum testosteron diizeylerinin arttigi (p<0,001), glikoz diizeylerinin
azaldig1 (p<0,001) tespit edildi. Dordiincii haftada DM+Karvakrol Grubu DM
Grubu ile kiyaslandiginda testis dokusu CAT aktivitesinde bir fark belirlenmezken

(p>0,05), sekizinci haftada DM+Karvakrol Grubu DM Grubu ile kiyaslandiginda



CAT aktivitesinin arttig1 (p<0,001) belirlendi. Dérdiincii ve sekizinci haftalarda
DM Grubuyla kiyaslandiginda, DM+Karvakrol Grubunda testis dokusu GSH
diizeylerinde bir fark bulunmazken (p>0,05); GSH.Px aktivitesinin, Nrf2, HO-1 ve
Bcl-2 protein eksprasyon diizeylerinin arttig1 (p<0,001); MDA diizeylerinin, NfkB,
COX-2, Bax eksprasyon diizeylerinin ve Bax/Bcl-2 oranin azaldigi (p<0,001)
goriildi.

Dordiincti haftada DM+Karvakrol Grubu DM Grubu ile kiyaslandiginda;
spermatozoon motilitesinde ve iireme organ agirliklarinda bir fark bulunmazken
(p>0,05); sekizinci haftada DM+Karvakrol Grubu DM Grubu ile kiyaslandiginda;
spermatozoon motilitesinin  (p<0,001) ve iireme organ agirliklarinin arttigi
belirlendi. Dordiincti ve sekizinci haftalarda DM Grubu ile kiyaslandiginda,
DM+Karvakrol Grubunda epididimal spermatozoon yogunlugunun arttigi
(dordiincii hafta: p<0,05; sekizinci hafta: p<0,001), anormal spermatozoon oranin
azaldig1 (p<0,001) belirlendi.

Bu ¢alismada; diyabetli ratlara karvakroliin 75 mg/kg/giin/gavaj verilmesiyle,
diyabetin testis dokusunda olusturdugu oksidatif stresin, apoptozisin,
inflamasyonun ve spermatolojik parametreler tizerindeki olumsuz etkilerin azaldig:
belirlenmistir. Bu ¢aligma sonucunda; hipergliseminin erkek tireme sistemindeki bu
olumsuz etkilerinin, karvakrol verilmesi ile 6nlenebilecegi ve/veya azaltilabilecegi
kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Karvakrol, NfkB/COX-2, Nrf2/HO-1, Sperm

Kalitesi



2. ABSTRACT

The Effects of Carvacrol on Testicular Apoptosis, Inflammation, Nrf2/HO-1
Signaling Pathway and Spermatological Parameters

in Experimentally Induced Diabetic Rats.

Diabetes mellitus, which is common worldwide and causes many
complications, also adversely affects the reproductive system in men. In order to
reduce negative effects caused by diabetes in male reproductive system, the use of
antioxidants is one of the most researched topics recently. In this study, it was aimed
to investigate the effects of carvacrol on male reproductive system at fourth and
eighth weeks of the experimental process in streptozotocin-induced diabetic male
rats.

For this purpose, 74 Wistar albino male rats were used. Rats were divided into
4 groups, 14 rats in the Control and Carvacrol Groups, 23 rats in the DM and DM
+ Carvacrol Groups. Groups; Group 1 (Control Group); (corn oil, gavage),
Group 2 (DM Group); (STZ 55 mg/kg/single dose/i.p), Group 3 (Carvacrol
Group); (Carvacrol 75 mg/kg/day/gavage), Group 4 (DM + Carvacrol Group);
(STZ 55 mg/kg/single dose/i.p + Carvacrol 75 mg/kg/day/gavage).

At the end of fourth week, 7 rats from the Control and Carvacrol groups and
10 rats from the DM and DM+Carvacrol groups were decapitated 24 hours after the
last gavage application. The remaning rats were continued to be given carvacrol at
the dose indicated by the administration of gavage. At the end of eighth week, the
rats were decapitated 24 hours after the last gavage application. From the blood
samples serum testosteron and glucose levels and testicular Malondialdehyde

(MDA) levels, Glutathione (GSH) levels, Glutathione Peroxidase (GSH.Px),



Catalase (CAT) enzyme activities; Nuclear Factor-Erythroid 2-Related Factor 2
(Nrf2), Heme Oxygenase-1 (HO-1), Nuclear Factor kappa B (NfkB),
Cyclooxygenase-2 (COX-2), Bax and Bcl-2 protein expression levels;
spermatological parameters (motility, epididimal spermatozoon density, abnormal
spermatozoon ratio); reproductive organ weights (testis, epididymis, right cauda
epididymis, vesicula seminalis, prostate) were evaluated.

It was found that the body weight and serum testosterone level decreased
(p<0,001) and serum glucose level increased (p<0,001) in the DM Groups at fourth
and eighth weeks. It was found that in testicular tissue GSH (fourth week: p<0,001;
eighth week: p<0,01) levels, Catalase (fourth week: p<0,01; eighth week: p<0,001)
and GSH.Px activities, Nrf2, HO-1 and Bcl-2 protein expression levels decreased
(p<0,001); MDA levels, NfkB, COX-2, Bax protein expression levels and Bax /
Bcl-2 ratio increased (p<0,001) in the DM Groups at fourth and eighth weeks. It
was found that motility (p<0,001), epididimal spermatozoon density (fourth week:
p<0,05; eighth week: p<0,001) and reproductive organ weights (testis, epididymis,
right cauda epididymis, vesicula seminalis, ventral prostate) reduced, abnormal
spermatozoon rate (head, tail, total) increased (p<0,001) in the DM Groups.

There was no difference in body weight, serum glucose and testosterone
levels (p>0,05) in the DM+Carvacrol Group compared to the DM Group at fourth
week. However it was determined that the body weight and serum testosterone level
increased (p<0,001) and the glucose level decreased (p<0,001) in the
DM-+Carvacrol Group at eighth week. There was no difference in Catalase activities
(p>0,05) in the DM+Carvacrol Groups compared to the DM Groups at fourth week;

howewer it was determined to increase Catalase activities (p<0,001) in the



DM-+Carvacrol Group compared to the DM Group at eighth week. There was no
difference in GSH levels (p>0,05) in the DM+Carvacrol Groups compared to the
DM groups at fourth and eighth weeks. Howewer it was found that GSH.Px
activities, Nrf2, HO-1 and Bcl-2 protein expression levels (p<0,001) increased in
the DM+Carvacrol Groups compared to the DM groups at fourth and eighth weeks.
Also it was found that MDA levels, NfkB, COX-2, Bax expression levels and Bax
/ Bcl-2 ratio (p<0,001) decreased in the DM+Carvacrol Groups compared to the
DM groups at fourth and eighth weeks.

There was no difference in spermatozoon motility and reproductive organ
weight in the DM+Carvacrol Group compared to the DM Group at fourth week
(p>0,05); however it was determined that spermatozoon motility (p<0,001) and
reproductive organ weight were increased in the DM+Carvacrol Group compared
to the DM Group at eighth week. It was determined that the density increased
(fourth week: p<0,05; eighth week: p<0,001) and abnormal spermatozoon rate
decreased (p<0,001) in the DM+Carvacrol Groups compared to the DM Groups at
fourth and eighth week.

In this study it was determined that decreased negative effects of diabetes on
oxidative stress, apoptosis, inflammation and spermatological parameters in the
diabetic rats by giving carvacrol of 75 mg/kg/day/gavage. As a result of this study;
it was concluded that the negative effects of hyperglycemia in the male reproductive
system can be prevented and/or reduced by giving carvacrol.

Keywords: Diabetes, Carvacrol, NfkB/COX-2, Nrf2/HO-1, Sperm Quality



3. GIRIS

Diyabetes  Mellitus  (DM);  pankreanstan insiilin  hormonunun
salgilanmasindaki yetersizlik veya iiretilen insiilin hormonunun etkili bir sekilde
kullanilamamasi sonucu, kan glikoz diizeyinin yiikseldigi metabolik bir hastaliktir.
Hiperglisemi; karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasin1i 6nemli diizeyde
etkileyerek, ciddi fonksiyonel komplikasyonlara neden olmaktadir (1). Diyabetes
Mellitus, diinya genelinde degerlendirildiginde, giin gegtikge artan bir halk saglig
sorunu haline gelmistir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu raporunda, 2013 yilinda
382 milyon insanin diyabetten etkilendigi ve 2035 yilina kadar diyabet
prevalansinin 522 milyon olmasi 6ngoriildiigi bildirilmistir. Tiirkiye’de 2013 yili
verilerine gore ise yaklasik 7 milyon civarinda diyabet hastasi oldugu tahmin
edilmektedir (2). Tip 1 diyabet hastalari, diyabetli tiim hastalarin yaklasik % 5 ile
% 10'unu olusturmaktadir. Tip 1 diyabet, genellikle ¢ocukluk veya ergenlik
doneminde ortaya ¢iksa da, yetiskinlerde de goriilmektedir ve ‘latent otoimmun
diyabet’ olarak adlandirilmaktadir (3,4).

Diyabetes Mellitusun baslica semptomlari; polidipsi, polifaji ve poliiiridir;
ancak uzun siireli hiperglisemi olgularmin en 6nemli komplikasyonlar1 arasinda
nefropati, ndropati, retinopati, anjiyopati ve periferal damar hastaliklar
bulunmaktadir. Ciddi komplikasyonlara yol agmasi nedeniyle de tedavi maliyeti
oldukga yiiksektir (5).

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, diyabetin erkeklerde {ireme sistemi lizerine
de ciddi etkileri oldugunu gostermistir. Libido azalmasi, erektil disfonksiyon ve
retrograd ejakulasyon gibi seksiiel fonksiyon bozukluklar1 diyabetin erkek tireme

sistemi iizerindeki komplikasyonlar1 arasinda yerini almaktadir (6,7). Diyabetik



erkek hastalarda bu komplikasyonlar, subfertilite veya infertiliteye neden
olmaktadir (8).

Diyabetes mellitusta, hipotalamo-hipofizer-gonadal eksenin (HPG)
etkilenmesi sonucunda, testosteron hormon diizeyi diismektedir. Testosteron
hormon diizeyinin diismesi, testis agirliginin azalmasi, sperm sayisinin azalmasiyla
anormal spermatogenezisin artmasit ve germ hiicrelerinde apoptotik siirecin
baslamasiyla birlikte testis dokusunda histopatolojik degisikliklerin meydana
gelmesi, diyabet ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alismada bildirilmistir (9—11). Deneysel
DM olusturulmus hayvan modellerinde yapilan ¢alismalarda; sperm motilitesi,
canlilig1 ve yogunlugu gibi spermatolojik parametrelerde 6nemli diistislerin oldugu
bildirilmistir (12—-14). Bunun yani sira DM’li hastalarin sperm yapisinda; akrozom,
¢ekirdek, mitokondri ve plazma membranindaki morfolojik degisikliklerin
goriildigii de rapor edilmistir (15).

Diyabette goriilen hiperglisemi, oksidatif stres olusturmaktadir ve
antioksidan mekanizmasin1 etkilemektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
artmasi lipit peroksidasyonuna yol agmaktadir. Dokuda malondialdehit (MDA)
diizeyinin, lipid peroksidasyonunun derecesiyle korelasyon gosterdigi, yapilan
calismalarda bildirilmistir (16,17). Testisler iizerinde olusan oksidatif stres, erkek
tireme sisteminin aktivitesinden birinci derecede sorumlu olan androjenik
hormonlarin iiretiminde bozukluklar olusturarak, iireme siklusunu etkilemektedir
(18). Artan oksidatif strese karsin antioksidan kapasitenin yetersiz kalmasi
deoksirtiboniikleik asitin (DNA) kendini replike etmesini etkilemekte ve hiicre
boliinmesine bir engel teskil etmektedir. Bu durum ayni zamanda hiicreyi

apoptozise kadar gotiiren bir siireci de baslatmaktadir (19).



Niikleer Faktor-Eritroid 2-iliskili Faktér 2 (Nrf2), bir transkripsiyon
faktoridiir ve oksidatif strese karsi koruyucu rol oynayan genlerin
transkripsiyonunu diizenlemektedir. Oksidatif strese cevap olarak, Nrf2 aktive
olmakta ve Nrf2’nin aktivasyonuyla, kinon oksidorediiktaz (NQO-1), katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH.Px) ve hem
oksijenaz 1 (HO-1) gibi antioksidan molekiillerin sentezi uyarilmaktadir (20,21).
Nrf2 geninin ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler sonucunda
spermatogenezis bozulmakta, testis ve epididimal oksidatif stres olusmaktadir (22).

Diyabetes mellitusun, testis dokusunda inflamasyona da yol agabilecegi
yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (23,24). Siklooksijenazlar, ¢coklu doymamis yag
asitleri ve aragidonik asidin prostaglandine (PG) doniistiiriilmesinde rol alan anahtar
enzimlerdir. Siklooksijenazlarin bir izoformu olan, Siklooksijenaz-2 (COX-2)
enzimi, ¢esitli inflamatuar hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir.
Shanmugam ve arkadaslar1 (25) yiiksek diizeyde glikozun, COX-2 ekspresyonunu
etkileyerek inflamatuar tepkileri arttirabilecegini bildirmislerdir. Niikleer faktor
kappa B (NFkB) ise ¢ok cesitli hiicresel siiregleri modiile eden bir transkripsiyon
faktortdiir (26).

Apoptozis (programli hiicre 6liimii), doku biitiinliigli i¢in tehlike olusturan
hasar goérmiis hiicrenin hizli bir sekilde kendini yikimlama siirecidir. Reaktif oksijen
tirlerinin tretimi ile birlikte goriilen, artmis sperm hasar1 ve apoptozis arasinda
pozitif bir iliski oldugu yapilan c¢alismalarda belirtilmistir (27,28). Bax,
proapoptotik protein olarak bilinir ve ekspresyonu arttiginda apoptoz

indiiklenmektedir. Bcl-2 ise antiapoptotik protein olarak bilinir ve ekspresyonu



artiginda apoptoz baskilanmaktadir. Bax’in Bcl-2’ye orami (Bax/Bcl-2) ise
hiicrenin hayatta kalmasinda etkili olan bir indekstir. (29).

Seminal plazma, oksidatif strese karsi spermi korumak igin serbest radikal
stipiirticiisii olarak fonksiyon goren antioksidanlarla donatilmistir. Ancak serbest
radikallerle antioksidan sistem arasindaki dengenin, Serbest radikal yoniindeki artisi
apoptozis ile sonuglanabilmektedir (30). Diyabet nedeniyle erkek bireylerde ortaya
¢ikan bu olumsuzluklara kars1 yapilan galismalar, her gegen giin artmaktadir (31—
33).

Deney hayvanlarinda, deneysel diyabet modelinin kimyasal olarak
olusturulmasinda kullanilan kimyasallardan biri de Streptozotosindir (STZ).
Streptozotosin pankreasin beta hiicrelerini tahrip etmekte ve insiilin salinim
eksikliginden kaynakli diyabet olusturmaktadir. Bu model diyabet olusturmak igin,
caligmalarda yaygin olarak kullanilan bir modeldir (14,24,34-36).

Diyabetin neden oldugu 6nemli komplikasyon risklerinin azaltilmasinda,
dogal antioksidanlardan zengin diyetlerin etkili oldugu yapilan bir ¢ok ¢alismada
bildirilmistir (35,37).

Monoterpenler, ucucu yaglarin yapisinda bulunurlar ve besleyici 6zellikleri
yoktur. Gidalara tad katki maddesi olarak ilave edilirler; ancak yapilan birgok
caligmada monoterpenlerin antioksidan, kemopreventif ve antimirobiyal gibi
etkileri oldugu ve bircok hastaligin komplikasyonlarinin azaltilmasinda etkili
olabilecegi ongodriilmektedir (38,39).

Karvakrol [2-metil-5-(1-metiletil)-fenol]; kekik, biber ve yabani bergamot
gibi aromatik bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan monoterpenoid bir bilesiktir (40).

Karvakrol ile ilgili yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarda karvakroliin antioksidan
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Ozelliginin (41,42) yan sira; antibakteriyel (43-45), antifungal (46), antiviral (47),
immiin modiilatér (48) de dahil olmak iizere farkli biyoaktivitelerinin bulundugu
ifade edilmektedir. Karvakroliin farkli hastaliklar tizerindeki terapotik etkisinin
oldugu yapilan bir¢ok ¢alismada bildirilmektedir (49-51).

Bu ¢alismada; STZ ile deneysel diyabet modeli olusturulan Wistar albino 1rk1
erkek ratlarda; karvakrol verilmesinin, deney siirecinin dordiincii ve sekizinci
haftalarinda erkek iireme sistemi {izerindeki etkileri, testis dokusu MDA, GSH
diizeyleri, GSH.Px ve CAT enzim aktivitesi, Nrf2, HO-1, NfkB, COX-2, Bax ve
Bcl-2 protein ekspresyon diizeyleri, spermatolojik parametreler (motilite,
yogunluk, anormal spermatozoon orani), iireme organ agirliklari (testis, epididimis,
sag kauda epididimis, vezikula seminalis, prostat), serum testosteron ve glikoz
diizeyleri belirlenerek arastirilda.

Boylece; spermatolojik analizler, biyokimyasal parametreler, oksidatif stres,
inflamasyon, apoptozis ve testosteron hormon diizeyi gibi diyabetin erkek tireme
sistemi lizerindeki komplikasyonlarinin gelismesinde 6nemli rol alan parametreler

degerlendirilerek, karvakroliin etkisinin arastirilmasi amaglandi.
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4. GENEL BIiLGILER

4.1. Diyabetes Mellitus

Diyabetes Mellitus; insiilinin pankreastan salgilanmasi, insiilinin glikoz
metabolizmasindaki etkisi veya bu iki faktoriin her ikisinde de meydana gelen
bozukluklar nedeniyle kan glikoz diizeyinin yiikselmesiyle karakterize metabolik
bir hastaliktir (4). Amerika Diyabet Birligi'ne (ADA) gore, diyabet dort alt gruba
ayrilmaktadir. Bunlar; Tip 1 Diyabetes Mellitus (T1DM), Tip 2 Diyabetes Mellitus
(T2DM), Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM; Gebelik Sekeri) ve diger
nedenlere bagh gelisen Diyabetes Mellitus’dur (3).

Tip 1 Diyabetes Mellitusta; insiilin hormonu eksikligine yol agan,
pankreastaki [ hiicrelerinin yikimi s6z konusudur (4). Viicut yeterli miktarda
inslilin liretemediginden dolayr, T1DM insiilinin mutlak bir eksikligi ile
karakterizedir. Bu tip diyabet genetik veya oto immun antikorlarin tretimi ile
iligkilidir. Ayrica pankreastaki [ hiicrelerini tahrip eden ¢evresel faktorler de,
T1DM’nin olusmasinda rol oynamaktadir (52-54). Tip 1 diyabet genellikle
cocuklarda ve genclerde goriilmektedir. Fakat son yillarda yetiskinlerde de T1DM
vakalarina rastlanmaktadir ve bu durum yetiskinlerde ‘latent otoimmun diyabet’
olarak adlandirilmaktadir (4).

Tip 2 Diyabetes Mellitusta; insiilin direnci, géreceli insiilin yetmezligi veya
insiilin direncine bagl olarak ileriki donemlerde insiilinin saliniminda meydana
gelen bozukluklar goériilmektedir (4). Genetik risk faktorlerinin yani sira; ¢evresel
faktorler, obezite ve dislipidemi, T2DM'nin olusmasina neden olan diger

faktorlerdendir (55). Tip 2 Diyabetes Mellitus, ¢ogunlukla 30 yasindan sonra
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beslenmeye bagli olarak ortaya ¢iksa da, son yillarda sedanter yasam tarzi ile
birlikte beslenme bozukluguna bagli olarak olusan obezite nedeniyle ¢ocuklarda ve
genclerde de goriilmektedir (4).

