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OZET

Amag: Calismamizda kronik etanol (EtOH) maruziyetinde asetil L-karnitin (ALKAR)
uygulamasinin rat testis dokularinda endoplazmik retikulum stresi (ERS) ve steroidogenez
yolaklar ile birlikte apoptoz, serum LH, FSH ve testosteron seviyeleri ve oksidatif stres

tizerindeki etkileri incelenmistir.

Yontem: Kontrol, EtOH, ALKAR ve EtOH+ALKAR deney gruplari (n=10/grup)
olusturulmustur. Sigan testis agirlik indeksi, epididimal sperm motilitesi ve testikiiler
histopatoloji degerlendirilmis, ERS (GRP78, CHOP, XBP1), steroidogenez (StAR, 17p-
HSD3, 3B3-HSD, p450scc, LHR) ve apoptoz belirtecleri immiinohistokimya ve western
blot ile incelenmistir. Serum LH, FSH ve testosteron seviyeleri ELISA ile ol¢iilmiis ve

oksidatif stres indeksi degerlendirilmistir.

Bulgular: Sperm motilitesi ve modifiye Johnsen skorlamasi degerlendirmeleri EtOH
grubunda diisiik seviyelerde olup (p<0,001) EtOH+ALKAR grubunda kontrol ile
benzerdir. EtOH grubunda, GRP78 ve CHOP ekspresyonu anlamli bir sekilde artarken
(p<0.05) EtOH+ALKAR grubunda, kontrole benzer bir ekspresyon bulunmustur. XBP1
ekspresyonu ise western blot analizlerinde EtOH grubunda artis gostermistir (p<0.0001).
LHR (p<0.01), p450scc (p<0.001), 3p-HSD (p<0.05), 17p-HSD3 (p<0.05) ve StAR
(p<0.01) ekspresyonlari EtOH grubunda azalirken LHR, p450scc, 33-HSD ve 178-HSD3
ekspresyonlart EEOH+ALKAR grubunda artmistir (p<0.05). Aktif kaspaz-3 (p<0.001) ve
TUNEL (p<0.05) degerlendirmeleri EtOH grubunda artig gostermistir. Serum LH
(p<0.05), FSH (p<0.01) ve testosteron (p<0.05) seviyeleri tiim gruplarda azalirken, EtOH
grubunda oksidatif stresin (p<0.001) arttig1 goriilmiistiir.

Sonu¢: Caligmamizda deneysel EtOH modelinde, ALKAR’n testisteki apoptoz, ERS,
steroidogenez, serum LH, FSH ve testosteron seviyeleri ile oksidatif stres diizeyi
tizerindeki etkileri ilk kez tamimlanmistir. Bulgularimiz alkol bagmmliliginda
antioksidanlarin etkileri konusunda 6nemli bilgiler sunarak yeni hipotezler igin temel

olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: kronik alkolizm, asetil-L-karnitin, ER stresi, apoptoz, steroidogenez



ABSTRACT

Objective: In our study, the effects of acetyl L-carnitine (ALCAR) administration on
chronic ethanol (EtOH) exposure were examined in rat testicular tissues, focusing on
endoplasmic reticulum stress (ERS), steroidogenesis pathways, apoptotic markers, serum

LH, FSH, and testosterone levels, and oxidative stress.

Method: Experimental groups were designed as control, EtOH, ALCAR and
EtOH+ALCAR (n=10). Rat testicular weight index, epididymal sperm motility, and
testicular histopathology were evaluated, ERS (GRP78, CHOP, XBP1), steroidogenesis
(StAR, 17p-HSD3, 3B-HSD, p450scc), and apoptosis markers were examined with
immunohistochemistry and western blot. Serum LH, FSH, and testosterone levels were

investigated with ELISA, and oxidative stress index was determined.

Results: Sperm motility and modified Johnsen scoring evaluations were at low levels in
the EtOH group (p<0.001) and were similar to the control in the EtOH+ALKAR group.
In the EtOH group, GRP78 and CHOP expression significantly increased (p<0.05), while
in the EtOH+ALKAR group, the expression was similar to the control. XBP1 expression
showed an increase in the EtOH group in western blot analyses (p<0.0001). LHR
(p<0.01), p450scc (p<0.001), 3B-HSD (p<0.05), 17p-HSD3 (p<0.05), and StAR (p<0.01)
protein expressions decreased in the EtOH group, whereas LHR, p450scc, 3p-HSD, and
17B-HSD3 expressions were increased in the EtOH+ALKAR group (p<0.05). Active
caspase-3 (p<0.001) and TUNEL (p<0.05) evaluations increased in the EtOH group.
Serum LH (p<0.05), FSH (p<0.01), and testosterone (p<0.05) levels decreased in all
groups, while oxidative stress (p<0.001) was observed to increase in the EtOH group.

Conclusion: In our study, the effects of ALKAR on testicular apoptosis, ERS,
steroidogenesis, serum LH, FSH, testosterone levels and oxidative stress level were
described for the first time in the experimental EtOH model. Our findings may provide
important information about the effects of antioxidants in alcohol addiction and may be
the basis for new hypotheses.

Key words: chronic alcoholism, acetyl L-carnitine, ER stress, apoptosis, steroidogenesis
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1. GIRIS

Alkol bagimlilig1 giiniimiizde ciddi bir saglik sorunudur. Cesitli i¢ecekler i¢inde
tiikketilen EtOH, uzun siireli tiiketiminde Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan
hem fizyolojik hem de psikolojik bagimlilik yapan maddeler arasinda
sayllmaktadir. Giiniimiizde ciddi bir sorun olarak degerlendirilen alkol
bagimliligi, pek cok tibbi ve psikolojik sorunla yakindan baglantili olup, saglik
alaninda 6nemli bir ilgi odag1 haline gelmistir. Alkol tiiketimi hemen hemen tiim
sistem ve organlar1 etkilemektedir. Kronik alkol tliketimine bagh
olumsuzluklardan erkek iireme sisteminin en Oonemli organlarindan biri olan

testisler de etkilenmektedir.

Alkoliin metabolize edilmesi sonucunda temel iiriin olarak asetaldehit meydana
gelir. Asetaldehit oksitlendiginde ise serbest siliperoksit radikalleri iiretilir.
Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ve olusan oksidanlarin antioksidan
savunma sistemi ile ortadan kaldirilmasi bir denge icerisinde gerceklesmesi
gerekirken, alkoliin metabolize edilme siirecinde olusan toksik molekiiller
sonucu bu denge bozulabilmektedir. Buna bagh olarak ERS, steroidogenez
yolagi, oksidatif stres ve apoptotik siiregler asirt alkol kullanimindan
etkilenmektedir. Erkek fertilitesi agisindan testikiiler steroidogenez oldukga
onemli bir siliregtir ve ana iirlin olarak ortaya ¢ikan testosteron, erigkinde 6zellikle
spermatogenezin siirdiiriilmesinde kritik bir role sahiptir. ALKAR’1n ¢esitli
durumlarda olusan ERS, oksidatif ve apoptotik siirecler {izerinde olumlu etkileri
olduguna dair ¢aligmalar bulunmaktadir. Bununla birlikte alkoliin erkek tireme
sisteminde olusturdugu olumsuz etkiler lizerine ALKAR uygulamasinin olasi

etkileri bilinmemektedir.

Infertilitenin giiniimiizde giderek artan biiyiik bir sorun olmaya devam etmesi ve
erkek infertilitesinin heniiz nedenlerinin tam anlasilamamis olmasi sebebiyle
kronik alkolizm gibi 6nemli bir halk saglig1 problemi ele alinarak mevcut ¢calisma
planlanmistir. Buradan yola ¢ikarak ¢alismamizda siganlarda EtOH maruziyeti

sonrast ALKAR uygulamasinin FSH, LH ve testosteron hormon diizeylerinde,



testis dokularinda steroidogenezin 6nemli belirtegleri olan StAR, 17HSD3, 3f3-
HSD, p450scc ve LH reseptoriiniin ve ERS’nin 6nemli belirteclerinden GRP78,
CHOP ve XBP1 ekspresyonlarinin degerlendirilmesi ile birlikte oksidatif stres
ve apoptotik silireglerdeki etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagclar
dogrultusunda si¢an hayvan modelleri kullanilarak kontrol, EtOH, ALKAR ve
EtOH+ALKAR gruplar olusturulmus; testis agirlik indeksi hesaplanarak, sperm
motilitesi degerlendirilmistir. Testis dokusunda ve hiicrelerindeki hasar,
hematoksilen eozin (H&E) ve periyodik asit schiff (PAS) boyanmalari ile birlikte
modifiye Johnsen skoru ile degerlendirilmistir. Testis dokularinda GRP78,
CHOP, XBP1, LHR, p450scc, 3p-HSD, 17p-HSD3, StAR ve aktif kaspaz-3
ekspresyon ve lokalizasyonlar1 immiinohistokimya ve Western Blot yontemleri
ile analiz edilmistir. Apoptotik tiibiil indeksi 6lgtimii igin TUNEL ydntemi, serum
LH, FSH ve testosteron seviyelerinin belirlenmesi icin ELISA yontemi
uygulanmistir. Testis dokularinda oksidatif stres Ol¢iimii i¢in oksidan ve

antioksidan seviyeleri olgiilerek oksidatif stres indeksi hesaplanmastir.

Hayvanlarin testis agirlik indeksinde gruplar arasinda anlamli bir fark
goriilmezken epididimal sperm motilitesi agisindan EtOH grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gériilmiistiir. Histopatolojik degerlendirmelerde, EtOH
grubunda siddetli patolojiler bulunurken, diger gruplarda bu patolojilerin
goriilmemesi dikkat cekmistir. Immiinohistokimya ve Western Blot analizlerinde
GRP78, CHOP, XBP1, p450scc, 38-HSD ve 173-HSD3 ekspresyonlar1 EtOH
grubunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml bir azalma
gosterirken, EtOH grubuna kiyasla EtOH+ALKAR grubunda istatistiksel agidan
anlamlhi bir artis oldugu tespit edilmistir. Buna karsin StAR protein
ekspresyonunun tiim gruplarda azalmasi dikkat ¢ekmistir. Aktif kaspaz-3 ve
TUNEL bulgulari, bagta EtOH grubu olmak iizere diger gruplarda apoptotik
tiibiil sayis1 ve indeksi agisindan artma oldugunu isaret ederken, EtOH+ALKAR
grubu EtOH grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan énemli bir azalis
tespit edilmistir. Serum LH, FSH ve testosteron diizeyleri tiim gruplarda
azalirken, oksidatif stres, yalnizca EtOH grubunda istatistiksel olarak anlamli bir

artis gostermistir. Bununla birlikte bulgularimiz, EtOH maruziyeti sonrasit maddi
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ve manevi anlamda olduk¢a dnem arz eden infertilite sorunu yasayan erkek
bireylerde ALKAR wuygulamasmin infertilite c¢alismalari kapsaminda bir

antioksidan goérevi tistlenerek yararli olabilecegini destekler niteliktedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi, cinsel lireme yetenegini ve erkek cinsiyet 6zelliklerini
gelistirmek ve devamliligini saglamak i¢in oldukc¢a onemli olan organlardan
olugmaktadir. Bu organlar, bir ¢ift olarak skrotumda bulunan testisler, bosaltim
kanallari, spermatozoanin taginmasindan sorumlu epididimis, duktus deferens,

vezikiila seminalis, bulboiiretral bezler, prostat, liretra ve penistir (Sekil 2.1)

(Kierszenbaum, 2006; Ross M. H. v. W., P., 2014; Tiwana ve ark., 2024).

Erkek tireme sisteminin bir¢ok islevi vardir. Bunlardan ilki neslin devamlilig
icin 6nemli olan spermatozoanin olusumunun saglanmasidir. Aynt zamanda
spermatozoanin beslenmesi ve gecici olarak depolanmasi, erkek cinsiyet
hormonlarinin iiretimi de erkek iireme sistemi tarafindan gergeklesmektedir

(Heindel ve ark., 1989).

Erkek tireme sisteminin kontroliinde sinir sistemi ve endokrin sistem gorev
almaktadir. Yardimei tireme bezlerinin kasilmasinda ve penil ereksiyonda sinir
sistemi gorev alirken spermatogenez ve androjen biyosentezinde endokrin sistem

gorevlidir (Mawhinney ve ark., 2013; Gurung ve ark., 2024).
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Prostat
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»
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Skrotum

Sekil 2.1. Erkek tireme sistemine ait yapilarin gosterimi (Kim E. Barrett, 2012).



2.2. Testisin Genel Yapisi

Testis, erkeklerde spermatogenez ve steroidogenezden sorumlu kompleks bir
organdir. Erkek iireme sisteminin merkezinde yer alan testisler, erkek fertilitesi
icin olduk¢a dnemlidir ve ayn1 zamanda viicutta testosteron hormonunun iiretilip
salgilanmasi ile sekonder cinsiyet karakterlerinin gelisimini yonlendirmektedir
(Chemes, 2001). Testisler, gebeligin 26. haftasinda karin boslugundan inguinal
kanala dogru inerek fibromiiskiiler yapida olan skrotuma inmektedir. Skrotum
kesesinin gorevi, epididimis ve testisleri fiziksel darbelere karst koruma ve
spermatogenez i¢in uygun testis sicakliginin diizenlenmesini saglamaktir (Yang
ve ark., 2018). Testislerin skrotuma inisi sirasinda, kan damarlari, lenfatik
damarlar ve otonom sinirler ile birlikte testisin anterolateral yilizeyini saran,
abdominal peritonun bir uzantis1 olan tunika vajinalis de karin boslugundan
skrotuma dogru hareket etmektedir. Bu yapilar, testislerin islevlerini siirdiirmesi

ve lireme sisteminin diizgilin ¢alisabilmesi i¢in 6nemlidir (Creasy, 2002).

Testisler distan ice dogru siki bir bag dokusu karakterinde olan tunika vajinalis,
tunika albuginea ve gevsek bag dokusu karakterinde, damarlar bakimindan
zengin olan tunika vaskiiloza olarak {i¢ tabakali kalin bir kapsiil ile ¢evrilidir

(Sekil 2.2) (Holstein, 1967).
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Tunika vajinalis, mezotel ile doseli bir periton zaridir ve testislerin anterolateral
yiizeyini kaplar. Bu zar sayesinde, testisler karin boslugundan skrotuma uzanir.
Tunika wvajinalis, testislerin korunmasina, hareket etmesine ve testislerin
fonksiyonlarini1 devam ettirmesine yardimci olur (Kierszenbaum, 2006; Ross M.
H.v.W.,, P, 2014).

Tunika albuginea, kapsiil yapisinin yogun bir fibroelastik bag dokusu ile doseli
en kalin katmanidir. Testise giren ve ¢ikan kan damarlari, lenf damarlar1 ve
kanallar tunika albugineada yerlesiktir. Tunika albugineanin i¢ yiizeyindeki bag
dokusu septalari, mediastinuma uzanir. Bu bag dokusu tarafindan olusturulan
bolgede ise "rete testis" bolgesi bulunur (Sekil 2.3) (Kierszenbaum, 2006; Ross
M. H. v. W. P. 2014). Testis organogenezi, tiibiller ve interstisyel
kompartmanlar dahil olmak iizere farkli testikiiler alanlarin morfolojik ve
fonksiyonel gelisimini icerir (Stukenborg ve ark., 2010). Tiibiiler kompartman,
ergenlik Oncesi erkeklerde olgunlagmamis testis kordonlarindan olusurken
yetiskin erkeklerde sperm hiicrelerinin gelisimini destekleyen olgun seminifer
tiibtillerden olugur. Kapsiilden testis i¢ine uzanan septalar, testisi yaklagik olarak
250-300 lobiile ayirir ve sinirleri, kan damarlarin1 ve interstisyel hiicreleri
(Leydig hiicreleri) bulunduran gevsek bag dokusu ile ¢evrelenmis seminifer
tiibiilleri olusturur (Dym, 1988; Abraham, 2006). Kordonlar da tiibiiller de erkek
germ hiicreleri disinda temel olarak Sertoli hiicrelerini ve peritiibiiler miyoid
hiicreleri (PTMH’ler) igerir (Kohn ve ark., 2010). Geren Sertoli hiicreleri gerekse
PTMH’ler, tiibiiler ve interstisyel bolmeleri ayirmak i¢in bir bazal membran
olusumunu saglayan hiicre dis1 matriksin bilesenlerini salgilar (Tung ve ark.,
1984; Tung ve ark., 1987). Interstisyel alan ise kan damarlari, bag dokusu ve
steroid sentezi i¢in 6nemli olan androjen iireten hiicreler olan Leydig veya
interstisyel hiicrelerden olusur (Tung ve ark., 1984). Leydig hiicreleri, damarlar
ve seminifer tiibiillerin “lamina propriyast” ile iliskili bir sekilde gruplar halinde
bulunur. Bu karmagik organizasyon, testisin islevselligini siirdiirebilmesi ve

spermatogenez siirecinin verimli bir sekilde gerceklestirilebilmesi i¢in 6nemlidir.



Seminifer tiibiiller, kivrimli uzanan tiibiillerdir ve sperm burada {iretilir. Testisin
yaklasik %85’ini olustururlar ve testislerde 250-1000 tane seminifer tiibiil yapisi
bulunur. Seminifer tiibiillerde germ hiicreleri ve onlara destek gérevi olan Sertoli
hiicreleri bulunur. Seminifer tiibiillerin iki ucu da epididimisin basindaki bir
kanal agma agilir ve yaklagik 50 cm uzunlugunda, 150-250 um c¢apindadirlar
(Sekil 2.3). Seminifer tiibiillerin disinda ise, PTMH ad1 verilen modifiye diiz kas
hiicreleri bulunur (Abraham, 2006; Ross M. H. v. W., P., 2014).

Kaput epididimis

Septalar Rete testis

Seminifer tiibtiller

= T 4 e
Tunika albuginea /

Kauda epididimis

Vaz deferens

Sekil 2.3. Testisin genel yapisinin gosterimi (Kim E. Barrett, 2012).