Gestasyonel Diyabetes Mellitus, hamilelik sirasinda teshis edilen bir diyabet
tiriidiir. Gestasyonel Diyabetes Mellitus, hamile kadinlarin yaklasik % 16'sinda
gorilmektedir. Dogumdan sonra, glikoz metabolizmasi normale dénmektedir,
ancak ileriki donemlerde T2DM gelisme riski bulunmaktadir (56). Sagliksiz yasam
tarzi ve obezite, kadinlarda GDM goriilme sikligini arttirmaktadir (57). Gestasyonel
Diyabetes Mellitus; hiperglisemi, hiperlipidemi, T2DM ve metabolik sendromun
kompleksi olan insiilin direnci ile karakterize edilmektedir (58).

B hiicre fonksiyonunda meydana gelen genetik bozukluklar, insiilin
etkisindeki genetik bozukluklar, ekzokrin pankreas hastaliklari, endokrinopatiler ile
ilag ve kimyasal maddeler DM’nin olusmasina sebep olan diger nedenler
arasindadir (4).

Diyabetes Mellitus’ta goriilen genel semptomlar; hiperglisemi, glikoziiri,
ketozis, asidozis, poliiiri, polidipsi ve polifajidir. Bunun yani sira bulanik gérme,
yaralarin geg iyilesmesi, kilo kaybiyla birlikte yorgunluk gibi belirtilerde DM’de
goriilmektedir (3).

Diinya Saghik Orgiiti (WHO) ve ADA’ya gore; giiniin herhangi bir
zamaninda alinan vendz kandan, kan glikoz diizeyinin 200 mg/dl ve iizeri olmasi,
aclik kan glikoz diizeyinin ise 126 mg/dl ve {izeri olmasi ya da venoz kandan alinan
aclik plazma glikoz degerinin 140 mg/dl ve flizeri olmasi diyabet tanisinda

kullanilan baglica kriterlerdir (3).
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Diyabet tanisinda kullanilan diger bir test oral glikoz tolerans testi
(OGTT)’dir. Bu testte 75 g glikoz igeren bir ¢6zelti hastaya igirildikten sonra giiniin
belirli zaman dilimlerinde kan glikoz diizeyi Olgimii yapilarak, glikozun
dolasimdan uzaklastirilmas1 takip edilmektedir. Saglikli bir bireyde, glikoz
alimimini takiben 2. saatin sonunda, kan glikoz diizeyinin 140 mg/dl’nin altinda
olmasi beklenmektedir. Oral glikoz tolerans testinde 2. saatin sonunda glikoz
diizeyi 200 mg/dI’nin iizerinde oldugunda ise diyabet tanis1 konulmaktadir (3).

Hemoglobin Alc (HbALC: A1C) testi de diyabet tanisinda kullanilan diger
bir testtir. Hemoglobin Alc testi son 3 ayda hemoglobine baglanan glikoz miktarini
belirtmektedir (3). Diyabet tanisinda kullanilan OGTT ve A1C’nin birbirine gore
istlinliigli bulunmamaktadir (4).

Yukarida belirtilen diyabet tani kriteleri tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1: Diyabetes Mellitus Tam Kriterleri (3,4).

Yapilan Test Degerler
Aclik Plazma Glikoz Diizeyi Olgiimii >140 mg/dl
Aclik Kan Glikoz Diizeyi Olgiimii >126 mg/dl
Rastlantisal Kan Glikoz Diizeyi Olgiimii >200 mg/dl
OGTT’de 2.saat Glikoz Diizeyi >200 mg/kg
HbAI1C degeri >%06,5

Diyabetes Mellitus akut veya kronik komplikasyonlara neden olmaktadir.
Mortalite ile iliskili akut metabolik komplikasyonlar; diyabetik hipoglisemik koma
ve ketoasidozdur (59). Hipoglisemi, insiilin veya diyabet ilaglarmin hatali
kullanimina bagl olarak kan glikoz degerinin normalin altina (<3.0 mmol/l) inmesi
olarak tanimlanmaktadir. Bu durum diyabet tedavisinde yaygin olarak goriilen ciddi

bir komplikasyondur. Diyabetli hastalarda; O6giinlerde yetersiz karbonhidrat
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tilketimi veya alinan kalori kisitlamasi, alkol tiikketimi (60,61), insiilin doz hatalar1
ve fiziksel aktivitedeki artis (61) hipoglisemiye neden olmaktadir. Hipoglisemide
terleme, titreme, aglik, ¢arpinti, bas agrisi, konsantrasyon zorlugu ve ¢ift gorme gibi
semptomlar goriilmektedir (61). Diyabetik ketoasidozis (DKA\) ise, insiilin eksikligi
nedeniyle serumdaki keton cisimcik diizeyinin artmasi olarak tanimlanmaktadir.
Diyabetik ketoasidozdaki semptomlar; susama, uyusukluk ve nefesin aseton gibi
kokmasidir (61).

Uzun siireli hipergliseminin neden oldugu kronik metabolik komplikasyonlar
ise, mikrovaskiiler hastaliklar ve makrovaskiiler hastaliklar olarak iki grup altinda
smiflandirilabilir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar arasinda retinopati, nefropati ve
noropati yer almaktadir. Makrovaskiiler komplikasyonlar arasinda; aterosklerotik
kardiyovaskiiler hastaliklar, serebrovaskiiler hastaliklar, koroner arter hastaliklari,
inme ve miyokard infarktiisii gibi periferik vaskiiler hastaliklar yer almaktadir (59).
Diyabetin sebep oldugu diger komplikasyonlar ise depresyon (62), demans (63) ve
cinsel islev bozukluklaridir (64,65).

Birgok hastaliin  patogenezinin anlasilmasinda deneysel hayvan
modellerinin kullanimi1 olduk¢a yaygindir. Kontrollerin kullanilabilmesi, arastirilan
patolojiye uygun hayvan tiirlerinin genetik olarak secilebilmesi, anlaml istatistiksel
degerlendirme yapmaya izin verecek sayida ornekte calisilabilmesi; ¢alismalarda
hayvan modelleri kullaniminin avantajlari arasindadir (34). Deney hayvanlarinda
deneysel diyabet modelinin olusturulmasi; spontan olarak (66), cerrahi yollarla
(67), virtis araciligiyla (68) ve kimyasal ajanlarla (10,35,69) yapilabilmektedir.

Streptozotosin, kimyasal yollarla diyabet modeli olusturmada yaygin olarak

kullanilan bir kimyasaldir (11,35,69). Streptozotosin, pankreasin B hiicrelerini
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tahrip ederek kan glikoz diizeyinin ylikselmesine neden olmaktadir. Yapisinda bir
glukoz molekiilii igerdiginden plazma membranindaki glukoreseptorlere
baglanarak glikoz bagimli insiilin salimmina engel olmaktadir (70). N-
(Methylnitrosocarbamoyl)-o-D-glucosamine yapisindadir. Streptozotosin; 1siktan
korunmali, stabilitesinin korunmasi i¢in ortam pH’sinin 4 ile 4,5 arasinda olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle STZ ¢6ziindiiriiliirken pH 4 ile 4,5 arasinda olan fosfat-
sitrat tamponu kullanilir. Streptozotosin, -20 °C de muhafaza edilmelidir (71).

Streptozotosin uygulanacak rat en az 6 ile 8 saat a¢ birakilmalidir (72).

4.2. Erkek Ureme Fizyolojisi

Erkek tireme sistemi anatomik olarak spermatozoon ve erkek cinsiyet
hormonlarinin retildigi testisler, iretilen spermatozoonlarin depolanmasi ve
iletilmesini saglayan genital kanallar, seminal siviy1 iireterek spermatozoonlarin
beslenmesini saglayan genital bezler ile spermayr disar1 aktaran penisten

olusmaktadir (73-75).

4.2.1.Erkek Ureme Organlarimn Fizyolojik Anatomisi

Erkek tireme sisteminin birincil organi, hormonal stimiilasyona yanit veren
ve spermatozoa iireten hiicreleri igeren testislerdir. Genital kanallarin ilk béliimiinii
olusturan testislere yarim ay seklinde epididimis eklidir. Testisler tunica albuginea
ad1 verilen siki bir bag doku ile sarilidir. Testisler skrotum ad1 verilen deriden bir
kese igerisinde funiculus spermaticus ile asili vaziyette bulunmaktadir. Testisin
viicut disinda skrotum igerisinde bulunmasi, testislere spermatogenezis igin gerekli

olan minimum sicakligi (35°C) saglamaktadir. Testisler, karin boslugundan
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skrotum igerisine inerken, kendileriyle baglantili kan ve lenf damarlari, otonom
sinirler ve tunika vajinalis ad1 verilen bir periton kivrimini da beraberinde skrotuma
tasimaktadirlar. Testislere kan dogrudan abdominal aortadan ayrilan a. testikularis
ile gelmektedir ve pleksus pampiniformis ile uzaklastirilmaktadir. Bu iki damar,
duktus deferens ile bir arada ilerleyerek spermatik kordon adini almaktadir. Testisin
arter ve venlerinin bu sekilde ilerlemesi ters akim 1s1 degisim sistemini
saglamaktadir. Ters akim 1s1 degisim sistemi, testis sicakliginin minimum diizeyde

tutulmasinda etkili diger bir faktordiir (74-76).

Spermatik Kordon

Kan Damarlari ve Sinirler

Testis

Epididimisin Bas Kismi _r
- A\ Seminifer Tiibiil
Fad N

Efferent Duktus ; ‘
Rete testis = Lobiil
Duz Tubul Septum

Tunica albuginea
Epididimisin Govdesi
Tunica vaginalis

Epididimisin Kuyrugu

Sekil 1: Testisin Yapisi (75).

Testisler interstisyum ve seminifer tiibiiller olmak tizere iki ana boliimden
olugsmaktadir. Seminifer tiibil duvarinda, Sertoli hiicreleri ve spermatogenetik
hiicreler olmak iizere iki tip hiicre bulunmaktadir. Seminifer tiibiillerde

spermatozoalar iretilmektedir. Sertoli hiicrelerinin gorevi; gelismekte olan
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spermatozoya destek saglamaktir. Sertoli hiicreleri seminifer tiibiiliin periferinden
baslayarak merkeze dogru uzanmaktadir (74,75).

Bazal baglantilar ile sertoli hiicreleri kan testis bariyerini olusturmaktadir.
Kan testis bariyeri tiibiil i¢erisindeki ¢evreyi kontrol altinda tutmaktadir. Seminifer
tiibiillerin ¢evresinde bag doku yer almaktadir. Bag dokunun i¢inde de leydig
hiicreleri ve bag doku hiicreleri bulunmaktadir. Leydig hiicreleri interstisyumda
seminifer tiibliller arasinda gevsek bag doku igerisinde, tek tek ya da kiimeler
halinde bulunan hiicrelerdir. Bu hiicreler luteinize edici hormonun (LH)
stimiilasyonuna yanit olarak testosteronun sentezinden ve salinmasindan
sorumludurlar.  Leydig hiicreleri fetal doénemden itibaren testosteron
salgilamaktadirlar (74,75,77).

Epididimis testislerin iizerinde kivrimlar halinde sarilmis vaziyette bulunan
kanallar sistemidir. Epididimiste spermatozoalar depo edilmektedir. Epididimiste
spermatozoalar, hareket kabiliyetlerini artirmaktadirlar.

Epididimisten sonra ise tubuli seminiferi contorti, tubuli seminiferi rekti ve
vasa defferens ad1 verilen, spermatozoalar1 penise tasiyan kanallar yer almaktadir.
Spermay1 disar1 aktaran yapi ise penistir (74).

Genital bezler; ampullae, bulbouretral (Cowper) bezler, seminal vezikiiller ve
prostat bezlerinden olusmaktadir. Genital bezler seminal plazma hacminin biiyiik
bir kisminin olugsmasini saglamaktadirlar.

Tim canlilar ayn1 genital bezlere sahip degildirler. Bezlerin islevleri ve
boyutu tiirler arasinda degigsmektedir. Bu bezler, sperm hareketliligini ve canliligini

korumaya yardimci olan maddelerin salgilanmasindan sorumludurlar (73).
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4.2.2.Spermatogenezis

Spermatogenezis, seminifer epitelinde devamli olarak gergeklesmektedir.
Spermatogenezde mitoz boliinme, mayoz boliinme ve spermiyogenez olmak iizere
tic biyolojik siire¢ gergeklesmektedir. Seminifer tiibiillerde ¢esitli gelisme
evrelerinde olan erkek esey hiicreleri bulunmaktadir. Bu hiicreler spermatogonyum,
primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatid ve spermatozoonlardir. Bu
hiicreler tabakalar halinde seminifer tubullerde dizili vaziyette bulunmaktadir. (74).

Seminifer epitelyumun bazal membraninin {izerinde diploid (2n) germ
hiicreleri olan spermatogonyum hiicreleri (kok hiicreler) vardir. Birey, cinsel
olgunluga eristiginde bu hiicreler mitoz boliinme ile ¢ogalmaktadir. Mitotik
aktivitenin gergeklestigi bu doneme goniyogenezis denilmektedir. Mitotik aktivite
ile cogalan bu hiicrelerin bir kismi1 A tipi spermatogonyumlar, digerleri ise B tipi
spermatogonyumlar olarak adlandirilmaktadir. A tipi spermatogonyum hiicreleri
boliinmelerini siirdiiriirlerken; B tipi spermatogonyum hiicreleri boliinmeden
biiyliyerek, bazal membrandan uzaklasir, seminifer tubuliin liimenine yonelirler ve
primer spermatositleri meydana getirmektedirler. Bu donem ise biiylime evresi
olarak adlandirilmaktadir. Primer spermatositler seminifer tiibiilin en biiyiik
hiicreleridir. Bu hiicreler sekillendikten sonra olgunlagsma evresi baglamaktadir.

Olgunlagma evresi birbirini takip eden iki mayoz bolinmeyi igermektedir.
Birinci mayoz béliinme sonucu olusan hiicreler sekonder spermatosit olarak
adlandirilmaktadir. Olusan sekonder spermatositler, yeni DNA sentezi olmaksizin
hizla ve kisa siiren ikinci bir mayoz béliinme evresine girmektedirler. Ikinci mayoz
boliinme sonunda ise bir adet sekonder spermatositten iki tane haploid (n) spermatid

olusmaktadir. Haploid spermatidler bir daha boliinme evresine girmezler. Bu
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asamaya kadar olan tiim evreler spermatositogenezis olarak ifade edilmektedir. Bu
dénemden sonra spermiyogenesis baslamaktadir (74).

Spermatidlerin  olgun spermlere dontismesi spermiyogenesis olarak
adlandirilmaktadir. Bu donem golgi evresi, kep evresi, akrozom evresi ve
olgunlasma evresi olmak iizere dort evreden olusmaktadir. Bu evreler spermatid
sertoli hiicre membranina tutundugu zaman gergeklesmeye baslamaktadir (74).

Golgi evresinde; spermatidin golgi aygitinda Periyodik-asit Schiff (PAS)
pozitif graniiller mevcuttur. Glikoproteinden zengin bu proakrozomal graniillerin
birbirleriyle birlesmesi sonucunda akrozomal vezikiil meydana gelmekte ve
spermatid cekirdek zarina tutunmaktadir. Gelisen spermatidin anterior kutbu,
akrozomal vezikiilin konumu ile tespit edilmektedir. Bu evrede sentriolde,
spermatidin posterior kutbuna go¢ ederek, spermatidin kuyruk kismin
olusturmaktadir (74).

Kep evresinde; akrozamal vezikiil ¢ekirdegin anterior kisminda yayilarak,
cekirdegi bir sapka gibi sarmaktadir. Olusan bu yapiya akrozomal kep
denilmektedir. Akrozomal Kkepin altinda kalan ¢ekirdek zari, porlarini
kaybetmektedir. Cekirdek zar1 kalinlasmakta ve bunu takiben c¢ekirdek igerige
dogru yogunlasmaktadir (74)

Akrozom evresinde; spermatidin bas kismi sertoli hiicresinin igine
gomiilmekte ve spermatidin kuyruk kismi seminifer tubiiliin liimenine dogru
uzanmaktadir. Cekirdek yassilasmakta ve uzamaktadir. Sentriollerden kuyruk
olusurken, mitokondriyonlar sitoplazmadan go¢ ederek kuyrugun 6n kisminda

toplanip, orta parga adi verilen kalinlasmay1 meydana getirmektedir (74)
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Olgunlagma evresi son evredir. Bu evrede spermatidin farklilasmasi
sonucunda arta kalan sitoplazma sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilmekte ve
spermatozoon son halini almaktadir. Bu evre spermatozoonlarin bagimsiz hale
geldigi evredir (74).

Spermatozoon olgun erkek cinsiyet hiicresidir ve 151tk mikroskobunda
incelendiginde bas ve kuyruk bolimleri ayirt edilebilmektedir. Elektron
mikroskobuyla bakildiginda ise kuyruk boliimiiniin boyun, orta parga, ana parga ve

son parca olmak iizere dort boliimden olustugu goriilmektedir (74).

Epididimis
N Sertoli Hiicresi
- S — Spermatogonyum
| —
— A\/' ): A f r
i‘/-‘g&‘_” S 4 J Mitoz Akrozom

Bas

Q?‘ &Y/ / Bolinme .
A\ 0 Primer Spermatosit Gekirdek
v I~ Sentriol
q ) E@(’ Mayoz Boliinme |

Vas Deferens L ;’ g Mitokondrium
3’ ;3 \K Sekonder Spermatosit
(" 1 \'*

L) '\, MayozBolinme X
1\ 2
J ? Spermatit 2
% g

? o Flagella

Seminifer Tubiller % 3
(Transversal Kesit) =+ Olgun Sperm ‘
~J

Sperm Hiicresi

Sekil 2: Spermatogenezis ve Sperm Hiicresinin Yapist (78).
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4.2.3.Erkekte Hipotalamo-Hipofizer-Gonadal Eksen (HPG)

Erkekte hipotalamo-hipofizer-gonadal eksenin temel olarak iki gorevi
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi; tireme fizyolojisi i¢in gerekli olan cinsiyet
hormonlarinin salgilanmasini kontrol etmek, ikincisi ise; saglikli spermatogenetik
hiicrelerin olusmasi ve olgunlagsmasini saglamaktir. Bu eksende; hipotalamus, 6n
hipofiz ve testisler ii¢ temel boliimii olusturmaktadir (76,79).

Hipotalamustan ~ gonadotropin  serbestlestiricCi hormon  (GnRH)
salgilanmaktadir. Salgilanan GnRH kisa bir portal dolagim sonrasinda oOn
hipofizdeki reseptorleri aracilifiyla gonadotropik hiicreleri uyarmaktadir. Uyarilan
gonadotropik hiicrelerden LH ve folikiil stimiile edici hormon (FSH)
salgilanmaktadir. Uretilen LH ve FSH sistemik dolasima katilarak testislere
ulagmaktadir. Luteinize edici hormon testislerde bulunan leydig hiicrelerini stimiile
etmektedir. Bu stimulasyon sonucunda leydig hiicrelerinden testosteron
salgilanmaktadir. Folikiil stimiile edici hormon ise sertoli hiicrelerini uyararak seks
hormon baglayici globiilin (SHBG) ve inhibin basta olmak iizere birgok molekiiliin
salgilanmasini saglamakta, spermatogenezisin baslatilmasinda ve siirdiiriilmesinde
rol oynamaktadir (73,76,79).

Bu hormonlarin salmimlar1 farkli feedback mekanizmalar1 tarafindan
diizenlenmektedir. Testosteron hipofizden LH salinimini inhibe ederken, sertoli
hiicrelerinden salinan inhibin ise hipofizden FSH salinimini inhibe etmektedir
(76,79,80). Hipotalamo-hipofizer-gonadal eksenin herhangi bir yerinde meydana

gelen bir aksaklik fertilite problemlerine neden olmaktadir (81).
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Sekil 3: Testis Fonksiyonlarinin Noroendokrin Kontroli (79).
4.3.0ksidatif Stres

Fizyolojik olarak, hiicrelerde aciga ¢ikan reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
onlarla reaksiyona giren antioksidanlar arasinda bir denge s6z konusudur. Eger
hiicrede ROS birikip, endojen savunma sistemleri yetersiz kalirsa oksidatif stres
olarak tanimlanan durum olugmaktadir (82,83).

Reaktif oksijen tiirlerinin birikmesinin engellenememesi, organizmada
molekiiler temelli bir¢ok etkiye neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin artmasi
hiicre i¢in toksik etkilidir. Reaktif oksijen tiirleri hiicrede proteinleri, lipidleri ve

niikleik asitleri hasara ugratarak hiicre i¢i sinyal yolaklarinda olumsuzluklar

meydana getirmektedirler (83,84).
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4.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Olusum Mekanizmasi

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde (orbitallerinde) bir ya da birden fazla
eslenmemis elektron bulunduran molekiiler yapilardir. Bu molekiiler yapilarin
omiirleri kisadir. Serbest radikaller, biyolojik sistemlerde elektron transferi sonucu
olusurlar. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak nétr,
organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Cu*?, Fe*3, Mn*? gibi gecis
metallerinde de eslenmemis elektronlar bulundugu halde serbest radikal olarak
kabul edilmezler. Bu gec¢is metalleri reaksiyonlar1 katalize ettiklerinden serbest
radikallerin olusumunda 6nemli rol oynarlar.

Biyolojik sistemlerde en Onemli serbest radikaller oksijenden olusan
radikallerdir. Oksijenin indirgenmesi sonucu olusmaktadirlar ve giiglii oksidan
ozellikteki oksijen metabolitleridir (83). Molekiiler oksijenin iki tane eslenmemis
elektronu vardir. Organizmadaki enzimler araciligiyla molekiiler oksijene bir
elektron transferiyle oksitlenme reaksiyonlari olusmaktadir (85).

Organizmada olusan serbest oksijen radikalleri, radikal olmayan bir
molekiille veya baska bir radikalle birlesebilmektedir. Bu birlesme sonucunda
organizmada bir¢ok biyolojik stire¢ etkilenmektedir.

Hidrojen peroksit (H202), siiperoksit (O~), singlet oksijen (02 ) ve hidroksil
radikali (OH') aktiflesmis oksijen tiirleridir. Bu oksijenli molekiiller organlarda
toksik etkilere yol agmaktadir. Siiperoksidin cevresindeki molekiillerden bir
elektron veya molekiiler oksijenin cevresindeki molekiillerden iki elektron
almasiyla olusan peroksitin, iki proton (H") ile birlesmesi sonucunda Hidrojen
peroksit (H202 ) radikali olusmaktadir. Hidrojen peroksit membrandan kolayca

gecer ve uzun Omiirlii bir oksidandir (83,86).
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Hidrojen peroksit serbest radikal degildir; fakat serbest radikal olusumunda
onemli bir rol oynamaktadir. Ciinkii H.O2; Fe*?, Cu* gibi gegis metallerinin
varliginda Fenton reaksiyonu ile; siiperoksit radikallerinin varliginda Haber-Weiss

reaksiyonu ile hidroksil radikalini olusturmaktadir (83).

OH" + OH + Fe*3

H,O, + Fe*?

O, + H,0, OH' + OH + O,

Hidroksil radikali, H202’nin gegis metallerinin varliginda indirgenmesi
(Fenton reaksiyonu) ile meydana gelir. Hidroksil radikali; DNA, proteinler, lipitler,
aminoasitler, glikoz ve metallerle etkilesime girebilen en giiclii oksitleyici
radikaldir (83).

Oksijen (O2) molekiiliiniin bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda

stiperoksit radikali (O2)olusmaktadir.

Fe'2+0, Fe?+07,  Cut+0, — Cu'?+0,

Siiperoksit radikali hiicreye direkt olarak zarar vermez; fakat bu molekiil,
hidrojen peroksittin kaynagini olusturmaktadir. Bu radikal genellikle mitokondride
enerji olusumu sirasinda meydana gelen elektron kagaklarindan, oksijenin
sliperoksit radikaline doniigmesine zemin hazirlamasi sonucu olugmaktadir (83).

Serbest radikaller nitrojen kaynakli da olabilir. Nitrik oksit ve nitrojen dioksit,
reaktif nitrojen tiirlerinden (RNS) dir. L-arjininden nitrik oksit sentaz (NOS)
enzimleri etkisiyle nitrik oksit olugsmaktadir. Nitrik oksit vazodilator bir etkiye

sahiptir. Nitrik oksittin siiperoksit radikalleriyle reaksiyona girmesi sonucunda
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giiclii bir oksidan olan peroksinitrit olusmaktadir. Peroksinitrit (ONOOH),

hidroksile benzer sekilde davranmakta ve DNA hasarindan sorumludur (83).

4.3.2. Antioksidanlar

Hiicrede lipitlerin, proteinlerin ve DNA’nin serbest radikaller tarafindan
oksidasyonunu Onleyen veya geciktiren maddelere antioksidan, bu sistemlere ise
antioksidan savunma sistemleri ad: verilmektedir. Antioksidanlar, hiicresel
diizeyde meydana gelen oksidatif hasari serbest radikallere elektron transferi
yaparak engellemektedirler (83,87).

Antioksidanlar, endojen ve eksojen olarak iki grup altinda toplanabilir.
Endojen antioksidanlar enzimatik ve non enzimatik antioksidanlar olarak ikiye
ayrilir. Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz
(GSH.Px) ve Glutatyon rediiktaz (GR) enzim yapisindaki antioksidanlardandir.
Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar arasinda glutatyon (GSH), melatonin, iirik
asit, bilurubin, albiimin, koenzim Q10, selenyum, a-lipoik asit, seruloplazmin ve
transferrin sayilabilir. Eksojen antioksidanlar arasinda ise a-Tokoferol (Vitamin E),
B-karoten (Vitamin A), askorbik asit (Vitamin C) ve folik asit (Vitamin B9) gibi
disaridan alinan vitamin kaynakli ve gidalarin yapisinda bulunan antioksidanlar yer
almaktadir (88). Yapilan bir¢ok ¢alismada, enzimatik antioksidanlarin ve enzimatik
olmayan antioksidanlarin hiicreyi oksidatif strese karst korumakta dnemli rolleri
oldugu gosterilmistir (88—90).

Antioksidanlarin dort farkli etki mekanizmasi vardir. Bunlardan birincisi
temizleme etkisidir. Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerini tutarak ya da

oksidanlar1 daha zayif bir molekiile doniistiirerek etkisizlestirirler. Antioksidan
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enzimler bu sekilde etki gdstermektedirler. Ikincisi, baskilama etkisidir. Serbest
oksijen radikalleriyle etkilesip, onlara bir hidrojen aktararak aktivitelerini azaltan
veya inaktif sekle doniistiiren bu etkiye baskilama etkisi denir. Antioksidanlar,
oksidanlara bir hidrojen vererek onlar1 etkisiz hale getirmekte ya da reaksiyon
hizlarini azaltmaktadirlar. Antioksidan 6zellikte olan vitaminler ve flavonoidler bu
sekilde etki gostermektedirler. Uciinciisii, onarma etkisidir. Lipitlerde, proteinlerde
ve DNA gibi yapilarda serbest radikaller tarafindan olusan biyolojik hasar
antioksidanlarca onarilmaktadir. Glikozidazlar ve niikleazlar gibi ¢esitli enzimler
onarici etkiye ornek verilebilir. Son olarak, zincir koparma etkisidir.
Antioksidanlar, serbest oksijen radikallerini baglayarak, serbest oksijen
radikallerinin reaksiyon zincirlerini kirtp, serbest radikallerin islevlerinin
engellemektedirler. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller bu gruba ornek
verilebilir (83,87).

Glutatyon (GSH), birgok hiicrede sentezlenmektedir. Yapisinda L-glutamat,
L-sistein ve glisin bulunan tripeptiddir (91). Glutatyonun sentezlenmesi iKi
asamada gergeklesir. Birincisi glutamin-sistein ligaz (GCL), glutamin ve sisteini
baglayarak y-glutamilsisteini meydana getirir. Ikincisi ise; glutatyon sentetaz
(GSS), y-glutamilsisteine glisini baglayarak GSH molekiiliinii olusturur. Glutamin-
sistein ligazin katalitik alt birimi (GCLC), katalitik aktivite igin sistein ve
glutaminin baglanmasindan sorumludur. Glutamin-sistein ligazin diizenleyici alt

birimi ise GCLC’nin etkisini artirir (88,92).

GCL

Glutamin + Sistein y—glutamilsistein

GSS

y—glutamilsistein + Glisin Glutatyon

27



Glutatyon; GSH.Px’in katalizorliigiinde, H>O2 ve organik peroksitlerle
reaksiyona girerek antioksidan etki gostermektedir. Hidrojen peroksit bu sekilde
hiicrelerden uzaklastirilmaktadir (88,91).

Stiperoksit dismutaz enzimi, ROS ve siiperoksit radikallerine Kkarsi
savunmada gorev alan en Onemli antioksidan enzimdir. Siiperoksit dismutaz
enzimi, bir siiperoksit radikalini Oz molekiiliine yiikseltgerken; baska bir siiperoksit
radikalini ise hidrojen perokside (H202) indirgemektedir. Hidrojen peroksit radikali
daha sonra, CAT veya GSH.Px ile suya doniistiiriilerek etkisizlestirilmektedir
(83,88).

SOD
20_2+ 2:[_1+ e H202 -+ 02

Katalaz enzimi (CAT), peroksizomlarda bulunmaktadir (93). Mitokondride
oksijenin suya indirgenmesi asamasinda, sitotoksik yapida olan siiperoksit ve
hidrojen peroksit olusmaktadir. Siiperoksit radikallerinin artmasi mitokondriye
zarar vermektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu hiicresel hasara karsi
antioksidan savunma sistemleri 6nlem almaktadir. SOD ve GSH.Px enzimleri
mitokondride olusan siiperoksit radikallerine karsi savunmada rol alan ilk
enzimlerdir. Zararl radikallerin biiyiik cogunlugu bu enzimler tarafindan yok edilse
de; onemli bir miktar H2O2> mitokondriden ayrilarak sitoplazmaya gegmektedir.
Sitozole gegen  H202’in  detoksifikasyonu  CAT  enzimi tarafindan

gerceklestirilmektedir (83,88,94).

2H,0, 2H,0+ 0,
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Glutatyon peroksidaz, hiicrelerin sitoplazmasinda bulunmaktadir. Hidrojen
peroksitten, (OH) olusmasimni engelleyerek, oksidatif hasara karsi hiicreleri
korumaktadir. Glutatyon peroksidaz enzimi, elektron kaynagi olarak glutatyonu
(GSH) kullanarak, H2O2 ’yi ve organik hidroperoksitleri (lipit hidroperoksitler,
DNA hidroperoksitler) metabolize etmektedir.

Glutatyon peroksidaz enziminin aktif bolgesinde, selenyum igeren selenyuma
bagimli glutatyon peroksidaz (Se-GSH.Px) ve selenyuma bagimli olmayan
glutatyon peroksidaz (GST) olmak {izere iki ana tipi bulunmaktadir. Selenyuma
bagimli glutatyon peroksidaz, H20, ve organik hiperoksitlere karsi etkilidir.
Selenyuma bagimmli olmayan glutatyon peroksidaz ise daha ¢ok organik
hidroperoksitlerin metabolize edilmesinde faaliyet gostermektedir. Bu reaksiyonlar
sirasinda  GSH, hidrojen kaynagi olarak kullanildigindan dolayr H202 ve
hidroperoksitler indirgenirken; GSH okside olmaktadir. Glutatyon disiilfit (GSSG)
okside glutatyondur. Okside glutatyon, glutatyon rediiktaz (GR) enzimi varliginda
rediikte glutatyon haline geri indirgenmektedir. Bu indirgenme reaksiyonu

esnasinda GR elektron vericisi olarak NADPH’yi kullanmaktadir (83,88,95).

GSH.Px
H,0,+ 2GSH

GSSG + 2H,0
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Sekil 4: Antioksidan Enzimlerin Reaktif Oksijen Tiirleri Uzerine Etkisi (96).
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4.3.3.Lipid Peroksidasyonu

Hiicre membraninda bulunan kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari
ile organizmada olusan serbest radikallerin reaksiyona girmesi sonucu lipid
peroksidasyonu olusmaktadir. Lipid peroksidayonu, yag asidi zincirinin bir lipid
radikali (L-) o6zelligi kazanmasi ile baslamaktadir. Lipid radikali daha sonra
molekiiler oksijenle reaksiyona girmekte ve bunun sonucunda da lipid peroksit
radikalleri (LOO-) meydana gelmektedir. Ardindan olusan bu lipid peroksid
radikalleri membranin yapisinda bulunan diger yag asitleri ile reaksiyona girerek
yeni lipid radikalleri olusmakta ve bu reaksiyon sonucunda a¢iga c¢ikan hidrojen,
lipid peroksit tarafindan baglanarak lipitperoksitleri (LOOH) olugmaktadir. Bu
sekilde zincirleme reaksiyonlar meydana gelmektedir (16,97). Lipid peroksitlerin
yikim1 sonucu agiga ¢ikan acrolein, malondialdehit, 4-hidroksinonenal gibi tirlinler
biyolojik olarak aktiftir. A¢iga ¢ikan bu iriinler hiicrede metabolize edilmedigi
takdirde, olugan hasar hiicrenin diger bolimlerine yayilmaktadir (16,97).

Malondialdehit (MDA), ¢oklu doymamis yag asidi peroksidasyonu sonucu en
cok olusan yikim iiriiniidiir. Malondialdehit yag asidi oksidasyonunun kantitatif bir
gostergesi olmamakla birlikte, lipid peroksidasyonunun derecesiyle korelasyon
gostermektedir. 1960’lardan itibaren, hem in vivo hem de in vitro olarak yapilan
calismalarda, oksidatif stres seviyesini 6lgmek icin MDA diizeyi farkli yontemlerle

arastirtlmaktadir (16,17).
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4.4. Hiperglisemiye Bagh Serbest Radikallerin Uretim Yollar

Hiperglisemiye bagli serbest radikallerin iiretimi; glikozun otooksidasyonu
ve sliperoksit {lretimi, proteinlerin glikasyonu ve ilerlemis glikasyon son
tirtinlerinin olusumu (AGE), poliol yol aktivitesi, artmis protein kinaz C aktivitesi

ve heksozamin yoludur (30,98).

4.4.1.Glikozun Otooksidasyonu ve Siiperoksit Uretimi

Glikozun biiyiik bir cogunlugu enerji liretmek i¢in oksidatif fosforilasyon ile
mitokondriyal elektron zincirine girmektedir. Glikoz hiicre i¢ine girdigi zaman hizli
bir sekilde piriivat ve NADH’a dontismektedir. Daha sonra NADH ve FADH2,
malat-aspartat veya gliserol fosfat sistemleri araciligiyla mitokondriye
taginmaktadir. Mitokondriyal solunum zincirinin temel elektron vericisi
NADH’dir. Bu mekanizma, ATP {iretimi i¢in gerekli enerjiyi saglamak iizere
kullanilmaktadir. Solunum zincirindeki bu reaksiyonda siiperoksit serbest radikali
aciga cikar. Hiperglisemide, NADH/NAD oraninin artmasi ile birlikte siiperoksit
radikalide artar. Mitokondriyal kaynakli siiperoksit radikalinin iiretiminin, NFKB
aracili sitokin tiretimi, protein kinaz C (PKC) ve NADPH oksidaz araciligiyla ROS
ve RNS iiretimini uyararak DM’de oksidatif stresi baslattigi varsayilmaktadir

(30,99,100).
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4.4.2. Proteinlerin Glikasyonu ve ilerlemis Glikasyon Son Uriinleri

Olusumu

Hiperglisemide, glikozun bir enzimin araciligina ihtiya¢ duymadan proteine
baglanmas1 sonucunda Kontrolsiiz glikasyon reaksiyonlart olugmaktadir. Bu
reaksiyonlar sonucunda glikasyona ugramig olan protein, molekiiler oksijene bir
elektron vererek serbest oksijen radikali olusumuna sebep olmaktadir. Proteinlerin
amino gruplari ve glikoz arasinda gelisen enzimatik olmayan glikasyon
reaksiyonlart yoluyla ilk olarak Shiff bazlari, daha sonra stabil olan Amadori
trtinleri olugmaktadir. Amadori triinlerinin olusumundan sonra ise ilerlemis
glikasyon son {irtinleri (AGE) meydana gelmektedir (30).

flerlemis glikasyon son iiriinleri, endotelin-1 molekiiliinii etkileyerek
vazokonstriksiyonu tetiklemektedir. Bunun sonucunda ise endotel hasar meydana
gelmektedir. Glikasyon son iiriinleri proteinlerin yapilarini ve fonksiyonlarimni
degistirebilmektedirler. Glikasyon son iriinleri, kendi reseptorleri ile oksidatif
stresi indiikleyerek Niikleer Faktor kapa B (NFkB) gibi redoks duyarli proteini
aktive ederler ve NFkB’nin aktivasyonu endotelin-1, adhezyon molekiili, VCAM-
1 gibi proteinlerin eksprasyonlarinin artisina sebep olmaktadirlar (30,101,102).

Yapilan arastirmalar AGE’lerin, reseptor aracili mekanizmayla, serbest
radikal liretimini uyarmasinin yani sira, artmis serbest radikallerin de hiicre ici AGE

olusumunu arttirdigini géstermektedir (30,103).
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4.4.3.Poliol Yol Aktivitesi

Aldoz rediiktaz enzimiyle, toksik aldehitler inaktif olan alkollere
cevirilmektedir. Aldoz rediiktaz enzim yolaginda meydana gelen bir degisme
diyabetik komplikasyonlarin gelismesindeki kilit noktalarindandir. Glikoz, aldoz
rediiktaz icin yetersiz bir substrattir. Ancak yliksek diizeylerdeki aldoz rediiktaz
glikozu, sorbitole ¢evirerek fruktoz olusumuna neden olmaktadir. Normoglisemide
glikozun ¢ok az bir kismi sorbitol ve fruktoza doniisiirken hiperglisemide, hiicre
icinde sorbitol ve fruktoz konsantrasyonu giderek artmaktadir. Hiperglisemi, poliol
yolu aktivitesi ile sorbitol tiretimine sebep olmaktadir. NADPH bu yoldaki aldoz
rediiktaz enzim aktivitesi i¢in gereklidir. Poliol aktivitesinde NADPH
kullanilmakta ve hiicre igindeki NADPH tiiketilmektedir. Bunun sonucunda da
okside glutatyonun rediikte forma donistiiriilebilmesi ve nitrik oksit (NO) sentezi
icin gerekli olan NADPH azaldigindan hiicrenin antioksidan kapasitesi

siirlanmaktadir (30,104).

4.4.4. Heksozamin Yolu

Heksozamin biyosentez yolaginda, amino sekerler sentez edilmektedir. Bu
yolda fruktoz-6-fosfat, glutamin fruktoz-6-fosfat amino transferaz (GFAT)
tarafindan glukozamin-6-fosfata donistiiriillmektedir. Glukozamin-6-fosfat, {iridin
-5 difosfat-asetilglukozamine (UDP-GIcNAc) aktive edilmektedir. Uridin-5
difosfat—asetilglukozamine miktarinin dokularda artmasi1 sonucunda 0-GIcNAc
modifiye olmaktadir. Bu siirecin heksozamin yolunun etkinligine aracilik ettigi

distiniilmektedir (105). Hiperglisemi sonucunda heksozamin yolunda fruktoz- 6-
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fosfattaki degismeler artarak diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde etkili

oldugu diistiniilmektedir (106).