2.2.1.Spermatogonya

Spermatogonyumlar testislerin seminifer tiibiillerin bazaline yerlesmis, diploid
sayida kromozom igeren, spermatogenez siirecinin ilk asamasini temsil eden
germ hiicreleridir (Mescher, 2015; Kubota ve ark., 2018). Spermatogonyumlar
farklilagma gecirerek primer spermatositlere doniigebilirken ayni zamanda
devamli olarak mitoz boliinmeler gegirerek farklilasmadan ¢ogalabilirler (Sekil
2.4). Spermatogonyumlar tip A (A0, Al, A2, A3, A4), ara form ve tip B
spermatogonyumlar olmak iizere Uic ana tipte bulunabilmektedir. Tip A
spermatogonyumlar, mitotik bolinme ile spermatogonyum havuzunun
devamliligin1  saglarken, tip B  spermatogonyumlar spermatositlere
farklilagabilme 6zelligine sahiptir (Griswold, 2016). Spermatogonya evresi,
spermatogenezin baslangici kabul edilir ve hormonal diizenlenmeler sayesinde

olusur. Bu siireg, erkek iireme sisteminin en dnemli yapi taglarindan biri olmakla
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kalmayip ayni zamanda spermatogonyumlarin farklilasmasi ve erkek fertilitenin
devamlilig1 i¢in ¢ok dnemlidir (De Rooij ve ark., 1989; Ehmcke ve ark., 2005).
Spermatogonyanin fonksiyonel sperme doniismesi insanlarda yaklasik 64-72
giin, (White, 2013) farelerde yaklasik 34-36 giin (Oakberg, 1956), ratlarda ise
yaklasik olarak 48-52 giin (Clermont ve ark., 1965) siirmektedir.

2.2.2. Spermatositler

Spermatositler, spermatogonyumlarin farklilagsarak boliinmesi sonucu olusarak
mayoz boliinme gegirebilme yetenegine sahip hiicrelerdir (Sekil 2.4). Mayoz
béliinme sonucunda haploid kromozomlu spermatidler olusur. Once homolog
kromozomlar rastgele ayrilir ve ardindan homolog kromozomlar arasinda

krossing-over gergekleserek tiirlerin genetik ¢esitliligi saglanir (Costabile, 2013).

Mayoz I’in profaz asamasi, leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diakinez olarak
bes evreye ayrilmigtir. Birinci mayoz boliinmenin profaz asamasina giren
spermatositler, tiibiiliin bazal membranindan liimenine dogru ilerlemeye
baglarlar. Zigoten asamasinda, homolog kromozomlar yan yana gelerek
seminifer tiibiiliin bazal membranindan ayrilirlar. Profaz evresinin en uzun siireci
olan pakiten asamasinda, spermatositlerin hasar gérme olasilig1 daha ytiksektir.
Primer spermatositler, diploid kromozom ve DNA miktart (2n / 4DNA) tasir.
Birinci mayoz tamamlandiginda, bu kromozom ve DNA miktar1 yartya iner (n/
2DNA). Genetik materyal degisimi, birinci mayozda kiazma noktalarinda
gerceklesir. Her primer spermatositten, iki adet sekonder spermatosit olusur
(Griswold, 2016). Mayoz Il, primer spermatositlerden sekonder spermatositlere
gegcisten sonra ¢ok hizli bir sekilde devam ederek haploid kromozomlu yuvarlak
spermatidlerin olusumu ile devam eder. Sekonder spermatosit hiicreleri, ikinci
mayoz boliinmeyi gecirerek kromozomlarindaki 2DNA’y1 ikiye boler ve her biri
haploid kromozom sayisina sahip spermatidler olusturur (Griswold, 2016;
Kubota ve ark., 2018).



2.2.3. Spermatidler

Yuvarlak spermatidler, seminifer tiibiillerin llimenine dogru ilerlerken uzayan ve
uzamis spermatidleri olusturur. Mayoz II’yi tamamlayan spermatositler
seminifer tiibiilin liimeninde yer alir ve mayoz bdliinmenin sonunda bir
spermatogonyadan 4 tane spermatid olusur. Spermatidlerin gelisim ve degisim
stireci ~ “spermiyogenez” olarak adlandirilir. Spermiyogenez sirasinda
spermatidler, morfolojik ve biyokimyasal degisimlere ugrayarak olgun sperm
hiicresi olan spermatozoalara doniisiir (Sekil 2.4). Bu degisiklikler, spermlerin

olgunlagmasi ve hareket yetenegi kazanmasi i¢in oldukg¢a 6nemlidir (Griswold,
2016).

2.2.4. Spermatozoa

Erkek tireme hiicresi olan spermatozoa, iireme sistemine 6zgii bir sekle sahiptir
(Teves ve ark., 2022). Bir spermatozoa, bas, boyun ve kuyruk olarak ii¢ temel
kisimdan olusmaktadir. Spermatozoanin bas kisminda, niikleus ve akrozom
organelleri bulunur. Akrozom yapisi, fertilizasyon asamasi i¢in gerekli olan
enzimleri igerir. Boyun kisminda, mitokondri organelleri bulunur ve
spermatozoanin enerji thtiyact boyun bolgesinden karsilanir. Kuyruk kisma ise,
uzun ve ince bir yapidadir ve spermatozoanin hareketini saglar (De Rooij ve ark.,
1989). Olgunlasan spermatozoalar epididimiste depolanir ve buradan
ejakiilasyon sirasinda disar1 atilir. Spermatozoanin temel islevi, disi oositi ile

birleserek fertilizasyonu baslatmaktir (Griswold, 2016).

2.2.5. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri seminifer tiibiiliin epitelinde yer alir ve germ hiicrelerine destek
olurlar. Sertoli hiicreleri prizmatik bir sekle sahiptir ve bazal membrandan tiibiil
limenine kadar uzanabilmektedir. Niikleuslar1 yuvarlak veya iicgen sekilli,
belirgin ve 6kromatik yapidadir (Sekil 2.4). Ayrica organeller agisindan zengin
olmakla birlikte tireme donemi boyunca boliinmezler (Kohn ve ark., 2010; Ross
M. H.v.P., W, 2016).

Sertoli hiicreleri birbirlerine zonula okludensler ile baglanarak seminifer epiteli,
bazal ve luminal kompartmanlara ayrilir. Bazal boliimde spermatogonyumlar ve
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erken donem primer spermatositler yer alirken, luminal bdliimde olgun
spermatositler ile spermatidler yer almaktadir. Sertoli hiicreleri arasinda bulunan
bu baglant1 komplekslerinin kan-testis bariyerinin olusumunda da énemli rolleri
bulunmaktadir. Bu bariyer, erkek germ hiicrelerini kan ile gelebilecek zararh

maddelerden korur (Tung ve ark., 1984; Kohn ve ark., 2010).

Sertoli hiicreleri, gelisim asamasindaki spermiyumlar1 desteklemek ile birlikte,
korur ve besler. Spermiyogenezde olusan rezidiiel spermatid sitoplazmalarini ve
gelisimlerini tamamlayamamis spermatogenik hiicreleri fagosite etmekte de
gorevlidir. Erkek fetusta ise Miiller kanalinin gerilemesini saglayan Anti-
Miillerian hormon (AMH), androjen baglayici protein (ABP), aktivin ve inhibin
salgilarlar. Ayni zamanda Sertoli hiicreleri enfeksiyon ve X 151n1 radyasyonu gibi
olumsuz gevresel faktorlere kars1 dayaniklidir (Kohn ve ark., 2010; Ross M. H.
v. P., W, 2016).

Uzamug spermatid

Yuvarlak spermatid

Sertoli hiicresi

Pakiten Spermatosit

Sertoli hiicre gekirdegi
Preleptoten Spermatosit

Spermatogoina

Bazal Membran

Sekil 2.4. Seminifer tiibiile ait hiicrelerin gosterimi (Borg ve ark., 2010).

2.2.6. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri yuvarlak veya poligonal sekle, yuvarlak niikleusa ve asidofil bir
sitoplazmaya sahip hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda ¢ok sayida lipid damlasi
bulunur. Leydig hiicreleri, interstisyel alanda tek baslarina veya gruplar halinde

bulunabilmektedirler. Leydig hiicrelerinin en nemli gorevlerinden biri ise, erkek
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ireme sisteminin fizyolojik mekanizmasinin devamliligi i¢in gerekli olan
testosteron iiretimidir. Embriyonik donemde, erkek fetusta bulunan gonadlarin
normal gelisiminde, pubertede cinsel olgunlasmada ve yetiskin donemde
spermatogenezin, sekonder cinsiyet karakterlerinin ve yardimci bezlerin
sekresyon aktivitelerinin devamliliginda testosteron salgilanmasi kritik dnem

tasir (Heffner, 2014; Mescher, 2015).

2.3. Spermatogenez

Testislerdeki seminifer tiibiiller igerisinde gergeklesen germ hiicrelerinin olusum
siirecine spermatogenez denir. Spermatogenez, Spermatogonyum olarak
adlandirilan 6ncii hiicrelerin olgun spermatozoalara doniigmesini kapsayan
kompleks bir biyolojik siirectir. Bu siireg, hiicresel transformasyon ve
farklilasmayi iceren bir dizi mitotik ve mayotik béliinmeyi icerir (Sekil 2.5). ilk
olarak, spermatogonyumlar, mitoz bdliinme ile ¢ogalir. Primer spermatositlere
doniisen spermatogonyumlar, birinci mayotik bolinme olan mayoz I
tamamladiktan sonra mayoz II sirasinda sekonder spermatositlere farklilagir. Son
olarak, sekonder spermatositler, ikinci mayotik bdlinme sonucunda
spermatidlere dontsiir (Sekil 2.5). Spermatidlerin, spermiyogenez silirecinde
farklilagip olgun sperm hiicrelerine doniisiimii epididimiste gergeklesir (de
Kretser ve ark., 1998). Bu siiregte, sitoplazma yeniden diizenlenir ve akrozom ile
kuyruk olusur. Spermatogenez, hormonal diizenlemeler ve hiicresel boliinmeleri
icerir ve erkek lireme yeteneginin temelini olusturmaktadir. Spermatogenez

dongiisii, insanlarda ergenlik doneminde baglayarak dmiir boyu devam eder.