4.45. Artmus Protein Kinaz C Aktivitesi

Protein kinaz C (PKC)’lerin izoformlari, AGE’ler ve onlarin hiicre
yiizeyindeki reseptorleriyle etkilesim gosterir (106). Hiperglisemide NADH/NAD
oraninin artisina bagli olarak artan diacilgliserol sentezi protein kinaz C
aktivasyonuna neden olarak DM’deki damar patolojilerine neden olmaktadir (107).
Hiperglisemi kaynakli PKC aktivasyonu endotel hiicrelerde = NFkB

aktivasyonunuda etkileyerek ROS olusumuna neden olmaktadir (106).

NADPH NADP NADHP NADP
(][]0 R —
1 ' Sorbitol ' Fruktoz
t Glikoz-6 -P Poliol Yolu
GFAT t 1
1 Fruktoz-6 -P 7—'?* GliKOZamin-6-P s—— UDP-GIcNAC
Gln Glu
Heksozamin Yolu
NADH NAD'
1Gliseraldehit-3 -P —_— 1DHAP L T a-Gliserol-P —thAG _.' PKC
NAD* \ \ Protein Kinaz-C Yolu
Jearon 1o,
NADH / 1 Metilglioksal —1 AGE
1,3-difosfogliserat AGE Olusumu

Sekil 6: Hiperglisemiye Bagli Serbest Radikallerin Uretim Yollar1 (108).
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4.5. Nrf2/HO-1 Sinyal Yolag:

Niikleer faktor E2 iliskili faktor 2 (Nrf2), Nfe2l2 geni tarafindan
kodlanmaktadir. Nrf2 proteini p45 ve p18 alt birimlerine sahip heterodimerik bir
proteindir. NRf2, fizyolojik sartlarda sitoplazmada sitoiskelet iligkili protein olan
Keapl’e bagli olarak bulunmaktadir. Serbest radikaller Nrf2’nin Keapl’den
ayrilmasina saglayarak, Nrf2’nin ¢ekirdege transloke olmasina neden
olmaktadirlar. Nrf2 burada kiigiik Maf (sMaf) proteini ile heterodimer bir yap1
olusturmaktadir. Nrf2-sMAF dimeri, ardindan hiicrede savunma mekanizmasinda
rol alan birgok genin promotor bolgesinde bulunan antioksidan yanit elementine
(ARE) baglanmakta ve bu genlerin aktivasyonunu saglamaktadir (21,109,110).

Nrf2 proteini hiicresel redoks dengesinde, antioksidan ve faz I
detoksifikasyon yanitlarinin diizenlenmesinden sorumlu bir transkripsiyon
faktoriidiir. Antioksidan olan glutamat sistein ligaz (GCL), tioredoksin rediiktaz 1
(Txnrd1), NAD(P)H-kinon oksidorediiktaz 1 (NQOT1) ve hem oksijenaz-1 (HO-1)
ekspresyonlar1 Nrf2 tarafindan diizenlenmektedir. Boylece hiicrelerde oksidatif
stres durumunda, giiglii antioksidan koruma mekanizmalarinin aktive olmasi
saglanmaktadir (111).

Hem oksijenaz (HO) enzimi; hem molekiiliinii, safra pigmentlerinden
biliverdin’e katalize etmektedir. Reaksiyon sirasinda, hem molekiiliiniin a-methen
kopriisiindeki karbon atomu, karbon monoksit olarak, demir ise +2 formunda
salinmaktadir. Bu reaksiyon i¢in oksijene ve NADPH’a ihtiya¢ duyulmaktadir.
Reaksiyon sonucunda olusan biliverdin, biliverdin rediiktaz enzimi vasitasiyla

bilirubin’e donlismektedir.
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Hem oksijenaz enziminin ii¢ izoformu tanimlanmistir. Bunlar; HO-1, HO-2
ve HO-3 tiir. HO-2 ve HO-3 yapisal olarak eksprese edilen form iken; HO-1
indiiklenebilen formdur. HO-1’in, ¢esitli patofizyolojik olaylarda eksprasyon
seviyesi degistigi, yapilan birgok ¢alisma da bildirilmistir. HO-1 sitoprotektif ajan
olarak diisiiniilmektedir ve eksprasyon aktivite seviyelerindeki modiilasyonu
terapdtik bir potansiyel sunmaktadir (107). HO-1; antioksidan, anti-inflamatuar,
antiapoptotik bir faktor olarak kabul edilmistir. HO-1; oksidatif stresin olusturdugu
doku hasarina kars1 savunma mekanizmalarindan birini olusturmaktadir ve HO-1’in

aktivite artis1 diyabette apoptoz ve oksidatif stres olusumunu azalttigi yapilan

caligmalarda bildirilmistir (107,108).
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Sekil 7: Nrf2’nin Sitoplazmadan Cekirdege Translokasyonu ve Antioksidan Genlerin Eksprasyonu
(1112).
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4.6. NfkB ve COX-2 Sinyal Yolag

NfkB; NF-xB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65), RelB ve c-Rel dahil olmak
lizere yapisal olarak bes tiyeden olugsmaktadir (112). NFkB proteini fizyolojik sartlar
altinda IkB proteinine bagl bir sekilde sitoplazmada inaktif halde bulunmaktadir.
Ancak herhangi bir uyar1 oldugunda IkB kinaz proteini IkB molekiiliinii fosforile
etmekte ve NFKB proteini IkB proteininden ayrilarak sitoplazmadan cekirdege
taginmaktadir. Cekirdege tasinan NFkB proteini bazi genlerin transkripsiyonunu
uyarmaktadir. Niikleer faktor-kB (NFkB) proteini, inflamasyon, apoptozis ve hiicre
proliferasyonunda 6nemli rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir (113).

Siklooksijenazlar (COX), ¢coklu doymamis yag asitleri ve arasidonik asidin
prostaglandine (PG) doniistiiriilmesinde rol alan anahtar enzimlerdir.
Siklooksijenazlarin COX-1 ve COX-2 olmak iizere iki izoformu vardir (114). COX-
1 izoformu ¢ogu dokuda yapisal olarak eksprese edilirken; COX-2 indiiklenebilir bir
izoformdur ve genellikle baz1 organlarda veya dokularda eksprese edilmektedir.
Yapilan calismalarda, yetiskin ve fetal insan iireme dokularinda COX-2'nin
lokalizasyonunu bildirmistir (115,116).

Siklooksijenaz-2 (COX-2) enzimi, ¢esitli enflamatuar hastaliklarin
patogenezinde rol oynamaktadir. Yapilan calismalarda indiiklenebilir
siklooksijenazin farkli prostaglandinlerin iiretilmesi yoluyla hem pro- hem de anti-
enflamatuar 0Ozelliklere sahip olabilecegi ve NfkB proteini ile olan iliskisi

bildirilmektedir (117).
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Sekil 8: NfiB’nin Sitoplazmadan Cekirdege Translokasyonu ve inflamasyon Genlerin Eksprasyonu
(118).

4.7. Apoptozis

Apoptozis doku igin potansiyel olarak tehlike arz eden hiicreleri ortadan
kaldirmak icin gergeklesen programli bir hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir.
Apoptozis baslangigta hiicrede karakteristik morfolojik degisikliklere dayanarak
aciklanirken, daha sonralar1 apoptotik hiicre dliimiine aracilik eden proteinlerin
karakterizasyonu ile de molekiiler diizeyde agiklanmaktadir. Molekiiler diizeyde
apoptozisin gerceklesmesi iki ana yolla olmaktadir. Bu yollar intrinsik ve ekstrinsik

sinyal yollaridir (119).
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Ekstrinsik sinyal yolu; bir 6liim ligandinin, hiicre yiizeyi tizerindeki bir 6liim
reseptoriine baglanmasiyla baslatilmaktadir. Bu 6liim reseptorleri, timor nekroz
faktor reseptori ailesine aittir ve TNF-R1, CD95 (Fas), TRAIL-R1 ve TRAIL-R2'yi
icermektedir (120). Bir o6liim ligandinin reseptére baglanmasinin ardindan hiicre
6liim sinyali baglamaktadir. Yiiksek kaspaz-8 seviyeleri ile karakterize edilen bazi
hiicrelerde, aktif kaspaz-8 dogrudan kaspaz-3 ve diger efektor kaspazlari aktive
etmektedir. Bununla birlikte, kaspaz-8 seviyeleri daha diisiik olan hiicrelerde,
proapoptotik sinyallerin, Bcl-2 ailesi iiyesi Bid'in kaspaz-8 aracili uyarilmasi ile
gerceklesmektedir. tBid proteinin, intrinsik sinyal yolunu aktive etmekte ve
sitokrom c'nin mitokondriden salinmasina neden olmaktadir (120,121).

Intrinsik apoptotik sinyalizasyon ise DNA hasar1 ve sitokin yoksunlugu gibi
cok ¢esitli uyaranlara veya hiicresel streslere yanit olarak meydana gelmektedir.
Bcl-2 ailesinden etkilesen ii¢ protein alt grubu, mitokondriyal membrandaki
intrinsik sinyal yolunu kontrol etmektedir (122). Bcl-2 gen ailesi tiyelerinin bazilari
apoptozisi indiiklerken (Bid, Bad, Bax), bazilar1 (Bcl-2, Bcl-xI) apoptozisi inhibe
etmektedir.

Bcl-2 proteini mitokondrinin hem i¢ hem de dis membraninda bulunmaktadir.
Bunun yani sira endoplazmik retikulum, g¢ekirdek membrani dis ylizeyi ve
sitoplazmada bulunabilmektedir. Bcl-2, iyon transportunun regiilasyonundan
sorumludur ve sitokrom c¢ salinimin1 engelleyerek apoptozisi baskilamaktadir.

Bax proteini, mitokondri iizerinde yer almaktadir. Bax proteinleri, apoptik
stirecteki etkilerini kaspazlar tizerinden gergeklestirmektedir. Proapoptik proteinler
mitokondri membraninin permeabilitesini degistirerek sitokrom c¢’nin serbest hale

gelmesini saglamakta ve boylece kaspaz aktivasyonu gergeklesmektedir (123-125).
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Apoptozis, spermatogenez sirasinda testis germ hiicrelerinde énemli bir rol
oynamaktadir ve apoptotik hiicre 6liimiinde meydana gelen diizensizliklerin

infertilite ile iligkili oldugu bildirilmistir (126).
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Sekil 9: Apoptozisin Olusum Mekanizmasi (127).
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4.8. Diyabetin Erkek Ureme Sistemi Uzerindeki Etkileri

Testislerin iki biiyiik fizyolojik islevi vardir. Bunlar; testosteron salgilanmasti
ve sperm {lretimidir. Testisin agirligi, testosteron seviyesi ve sperm miktari
erkeklerde {iireme fonksiyonlarini yansitan Onemli parametreler arasindadir.
Diyabet, testisleri yapisal ve fonksiyonel diizeyde etkilemektedir (11,31). Diyabetik
erkeklerde iireme islev bozukluguna birden fazla patojenik faktoriin etkili oldugu
yapilan c¢alismalarda bildirilmistir. Bu faktorler; serum endokrin hormon
diizeylerindeki azalma, oksidatif stresin artmasi, testislerde dejeneratif ve apoptotik
degisiklikler, anormal otofaji, endotel disfonksiyonu ve enerji metabolizmasindaki
bozukluklardir (128-131).

Diyabetes Mellitusta yeteri kadar insiilin iretilemediginden veya iiretilen
insiilinin uygun sekilde kullanilamadigindan dolay1 kan glikoz seviyeleri yiiksektir.
Hipergliseminin glikoz otooksidasyonuna ve protein glikasyonuna neden olmasi,
proteinlerin oksidatif bozulmasina ve dolayisiyla da reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
asirt iretimine neden olmaktadir. Hiicrelerde gergeklesen lipid peroksidasyonu
enzimatik veya non-enzimatik antioksidan sistemler tarafindan kontrol
edilmektedir. Ancak diyabetes mellitusta antioksidan sistemlerde yetersizlik
goriilmektedir (132) ve bu durum oksidatif strese neden olmaktadir. in vivo ve in
vitro olarak yapilan c¢alismalarda ROS, hiicre membran lipidlerinin
peroksidasyonuna,  DNA’nin  oksidasyonuna, transport  proteinlerinin
inaktivasyonuna ve mitokondriyumlarda enerji iiretiminin inhibisyonuna neden
olarak hiicresel yapilarin oksidatif hasarlarina yol agtigi bildirilmistir (133). Germ
hiicreleri, somatik hiicrelere kiyasla oksidasyona karsi daha savunmasizdir; ¢linkii

plazma membranlar1 daha yiiksek miktarda coklu doymamis yag asitleri
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icermektedir.  Serbest oksijen radikalleri, hiicrede membran lipidlerini,
aminoasitlerini, karbonhidratlarim1 oksidasyona ugratarak; kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu, hiperaktivasyon, sperm-oosit fiizyonu gibi sperm fonksiyonlarini
etkilemektedir. Sperm hiicresinin membrani1 hasar gordiigiinde de, motilite ve
canlilik olumsuz yonde etkilenmektedir (134,135).

Nrf2'nin spermatogenezisin oksidatif stresten korunmasinda énemli bir rol
aldig bildirilmistir. Diyabette, testislerde antioksidan yolakta rol alan Nrf2 protein
eksprasyon diizeyindeki azalma, antioksidan mekanizmada yer alan sitoprotektif
ajanlarin yetersiz kalmasina neden olmaktadir. Bunlar arasinda 6zellikle siiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) ve HO-1 gibi
antioksidan molekiiller yer almaktadir. (136). Bunlar oksidanlarin agir1 tiretimini
temizleyebilmekte ve antioksidan tepki elemani (ARE) bagimli yol vasitasiyla
zararli ROS olusumunu 6nleyebilmektedirler (128,137).

Diyabette iireme sisteminde olusan patolojik durumlarin patogenezinde
kontrolsiiz apoptozis de yer almaktadir. Asir1 apoptozis, testis dokusunda ve diger
iireme organlarinda dejenerasyona neden olmaktadir. Fizyolojik kosullar altinda
testis dokusunda, hasarli veya anormal germ hiicrelerini ortadan kaldirarak spermin
kalitesini ve miktarin1 korumak i¢in apoptotik siirecler goriilmektedir. Ancak
diizensizlik veya asir1 apoptoz, testikiiler hiicre Oliimiine neden olarak
spermatojenik islev bozukluguna ve kisirliga neden olabilmektedir (128,130).
Diyabetin neden oldugu germ hiicre 6liimii, hem tip-1 hem de tip-2 diyabette

goriilmektedir (138,139).
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Sekil 10: Oksidatif Stres ve Testikular Disfonksiyon (128).

FasL/FasR, TNF-a,

Apo3L/DR3 Oksidatif Stres
./

Germ Hiicre

Mebrani
Mitokondrial

Hasar

Sekil 11: Apoptozis ve Testikular Disfonksiyon (128).
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Erkeklerde hipotalama-hipofizer-gonadal eksenin disfonksiyonu, diyabetin
neden oldugu infertilitede patofizyolojinin bir pargasi olarak kabul edilmektedir.
Uzun siireli siddetli hiperglisemideki sistemik metabolik dengesizlikler HPG
ekseninin islevini etkileyerek, endokrin sistemin islevini bozmakta ve leydig
hiicrelerinin  steroidojenik kapasitesini azaltmaktadir. Yapilan c¢alismalarda,
diyabette LH ve FSH serum diizeylerindeki azalmayi takiben erkeklerde hem
spermatogenez hem de libido i¢in 6nemli bir steroid hormon olan testosteron
seviyelerinde azalma oldugu bildirilmistir. Diyabette olusan bu hormonal
degisiklikler libido ve spermatogenez iizerindeki olumsuz etkilerle

iliskilendirilmistir (6,128,140,141).

— @ Hipotalamus

V rsH Resseptori
GnRH / A T Resseptorii

. P LHResseptorii
HipOfiZ Feedback inhibin B
, ¢==mcecsccscccncncccccnnnan. oA Sertoli Hiicresi

L FSH +
Leydig
Testesteron Hiicresi Spermatogenetik
LH + Hiicre
Feedback
' 4 : ™ Protein => ABP
n—>
\_ B
9 Testesteron

Doku Hasar

Sekil 12: Diyabetes Mellitus’un Erkeklerde HPG Eksenine Etkisi (128).
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4.9. Karvakrol

Monoterpenler, ucucu yaglarin yapisinda bulunan, besleyici oOzellikleri
olmayan, gidalara tad katki1 maddesi olarak ilave edilen bilesiklerdir. Yapilan birgok
calisma da monoterpenlerin antioksidan, kemopreventif, antimirobiyal gibi etkileri
oldugu ve bir¢ok hastaligin komplikasyonlarinin azaltilmasinda etkili olabilecegi
bildirilmektedir (37,38).

Karvakrol, Labiataec familyasindan Origanum (Kekik) cinsinden elde edilen
aromatik yapida bir terpen bilesigidir. Karvakrol (2-metil-5-(1-metiletil)-fenol),
kekik, biber ve yabani bergamot gibi bitkilerin ugucu yaglarinda bulunmaktadir

(142).

CHa
OH

CH
7 3 e
H;C CH,

Sekil 13: Karvakroliin Yapisi (143).

Karvakrol ile ilgili yapilan in vitro ve in vivo g¢alismalarda, karvakroliin
antioksidan ozelliginin (41,42) yaninda; antibakteriyel (43-45), antifungal (46),
antiviral (47), antienflamatuar (144), immiin modiilator (48) ve rumen mikrobiyal
fermantasyon modifikatorii (145) gibi farkli biyolojik aktiviteleri tanimlanmistir.
Karvakrol, hiicre membranlarinda meydana gelen oksidatif stresin neden oldugu

lipid peroksidasyonuna kars1 dogal bir antioksidandir (146).
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Karvakrol bakimindan zengin olan ugucu yaglar gii¢lii antioksidan 6zelliklere

sahiptir (41). Karvakrol antioksidan 6zelligini yapisinda bulunan hidroksil gruplari

sayesinde kazanmaktadir (147). Karvakroliin antioksidan 6zelligi ile ilgili sinirh

sayida in vivo ¢alisma bulunmaktadir (148-150).

Tablo 2: Karvakroliin Kimyasal Ozellikleri (151).

Karvakroliin Kimyasal Ozellikleri

Esanlamh ismi

Linear Kimyasal Formiilii
Kapah Kimyasal Formiilii
CAS No

Molekiiler Agirhig:

Saflik

Erime Noktas1

Kaynama Noktasi
Yogunluk

Fiziksel Yapis1

Renk

Rat oral LD50

Rat i.p. LD50

Rat s.c. LD50

Rati.v. LD50

: 2-methyl-5-(1-methylethyl)phenol
: (CH3)2CHCgH3(CH3)OH
: C1oH140

: 499-75-2

: 150.22 g/mol

: %98

13-4 °C (lit.)

1 236-237 °C (lit.)

10.976 g/mL / 20 °C (lit.)
: St

. Acik Sari

: 810 mg/kg

1 73 mg/kg

: 680 mg/kg

: 80 mg/kg
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5.1. Gere¢

5.1.1. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Analitik Hassas Terazi
Buzdolab1 (+4)
Buzdolabi (-20)
Spektrofotometre
Benmari (Su banyosu)
Sogutmali Santrifii
Santrifiij

Mini Spinner
Homojenizator
Distile Su Cihazi
Manteyik Karistirict
Etiv

Vorteks

pH metre

Calkalayici (shaker)
Isitic1 Blok

Elektroforez Sistemi

Gii¢c Kaynagi

Immunoblot Sistemi (Islak Transfer Sistemi)

Kemiliiminesan Goriintileme Cihazi

Mikropipetler (0,5-10,10-100,100-1000 pul)
Makropipetler (0,5-5 ml)

5. GEREC VE YONTEM

Mettler Toledo (AL204)
Arcelik

Ugur

Shimadzu UV-1700
Kottermann

Niive NF 800R

Niive NF400

Thermo myspin12
Ulttra-Turrax T-25
Simsek Lab SS200
Snijders

Blulab

Niive NM110

Thermo Orion Star A111
Thermo

Biosan TBD-120

Biorad Mini Protean Tetra
System

Biorad Powerpac Basic
Biorad Mini Protean Tetra
System

Biorad Chemidoc ™ XRS*
(Image Lab Software)
Brand

Brand



5.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

Tiyobarbitiirik Asit (TBA)
Trikloraasetik asit (TCA)

Trisma Base

Hidroklorik Asit

5,5-Dithiobis ( 2-nitro-benzoic acid)
Di-Sodyum Hidrojen Fosfat Heptahidrat
Potasyum Dihidrojen Fosfat

Hidrojen Peroksit

Amonyum Molibdat

Glutathione Reduced Form

Cumene Hydroperoxide

Sodyum Karbonat

Sodyum Potasyum Tartarat Tetrahidrat
Folin- ciocalteu’sphenol reagent

RIPA Lysis Buffer System

BCA Protein Assay Kit

Acrylamide
N,N'-Methylenebis(acrylamide)
Sodyum Dodesil Siilfat

N,N,N’N’ Tetramethylethylenediamine (TEMED)

Ammonium persulfate (HsN20sS: )
2- isoproponol

4x- laemmli buffer

2- merkaptoetanol

Glisin

Metanol

Yagsiz Siit Tozu (Blotting- grade)
Immunoblot PVDF Membran
Filtre Kagid1

Tween-20
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Merck 1.08180.0025
Sigma 27242

Sigma 1513

Merk 314.2500
Sigma D8130

Merck 106574.1000
Merck 1.04873.1000
Merck 1.08597.2500
Merck 1.01182.0500
Sigma G4251
Sigma 247502
Sigma 13418

Sigma 217255
Merck 1.09001.0100
Santocruz SC24948A
Thermofisher 23227
Sigma A9099
Sigma 146072

Roth 4360.2

Sigma T9281

Sigma A3678

Carla Erba 67-63-0
Biorad 1610747
Aldrich 6250

Sigma G8898
Sigma 34885

Biorad 170-6404
Biorad 162-0177
Biorad 1703932
Sigma P9416



PonceauS

Coomassie Brillant Blue R-250 Dye
Western ECL Substrat

Betaactin Primer Antibody

Bax Primer Antibody

Bcl-2 Primer Antibody

Nrf2 Primer Antibody

HO-1 Primer Antibody

Nfkb Primer Antibody

COX-2 Primer Antibody
Anti-Mouse Seconder Antibody
Anti-Rabbit Seconder Antibody
Protein Ladder

Karvakrol

Streptozotosin

Disodyum Hidrojen Fosfat

Sitrik Asit

Jel yiikleme pipet ucu

Ependorf tiipler (200u1,2 ml)
Makropipet ve Mikropipet Uglar1
Insiliin Enjektorii

%0,9’luk NaCl

Sodyum Bikarbonat

Eozin

Thoma Lami (0,1 mm derinlik, 0,0025 mm?2 ’lik alan)
D(+) —Glukoz

Sitrik Asit Monohidrat

Nigrozin,

Lam kutusu

Lam

Lamel 24x24 mm
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Sigma P3504
Thermo Fisher 20278
Biorad 1705060
Santacruz sc-47778
Abcam ab32503
Santacruz sc-7382
Fine test FNab05855
Santacruz sc-390991
Santacruz sc-514451
Santacruz sc-19999
Santacruz sc-516102
Abcam ab6721
Abcam 116028
Sigma 282197
Sigma S0130

Sigma 71650

Sigma 251275
Biorad

Isolab

Brand

Roy-Med

Polifleks

Sigma S6014

Merck 1.15935.0100
HBG, Germany
Merck 1.08337.0250
J.T.Baker 2064
Aldrich 198285
Isolab

Isolab

Isolab



5.2. Hayvan Materyali

Bu ¢alisma, F.U. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alman 2018/89
protokol numarali Etik Kurul Karari’na tabi olarak gerceklestirildi. Calismada Firat
Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi (FUDAM)’dan temin edilen 8 haftalik
200-250 g agirliginda 74 adet Wistar-Albino 1rki erkek rat kullanildi. Deneysel
uygulamalar laboratuvar hayvanlarinin bakimi ve kullanimi sartlarina (12 saat
aydinlik: 12 saat karanlik ve 24+3°C) uygun olarak gerceklestirildi. Ratlara
deneysel uygulamalar siiresince standart ticari rat yemi (pellet yem) ve musluk suyu

ad libitum olarak verildi.

5.3. Yontem

5.3.1. Deneysel Model

Ratlar bir haftalik adaptasyon siirecinin ardindan 4 ¢alisma grubuna ayrildi.
Calismada diyabet olusturmak i¢in kullanilan streptozotosin Gengoglu ve ark. (69)

tarafindan belirtilen doza gére, pH:4,5 fosfat-sitrat tamponunda (0,1 M Sitrik Asit

Soliisyonu: 2,1 g sitrik asit+100 ml serum fizyolojik; 0,2 M Di Sodyum Hidrojen

Fosfat: 7,2 g Disodyum Hidrojen Fosfat+100 ml serum fizyolojik hazirlanir ve 5
birim sitrik asit ile 4 birim di sodyum hidrojen fosfat soliisyonu karigtirtlir ve pH
4,5’¢ ayarlanir) ¢oziindiiriilerek bir gece a¢ birakilan ratlara intraperiotenal olarak
uygulandi. Kullanilan karvakrol’iin dozu ise Aksu ve ark.(148)’nin belirtikleri doza

gore misir yagi igerisinde ¢oziindiiriilerek gavaj uygulamast ile verildi.
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Dordiincii haftanin sonunda Kontrol ve Karvakrol gruplarindan 7’ser rat DM
ve DM+Karvakrol gruplarindan 10’ar rat son gavaj uygulamasindan 24 saat sonra
dekapite edildi. Kalan ratlara gavaj uygulamasi ile belirtilen dozda karvakrol
verilmeye devam edildi ve sekizinci haftanin sonunda son gavaj uygulamasindan
yine 24 saat sonra kalan ratlar da dekapite edildi. Calisma gruplar1 asagida
belirtildigi sekilde planlandi;

1.Grup: Kontrol Grubu (n=14): Calisma siiresince her giin gavaj
uygulamasi ile tek doz misir yagi verildi.

2.Grup: Diyabet (DM) Grubu (n=23): Periton i¢i tek doz 55 mg/kg
streptozotosin (69) uygulamasi yapildiktan 72 saat sonra kan glikoz seviyesi 200
mg/dl ve lizerinde olan ratlar diyabetli olarak kabul edildi.

3.Grup: Karvakrol Grubu (n=14): Calisma siiresince her giin karvakrol
75 mg/kg (148) dozda misir yagi igerisinde ¢oOziindiiriilerek tek doz gavaj
uygulamasi ile verildi.

4.Grup: Diyabet (DM)+Karvakrol Grubu (n=23): Periton i¢i tek doz 55
mg/kg streptozotosin (69) uygulamasi yapildiktan 72 saat sonra kan glikoz seviyesi
200 mg/dl ve iizerinde olan ratlar diyabetli olarak kabul edildi ve bu ratlara ¢aligma
siresince her giin karvakrol 75 mg/kg (148) dozda musir yagi igerisinde

¢ozlindiiriilerek tek doz gavaj uygulamasi ile verildi.

53



5.3.2. Orneklerin Alinmasi ve Hazirlanmasi

5.3.2.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Ratlardan yaklasik 6-10 ml arasinda alinan kan 6rnekleri, jelli serum tiiplerine
alarak, 4000 rpm de 10 dk santifiiriij edildikten sonra serumlar1 ayrildi. Elde
edilen serumlar biyokimyasal analizler yapilana kadar -20°C muhafaza edildi ve

serumlardaki testosteron ile glikoz seviyeleri 6l¢iildii.

5.3.2.2. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Dekapite edilen ratlardan kan ornekleri alindiktan sonra tireme organlarinin
(testis, epididimis, sag kauda epididimis, vezikula seminalis, ventral prostat)
agirliklart tartilarak kaydedildi ve spermatolojik analizler yapildiktan sonra her iki
testis dokusu PBS ile yikanip polietilen posetlere sarilip etiketlendi. Western blot
ve oksidatif stres analizleri yapilana kadar testis dokular1 -20°C’de muhafaza edildi.

Oksidatif stres analizleri i¢in testis dokular tartilip cam tiiplere aktarildiktan
sonra tizerlerine 1/10 (g/v) oraninda Tris Buffer (pH:7,4) ilave edilerek homojenize
edildi. Homojenatlar 4000 rpm de 60 dk santifiirlij edildikten sonra siipernanat
kismu ayrildi. Siipernatanttan MDA, GSH, CAT ve GSH-Px diizeylerine bakildi.

Western blot analizleri i¢in testis dokulari RIPA Protein Lysis Kit (Santacruz
sc24948A) ile firmanin belirttigi protokole uygun sekilde homojenize edildi ve

homojenatlar 4000 rpm de 60 dk satrifiij edilerek supernatant kismi ayrildi.
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Supernatant kismindan Bax, Bcl-2, Nrf2, HO-1, NfkB ve COX-2 protein

ekspresyon diizeylerine bakildi.

5.3.3.Spermatolojik Analizler

5.3.3.1. Epididimal Spermatozoon Yogunlugu

Hemositometrik yontem kullanilarak spermatozoon yogunlugu belirlendi
(152,153). Sag cauda epididimis petri kutusu i¢erisindeki 1 ml fizyolojik tuzlu suda
(%0,9’luk NaCl) trimlendi. Sonra epididimal dokudaki biitiin spermatozoonlarin
stviya gegmesi i¢in oda sicakliginda 4 saat inkubasyona birakildi. Bekleme siiresini
takiben alyuvar sayiminda kullanilan sulandirma pipetinin 0,5 ¢izgisine kadar
sperma ve 101 ¢izgisine kadar %2’lik eozin soliisyonu ¢ekildi. Dolayisiyla sperma
1/200 oraninda sulandirilmis oldu. Pipetten ilk birka¢ damla atildiktan sonra,
Thoma laminm (0,1 mm derinlik, 0,0025 mm? ’lik alan) her iki sayim alanina
lamelin kenarina pipetin ucu degdirilerek sulandirilmig sperma birakildi. Thoma
lam1 151k mikroskobuna yerlestirilip 5 dakika beklenerek soliisyon igerisindeki
spermatozoonlarin tiim alana homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Thoma
laminin her iki sayim alaninda 10x40’lik biiylitmede toplam 5 orta biiyiikliikteki
karede (toplam 80 kiigiik kare) bulunan spermatozoonlar sayilarak hesaplandi.

Sonuglar milyon/sag kauda epididimis olarak verildi.
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5.3.3.2. Spermatozoon Motilitesi

Bir lam, mikroskobun 1sitma tablasina yerlestirilerek lamin sicakliginin
37°C’ye ulasmast saglandi. Tris buffer soliisyonu 1sitma tablasi {izerindeki lama
damlatildiktan sonra sol kauda epididimise kesit yapild1 ve spermatozoon ihtiva
eden kiiclik bir damla lamel yardimiyla Tris buffer soliisyonu ile karistirilarak
homojen olmasi saglandi. Daha sonra 400°liik biiyiitme (10X40) motilite yiizdesi
belirlendi. Motilite tahminleri, sol kauda epididimisten alinan bir damla
stispansiyon icin 3 farkli saha incelenerek yapildi. Bu 3 farkli sahada motilite
oranlarinin ortalamasi alind1 ve 0-100 arasinda deger verilerek, motilite oran1 %

olarak belirtildi (152,153).

5.3.3.3. Anormal Spermatozoon Oram

Anormal spermatozoon oranini tayin etmek igin birka¢ damla Tris buffer
soliisyonu temiz, kuru ve dnceden 1sitilmis (37°C) bir lama damlatildiktan sonra
tizerine sol kauda epididimise kesit yapilarak alinan, spermatozoon ihtiva eden
kiiciik bir damla ile birkag damla Eozin-Nigrozin karigimi boya damlatilarak bir
lam yardimiyla karistirilip homojen hale getirildi. Daha sonra bu karisgimdan ince
frotiler cekilerek, frotiler oda sicakliginda kurutuldu. Kurutma isleminden sonra
frotiler 151k mikroskobunda 400’likk biiyiitme (10X40) ile incelendi. Bir frotide
toplam 200 spermatozoon incelenip bas, kuyruk ve toplam anormal spermatozoon

oran1 % olarak ifade edildi (152,153).
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5.3.4.Serum Testosteron ve Glikoz Analizleri

Ratlardan alinan kan orneklerinden santifiiriij sonrasinda elde edilen
serumlardan, testosteron ve glikoz diizeyleri Firat Universitesi Arastirma Hastanesi

Merkez Laboratuvarinda otoanalizatorde tespit edilmistir.

5.3.5. Oksidatif Stres Analizleri

5.3.5.1. Malondialdehit (MDA) Tayini

Malondialdehit tayini Placer ve ark. (154)’nin belirledigi yonteme gore
spektrofotometrik  olarak  yapildi. Standart egri ¢izimi igin, 1,1,3,3
Tetraethoxypropane’den 10 pl/10 ml absolut etanolde stok soliisyon hazirlandi ve
bu stok soliisyondan farkli konsantrasyonlarda standartlar hazirlanarak bir MDA
standart egrisi ¢izildi. Orneklerden elde edilen absorbanslar MDA standart egriden
hesaplanan sabit rakama oranlanarak dokudaki MDA diizeyi hesaplandi. Cikan
sonuglar nmol/g doku olarak ifade edildi. Prensibi; anaerobik bir ortamda ve pH’nin
3,4 oldugu durumda, doku homojenatinin 100°C’de 1 saat inkubasyonunda, lipid
peroksidasyonunun bir {iriinii olan malondialdehitin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile
reaksiyonu sonucunda pembe renkli bir kompleks olusur. Olusan bu pembe renk

532 nm’de spektrofotometrik olarak okunur.

5.3.5.2. Indirgenmis Glutatyon (GSH) Tayini

Glutatyon tayini Sedlak ve Lindsay'in (155) belirttigi yonteme gore

spektrofotometrik olarak yapildi. Elde edilen absorbans degerler hesaplanarak
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sonuglar nmol/g doku olarak ifade edildi. Prensibi; 5,5-ditiyo-bis [2-nitrobenzoik
asit] sulfidril gruplariyla reaksiyonu sonucunda sar1 renkli bir kompleks meydana

gelir. Olusan bu renk degisimi 412 nm'de spektrofotometrik olarak okunur.

5.3.5.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Tayini

GSH-Px aktivite diizeyi Lawrence ve ark. (156)’nin belirttigi yonteme gore
spektrofotometrik olarak yapildi. Elde edilen absorbans degerler hesaplanarak
sonuglar IU/g protein olarak ifade edildi. Prensibi; GSH-Px, GSH’1
Cumenehidroperoksit (CHPO) ile oksidasyona ugratir. Renk ajani olan 5,5-
ditiyobis (2- nitrobenzoik asit; DTNB) soliisyonunu hem kor ve hem de 6rneklerle
muamele edildiginde sar1 renk kompleksi olusur bu da spektrofotometrede 412

nm'de okunur.

5.3.5.4. Katalaz (CAT) Tayini

Katalaz aktivitesinin tayini Goth'un (157) belirttigi yonteme gore
spektrofotometrik olarak yapildi. Elde edilen absorbans degerler hesaplanarak
sonuglar kU/g protein olarak ifade edildi. Prensibi; Doku homojenatt hidrojen
peroksit (H20) igeren substrat ile inkube edilir. Hidrojen peroksit katalaz aktivitesi
ile H20 ve oksijene parcalanir. Ortama ilave edilen amonyum molibtat H20: ile
birleserek reaksiyonu sonlandirilir. Bu siire de meydana gelen renk degisimi 405

nm'de kore kars1 spektrofotometrik olarak okunur.
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5.3.5.5. Total Protein Tayini

Orneklerdeki total protein tayininde Lowry metodu kullanild: (158). Prensibi;
Alkali bakir ayiracinda bulunan Cu™™" peptit baglari ile kompleks olusturmaktadir.
Doku homojenatlarina alkali bakir ayraci eklenip fenol ayraciyla muamele
edildiginde mor-mavi renk sekillenir. Olusan bu rengin 650 nm’de

spektrofotometrik olarak okunmasiyla total protein diizeyi belirlenir.

5.3.6. Western Blot Analizleri

Homojenatlardan elde edilen supernatantlardaki total protein miktarlari, BCA
Kiti (Thermofisher 23227) kullanilarak prosediire gore spektrofotometrik olarak
belirlendi (159). Doku homojenatlar1 2- merkaptoetanol igeren 4x laemmli buffer
soliisyonu ile 4 oraninda hazirlandiktan sonra, 95 °Cde 5 dk inkiibasyona birakildi.
Hazirlanan bu ornekler yiikleme (%4) ve ayirma jellerinden (%10) olusan iki
gradientli poliakrilamid jellere, her kuyucukta 50 pg protein olacak sekilde, birinci
kuyucuga protein marker1 konularak yiiklendi. Elektroforez Biorad mini-protean
tetra cell jel elektroforez sisteminde 1X yiiriitme tamponu kullanilarak jel bagina 10
mA ayarlanarak yapildi. Proteinlerin jel igerisindeki takibi, laemmli buffer
icerisinde bulunan bromofenol mavisinin olusturdugu mavi renkli bant ile yapildi
(160). Yiritme isleminin ardindan jeller transfere hazirlandi. Transfer kaseti
icerisine katottan anota dogru olacak sekilde silinger, filtre kagidi, jel, poliviniliden
diflorit (PVDF) membran, filtre kagidi, siinger konularak sandivi¢ modeli
olusturuldu. Bu islemi yaparken jel ile membran arasinda hava kabarcig

kalmamasina dikkat edildi. Transfer kaseti kapatilarak transfer tankinin igerisine
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yerlestirildi ve tank 1X transfer tamponu ile dolduruldu. Jeldeki proteinler Biorad
mini protean tetra cell 1slak transfer sistemi kullanilarak western blotlama teknigi
ile 90 V’da 90 dk PVDF membrana aktarildi (161). Blotlamanin ardindan PVDF
membranlar, nonspesifik baglanmalar1 engellemek i¢in, %5 lik siit tozu ile 1 saat
bloklandi ve bloklamadan sonra TBS-T ile 5’er dk 3 kez yikandi. Membranlar Bel-
2:1/1000, Bax; 1/10000, NfkB:1/1000, COX-2:1/1000, Nrf2:1/3000, HO-1:
1/1000, Betaaktin: 1/10000 oraninda %5 lik siit tozuyla sulandirilan antikorlarla bir
gece inkiibasyona birakild1. inkiibasyonun ardindan membranlar 5 er dk 3 kez TBS-
T ile yikandi. Primere uygun sekonder antikorlar %5°lik siit tozunda sulandirilarak
(Anti Mouse Seconder Antibody; 1/5000, Anti-Rabbit Seconder Antibody:
1/10000) membranlar bu antikorlarla 1 saat inkiibasyona birakildi ve ardindan
membranlar tekrar 5 er dk 3 kez TBS-T ile yikandi. Yikanan membranlar
kemiliiminesan konjugat (ECL) ile muamele edildi. Bant goriintiileri Biorad
ChemiDoc™ XRS+ goriintiileme cihazi kullanilarak elde edildi (162,163). Elde
edilen goriintiilerdeki bant yogunluklar1 Biorad Image Lab™ Software version
5.2.1 programi kullanilarak dlgiildii. Protein ekspresyon diizeyleri internal kontrol
olarak kullanilan beta aktine gére normalize edildi ve kontroliin yiizdesi seklinde

ifade edildi (163).
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5.3.7. Canh Agirhk Olgiimleri

Her grupta, ratlara g¢alisma baslangicinda bireysel kuyruk isaretlemesi
yapildi. Canli agirlik tartimlari; galigmanin baslangicinda, STZ uygulamalar1 6ncesi
ve ¢aligsma sonunda giiniin ayni saatlerinde ve 1 g hassasiyetteki terazi (Denver DL-

3, Amerika) ile yapildu.