Tiim canlilarda, spermatogenik hiicreler belirli hiicrelerle iliski halindedir.
Ornegin, farelerde her spermatogonyum farkli bir asamada eszamanli olarak
gelisebilir. Bu nedenle, herhangi bir zamanda seminifer tiibiil kesitleri
incelendiginde, spermatogonyumdan spermatozoaya kadar olan tiim
spermatogenik hiicre serisi "spermatogenik siklus" sayesinde goriilebilir.
Farelerin seminifer tiibiillerinde, 12 evre tanimlanmistir ve her evre,
spermatidler, spermatositler ve spermatogonya hiicrelerinin bulunmasiyla

karakterize edilmistir. Insan seminifer tiibiillerinin kesitleri incelendiginde ise
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farkli spermatogenik siklus asamasinda bulunan hiicreler ve germ hiicrelerinin
birbirleriyle diizensiz bir iligki i¢inde olmasi dikkat cekmektedir. Bu karmasik
diizenlenimi kontrol eden mekanizmalar tam olarak bilinmemekle birlikte,
parakrin ve otokrin mekanizmalarin rol oynadig: diistiniilmektedir (Tung ve ark.,

1984; Ross M. H. v. P., W., 2016).

b) Seminifer tiibiil kesiti
a) Spermatogenez
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Sekil 2.5. Spermatogenez siireci ve seminifer tiibiil organizasyonu (J. Gordon Betts, 2013).

2.4. Spermatogenezde Endokrin ve Parakrin Kontrol

Spermatogenez, hipotalamus-hipofiz-gonad (HPG) ekseni ve hiicre siklusundaki
kontrol noktalar1 boyunca aktivite gosteren ¢esitli faktorlerle endokrin, parakrin,
otokrin ve epigenetik kontrolden gecerek kaliteli spermatozoa {iretimini

saglamaktadir.

Hipofiz bezinden salgilanan gonadotropin salgilatict hormon (GnRH)
hipotalamustan pulsatil formda salindiktan sonra 6n hipofize ulasir ve iireme icin
onemli olan gonadotropinler, folikiil uyarici hormon (FSH) ve luteinize edici
hormon (LH) salimimini indiikler. FSH ve LH spermatogenez igin temel

diizenleyicilerdendir. Ayrica spermatogenez siirecinin destekleyici faktorlerin
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iiretilmesini saglayan testosteron hormonu da spermatogenez igin oldukca

onemlidir (Sekil 2.6) (Molina, 2013).

FSH ve testosteronun etkilesimi, bagarili bir spermatogenez i¢in gereklidir. FSH,
Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlarini uyararak spermatogenezin baslatilmasindan
sorumludur. Ayrica FSH sinyali ile Sertoli hiicrelerinden salinan inhibin B olarak
adlandirilan bir geri besleme molekiilii bulunmaktadir. FSH, Sertoli hiicrelerinin
intraselliiler androjen reseptorlerini ve androjen baglayici proteinlerini (ABP)
sentezlemesini etkiler (Sekil 2.6) (Kohn ve ark., 2010; Molina, 2013; Heffner,
2014). Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan ABP, interstisyel alandan seminifer
tiibiile gegen testosterona ve androjenlere baglanir ve androjenlerin germ
hiicrelerine taginmasini saglar. Sonug olarak androjenler, androjen reseptorii

(AR) igeren pro-mayotik germ hiicrelerinin i¢ine alinir.

Testosteron ise Leydig hiicrelerinden salgilanir ve Sertoli hiicrelerinde
spermatogenez siirecini destekleyici faktorlerin {iiretilmesini saglar. Leydig
hiicreleri ayni zamanda germ hiicrelerinin biiyiimesini ve farklilasmasin
destekleyerek spermatogenez siirecinin ilerlemesi i¢in yardimci olur. LH ise,
interstisyel alanda bulunan Leydig hiicrelerini uyararak testosteron sentezini ve
salinimin1 uyarmaktadir. Androjenlerin, Sertoli hiicreleri i¢in temel islevleri
bulunmaktadir. Testosteron, aktif metaboliti dihidrotestosteron ile germ hiicre
olgunlagsmasini uyarir. Inhibin B’ye benzer sekilde, testosteronun da HPG ekseni
tizerinde olumsuz bir geri besleme etkisi vardir (Sekil 2.6) (Payne ve ark., 2004;
Costabile, 2013).
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Sekil 2.6. Spermatogenezde endokrin kontrol mekanizmasi (Kim E. Barrett, 2012).

2.5. Steroidogenez

Steroidogenez, Ozellikle adrenal bezler, gonadlar ve plasentada gerceklesir.
Steroidogenez, kolesterolden steroid hormonlarin sentezlendigi karmasik bir
stirectir ve 3 ana agamada gerceklesir. Bunlardan ilki kolesteroliin mitokondriye
tasinmasidir ve bu olay steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) sayesinde
gerceklesir. LH, cAMP’nin aktivasyonuna yol agan LH reseptorleri (LHR)
yoluyla Leydig hiicresine etki etmektedir. cAMP kaskadinin aktivasyonu,
kolesteroliin, StAR yoluyla i¢ mitokondriyal membrana transferini saglar. Ikinci
asama ise kolesteroliin pregnenolona doniisme agsamasidir. Bu olay ise
mitokondride kolesterol yan zincir kesme enzimi (P450scc, CYP11A1l)
tarafindan gerceklesen steroidogenezdeki hiz kisitlayic1 adimdir. Bu asamada,
kolesterol mitokondriden endoplazmik retikuluma (ER) geger ve daha sonra
pregnenolon, 3-beta hidroksisteroid dehidrogenaz (38-HSD) ile progesterona
doniisiir. Son adimda ise progesterondan cesitli steroid hormonlara doniisiim
gergeklesir. Bu asamada farkli hiicre tiirlerinde cesitli enzimler steroid
hormonlarina doniisiimii etkiler. Progesteron, ¢esitli ara basamaklardan sonra

(17-beta hidroksisteroid dehidrogenaz) 17B-HSD ile erkek lireme sistemi igin en
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onemli hormonlardan biri olan testosterona doniistiiriiliir (Sekil 2.7) (Payne ve

ark., 2004; Molina, 2013).
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Sekil 2.7. Steroidogenezin sematize edilmis gdsterimi (Lakshmi, 2013).

2.6. Erkek Infertilitesi

Infertilite, 12 ay ya da daha uzun siire diizenli ve korunmasiz cinsel iliski sonrasi
gebelik olugsmamasi olarak tanimlanan erkek veya kadin lireme sistemi ile ilgili
bir hastaliktir (Hammer ve ark., 2018). Gebe kalmaya calisan tiim ¢iftlerin
yaklasik %15°1 infertiliteden etkilenirken bu vakalarin neredeyse %50°si erkek
infertilitesi kaynaklidir (Sharlip ve ark., 2002). Calismalar, son 35 yilda sperm
konsantrasyonunda 6nemli bir diisiis oldugunu isaret etmektedir. Bu durum erkek
fertilitesi igin bir tehdit olarak goriilmektedir (Sengupta ve ark., 2017). Erkek
infertilitesi i¢in semendeki spermin diisiik seviyeleri ya da yoklugu veya spermin
anormal morfolojisi ve motilitesi tamimlayicidir (Hammer ve ark., 2018).

Literatiirde, ¢evresel faktorler ve sigara, agir1 alkol alimi, obezite gibi yasam tarzi
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faktorlerinin erkek infertilitesinde potansiyel etkisi gosterilmistir. Cevresel
kirleticilere ve toksinlere maruz kalma, gametler icin dogrudan toksisite

olusturarak sayilarmin azalmasimma ve kalitesiz olmasma neden olarak

infertiliteye yol agmaktadir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Erkek infertilitesi nedenleri sematize edilmistir (Leisegang ve ark., 2021).

2.7. Etanol

Etanol, etil alkol olarak da adlandirilan ve doymus karbon atomlarina bagli
hidroksil grubu igeren organik bir bilesiktir. Bitkilerde dogal olarak
bulunmaktadir. Kimyasal olarak gosterimi C2HeO seklinde formiile edilip EtOH
olarak da ifade edilir. Etanolden fermantasyon yoluyla biyo alkol iiretilerek,
cesitli ickiler ve yiyeceklerde kullanilmaktadir. Kimyasal tanimi etanol olan
alkol, yillardir insanlar tarafindan farkli amaglar i¢in kullanilmaktadir. Bu
anlamda pek ¢ok kiiltiirde ve yasam bi¢giminde kendine yer bulmustur ve halen

de bulunmaktadir. Tibbi amagclarla kullanilmasinin yan1 sira ilging bir sekilde
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tibbi tedavi gerektiren bagimliliklara yol agmasiyla da taninmaktadir (Pazarcikei

M, 2020).