5.3.8. lstatistiksel Analiz

Calisma sonucunda elde edilen degerlerin normal dagilim gosterip
gostermedikleri  Shapiro-Wilk normallik analizi ile belirlendi. Shapiro-Wilk
normallik analizi sonucu normal dagilim gdsteren verilerin grup ortalamalari Anova
tek yonlii varyans analiziyle karsilastirildi. Gruplar arasindaki farkliliklar ise
Duncan testi ile belirlendi. Normal dagilim gdstermeyen verilerde ise, Kruskal
Wallis Varyans Analiz testi uygulandi. Gruplar arasindaki farkliliklar ise Mann
Witney-U testi ile belirlendi. Anlamlilik diizeyi p<0,05 kabul edildi. Istatistiksel
analizler i¢in IBM SPSS Statistics 22 paket programi kullanildi (164).

Veriler; Ortalama + Standart Sapma (X+SD) olarak verildi.
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6. BULGULAR

6.1. Canh Agirhk Degerleri

Canli agirlik degerleri; Sekil 14 ve 15°te verilmistir.

Sekil 14 ve 15 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci haftalarda canli agirlik
degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir
(p<0,001).

Sekil 14 incelendiginde; dordiincti haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda canli agirlik degerlerinde bir azalma oldugu belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
oldugu belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 14: Dérdiincii Hafta Canli Agirlik Degerleri; Ortalama, SD, (p<0,001).
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Sekil 15 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda canli agirlik degerlerinde bir azalma oldugu belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol ve
Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
oldugu belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 15: Sekizinci Hafta Canli Agirlik Degerleri; Ortalama, SD, (p<0,001).
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6.2. Serum Glikoz Diizeyleri

Serum glikoz diizeyleri; Sekil 16 ve 17 ile Tablo 3 ve 4’te verilmistir.

Sekil 16 ve 17 ile Tablo 3 ve 4 incelendiginde, dordiincii ve sekizinci
haftalarda serum glikoz diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar belirlenmistir (p<0,001).

Sekil 16 ve Tablo 3 incelendiginde; dordiincii haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda serum glikoz diizeylerinde bir artis oldugu belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugu belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 16: Dordiincti Hafta Serum Glikoz Diizeyleri; Ortalama, SD, (p<0,001).
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Sekil 17 ve Tablo 4 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda serum glikoz diizeylerinde bir artis oldugu belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir azalis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis
oldugu belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 17: Sekizinci Hafta Serum Glikoz Diizeyleri; Ortalama, SD, (p<0,001).
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6.3. Serum Testosteron Diizeyleri

Serum testosteron diizeyleri; Sekil 18 ve 19 ile Tablo 3 ve 4’te verilmistir.

Sekil 18 ve 19 ile Tablo 3 ve 4 incelendiginde, dordiincii ve sekizinci
haftalarda serum testosteron diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamlr farkliliklar belirlenmistir (p<0,001).

Sekil 18 ve Tablo 3 incelendiginde; dordiincii haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda serum testosteron diizeylerinde bir azalis oldugu
belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05). DM+Karvakrol
Grubu, Kontrol ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli bir azalis oldugu belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol

Grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 18: Dordiincii Hafta Serum Testosteron Diizeyleri; Ortalama, SD, (p<0,001).
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Sekil 19 ve Tablo 4 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda serum testosteron diizeylerinde bir azalis oldugu
belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artig belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu,
Kontrol ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir
azalis oldugu belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05).
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Testesteron Duzeyleri (ng/dl)

Sekil 19: Sekizinci Hafta Serum Testosteron Diizeyleri; Ortalama, SD, (p<0,001).
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Tablo 3: Dérdiincii Hafta Serum Glikoz ve Testosteron Diizeyleri

GRUPLAR Serum Glikoz Diizeyleri Serum Testosteron Diizeyleri
(mgy/dl) (ng/dl)
Kontrol 106,42+6,34° 161,11+31,70?
DM 443 ,714+54,272 46,78+10,98"
4. Hafta Karvakrol 110,85+13,35° 203,38+30,452
DM+Karvakrol 412,85+75,382 57,41£20,62°
Onemlilik p<0,001 p<0,001

ab: Ayni siitunda farkli harfle belirtilen degerler arasindaki farkliliklar istatiksel olarak dnemlidir (X+SD).
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Tablo 4: Sekizinci Hafta Serum Glikoz ve Testosteron Diizeyleri

GRUPLAR Serum Glikoz Diizeyleri Serum Testosteron Diizeyleri
(mg/dI) (ng/dl)
Kontrol 115,28+12.41¢ 432,83+77,222
DM 470,12427,782 19,12+0,35°
8. Hafta Karvakrol 127,00£1431° 415,57+88,267
DM+Karvakrol 409,25+51,07° 89,68+18,40°
Onemlilik p<0,001 p<0,001

abe: Ayni siitunda farkli harfle belirtilen degerler arasindaki farkliliklar istatiksel olarak dnemlidir (X+SD).
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6.4. Oksidatif Stres Parametreleri

6.4.1. Malondialdehit (MDA) Diizeyleri

Testis dokusu malondialdehit diizeyleri; Sekil 20 ve 21 ile Tablo 5 ve 6’ta
verilmistir.

Sekil 20 ve 21 ile Tablo 5 ve 6 incelendiginde; dordiincti ve sekizinci
haftalarda, MDA diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh
farkliliklar belirlenmistir (p<0,001).

Sekil 20 ve Tablo 5 incelendiginde; dordiincti haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda MDA diizeylerinde bir artis oldugu belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlaml1 bir azalis tespit edilmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli artis oldugu
belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 20: Dordiincii Hafta Testis Dokusu MDA Diizeyleri; Ortalama, SD, (p<0,001).
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Sekil 21 ve Tablo 6 incelendiginde, sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda MDA diizeylerinde bir artis oldugu belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir azalig belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis
belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlaml1 bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 21: Sekizinci Hafta Testis Dokusu MDA Diizeyleri; Ortalama, SD, (p<0,001).
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6.4.2.Glutatyon (GSH) Diizeyleri

Testis dokusu glutatyon diizeyleri; Sekil 22 ve 23 ile Tablo 5 ve 6’ta
verilmigtir.

Sekil 22 ve 23 ile Tablo 5 ve 6 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci
haftalarda GSH diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar belirlenmistir (dordiincii hafta: p<0,001; sekizinci hafta: p<0,01).

Sekil 22 ve Tablo 5 incelendiginde, dordiincii haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda GSH diizeylerinde bir azalis oldugu belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis
belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 22: Dordiincti Hafta Testis Dokusu GSH Diizeyleri; Ortalama, SD, (p<0,001).
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Sekil 23 ve Tablo 6 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda GSH diizeylerinde bir azalis oldugu belirlenmistir
(p<0,01). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol ve
Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug
belirlenmemistir (p>0,05). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlaml1 bir sonu¢ bulunmamastir (p>0,05).
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Sekil 23: Sekizinci Hafta Testis Dokusu GSH Diizeyleri; Ortalama, SD, (p<0,01).
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6.4.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH.Px) Aktivitesi

Testis dokusu glutatyon peroksidaz aktivitesi; Sekil 24 ve 25 ile Tablo 5 ve
6’ta verilmistir.

Sekil 24 ve 25 ile Tablo 5 ve 6 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci
haftalarda GSH.Px aktivitelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar belirlenmistir (p<0,001).

Sekil 24 ve Tablo 5 incelendiginde; dordiincii haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda GSH.Px aktivitesinde bir azalis oldugu belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol ve
Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis
belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 24: Dordiincii Hafta Testis Dokusu GSH.Px Aktivitesi; Ortalama,SD, (p<0,001).
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Sekil 25 ve Tablo 6 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda GSH.Px aktivitesinde bir azalis oldugu belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol ve
Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis
belirlenmistir (p<0,001). Karvakrol Grubu Kontrol Grubuyla kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli bir artig belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 25: Sekizinci Hafta Testis Dokusu GSH.Px Aktivitesi; Ortalama, SD, (p<0,001).
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6.4.4. Katalaz (CAT) Aktivitesi

Testis dokusu katalaz aktivitesi; Sekil 26 ve 27 ile Tablo 5 ve 6’ta verilmistir.

Sekil 26 ve 27 ile Tablo 5 ve 6 incelendiginde; dordiincti ve sekizinci
haftalarda CAT aktivitesinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
farkliliklar belirlenmistir (dordiincii hafta: p<0,01; sekizinci hafta: p<0,001).

Sekil 26 ve Tablo 5 incelendiginde, dordiincii haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda CAT aktivitesinde bir azalis oldugu belirlenmistir
(p<0,01). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol ve
Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalig
belirlenmistir (p<0,01). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 26: Dordiincti Hafta Testis Dokusu Katalaz Aktivitesi; Ortalama, SD, (p<0,01).
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Sekil 27 ve Tablo 6 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda CAT aktivitesinde bir azalis oldugu belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir artig belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark bulunmazken (p>0,05);
Karvakrol Grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalig
belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlaml1 bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 27: Sekizinci Hafta Testis Dokusu Katalaz Aktivitesi; Ortalama, SD, (p<0,001).
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Tablo 5: Dordiincii Hafta Testis Dokusu Oksidatif Stres Parametreleri

OKSIDATIF STRES PARAMETRELERI

GRUPLAR MDA (nmol/g doku) GSH (nmol/g doku) GSH-Px (1U/g protein) Katalaz (kU/g protein)
Kontrol 24,08+2,29¢ 2,77+0,402 27,03+4,032 32,48+6,21°2
DM 35,94+5,332 2,23+0,11° 14,68+1,92°¢ 22,72+7,51°

4. Hafta
Karvakrol 23,54+1,25°¢ 2,78+0,08?2 29,98+5,572 33,67+4,182
DM+Karvakrol 29,27+2,22° 2,35+0,11° 20,19+2,42° 25,08+5,01°
Onemlilik p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,01

abe: Ayn siitunda farkli harfle belirtilen degerler arasindaki farkliliklar istatiksel olarak dnemlidir (X+SD).



Tablo 6: Sekizinci Hafta Testis Dokusu Oksidatif Stres Parametreleri

OKSIDATIF STRES PARAMETRELERI

GRUPLAR MDA (nmol/g doku) GSH (nmol/g doku)  GSH-Px (1U/g protein)  Katalaz (kU/g protein)
Kontrol 23,51+1,31°¢ 2,74+0,222 29,55+2,290 31,85+4,21%
DM 38,45+3,782 2,18+0,44° 12,18+2,964 16,54+4,49¢

8. Hafta
Karvakrol 22,66+1,16° 2,90+0,472 34,74+3,06° 37,37+5,382
DM+Karvakrol 26,75+2,08° 2,53£0,18%® 25,11+5,31¢ 28,85+2,62°
Onemlilik p<0,001 p<0,01 p<0,001 p<0,001

abed: Aym siitunda farkli harfle belirtilen degerler arasindaki farkliliklar istatiksel olarak énemlidir (X+SD).
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6.5. Nrf2 ve HO-1 Protein Eksprasyon Diizeyleri

Testis dokusu Nrf2 ve HO-1 protein eksprasyon diizeyleri ve protein
eksprasyonlarini ifade eden western blot bant goriintiileri; Sekil 28, 29, 30 ve 31°de
verilmistir. Sekil 28 ve 29 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci haftalarda Nrf2
protein eksprasyon diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar belirlenmistir (p<0,001).

Sekil 28 incelendiginde; dordiincii haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda Nrf2 protein eksprasyon diizeylerinin azaldigi belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalig
belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir sonug¢ bulunmamustir (p>0,05).
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Sekil 28: Dordiincii Hafta Testis Dokusu Nrf2 Protein Eksprasyon Diizeyleri; Ortalama, SD
(p<0,001).
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Sekil 29 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda Nrf2 protein eksprasyon diizeylerinin azaldigi belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol ve
Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir sonug¢ bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 29: Sekizinci Hafta Testis Dokusu Nrf2 Protein Eksprasyon Diizeyleri; Ortalama, SD
(p<0,001).
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Sekil 30 ve 31 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci haftalarda HO-1 protein
eksprasyon diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
belirlenmistir (p<0,001).

Sekil 30 incelendiginde; dordiincti haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda HO-1 protein eksprasyon diizeylerinin azaldigi belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
ve Karvakrol Gruplartyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis
belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 30: Dérdiincti Hafta Testis Dokusu HO-1 Protein Eksprasyon Diizeyleri; Ortalama, SD
(p<0,001).
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Sekil 31 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda HO-1 protein ekspresyonun azaldigi belirlenmistir (p<0,001).
DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
bir artis belirlenmistir (p<0,001). DM-+Karvakrol Grubu, Kontrol Grubu ve
Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda da istatistiksel olarak
anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 31: Sekizinci Hafta Testis Dokusu HO-1 Protein Eksprasyon Diizeyleri; Ortalama, SD
(p<0,001).
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6.6. NfkB ve COX-2 Protein Eksprasyon Diizeyleri

Testis dokusu NfkB ve COX-2 protein eksprasyon diizeyleri ve protein
eksprasyonlarini ifade eden western blot bant goriintiileri; Sekil 32, 33, 34 ve 35°te
verilmistir. Sekil 32 ve 33 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci haftalarda NfkB
protein eksprasyon diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar belirlenmistir (p<0,001).

Sekil 32 incelendiginde; dordiincti haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda NfkB protein eksprasyon diizeylerinin arttig1 belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda, istatistiksel
olarak anlaml1 bir azalis tespit edilmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
ve Karvakrol Gruplartyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artig
belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamuistir (p>0,05).
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Sekil 32: Dordiincii Hafta Testis Dokusu NfkB Protein Eksprasyon Diizeyleri; Ortalama, SD
(p<0,001).
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Sekil 33 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda, NfkB protein eksprasyon diizeylerinin arttifi belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda, istatistiksel
olarak anlamli bir azalis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
Grubu ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda, istatistiksel olarak bir fark
bulunmamistir (p>0,05). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamustir (p>0,05).
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Sekil 33: Sekizinci Hafta Testis Dokusu NfkB Protein Eksprasyon Diizeyleri; Ortalama, SD
(p<0,001).
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Sekil 34 ve 35 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci haftalarda COX-2
protein eksprasyon diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar belirlenmistir (p<0,001).

Sekil 34 incelendiginde; dordiincti haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda COX-2 protein eksprasyon diizeylerinin arttifi belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir azalis tespit edilmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis
belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 34: Dordiincii Hafta Testis Dokusu COX-2 Protein Diizeyleri; Ortalama, SD (p<0,001).
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Sekil 35 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda COX-2 protein eksprasyon diizeylerinin arttigi belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir azalis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
Grubu ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark
bulunmamistir (p>0,05). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamustir (p>0,05).

h N
*So
(2
o &
S ¥ L
& R ¢ &
£ T & 9
70 kDa ‘ COX-2
£ 42kDa B-aktin
=
¥ 200-
g y 4 Kontrol
5 8 150 2 = DM
T 7 o i Karvakrol
e DM+Karvakrol
& c 1004 |
L5 e
W ‘e o
£ = paramara,
@ 5 50 feeeceeee
5 S oo
° X e
o oo
D 0 T
5 Gruplar
%)

Sekil 35:Sekizinci Hafta Testis Dokusu COX-2 Protein Eksprasyon Diizeyleri; Ortalama, SD
(p<0,001)

87



6.7. Bax ve Bcl-2 Protein Eksprasyon Diizeyleri

Testis dokusu Bax ve Bcl-2 protein eksprasyon diizeyleri ve protein
eksprasyonlarini ifade eden western blot bant goriintiileri; Sekil 36, 37, 38 ve 39°ta
verilmistir. Sekil 36 ve 37 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci haftalarda Bax
protein eksprasyon diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar belirlenmistir (p<0,001).

Sekil 36 incelendiginde; dordiincti haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda Bax protein eksprasyon diizeylerinin arttigi belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir azalis tespit edilmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
ve Karvakrol Gruplartyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artig
belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamuistir (p>0,05).
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Sekil 36: Dordiincli Hafta Testis Dokusu Bax Protein Eksprasyon Diizeyleri; Ortalama, SD
(p<0,001).
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Sekil 37 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda Bax protein eksprasyon diizeylerinin arttig1 belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir azalis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
Grubu ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark
bulunmamustir (p>0,05). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlaml1 bir sonu¢ bulunmamastir (p>0,05).
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Sekil 37: Sekizinci Hafta Testis Dokusu Bax Protein Eksprasyon Diizeyleri; Ortalama, SD
(p<0,001).
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Sekil 38 ve 39 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci haftalarda Bcl-2 protein
eksprasyon diizeylerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
belirlenmistir (p<0,001).

Sekil 38 incelendiginde; dordiincii haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda Bcl-2 protein eksprasyon diizeylerinin azaldigi belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlaml1 bir artis tespit edilmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol
ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis
belirlenmistir (p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 38: Dordiincii Hafta Testis Dokusu Bcel-2 Protein Eksprasyon Diizeyleri; Ortalama, SD
(p<0,001).
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Sekil 39 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda Bcl-2 protein eksprasyon diizeylerinin azaldigi belirlenmistir
(p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol ve
Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir sonug¢ bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 39: Sekizinci Hafta Testis Dokusu Bcl-2 Protein Eksprasyon Diizeyleri; Ortalama, SD
(p<0,001).
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Bax/Bcl-2 Oranlari; Sekil 40 ve 41°te verilmistir.

Sekil 40 ve 41 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci haftalarda Bax/Bcl-2
oranlarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir
(p<0,001).

Sekil 40 incelendiginde; dordiincti haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda  Bax/Bcl-2  oranmmin  arttigit  belirlenmistir  (p<0,001).
DM-+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
bir azalis tespit edilmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol ve Karvakrol
Gruplanyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlenmistir
(p<0,001). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir sonug¢ bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 40: Dérdiincti Hafta Testis Dokusu Bax/Bcl-2 Oranlari; Ortalama, SD, (p<0,001).
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Sekil 41 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda  Bax/Bcl-2 ~ oranmmin  arttigi  belirlenmistir  (p<0,001).
DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
bir azalig belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol Grubu ve
Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir
(p>0,05). Kontrol Grubu ile Karvakrol Grubu arasinda da istatistiksel olarak

anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 41: Sekizinci Hafta Testis Dokusu Bax/Bcl-2 Oranlari; Ortalama, SD, (p<0,001).
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6.8. Spermatolojik Parametreler

6.8.1. Motilite Degerleri

Spermatozoon motilite degerleri; Sekil 42 ve 43 ile Tablo 7 ve 8’de
verilmistir. Sekil 42 ve 43 ile Tablo 7 ve 8 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci
haftalarda motilite degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh
farkliliklar belirlenmistir (p<0,001).

Sekil 42 ve Tablo 7 incelendiginde; dordiincti haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda motilite degerlerinde bir azalis belirlenmistir (p<0,001).
DM-+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark
belirlenmemistir  (p>0,05). DM+Karvakrol Grubu, Karvakrol Grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalig (p<0,001) belirlenmis, Kontrol
grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir (p>0,05).
Karvakrol Grubu, Kontrol Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir

artis belirlenmistir (p<<0,001).
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Sekil 42: Dordiincii Hafta Motilite Degerleri; Ortalama, SD, (p<0,001).
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Sekil 43 ve Tablo 8 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda motilite degerlerinde bir azalis belirlenmistir (p<0,001).
DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli
bir artis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, Kontrol Grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir fark bulunmazken (p>0,05); Karvakrol
Grubuyla kiyaslandiginda azalis belirlenmistir (p<0,001). Karvakrol Grubu,

Kontrol Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmustur

(p<0,001).
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Sekil 43: Sekizinci Hafta Motilite Degerleri; Ortalama, SD (p<0,001).
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6.8.2. Yogunluk Degerleri

Epididimal spermatozoon yogunluk degerleri; Sekil 44 ve 45 ile Tablo 7 ve
8’de verilmistir.

Sekil 44 ve 45 ile Tablo 7 ve 8 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci
haftalarda epididimal spermatozoon yogunluk degerlerinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir (dordiincii hafta: p<0,05;
sekizinci hafta: p<0,001).

Sekil 44 ve Tablo 7 incelendiginde; dordiincii haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda epididimal spermatozoon yogunlugunda bir azalig
belirlenmistir (p<0,05). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,05). DM+Karvakrol Grubu,
Kontrol ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir
sonu¢ bulunmamistir  (p>0,05). Karvakrol Grubu, Kontrol Grubu ile

kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ bulunmamuistir (p>0,05).
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Sekil 44: Dordiincii Hafta Yogunluk Degerleri; Ortalama, SD (p<0,05).
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Sekil 45 ve Tablo 8 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda epididimal spermatozoon yogunlugunda bir azalis
belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmustur (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu,
Kontrol Grubuyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug
bulunmamistir  (p>0,05). DM+Karvakrol ~Grubu, Karvakrol Grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis belirlenmistir (p<0,001).
Karvakrol Grubu, Kontrol Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml1 bir

artts bulunmustur (p<0,001).
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Sekil 45: Sekizinci Hafta Yogunluk Degerleri; Ortalama, SD, (p<0,001).
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6.8.3. Anormal Spermatozoon Degerleri

Anormal Spermatozoon degerleri; Sekil 46 ve 47 ile Tablo 7 ve 8’de
verilmistir. Sekil 46 ve 47 ile tablo 7 ve 8 incelendiginde; dordiincii ve sekizinci
haftalarda anormal spermatozoon oranlarinda gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml: farkliliklar belirlenmistir (p<0,001).

Sekil 46 ve Tablo 7 incelendiginde; dordiincti hafta DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda bas, kuyruk ve toplam anormal spermatozoon
oranlarinda bir artis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile
kiyaslandiginda bas, kuyruk ve toplam anormal spermatozoon oranlarinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol
Grubu, Kontrol ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir
artis bulunmustur (p<0,001). Karvakrol Grubu, Kontrol Grubu ile kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 46: Dordiincii Hafta Anormal Spermatozoon Degerleri; Ortalama, SD, (p<0,001).
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Sekil 47 ve Tablo 8 incelendiginde, sekizinci haftada DM Grubu, Kontrol
Grubuyla kiyaslandiginda bas, kuyruk ve toplam anormal spermatozoon
oranlarinda bir artis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol Grubu, DM Grubu ile
kiyaslandiginda bas, kuyruk ve toplam anormal spermatozoon bulgularinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalis belirlenmistir (p<0,001). DM+Karvakrol
Grubu, Kontrol ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir
artis bulunmustur (p<0,001). Karvakrol Grubu, Kontrol Grubu ile kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 47: Sekizinci Hafta Anormal Spermatozoon Degerleri; Ortalama, SD, (p<0,001)
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Tablo 7: Dérdiincii Hafta Spermatolojik Parametreler

SPERMATOLOJIiK PARAMETRELER

4 Hafta

Anormal Spermatozoon Orani (%)

> Yogunluk
GRUPLAR Motilite (%0) . 5 L

(Milyon/Sag Cauda Epididimis) Bas Kuyruk Toplam
Kontrol 54,28+7,86° 107,42+33,732 2,57+0,78° 3,57£1,61° 6,14+1,95°
DM 30,00+17,32°¢ 58,57+35,97° 14,71+1,792 12,85+2,73¢2 27,57+4,35%
Karvakrol 72,85+17,992 126,00+49,552 2,28+0,75¢ 2,71£1,49¢ 5,14+1,57¢
DM+Karvakrol 44,28+12,72%¢ 102,85+34,67° 7,57£1,27° 8,71+1,38° 16,28+2,49°
Onemlilik p<0,001 p<0,05 p<0,001 p<0,001 p<0,001

abc: Ayni siitunda farkli harfle belirtilen degerler arasindaki farkliliklar istatiksel olarak énemlidir (X+SD).
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Tablo 8:Sekizinci Hafta Spermatolojik Parametreler

SPERMATOLOJIiK PARAMETRELER

Yogunluk Anormal Spermatozoon Orani (%)
GRUPLAR Motilite (%)
(Milyon/Sag Cauda Epididimis) Bas Kuyruk Toplam
Kontrol 58,57+8,99° 105,42+24,97° 2,71+0,48° 3,85+1,67° 6,57+1,81¢
8.Hafta DM 27,50+11,64° 56,75+£31,25°¢ 17,62+1,502 15,62+2,138 33,25+3,248
Karvakrol 75,71£9,75% 152,57+25,36% 2,50+0,83¢ 3,00£1,29¢ 5,14£1,95¢
DM+Karvakrol 56,66x15,00° 104,22+31,97° 9,22+1,48° 10,11£1,16° 19,33£2,17°
Onemlilik p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001

abc: Ayni siitunda farkli harfle belirtilen degerler arasindaki farkliliklar istatiksel olarak énemlidir (X£SD).
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6.8.4. Absolut Ureme Organ Agirhik Degerleri

Absolut tireme organ agirlik degerleri; Sekil 48,49,50 ve 51 ile Tablo 9 ve
10’de verilmistir. Sekil 48, 49, 50 ve 51 ile Tablo 9 ve Tablo 10 incelendiginde;
dordiincii ve sekizinci haftalarda iireme organ agirlik degerlerinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir (p<0,05).

Sekil 48 ile 49 ve Tablo 9 incelendiginde; dordiincii haftada DM Grubu,
Kontrol Grubuyla kiyaslandiginda iireme organ agirliklarinda testis, epididimis
(p<0,05), sag kauda epididimis, ventral prostat ve vezikula seminalis (p<0,001) bir
azalig belirlenmistir. DM+Karvakrol Grubu, DM grubu ile kiyaslandiginda tireme
organ agirliklarinda bir fark bulunmamistir (p>0,05). DM+Karvakrol Grubu,
Kontrol ve Karvakrol Gruplariyla kiyaslandiginda testis ve epididimis
agirhgiklarinda fark tespit edilmezken (p>0,05); sag kauda epididimis, vezikula
seminalis ve ventral prostat agirliklarinda azalis bulunmustur (p<0,001). Karvakrol

Grubu, Kontrol Grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir sonug

bulunmamaistir (p>0,05).
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Sekil 48: Dordiincii Hafta Testis, Epididimis, Sag Kauda Epididimis Agilik Degerleri;
Ortalama,SD.
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Kontrol
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Seminalis Prostat

Sekil 49: Dordiincii Hafta Vezikula Seminalis ve Ventral Prostat Agirlik Degerleri; Ortalama, SD.

Sekil 50 ve 51 ile Tablo 10 incelendiginde; sekizinci haftada DM Grubu,
Kontrol Grubuyla kiyaslandiginda iireme organ agirliklarinda testis (p<0,05),
epididimis (p<0,01), sag kauda epididimis, ventral prostat ve vezikula seminalis
(p<0,001) azalis belirlenmistir. DM+Karvakrol Grubu, DM grubu ile
kiyaslandiginda testis (p<0,05), epididimis (p<0,01), sag kauda epididimis,
vezikula seminalis ve ventral prostat (p<0,001) tireme organ agirliginda istatistiksel
olarak anlamli bir artis belirlenmistir. DM+Karvakrol Grubu, Kontrol Grubu ile
kiyaslandiginda iireme organ agirliklarinda istatistiksel olarak fark bulunmazken
(p>0,05); Karvakrol Grubuyla kiyaslandiginda sadece epididimis (p<0,01),
vezikula seminalis ve ventral prostat agirliginda (p<0,001) bir azalis belirlenmistir.
Karvakrol Grubu, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda sadece ventral prostat

agirliginda istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,001).
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Sekil 50: Sekizinci Hafta Testis, Epididimis, Sag Kauda Epididimis Agirlik Degerleri;Ortalama,SD.
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Sekil 51: Sekizinci Hafta Vezikula Seminalis ve Ventral Prostat Agirlik Degerleri; Ortalama, SD.
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Tablo 9: Dérdiincii Hafta Absolut Ureme Organ Agirlik Degerleri

ABSOLUT UREME ORGAN AGIRLIKLARI (g)

Testis Epididimis Sag Kauda . -
GRUPLAR (Sag+Sol)2 (Sag+Sol)/2 Epididimis Vezikula Seminalis ~ Ventral prostat
Kontrol 1,7940,172 0,60+0,102 0,224+0,032 1,76+0,152 0,61+0,112
DM 1,60+0,11° 0,50+0,05° 0,18+0,01° 0,95+0,12° 0,29+0,08°
4.Hafta

Karvakrol 1,80+0,122 0,6340,042 0,24+0,022 1,61+0,072 0,57+0,052
DM+Karvakrol 1,67+0,18% 0,55+0,07% 0,19+0,02° 0,96+0,26° 0,30+0,11°
Onemlilik p<0,05 p<0,05 p<0,001 p<0,001 p<0,001

ab: Ayni siitunda farkli harfle belirtilen degerler arasindaki farkliliklar istatiksel olarak énemlidir (X+SD).
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Tablo 10: Sekizinci Hafta Absolut Ureme Organ Agirlik Degerleri

ABSOLUT UREME ORGAN AGIRLIKLARI (g)

Testis Epididimis Sag Kauda . L
RUPLAR Vezikul minali Ventral pr
GRU (Sag+Sol)/2 (Sag+Sol)/2 Epididimis ezikula Seminalis  Ventral prostat
Kontrol 1,82+0,192 0,67+0,06% 0,25+0,032 1,71£0,24% 0,45+0,08°
DM 1,59+0,13° 0,51+0,09¢ 0,17+0,06° 0,97+0,42° 0,274+0,03¢
8.Hafta
Karvakrol 1,91+0,18? 0,71+0,092 0,27+0,032 1,85+0,212 0,64+0,152
DM+Karvakrol 1,78+0,152 0,62+0,06° 0,24+0,022 1,37+0,39° 0,40+0,09°
Onemlilik p<0,05 p<0,01 p<0,001 p<0,001 p<0,001

abe: Ayn siitunda farkli harfle belirtilen degerler arasindaki farkliliklar istatiksel olarak énemlidir (X£SD).
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7. TARTISMA

Glikoz homeostazisi; temel hiicre aktivitesinin yani sira spermatogenez,
olgun spermlerde hareketlilik ve dollenme kabiliyeti gibi spesifik fonksiyonlarin
korunmasinda olduk¢a oOnemlidir. Diyabetes mellitusta glikoz homeostazisi
bozuldugundan, DM erkek iireme sistemi tizerinde énemli komplikasyonlara sebep
olmaktadir (165). Diinya genelinde yaygin olarak goriilen DM’de, erkek hastalarda
subfertilite ve infertilite prevalanslarinin yiiksek olmasi da olduk¢a dikkat
¢cekmektedir (8,138,166,167). Diyabetik erkek hastalarda ve deneysel diyabet
olusturulan deney hayvanlarinda, hem tip 1 hem de tip 2 diyabette hipergliseminin
sperm hareketliligini, sperm DNA biitiinliigiinii Ve seminal plazmanin bilesenlerini
etkileyerek fertilizasyon tizerindeki olumsuz etkileri oldugu bildirilmistir (165).

Diyabetin sebep oldugu bu 6nemli komplikasyon risklerinin azaltilmasinda
antioksidanlarin kullaniminin etkili oldugu bircok c¢alismada ifade edilmistir
(35,37,131). Kekik, biber ve yabani bergamot gibi aromatik bitkilerin ugucu
yaglarinda bulunan karvakroliin antioksidan 6zelliginin oldugu da yapilan
calismalarda bildirilmistir (143,168). Ancak karvakroliin testikular doku hasarina
kars1 etkinligi ile ilgili yapilan ¢aligmalar ise oldukga kisitlidir (148,169,170).

Biitiin bu bilgilerden yola ¢ikarak yapilan bu ¢alismada; deneysel diyabet
olusturulan ratlarda diyabetin iireme sisteminde yol actig1 olumsuz etkiler lizerine
karvakroliin dordiincii  ve sekizinci haftalardaki etkilerinin arastirilmasi
amac¢lanmistir. Bu amacla oksidatif stres parametreleri (MDA, GSH, GSH.Px,
CAT), antioksidan yolakta dnemli rol alan Nrf2/HO-1 sinyal yolagi, apoptozis ile

inflamasyonda rol alan Bax, Bcl-2, NFkB ve COX-2 protein eksprasyon diizeyleri
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ayrica spermatolojik parametreler ile iireme organ agirliklari, serum testosteron ve
glikoz diizeyleri degerlendirilmistir.

Bu c¢alismada ratlarda diyabet modeli, kimyasal ajan (Streptozotosin)
kullanilarak  olusturulmustur. Diyabete neden olan kimyasal ajanlarin
(Streptozotosin, alloksan) tek doz intraperiotenal veya intravendz verilmesi;
uygulama kolaylig1 saglamasi, diger yontemlere gore daha ucuz olmasi, diyabet
modelini daha kisa siirede gelistirebilmesi, pankreastaki beta hiicrelerini tahrip
ederken alfa ve delta hiicrelerine zarar vermemesi, ketozis ve mortalitenin goreceli
olarak daha az olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen diyabet olusturma yontemidir.
Streptozotosin’nin diyabetojenik doz araliginin alloksan kadar dar olmamasi ve
alloksanin diyabetojenik dozlar1 ile toksik dozlarinin birbirine ¢ok yakin
olmasindan dolay1 bu ¢aligmada STZ tercih edilmistir (171-175).

Kan glikoz diizeyinin kontrolii, diyabetik komplikasyonlar1 6énlemede veya
azaltmada 6nemli bir adimdir (4). Yapilan bazi ¢aligmalarda karvakroliin kan glikoz
diizeyini diigiirdiigii baz1 ¢alismalarda ise etkilemedigi bildirilmistir (36,149,150).
Bu litaretiirlerle paralel olarak, bu calismada diyabet grubuyla kiyaslandiginda,
diyabetli gruplara karvakrol verilmesi ile dordiincii haftada serum glikoz
diizeylerinde bir fark tespit edilmezken (p>0,05), (Sekil 16, Tablo 3); sekizinci
haftada serum glikoz diizeylerinde anlamli bir azalis tespit edilmistir (p<0,001),
(Sekil 17, Tablo 4).

Bu calismada; gruplar arasi viicut agirliklart degerlendirildiginde ise saglikli
ratlara kiyasla, diyabetli ratlarda viicut agirliklarinda anlamli bir azalma oldugu
goriilmiistiir (p<0,001), (Sekil 14,15). Diyabettte goriilen kilo kaybinin nedenti;

ozmotik  diiirez ile glikoz metabolizmasinda olusan anormalliklerle
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iliskilendirilmektedir (176). Hou ve ark. (36)’1 Tip 1 ve Tip 2 diyabet modeli
olusturulan fareler iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada; karvakroliin tip 1 diyabet
modelinde canli agirlik tizerinde bir etki géstermedigini; Deng ve ark. (176)’1 ise,
ratlarda diyabetle iliskili bilissel bozukluklar {izerine karvakroliin farkli dozlardaki
(25,50,100 mg/kg) etkisini arastirmak i¢in yaptiklar bir ¢alismada diyabetli ratlara
karvakrol verilmesinin canli agirlik tizerinde olumlu bir etki gosterdigini
belirtmislerdir. Bu ¢alismada diyabet grubuyla kiyaslandiginda; diyabetli ratlara
karvakrol verilmesi ile doérdiincii haftada canli agirlik degerlerinde bir fark tespit
edilememesi (p>0,05), (Sekil 14); sekizinci haftada canli agirlik degerlerinde
anlamli bir artis tespit edilmesi (p<0,001), (Sekil 15) Deng ve ark. (176) ile Hou ve
ark. ( 36)’nin bildirimlerini desteklemektedir.

Canli agirlik degerleri ve glikoz diizeyleri tizerindeki bu farkli sonuglarin;
bireysel farkhiliklardan, karvakrolin dozu, uygulama sekli ve uygulama
stirelerinden, diyabet olusturmak igin kullanilan STZ doz farkliliklarindan ve/veya
kullanilan diyabet modelinin farkliligindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Oksidatif stres, diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde onemli bir rol
oynamaktadir (35,177). Diyabetes Mellitusta asir1 ROS {iretimi ve sonugta ortaya
¢ikan oksidatif stres, lipid peroksidasyonuna yol a¢tigindan (35), germ hiicrelerinde
apoptozisi tetiklediginden (178), spermatogenezisi olumsuz yonde etkilediginden
ve androjenik hormonlarin tiretim seviyelerinde degisikliklere neden oldugundan
(28) infertilite olgularina neden olmaktadir (179). Oksidatif Stres, testis dokusunun
yani sira, epididimisdeki olgun spermatozoay: da olumsuz yonde etkilemektedir
(180). Germ hiicrelerinin plazma membranlari, diger hiicre mebranlarina kiyasla

serbest radikaller tarafindan oksidasyona egilimli daha fazla ¢oklu doymamis yag
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asitleri i¢erdiginden, somatik hiicrelere gore oksidatif hasara daha duyarl olduklar
bildirilmistir (135).

Katalaz ve GSH.Px gibi enzimatik antioksidanlar ile GSH gibi non enzimatik
yapidaki antioksidanlar hiicrelerin oksidatif hasara maruz kalmasinin 6nlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir (91,181). Diyabetes mellitus, testislerde siiperoksit,
hidroksil ve peroksil gibi serbest radikallerin artmasina neden olmakta ve bunun
sonucunda hiicrelerde lipid peroksidasyonu indiiklenmektedir. Serbest radikallerin
asir1 Uretimi ise endojen antioksidan enzimlerin (GSH, CAT, GSH.Px gibi)
tikenmesine neden olmaktadir (182,183). Diyabetin erkek iireme sistemi
tizerindeki etkilerinin incelenmesi amaciyla yapilan birgok ¢alismada (33,35,184—
189) enzimatik veya non enzimatik antioksidanlarin yetersiz kalmasi sonucu olusan
oksidatif strese bagl olarak testis dokusunda MDA diizeyinin arttig1 bildirilmistir.
Bu noktadan hareketle bu ¢alismada; testikiiler MDA diizeyi, lipid peroksidasyonu
ve oksidatif stres i¢in bir indeks olarak kabul edilmistir. Bu ¢alismada; dordiincii ve
sekizinci haftalarda saglikli ratlara kiyasla, diyabetli ratlarda MDA diizeylerinin
onemli Ol¢tide arttigr (p<0,001) (Sekil 20,21 ve Tablo 5,6), Glutatyon diizeyleri
(Sekil 22,23 ve Tablo 5,6), GSH.Px (Sekil 24,25 ve Tablo 5,6) ve CAT (Sekil 26,27
ve Tablo 5,6) aktiviesinin azaldigi belirlenmis olup, bu bulgularin diyabetin testis
dokusunda MDA diizeyini arttirdigini ve antioksidan enzim aktivitesini azalttigini
bildiren ¢alismalarin (184-189) bulgulariyla benzerlik arzettigi gériilmiistiir.