2.8. Etanol Metabolizmasi

Alkollii bir igecek tiiketildikten sonra, 10-15 dakika i¢inde karacigere, beyne,
kalbe ve bobreklere ulagabilirken, kaslara ve yag dokusuna ulagmasi daha uzun
stirmektedir (Finelli ve ark., 2021). Alinan alkol sindirim sistemindeki mukoza
epitelinden kolayca emilir. Suda kolay ¢o6ziinebildigi i¢in 6zellikle su orani
yiiksek dokularda hizlica dolasima katilarak biitiin dokulara yayilir. Yagda orta

derecede c¢ozinirliige sahip olmakla birlikte hiicre zarlarini etkilemektedir
(Zakhari, 2006).

Viicutta etanoliin metabolize edilmesi birka¢ asamada gergeklesir. Oncelikle
etanoliin emilimi gerceklesir ki bu da midede ve en yogun emilimin gerceklestigi
ince bagirsakta gergeklesir. Emilimden sonra etanol, kan dolasimia girerek
viicuda dagilir. Etanoliin metabolize edilme siirecinin biiyiik bir kismi
karacigerde gerceklesir ve burada etanolin daha az toksik maddelere
doniistiiriilmesi de saglanir. Etanol metabolize edilme siirecinde, alkol
dehidrojenaz (ADH) yolu enzimatik olarak gorev alir. Etanol, ADH enzimi
tarafindan asetaldehite yikilir. Bu reaksiyon sirasinda NAD+ koenzimi NADH’e
indirgenir. Daha sonraki basamakta asetaldehid, aldehid dehidrogenaz (ALDH)
ile daha az aktif olan asetata doniisiir ve karaciger hiicrelerinde asetil-CoA’ya
dontstiiriilerek Krebs dongiisiine ya da diger metabolik yollara katilabilir. Asetil-
CoA, Krebs dongiisiinde son {iriin olarak karbondioksit ve suya doniiserek

viicuttan atilir (Zakhari, 2006; Comporti ve ark., 2010).

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ve olusan oksidanlarin antioksidan
savunma sistemi ile ortadan kaldirilmasi bir denge igerisinde olmasi gerekirken,
alkoliin metabolize edilme siirecinde olusan toksik molekiiller sonucu bu denge
bozulabilmektedir (Serafini ve ark., 2004). Bu dengenin bozulmas: ile oksidatif
stres olusur. Oksidatif stres sonucu olusan siiperoksit anyonu (O2 - ), hidroksil
radikali (OHe ) ve peroksil radikali (ROO-* ) gibi serbest radikaller DNA, protein
ve lipid gibi biyomolekiillerle etkilesime girerek hiicresel hasara yol agmaktadir
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(Babior, 2000). Radikallerin bu zararl etkileri antioksidan savunma sistemi ve
bazi molekiiller tarafindan ortadan kaldirilmaktadir (Pinnell, 2003). Etanol
kullaniminin neden oldugu patolojik degisiklikler organa, bolgeye ve yasa gore
degisiklik gosterse de etanol kaynakli organ hasarindan sorumlu bazi ortak
mekanizmalar vardir. Oksidatif stres ve endoplazmik retikulum (ER) stresinin
etanol kaynakli ¢oklu organ hasarina katkida bulundugu ileri siiriilmektedir

(Comporti ve ark., 2010).

2.9. Kronik Alkol Tiiketimi ve Alkol Bagimhihig:

Kronik alkol tiiketimi, uzun siire boyunca diizenli olarak yiliksek miktarda alkol
alinmasi durumudur. Uzun siire ve yiiksek miktarlarda alkol tiiketimi kisinin
alkol tiiketimini kontrol edemedigi durumlarda bagimliligin gelismesine neden
olur (Pazarcikct M, 2020). Alkoliin sagliga zarar1 hep vurgulanmasina ragmen
sadece son yiiz yilda alkol bagimlilig1 bir hastalik olarak degerlendirilmeye
baslanmustir (Ilhan ve ark., 2020). DSO’niin 2014 yilinda yaymladig: alkol ve
saglik alanindaki kiiresel durum raporu kiiresel hastaliklarin % 5,1’inin alkol
tiikketimine bagli oldugunu gdstermektedir (DSO, 2014). Alkol ve tiirevleri
tilkketicilerde fizyolojik, davranigsal ve bilissel islev bozukluklarina neden
olmaktadir (Finelli ve ark., 2021). Diinya 15 yas istii niifusta kisi basina toplam
alkol tiiketiminin 2016 yilinda 6,4 litre seviyesinde oldugu ve aralikli agir igme
(ayda en az bir kez 60 gram veya daha fazla saf alkol tiikketimi olarak tanimlanir)
yayginliginin, diinya ¢apinda toplam niifusta 2016’da %18,2 oldugu bildirilmistir
(DSO, 2020). Diger yandan, alkol bagimlis1 olan erkek bireyler, siklikla cinsel

islev bozuklugu veya infertiliteden sikayet etmektedirler (Sansone ve ark., 2018).

2.10. Erkek Infertilitesi ve Etanol Kullanimi

Etanol gerek insanlarda gerekse deney hayvanlarinda erkek iireme dokularinin
histolojisini ve fonksiyonlarini olumsuz yonde etkilemektedir (Johnsen, 1970;
Kuller ve ark., 1978; Maneesh ve ark., 2006; Talebi ve ark., 2011). Alkole bagl
erkek infertilitesine neden olan mekanizmalarin anlagilmasi, bagimli olan
erkeklerin gogunun iireme ¢aginda olmasindan dolay1 oldukg¢a &nemlidir (DSO,

2020). Asirt alkol tiiketimi bagimliliga doniistiigiinde, onemli bir saglik sorunu
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ve erkek infertilitesi agisindan olas1 bir risk halinde gerek steroidogenez gerekse
spermatogenez iizerinde dogrudan etkilidir (Gabrielsen ve ark., 2016; llhan ve
ark., 2020). Agir alkol kullanicilarinda kismi veya tam spermatogenik duraksama
(arrest) ve ortalama testis agirliginda anlamli bir diistis oldugu bildirilmistir
(Pajarinen ve Karhunen, 1984). Alkol bagimlilig1 olan erkeklerin seminal sivi
orneklerinin analizi ve hormonal degerlendirmesi ile ilgili sonuglar, kronik alkol
kullanicilarinin testosteron seviyelerinde, seminal sivi hacminde ve sperm
konsantrasyonunda Onemli bir azalma oldugunu bunun da semen Kalitesini
olumsuz yonde etkiledigini bildirmistir (Kucheria ve ark., 1985; Pajarinen ve
ark., 1994; Balercia ve ark., 2005; Muthusami ve ark., 2005; Zhu ve ark., 2007,
Li Y. ve ark., 2011; Jensen ve ark., 2014; Ricci ve ark., 2017; Bai ve ark., 2020).
Ayrica yogun alkol tiiketimi sonucu, testikiiler germ hiicrelerinde artan apoptoz
ve Sertoli hiicrelerinde lipid birikimi gostererek Sertoli cell-only sendromuna

neden olabilir (Pajarinen ve ark., 1994).

Infertil erkekler ile gerceklestirilen kapsamli calismalarda alkol tiiketimi arttik¢a
sperm sayilarinin  distiigi ve semen kalitesindeki kotlilesmenin arttigi
belirtilmektedir (Balercia ve ark., 2005; Jensen ve ark., 2014; Borges ve ark.,
2018; Bai ve ark., 2020). ilging bir sekilde, Ricci ve ekibi, semen hacmi ve
konsantrasyonu ile orta diizeyde alkol tiiketimi arasinda pozitif bir iligki
gozlemlemistir. Ortaya konulan bulgular, sinirli bir alkol tliketiminin semen
kalitesini iyilestirebilecegini diistindiirmiistiir (Ricci ve ark., 2018). Bu durum,
alkollii iceceklerde bulunan bazi bilesiklerin antioksidan ve anti-inflamatuvar
etkilere ve semen Kkalitesi {lizerinde olumlu bir etkiye sahip olmalar ile
aciklanabilir. Ayrica kandaki artan alkol konsantrasyonu merkezi sinir sistemi ve
damar sistemi lizerinde olumsuz etkiler yaparak erektil disfonksiyona neden

olabilir (Rachdaoui ve ark., 2017).