Aksu ve ark. (148)’nin, sisplatinin neden oldugu testikiilar doku hasarina
karst karvakroliin etkinligini arastirdiklar1 bir caligmada; karvakroliin testis
dokusunda MDA diizeyini azalttigini, GSH diizeyini ve CAT, GSH.Px enzim

aktivitesini arttirdigini ifade etmislerdir. Daggulli ve ark. (169)’1, metotreksatin

110



neden oldugu testikular doku hasarina kars1 karvakroliin etkinligini arastirdiklari
bir bagka ¢alismada da, karvakroliin MDA diizeyini azalttig1 belirtilmistir. Shoorie
ve ark. (170)’da diyabet modeli olusturulmus ratlarda karvakroliin testikular MDA
diizeyini azalttigini ve SOD, GSH.Px enzim aktivitesini arttirdigini ifade
etmislerdir. Cengiz ve ark (190)’1 ise karvakroliin si¢anlarda siklofosfamidin neden
oldugu tireme sistemi hasari {izerine koruyucu etkilerini arastirdiklar: bir ¢alisma
da karvakrolin MDA diizeyini azalttigini, GSH diizeyini ve SOD, CAT enzim
aktivitesini arttirdigin1 gostermislerdir. Bu ¢alismada, diyabetli ratlara karvakrol
verilmesiyle dordiinci  ve sekizinci haftalarda diyabet kaynakli lipid
peroksidasyonunun 6nemli dl¢iide azaldigr (p<0,001) (Sekil 20, 21 ve Tablo 5, 6)
ve hiicreler i¢in bir savunma sistemi olarak kabul edilen endojen antioksidan
enzimlerden CAT aktivitesinin (p<0,001), (Sekil 27 ve Tablo 6) sekizinci haftada,
GSH.Px aktivitesinin (p<0,001), (Sekil 24,25 ve Tablo 5,6) ise dordiincii ve
sekizinci haftalarda arttigi belirlenmistir. Bu veriler 1s1ginda bu bulgular
karvakroliin antioksidan ozelligini bildiren ¢alismalarla (148,169,170,190)
paralellik gostermektedir.

Diyabetli ratlarda GSH.Px, CAT enzim aktivitelerindeki ve GSH
diizeylerindeki azalmanin hiperglisemiden kaynakli ROS iiretiminin artmasina
bagli olarak bu enzimlerin kullanilmasiin artmasindan kaynaklanabilecegi ve
diyabetli ratlara karvakrol verilmesi ile lipid peroksidasyonunun azalmasi ve
antioksidan enzimlerin kullaniminin azalmasina bagli olarak enzim aktivitesinde
artisin oldugu distiniilmektedir ve bu calismanin bulgular1 yapilan bir ¢ok

calismay1 destekler niteliktedir (82,191,192).
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Nrf2, oksidatif strese karsi savunmada rol alan genlerin eksprasyonunda
kritik bir rol oynamasindan dolayi, redoks dengesinin ana regiilatorii olarak
adlandirilmaktadir (111). Nakamura ve ark’nin (22), Nrf2-knockdown farelerde
yaptiklari bir ¢alismada, Nrf2 eksikliginin testikiiler oksidatif stres olusturdugunu,
spermatogenezde olumsuzluklar meydana getirdigini ve Nrf2'nin redoks durumunu
ve spermatogenezisi korumada 6nemli bir rolii oldugunu vurgulamiglardir. Chen ve
ark (193) sperm motilitesi diisiik olan hastalarda spermatozoada Nrf2 etkinliginin
diisiik oldugunu; ayrica Nrf2 mRNA ekspresyon seviyeleri ile motilite, canlilik ve
morfoloji gibi sperm parametreleri arasinda anlamli bir korelasyon oldugunu
bildirmislerdir. Rashid ve ark. (10) ile Maremanda ve ark. (24)’nin yaptiklari
caligmalarda; STZ ile diyabet olusturulmus ratlarda, diyabet gruplarinda Nrf2
eksprasyonunda azalmanin oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada; saglikli ratlarla
kiyaslandiginda doérdiincii ve sekizinci haftalarda, diyabetli ratlarda Nrf2 protein
eksprasyon diizeylerinin azaldigi (p<0,001), (Sekil 28,29) tespit edilmis olup,
Rashid ve ark (10) ile Maremanda ve ark. (24)’nin sonuglariyla benzerlik
gostermektedir.

Banik ve ark. (194)’nin PC12 hiicre kiiltiirinde kadmiyumun toksisitesine
karst karvakroliin etkinligini arastirdiklart bir c¢alismada; karvakroliin Nrf2
eksprasyonunu arttirdigini bildirilmislerdir. Bu c¢alismada ise diyabet grubuyla
kiyaslandiginda dordiincii ve sekizinci haftalarda diyabetli ratlara karvakrol
verilmesi ile Nrf2 eksprasyon diizeyinin arttig1 belirlenmis olup (p<0,001) (Sekil
28, 29), Banik ve ark. (194)’nin Nrf2 protein eksprasyonu iizerindeki sonuglariyla

benzerlik gostermektedir.
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Nrf2, antioksidan duyarl elemanlarla (ARE) etkilesime girerek antioksidan
enzimlerin transkripsiyonunu diizenlemektedir. ARE bolgeleri arasinda hem
oksijenaz-1 (HO-1) proteini de bulunmaktadir (20). HO-1, viicuttaki en 6nemli
endojen antioksidan koruyucu faktorlerden biridir ve birgok patofizyolojik siirecte
onemli bir rol oynamaktadir (195,196). Diyabetle ilgili yapilan birgok ¢alismada,
testis dokusunda HO-1 seviyesinde azalma oldugu bildirilmistir (24,197,198). Bu
calismada; saglikli ratlarla kiyaslandiginda dordiincii ve sekizinci haftalarda,
diyabetli ratlarda HO-1 protein eksprasyon diizeylerinde azalma oldugu belirlenmis
olup (p<0,001) (Sekil 30, 31), bu ¢alismanin diyabetin testis dokusunda HO-1
protein eksprasyon diizeyini azalttigini bildiren bir¢ok ¢alismayla (24,197-199)
benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada; diyabetli ratlarla kiyaslandiginda
dordiincti ve sekizinci haftalarda, diyabetli ratlara karvakrol verilmesi ile HO-1
protein eksprasyon diizeylerinin arttigi belirlenmistir (p<0,001) (Sekil 30,31).
Yapilan ¢aligmalarda Nrf2 ekspresyonunun arttirtlmasinin testikular hasar1 azaltan
ve spermatogenez fonksiyonunu iyilestiren etkili bir terapotik yontem olabilecegi
ifade edilmektedir (196-198).

Oksidatif strese bagli doku hasarinin ortaya ¢ikmasi, olasi bir inflamasyon
olusumunu ve apoptotik siirecin baslamasini tetikleyebilmektedir. NFkB aracili
inflamatuar sinyal yolagi, ROS kaynakli inflamasyonda ve apoptotik siirecin
tetiklenmesinde rol alan yolaklardan biri oldugu bildirilmektedir (113,200).
Diyabetle ilgili yapilan ¢alismalarda, testis dokusunda artan ROS iiretiminden
kaynakli NFxB protein ekspresyon diizeyinin arttig1 bildirilmistir (178,201). Bir
transkripsyon faktorii olan ve birgok inflamatuvar siiregte yer alan proteinlerin

kodlanmasindan sorumlu olan NF«xB ve inflamasyonda rol alan COX-2 protein
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ekspresyon diizeylerinin arttig1 diyabetle ilgili yapilan ¢alismalarda bildirilmistir
(23,24). Bu calismada; dordiincii ve sekizinci haftalarda, diyabetli ratlarda NFxB
(Sekil 32,33) ve COX-2 (Sekil 34, 35) protein eksprasyon diizeylerinde artis
belirlenmis olup (p<0,001), sonuglar Heeba ve ark. (201) ile Kushwaha ve ark.
(23)’nin  bulgulariyla benzerlik gostermektedir. Bu ¢alisma da dordiincii ve
sekizinci haftalarda, diyabetli gruplara karvakrol verilmesi ile hem NFxB hemde
COX-2 protein eksprasyon diizeylerinde azalma oldugu belirlenmis olup (p<0,001)
(Sekil 32, 33, 34, 35), bu bulgularin karvakroliin antienflamatuvar 6zelligi ile ilgili
yapilan birgok ¢alisma (144,202,203) sonuglariyla uyumlu oldugu goériilmektedir.
Proapoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl-2 proteinleri, hiicre O6liimiini
belirleyen iki kritik proteindir. Bax’in Bcl-2’ye oran1 (Bax/Bcl-2) ise, hiicrelerin
apoptotik siirece girip girmeyecegini belirleyen bir faktordiir. Diyabette ROS
kaynakli oksidatif stres, antiapoptik olan Bcl-2'nin eksprasyonunu azaltirken,
apoptotik olan Bax protein ekspresyonunu artirdigi yapilan c¢aligmalarda
belirtilmistir (204,205). Bu ¢alismada; saglikli ratlarla kiyaslandiginda dordiincii ve
sekizinci haftalarda, diyabetli ratlarda Bax protein eksprasyon diizeylerinin arttig
(p<0,001) (Sekil 36, 37), Bcl-2 protein ekspresyon diizeylerinin azaldigi (p<0,001)
(Sekil 38, 39) ve Bax’m Bcl-2’ye oraninin (Bax/Bcl-2) (p<0,001) (Sekil 40, 41)
arttig1 belirlenmistir. Bu bulgularin Zhao ve ark. (204) ile Heidari Khoei ve ark.
(205)’nin galisma sonuglartyla uyumlu oldugu gériilmektedir. Sadeghzadeh ve ark.
(206) ratlarda hipertrofik kalp modellemesi olusturduklar1 bir ¢aligmada;
karvakroliin, apoptik siirecte yer alan proteinlerin {izerinde olumlu etkisinin
oldugunu bildirmislerdir. Shoorei ve ark (170) diyabetli ratlarda testis dokusundan

immunofloresans yontemiyle Bax ve Bcl-2 yogunluklarina ve RT-PCR ile mMRNA
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seviyelerini arastirdiklar1 ¢alismada, diyabetli ratlara karvakrol verilmesiyle Bax
seviyesinin azaldigini, Bcl-2 seviyesinin arttigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada
diyabetli ratlarla kiyaslandiginda dérdiincii ve sekizinci haftalarda, diyabetli ratlara
karvakrol verilmesi ile Bax protein eksprayon diizeylerinin azaldigi (p<0,001)
(Sekil 36, 37), Bcl-2 protein eksprasyon diizeylerinin arttigi (p<0,001) (Sekil 38,
39) ve Bax’mn Bcl-2’ye oranin azaldigi (p<0,001) (Sekil 40, 41) belirlenmistir. Bu
calismanin bu yoniiyle Sadeghzadeh ve ark (206) ile Shoorei ve ark (170)’nin
bildirimleriyle uyumlu oldugu gériilmiistiir.

Spermatogenez ve sperm fonksiyonlarinda hipotalama-hipofizer-gonadal
(HPG) eksen olduk¢a dnemlidir. GnRH salgilanmasindaki degisiklikler, leydig ve
sertoli hiicrelerinde sirasiyla LH ve FSH sekresyonunu etkilemektedir. Tip |
diyabette HPG ekseninin bozulmasi sonucunda spermatogenezin etkilendigi ve
ardindan subfertiliteye neden oldugu bildirilmistir (207). Bu ¢alismada; dérdiincii
ve sekizinci haftalarda, saglikli ratlarla kiyaslandiginda diyabetli ratlarda, serum
testosteron diizeylerinin azaldig tespit edilmistir (p<0,001) (Sekil 18, 19 ve Tablo
3,4). Insanlarda ve deneysel hayvan modellerinde yapilan bazi ¢alismalarda (208—
210) diyabetin testosteron seviyesini degistirmedigi bildirilse de; bu ¢alismadaki
testosteron bulgulari, testosteron seviyesinin azaldigini bildiren bir¢ok calismayla
(131,133,211) benzerlik gostermektedir. Diyabetle ilgili yapilan galigsmalarda
testosteron seviyesi ile ilgili farkliliklarin; tiirler arasi farkliliklardan, ¢alisma siiresi
ve/veya yontem secimi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu g¢alismada
dordiincti haftada diyabetli ratlarla kiyaslandiginda, diyabetli ratlara karvakrol
verilmesi ile testosteron diizeylerinde bir fark tespit edilmezken (p>0,05) (Sekil 18

ve Tablo 3), sekizinci haftada testosteron diizeylerinde artis (p<0,001) (Sekil 19 ve
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Tablo 4) tespit edilmistir. Karimi ve ark. (212)’1, bilesiminde karvakrol ve timol
gibi monoterpenlerin bulundugu Zataria Multiflora ile yaptiklar1 g¢alismada,
testosteron seviyesinin arttigini ifade etmislerdir. Shoorei ve ark. (213) ise diyabetli
erkek ratlarda testis dokusundan hipofizer ve cinsel hormonlar ve onlarin
reseptorleri  lizerindeki karvakroliin etkisini arastirdiklar1  bir ¢alismada,
karvakroliin testosteron hormon diizeyini arttirdigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada
sekizinci haftadaki testosteron bulgulari, Karimi ve ark. (212) ile Shoorei ve ark.

(213) elde ettigi sonuglarla paralellik gostermektedir.

Bu calismada dordiincii ve sekizinci haftalarda diyabetli ratlar saglikli
ratlarla kiyaslandiginda sperm motilitesinde (p<0,001) (Sekil 42,43 ve Tablo 7,8),
yogunlugunda azalma (dordiincii hafta: p<0,05; sekizinci hafta p<0,001) (Sekil 44,
45 ve Tablo 7,8) ve anormal spermatozoon oraninda artis (p<0,001) (Sekil 46, 47
ve Tablo 7,8) goriilmistiir. Sperm kalitesindeki azalma hipergliseminin neden
oldugu artmig ROS diizeylerine bagli olarak membrandaki lipidlerin ve proteinlerin
bozulmasinin bir sonucu olarak hiicre zarinin biitiinligiinde hasar olusmasi ile
aciklanabilir (148). Diyabetle ilgili yapilan ¢aligmalarda; Navarro ve ark. (13) STZ
uygulamasinin spermatozoon motilitesini etkilemedigini, Bal ve ark. (214) ile
Scarano ve ark. (215) ise spermatozoon motilitesini azalttigini bildirmislerdir. Bu
calismada elde edilen motilite bulgular1 Bal ve ark. (214) ile Scarano ve ark.
(215)’nin  sonuglariyla paralellik gostermesine karsin, Navarro ve ark. (13)
sonuglartyla farklilik gostermektedir. Bu durumun, motilite muayenesi igin
kullanilan seyreltme ortaminin bilesimindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Epididimal spermatozoon yogunlugu bulgulart ise Navarro ve ark

(13)’nin yaptiklar1 caligmayla farklilik gosterirken; Shrilatha ve ark. (216)’nin
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yaptiklar1 calisma ile benzerlik gostermektedir. Anormal spermatozoon oran
bulgular1 ise Navarro ve ark. (13) ¢alismasiyla paralellik gosterirken; Scarano ve
ark. (215) sperm morfolojisinde anormal morfoloji bulamadiklar1 ifadesiyle
farklilik  gostermektedir. Epididimal sperma yogunlugundaki ve anormal
spermatozon orani ile ilgili farkli sonuglarin deneysel siiregten kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir (215).

Aksu ve ark (148)’1 karvakroliin spermatolojik parametreler iizerinde
iyilestirici etki gosterdigini bildirmislerdir. Bu c¢alismada diyabetli ratlarla
kiyaslandiginda dordiincii haftada diyabetli ratlara karvakrol verilmesi ile
motilitede degerlerinde bir fark tespit edilmezken (p>0,05) (Sekil 42 ve Tablo 7),
sekizinci haftada motilitede anlamli bir artis (p<0,001) (Sekil 43 ve Tablo 8),
dordiincii ve sekizinci haftalarda epididimal spermatozoon yogunlugunda artis
(dordiincti hafta: p<0,05; sekizinci hafta p<0,001) (Sekil 44,45 ve Tablo 7.,8) ve
anormal spermatozoon oraninda azalis (p<0,001) (Sekil 46, 47 ve Tablo 7, 8) tespit
edilmistir. Bu bulgular Aksu ve ark. (148)’nin karvakrol ile ilgili yaptiklari

caligmanin bulgular: ile paralellik gostermektedir.

Ratlarda, STZ ile diyabet modeli olusturulan bazi ¢alismalarda testis,
epididimis, sag kauda epididimis, vezikula seminalis ve ventral prostat
agirliklarinin  azaldigr bildirilmistir (13,215,216). Bu ¢alismada; dordiincii ve
sekizinci haftalardaki bulgular, tireme organ agirliklarinin azaldigini belirten
calismalarla (13,215,216) benzerlik gostermektedir. Diyabetli ratlarda goriilen
tireme organ agirliklarindaki 6nemli azalmalarin nedeni, muhtemelen testosteron
diizeyindeki diisiisten kaynaklanmaktadir. Ciinkii testosteron iireme organlarinin

gelismesinin ana regiilatoriidiir (217). Disiik testosteron seviyesi, serum insiilin
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seviyesinin azalmasi ile iliskilendirilmistir. Seethalakshmi ve ark. (218)’nin
yaptiklar1 bir ¢alismada, insiilin tedavisinin tireme organinin agirliginin azalmasini
onledigini bildirmislerdir. Bu c¢alismada diyabetli ratlarla kiyaslandiginda,
dordiincii  haftada diyabetli ratlara karvakrol verilmesi ile iireme organ
agirhiklarinda bir fark tespit edilmezken (p>0,05) (Sekil 48, 49 ve Tablo 9),
sekizinci haftada iireme organ agirliklarinda artis (Sekil 50, 51 ve Tablo 10)
belirlenmistir.

Bu ¢alismada; dordiincii ve sekizinci haftalarda Karvakrol Gruplarinda
Kontrol Gruplarina kiyasla serum glikoz ve testosteron seviyelerinde; testis dokusu
MDA, GSH diizeylerinde ve Katalaz aktivitesinde; testis dokusu Nrf2, HO-1,
NfkB, COX-2, Bax, Bcl-2 protein eksprasyon diizeylerinde ve Bax/Bcl-2’ye
oraninda anlamli bir farklilik belirlenmemistir (p>0,05).Karvakrol grubu kontrol
grubuyla kiyaslandiginda sekizinci hafta GSH.Px aktivitesinde, motilitede,
epididimal spermatozoon yogunlugunda ve ventral prostat agirliginda artig
belirlenmistir (p<0,001). Diyabet olusturulmayan gruplardaki karvakroliin bu
etkileri, Giiveng ve ark.(219)’nin bulgulariyla benzerlik gostermektedir.

Bu c¢alismayla; diyabetin testis dokusunda lipid peroksidasyonunun bir
gostergesi olan MDA diizeyini, apoptik siirecte ve inflamasyonda rol alan NfkB,
COX-2, Bax protein ekspresyon diizeylerini, Bax/Bcl-2 oranimi arttirdigi; buna
karsin, antioksidan enzimlerden GSH diizeylerini, GSH.Px ve Katalaz aktivitesini
azalttigi, Nrf2 ve HO-1 protein ekspresyon diizeylerini, antiapoptik bir protein olan
Bcl-2 protein ekspresyon diizeyini azalttigi belirlenmistir. Diyabetli gruplarda
goriilen testikular doku hasarinin  yaninda, serum testosteron seviyesinin

diismesiyle birlikte spermatolojik parametreler de olumsuz yonde etkilenmistir.
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Diyabetli ratlara karvakrol 75 mg/kg/giin/gavaj verilmesiyle diyabetin neden
oldugu bu olumsuz etkilerin azaldigi belirlenmistir. Karvakroliin bu etkileri;
karvakroliin antioksidan ozelligi ile viicut hiicrelerinin antioksidan savunma
sistemine yardimci olmasi ve dolayisiyla ROS'un neden oldugu oksidatif hasari
azaltmasi ile karvakroliin diyabet kaynakli tireme hasarina karsit olast koruma
mekanizmasi ile agiklanabilir.

Sonug olarak; elde edilen bu verilerden, diyabetin erkek iireme sistemi
tizerindeki olumsuz etkilerinin karvakrol ile 6nlenebilecegi ve/veya azaltilabilecegi
diistiniilmektedir. Ancak, karvakroliin farkli dozlardaki ve siirelerdeki antioksidan
etkinliginin daha detayli olarak irdelenmesi, spermatogenez iizerine olan
calismalarin daha detaylandirilmasi, bu mekanizmalarin daha iyi anlasilabilmesi
icin ilgili proteinlerle iliskili genlerin ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi, bu
antioksidan maddenin koruyucu etkilerinin daha belirgin olarak ortaya ¢ikmasini

saglayacag diisiniilmektedir.
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