Kronik olarak alkol kullanimi, gonadotropin saliniminit bozarak LH ve FSH
diizeylerini etkiler ve dolayl olarak testislerde gerceklesen sperm tiretimi ve
testosteron salinimi da bu durumdan etkilenir. Hayvan modellerinde yiiriitiilen

bir calismada genellikle EtOH maruziyeti sonrasi dolagimdaki LH ve FSH
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seviyelerinde azalma ve Leydig hiicrelerinde azalmis testosteron iiretimi oldugu
bildirilmistir (Gavaler ve ark., 1983). Bu nedenle, kronik alkol aliminin erkek
iireme hormonlarimi etkiledigini, ozellikle Leydig hiicre steroidogenezin
inhibisyonuna neden oldugunu ve semen kalitesini olumsuz yonde etkiledigi
diisiiniilmektedir. 2005 yilinda yapilan bir ¢alismada kronik olarak alkol kullanan
erkeklerin FSH, LH ve estradiol (E2) diizeyleri 6nemli bir seviyede artmisken,
testosteron hormonu seviyesi onemli 6lgiide azalmistir (Muthusami ve ark.,
2005). Diger yandan Maneesh ve arkadaslari tarafindan 45 alkol kullanicisi
erkekte gonadotropinlerin, FSH ve LH seviyelerinin daha disiik oldugu
bildirilmistir (Maneesh ve ark., 2006). Bu durum yogun alkol kullaniminin HPG
eksenini bozabilecegini veya Leydig hiicre hasarina neden olabilecegini
gostermektedir (Muthusami ve ark., 2005; Herman ve ark., 2006; Maneesh ve
ark., 2006; Zhu ve ark., 2007). Domuzlar ile yapilan bir ¢alismada, EtOH 1n,
serum testosteron ve LH seviyelerini azalttigi ve E2 seviyelerini yiikselttigi
bildirilmistir. Ayn1 ¢alisma, Leydig hiicrelerindeki kolesterol seviyesi artarken,
StAR proteini, sitokrom P450scc, 33-HSD, 173-HSD enzimlerinde gerek mRNA
gerekse protein ekspresyonlart 6nemli oranda azalmalar oldugunu gostermistir
(Radhakrishnakartha ve ark., 2014). Jensen ve arkadaslari, 8344 saglikli erkekte
FSH, LH ve inhibin B diizeyleri ile alkol alim1 arasinda herhangi bir iligki
gozlemlememistir (Jensen ve ark., 2014). Mevcut literatiir bilgisi, EtOH’a maruz
birakilan sicanlarin Leydig hiicre boyutlarinin kii¢iildiiglinii ve igerisinde
bulunan mitokondrilerin genisledigini ayrica daha az miktarda sitozol oldugunu
gostermektedir (Eid ve ark., 2019).

Alkoliin metabolize edilmesi sirasinda viicuttaki serbest radikal {iretiminin
artmasiyla, viicudun antioksidan savunma sistemi bozularak spermlerin zarar
gormesine neden olabilir (Sansone ve ark., 2018). Bu durum spermatogenezin
hormonal diizenlenmesinde yer alan spesifik genlerin ekspresyonunu
degistirerek yavrular {izerinde nesiller aras1 bir etki ile sperm DNA
fragmantasyonunu artirmaktadir. Kronik alkol tiiketimi ile spermatogenez ve
sperm parametrelerinde bozulmalarin yani sira artan DNA metilasyonu ve

oksidatif stres gdzlenmesi hem insanlarda hem de hayvanlarda yapilan ¢cok sayida
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calisma ile gosterilmigtir (Finelli ve ark., 2021). 2024 yilinda yapilmis bir ¢aligma
ile siganlara yiiksek miktarda ve uzun siire EtOH uygulanmasinin epididimis ve
seminal vezikiilde histopatolojiye neden oldugu ve iki dokuda da lipid
peroksidasyonu gozlendigini bildirilmistir (Taoto ve ark., 2024). Bu iki dokunun
liimeninde sperm olgunlagsmasi, metabolizmast ve hareketliligi i¢in salgilanan
metabolitlerin miktarinin azaldigi goriilmiis ve bu sonuglarin alkol tiiketen
erkeklerde infertilite nedenlerinden biri oldugu agiklanmistir (Taoto ve ark.,
2024).

2.11. Endoplazmik Retikulum Stresi (ERS)

ER, okaryotik hiicrelerde hayatta kalma ve gelisim icin olduk¢a onemli bir
organeldir. Hiicresel protein tretimi ve katlanmasinin {igte biri ER’de
gergeklesir. ER, plazma membrani altinda yer alan niiklear zar yoniinde uzanan,
birbiriyle baglantili dallanmis tiibiillerden ve sisterna yapisindan olusur
(Ajoolabady ve ark., 2023). Yapisal ve islevsel olarak farkli 6zellikleri olan iki
tir ER vardir. Bunlardan biri yapisinda ribozomlar1 bulunduran graniillii ER
(GER), digeri ise ribozom bulundurmayan diiz ER (DER)’dir. ER yapisinda
GER’den sentezlenen proteinlerin niiklear i¢ zarda biriktigi niiklear zar domeyni,
DER domeyni ve ribozomlarin baglandigi GER domeyni bulunur (Schroder ve
ark., 2005). GER, plazma hiicreleri ve B hiicreleri gibi salgi hiicrelerinde yogun
olarak bulunur. DER ise protein sentezinden sorumlu degildir. Bunun yerine lipid
ve kolesterol sentezi, steroid hormon iiretimi, endojen ve karbonhidrat
metabolizmasi ve kalsiyum dengesinin saglanmasinda gorevlidir (Wu ve ark.,

2023).

ER’nin baslica islevleri sunlardir:

1. Sekretuvar ve membran proteinlerinin  konum degistirmelerini ve
entegrasyonunu saglar.

2. Protein katlanmasina ve taginimina yardimer olur.

3. Lipid biyosentezini ger¢eklestirir.

4. Kalsiyum dengesini siirdiiriir.
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5. Proteinlerin  post translasyonel modifikasyonlar gegirmesini saglar
(Schuldiner ve ark., 2013; Schwarz ve ark., 2016).

GER’de bulunan ribozomlar protein sentezini ve salgilanmasini gergeklesirken
DER ribozom bulundurmadigindan protein sentezi yapamaz ancak
fosfolipidlerin ve lipidlerin sentezlenmesi, karbonhidratlarin metabolize edilmesi
ve kalsiyum dengesinin saglanmasi gibi gorevleri vardir. Bir hiicrede ER’nin

fonksiyonunu hiicrenin tipi, islevi ve ihtiyaci belirler (Schuldiner ve ark., 2013).

ER’de bulunan katlanma enzimleri ile birlikte molekiiler saperonlar, proteinlerin
dogru konformasyona ulasarak olgunlasmasina yardimei olur ve ayni zamanda

yanlis katlanmis proteinlerin yikimini gergeklestirir (Kincaid ve ark., 2007).

ER kapasitesi fizyolojik ya da patolojik sebepler ile asildiginda protein
katlanmas1 kontrol edilemeyerek yanlis katlanma ya da hi¢ katlanamama
gerceklesir ve bu durum sonucu ortaya ¢ikan protein birikimi, ERS olarak bilinir
(Schonthal, 2012). Oksidatif stres, demir eksikligi ya da fazlahg, Ca?* sizintisi,
asir1 protein yliklenmesi ve hipoksi gibi durumlar sonucu ERS olusabilir. ERS
olustuktan sonra hiicre yasayabilmek ve az hasar alarak ERS’den kurtulmak i¢in
katlanmamis protein cevabi (Unfolded Protein Response: UPR) olarak bilinen
UPR yolagim1 kullanir. ERS siirecinin uzamas1 UPR proteinlerin yanitinda
basarisizliga neden olarak apoptotik siireci baslatir (Ajoolabady ve ark., 2023).
Etanol kaynakli ERS’nin karaciger, pankreas, testis ve kalpte organ hasarina

katilim1 ve kritik rolii gésterilmistir (Ji, 2012).

2.11.1 Katlanmams Protein Yaniti (UPR)

Katlanamayan, yanlis katlanan veya mutasyona ugrayan proteinlerin birikimi,
ER homeostazin1 bozarak ER’yi islevsiz hale getirir. Burada devreye UPR adi
verilen koruyucu bir mekanizma devreye girer. UPR, ER homeostazin1 yeniden
dengelemeyi hedefler. Stres ¢ok yogun veya siirekli hale geldiginde ER hiicrenin
Oliimiine neden olabilir. UPR sinyal yolag, ii¢ farkli fakat ayn1 zamanda birbirine
bagli hiicre i¢i sinyal iletim yolu ile ¢alisir. Bu yollar, ER’de yerlesik ii¢ adet

transmembran sensor proteini olan inositol gerektiren kinaz 1 (hem o hem de
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izoformlar1 IRE1), protein kinaz benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici
transkripsiyon faktorii 6 (ATF6 hem o hem de 3 izoformlar1) tarafindan baslatilir
(Sekil2.9) (Harding ve ark., 1999; Galluzzi ve ark., 2018).

Protein, diiz zincir halinde sentezlendikten sonra ii¢ boyutlu hale gecer. Ug
boyutlu yapida herhangi bir sorun oldugunda katlanmamis ya da yanlis katlanmis
protein haline gelerek stres baslatir. ER stresi altinda olmayan hiicrelerdeki
sensor proteinleri, N-terminalleri yoluyla bir ER saperon 78 kDa glukoz-
diizenlenmis proteine (GRP78/BIP) baglanarak inaktif halde kalir. ER stresi
kosullarinda, GRP78 sensor proteinlerinden ayrisarak UPR sinyali aktiflestirilir
(Bertolotti ve ark., 2000). Aktiflesen UPR sinyal yollari, protein katlanmasini

kolaylastirmaya ve ER homeostazini siirdiirmeye ¢alisir (Sekil 2.9).

IREL, ER liimen domeyninden GRP78 ayrildiginda oligomerize olurken kinaz
domeyni de otofosforile olur. Aktif hale gecen kinaz domeyni cJun N-terminal
kinaz1 (JNK) aktivasyonunu baslatarak kaspaz aktivasyonunu tetikler. Bununla
birlikte, yapisal degisikliklere kars1 IRE1 a’nin RNaz domaini aktifleserek daha
kararli ve aktif bir form olusturmak i¢in transkripsiyon faktorii X kutu baglayici
protein 1’in (XBP1) eklenmesini diizenler (Yoshida ve ark., 2001). XBP1’ler
niikleusa dogru yer degistirir ve ER saperonlarinin ve endoplazmik retikulum
iligkili yikim (ERAD) proteinlerinin ekspresyonlarini artirir (Yoshida ve ark.,
2001; Acosta-Alvear ve ark., 2007; Ron ve ark., 2007). Ayrica ER’nin

genislemesini saglar.

PERK ise sitozolik ve kinaz alanlarindan olusan ER’de yerlesik bir kinazdir (Shi
ve ark., 1998; Harding ve ark., 1999). IRE1’e benzer sekilde, PERK aktivasyonu
ayrica dimerizasyon ve trans-otofosforilasyonu icerir. Aktiflesmis PERK, global
protein sentezini azaltmak i¢in translasyon baglatma faktorii eIF2’nin (6karyotik
translasyon baglatma faktorii-2) alt birimini fosforile ederek (Shi ve ark., 1998;
Harding ve ark., 1999; Bertolotti ve ark., 2000) ER’ye giren protein miktarini
azaltir ve ER stresini hafifletir. elF2a’nin PERK tarafindan fosforilasyonu
protein katlanmasi, amino asit metabolizmas1 ve otofaji ile ilgili genlerin
ekspresyonunu diizenleyen aktive edici transkripsiyon faktorii 4’iin (ATF4)
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secici translasyonunu gergeklestirir (Ameri ve ark., 2008; Luhr ve ark., 2019).
ATF4, transkripsiyon faktorii C/EBP homolog proteini (CHOP), biiylime
durdurma ve DNA hasari ile indiiklenebilir protein (GADD34) dahil olmak iizere
proapoptotik molekiillerin ekspresyonunu diizenler (Sekil 2.9) (Ameri ve ark.,
2008; Armstrong ve ark., 2010).

ATF6, N-terminalinde iki Golgi lokalizasyon sinyali (GLS1 ve GLS2) igerir.
ERS olmadig1 durumlarda, GRP78 (Bip olarak da bilinir), GLS1 ile etkilesim
icindedir. Bu sayede ATF6’nin inaktif halde kalmasimi saglar. GRP78
katlanmamis proteinlerle baglanarak ATF6’dan ayrilir. ATF6 ER’den Golgi
aygitina, ATF6’nin bZIP domeyni igeren N-terminal sitozolik domeyni
[ATF6(N)], niikleusa gecer ve UPR’nin aktiflesmesini saglayarak ER
saperonlarinin ve Xbp1’in ekspresyonlarini artirir (Sekil 2.9) (Armstrong ve ark.,
2010).

Alkol/ alkol metabolitleri 2> Katlanmamis/yanhs katlanmis proteinler > ER stres

MANE? MANER MANF2
GRP78 o ®Ca™ Gams@.&' GRP78 .o BCa™
. ™ < ER limen
IRE1la O PERK ATFG

3 [ ] (1 Sitozol
‘/w-*p\&u e, e . ~
RIDD elfF2a .‘= elf2a —— AlF4 g
l Ghols) PPy mRNA translasyam l / /)
Apoptoz GADD34 CHOP ATFO! Golg
pop! / Apopioi — l
Xbpls ) ATF4 ATEG! Nikleus
_Xbpls NV avate?
NEXSVEX: XXX XXX
Saveronlar Indirgenme XBP1
ERAD Otofaji ER saperonlan
Lipid biyozentezi Aminoasit biyosentezi Lipid biyosentezi
i
\  MANF UPR
@ cwers Hafif ER stresi Ciddi ER stresi

Sekil 2.9. ERS ve UPR mekanizmalari gosterilmistir (Li H. ve ark., 2022).

2.12. Endoplazmik Retikulum Stres Mekanizmasinin Apoptoz ile iliskisi

ER stresi, hiicrelerde protein katlama siirecinde sorunlara neden olabilir. Bu gibi
durumlarda UPR mekanizmalar1 devreye girer. UPR yanitlar1 yeterli olmadigi
zaman, hiicre Olimi baglar (Sekil 2.10). CHOP, JNK ve kaspazlar gibi

molekiiller, bu siiregte olduk¢a dnemli roller oynar ve apoptotik sinyallerin
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iletimini saglar (Chikka ve ark., 2013). CHOP, uzun siireli ER stresi sirasinda en
fazla yukar regiile edilen genlerden biridir. PERK yolu basta olmak iizere,
CHOP cekspresyonu iic UPR yolu (PERK, IRE1 ve ATF6) tarafindan da
tetiklenebilir. IRE1, ER stresine yanit olarak adaptor protein timor nekroz
faktorii reseptori ile iligkili faktor 2°yi (TRAF2) ER zarma alir ve JNK
aktivasyonu baglatilir. JNK, hiicredeki stres yanitinda ve apoptotik sinyallere
aracilik etmede gorevlidir. Sistein proteazlar1 yani kaspazlar, ER stresine yanit
olarak apoptozu baglatan en 6nemli enzimlerdir. ER stresi ile iliskili kaspaz
tiirleri arasinda kaspaz 12, 3, 6, 7, 8 ve 10 bulunur. ER stresinin diizenlenmesi ve
UPR vyollarinin iglevi, hiicre sagligin1 ve hayatta kalimini dogrudan etkiler

(Harding ve ark., 1999; Nakagawa ve ark., 2000; Li C. ve ark., 2024).

]

V/

TCHOP/GADDI53

Sekil 2.10. ERS’nin apoptoz ile iliski mekanizmasi (Rosati ve ark., 2010).

2.13. Endoplazmik Retikulum Stres Mekanizmasinin Testis ile Tliskisi

Testisler, yiiksek protein sentezi ve katlanma aktivitesine sahip oldugu i¢in ERS
yanit1 bu organlarda 6nemli bir rol oynar. Spermatogenez siirecinde gerceklesen
protein sentezi ve katlanmasinin kusursuz olmasi spermatidlerin olgun
spermatozoaya doniisiimii i¢cin olduk¢a 6nemlidir. Varikosel ve kriptorsidizm

gibi durumlar testis sicakligini etkileyerek spermatogenezi olumsuz ydnde
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etkilemektedir (Aldahhan ve ark., 2021). ERS saperonu GRP78, pakiten
spermatositlerde bulunur (Karna ve ark., 2020). Bu durum ERS sinyal yolunun
spermatogenez i¢in Onemli oldugunu distndirir (Karna ve ark., 2020).
Drosophila ile yapilan bir arastirma, ERS geninin erkek aksesuar bezinde ¢ok
fazla ifade edildigini ve giiclii ERS’nin fertiliteyi azalttigin1 gostermistir (Chow
ve ark., 2015). Farelerde yapilan galismalar, tekrarlayan testikiiler hiperterminin
IRE1-JNK ve PERK yolunun aktivasyonu ile spermatositlerin ERS iligkili
apoptoz ile sonuglandigimi gostermistir (Soni ve ark., 2018). Varikosel
modelinde yapilan ¢aligmalar da testisteki ROS’a bagli ERS’nin infertiliteye
neden oldugunu ve torsiyon/detorsiyon sonrasi testis yaralanmasinda ERS’nin
germ hiicre apoptozuna yol a¢tigini bildirmistir (Huang ve ark., 2012). Yaslanma
ile birlikte Leydig hiicrelerinin steroidogenik fonksiyonlarinda dejenerasyon ve
testosteron seviyesinde diisiis goriiliir. Yaslanan siganlarin germ hiicrelerindeki
dejeneratif degisikliklerin nedeni oksidatif stres ve ERS sinyal yolunun
spermatogenezdeki roliine 6rnek olarak verilebilmektedir (Beattie ve ark., 2015).
Hipoksi, sigan testisinde androjen sentezleyen genleri, kalsiyum akisini, oksidatif
stresi ve ERS sinyal molekiillerini artirarak asagi regiile eder. Diyabetik sican
modelinde streptozotosin ile indiikklenen proapoptotik proteinlerin (kaspaz-3,
Bax, Bad, Bid) ve testikiiler oksidatif stresin aktivasyonu gézlenmistir (Liu ve
ark., 2012; Zhang G. L. ve ark., 2013). Sisplatin gibi kemoterapi ilaglar1 da ROS
aracili ERS ile testis toksisitesine yol agar (Soni ve ark., 2015). Bu tiir
kimyasallar ve ilaglar, oksidatif stres ve ERS’nin erkek iireme fonksiyonlarini

olumsuz etkileyebilecegini gostermektedir.

2.14. Programh Hiicre Oliimii: Apoptoz

Apoptoz ilk kez 1972 yilinda tanimlanmis olan programlanmis fizyolojik hiicre
olimi siirecidir (Sekil 2.11) (Fadeel ve ark., 2005). Hizli ve genetik olarak
kontrol edilen bu siire¢, hiicre 6liimiinii indiikleyen proteinlerin aktivasyonunu
iceren ¢esitli sinyallerin bir tanesine cevap olusturmaktadir. Apoptoz
mekanizmas1 organizmalarin gelisimi, homeostazi ve hastalik siireclerinde
onemli rol oynar. Apoptoz siireci, hiicreler zarar gordiigiinde veya potansiyel

olarak tehlikeli hale geldiginde kontrollii bir sekilde kaldirilmalarini saglar. Bu
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stireg, ¢esitli patolojik durumlarin anlagilmasi ve tedavisi i¢im oldukca 6nemlidir

(Fadeel ve ark., 2005).

Apoptoz, genellikle intrinsik (igsel) ve ekstrinsik (digsal) yolaklar olmak {izere
iki ana yolak iizerinden gergeklesir Intrinsik yolak hiicresel stres, DNA hasari,
oksidatif stres veya biiyiime faktorlerinin eksikligi gibi igsel sinyallerle
tetiklenirken ekstrinsik yolak hiicre dis1 sinyallerin hiicre yiizeyindeki 6liim

reseptorlerine baglanmasi ile aktiflesir (ElImore, 2007).

Apoptozda gorev alan temel molekiiller kaspazlar, Bcl-2 protein ailesi ve
apoptotik cisimciklerdir. Kaspazlar, apoptoz siirecinde hayati rol oynayan
proteazlardir ve hiicre icindeki proteinleri parcalayarak hiicre Oliimiinii
baslatirlar. Bu proteazlar, baslatici kaspazlar (kaspaz-8 ve kaspaz-9) ve efektor
kaspazlar (kaspaz-3 ve kaspaz-7) olarak iki gruba ayrilir. Baslatici kaspazlar
apoptozu tetikler, efektor kaspazlar ise hiicre Slimiinii gerceklestirir. Bcl-2
protein ailesi, hiicre Olimiinii diizenleyen pro-apoptotik ve anti-apoptotik
tiyelerden olusur. Bcl-2 ve Bcl-xL gibi anti-apoptotik proteinler hiicre 6liimiinii
onlerken, Bax ve Bak gibi pro-apoptotik proteinler apoptozu tesvik eder.
Apoptoz sirasinda hiicreler kiiciiliir ve kiiciik, zarla kapl vezikiiller halinde
paketlenir; bu yapilar apoptotik cisimcikler olarak adlandirilir. Bu cisimcikler,
fagositik hiicreler tarafindan taninarak temizlenir ve boylece inflamasyona neden
olmadan hiicre artiklar1 ortadan kaldirilir. Bu molekiiller, hiicre 6liimiiniin
diizenlenmesinde ve gerceklesmesinde kritik 6neme sahiptir (Abou-Ghali ve

ark., 2015).

Serbest radikallerin fazla {iretimi oksidatif stres ve hiicre Oliimiinii indiikler
(Halliwell ve ark., 1990). Apoptoz modellerinin ¢ogunda hiicrede degisen redoks
durumu, kaspaz aktivasyonu ile birlikte daha ¢ok degismektedir. Tiim apoptoz
yolaklarindaki kaspaz aktivasyonunda reaktif oksijen tiirevleri énemli bir rol
oynamaktadir (Stridh ve ark., 1998). Cesitli antioksidanlarin kullanimi ya da
kaspaz inhibitorleri apoptozu bloke edebilmektedir (Hockenbery ve ark., 1993;
Varesi ve ark., 2022).
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Apoptoz Yolag

Kaspaz-3i-7
Kaspaz-9 aktivasyonu
aktivasyonu

.
Sekil 2.11. Apoptoz mekanizmasinin gosterimi (Abou-Ghali ve ark., 2015).

2.15. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimi antioksidan
savunma mekanizmalarinin kapasitesini astiginda bir baska ifadeyle oksidanlar
ve antioksidanlar arasindaki denge bozuldugunda ortaya ¢ikar. Bu dengesizlik,
DNA, proteinler ve lipitler gibi hiicresel bilesenlere zarar verir ve gesitli
hastaliklarin gelisimi igin Kkritiktir (Poprac ve ark., 2017). Serbest radikaller,
eslenmemis bir elektrona sahip olduklar1 i¢in hiicrelerde tek elektron
oksidasyonlarina katilirlar. ROS hem serbest radikal hem de radikal olmayan
oksitleyici ajanlar1 kapsar ve normal metabolizma siireclerinde iiretilir. ROS’un
diisiik seviyelerde hiicre sinyallesmesi ve savunma mekanizmalari i¢in yararl
olabilecegi gibi, yiiksek konsantrasyonlarda hiicre zarina, proteinlere ve niikleik

asitlere zarar vererek toksik reaksiyonlara neden olabilir. Bu zararli etkiler,

28



bir¢ok hastaligin gelisiminde rol oynar ve oksidatif hasar ile iliskilendirilmistir

(Pizzino ve ark., 2017).

Etanol metabolizmasi sonucu olusan reaktif tiirevler, hiicrelerde oksidatif stresin
artmasina yol agabilir. Ozellikle karacigerde, etanoliin metabolizmasi sirasinda
olusan reaktif oksijen tiirleri ve lipid peroksidasyon iiriinleri, hiicre zarina ve
mitokondriyal fonksiyonlara zarar vererek oksidatif stresin artmasina katkida
bulunur. Bu durum, antioksidan savunma mekanizmalarinin zayiflamasina ve
hiicrelerin oksidatif hasara karsi savunmasiz hale gelmesine neden olabilir

(Maneesh ve ark., 2006; Pizzino ve ark., 2017; Sharifi-Rad ve ark., 2020).

Antioksidanlar, oksidatif stresi onlemek ve hiicreleri korumak i¢in 6nemlidir. Bu
bilesikler, radikaller ve ROS tarafindan hedeflenen molekiillerin oksidasyonunu
engelleyip hiicre zararint Onler. Antioksidan enzimler gibi savunma
mekanizmalari, hiicrelerin redoks dengesini korur ve oksidatif stresin zararli
etkilerini  azaltir.  Antioksidan kapasitesinin  Ol¢iilmesi, hastaliklarin
patofizyolojik faktorlerini degerlendirmede dnemli bir aractir ve oksidatif stres
seviyelerini belirlemek igin gesitli biyobelirtegler kullanilir (Varesi ve ark.,
2022).

2.16. Antioksidanlar

Antioksidanlar, viicutta olusabilecek serbest radikallerin oksidatif etkilerini
engelleyen veya azaltan molekiillerdir. Serbest radikal olusumu ve bu
radikallerin etkilerinin nétralizasyonu, insan viicudunda 6énemli bir denge i¢inde
gerceklesir. Bu denge bozuldugunda hiicre hasari, apoptoz ve DNA hasari
meydana gelebilir. Antioksidanlar reaktif bilesenleri indirgeyerek ve lipid
peroksidasyonlarin1 6nleyerek veya dogrudan tepkimeye girerek etki gosterirler.

Ayrica antioksidanlar serbest radikalleri temizleyerek apoptozu inhibe edebilirler

(Zhang Y. ve ark., 2002).
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2.16.1. Asetil L-karnitin

Asetil-L-karnitin, ALCAR veya ALC olarak da bilinen L-karnitinin asetillenmis,
viicutta en ¢ok bulunan bir agilkarnitin formudur. Insan viicudundan dogal bir
sekilde tretilebilirken takviye olarak disaridan da almabilir (Ozcelik ve ark.,
2010). Asetil L-karnitin, enerji (Aureli ve ark., 1994; Scafidi ve ark., 2010),
asetilkolin (Schnackenberg ve ark., 2001), amino asit nérotransmitterleri ve
lipidlerin (Ricciolini ve ark., 1998) sentezi i¢in kullanilabilen karnitin ve bir agil
bileseni saglama gibi ¢esitli ozelliklere sahiptir. Ayrica plazma esterazlar
tarafindan pargalanarak karnitine doniisiir ve viicuttaki yag asitlerinin
parcalanmasi i¢in mitokondriye tasimimini saglar. Asetil L-karnitinin
antiinflamatuvar etkileri oldugu (Aureli ve ark.,, 1994), membranlarin
stabilizasyonuna yol a¢tig1 (Jones ve ark., 2010), oksidatif strese karsi koruyucu
bir antioksidan gorevi gordiigii (Eleftheriadou ve ark., 2021) ve enerji
metabolizmasini giiglendirdigi bilinmektedir (Scafidi ve ark., 2010). Asetil L-
karnitin, glutatyonu arttirarak yag asitlerinin peroksidasyonu ile bu tepkimenin
son {iriin olan malondialdehit (MDA) seviyesini diisiirerek énemli bir koruyucu
gorev goriir (Ozcelik ve ark., 2010). Ayrica Asetil L- karnitinin ksantin oksidazi
inhibe edebildigi ve bu sayede oksidatif hasar1 engelleyebildigi bildirilmistir.

Yetigkin ratlarin mide, bobrek, karaciger ve testis dokulari ile yapilan bir
calismada L-karnitin uygulamasimin oksidatif ve apoptotik belirtecleri azalttig1

gosterilmistir (Kelek ve ark., 2019).

2.17. Erkek Infertilitesi ve Asetil L-karnitin

Erkek infertilitesi sorunundan diinya genelinde bircok cift etkilenmektedir.
Hormonal dengesizlikler, genetik faktorler, c¢evresel toksinler, yasam tarzi
faktorleri ve oksidatif stres erkek infertilitesinin nedenlerinden bazilaridir.
Infertilite i¢in antioksidan tedavilere ve besin desteklerine olan ilgi giderek
artmaktadir. Bu baglamda, asetil L-karnitin dikkate deger bir bilesen olarak one

cikmaktadir.

Klinik c¢aligmalar, asetil L-karnitin takviyesinin sperm hareketliliginde ve

sayisinda anlamli iyilesmeler sagladigi gozlemlenmistir (Balercia ve ark., 2005).
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2009 yilinda yapilan bir ¢alisma sonucunda, lipopolisakkarit (LPS) sonucu artan
proinflamatuvar ve oksidatif stres belirteglerinin L-karnitin ile iyilesme
gosterdigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu ¢alismada LPS sonucu testikiiler
disfonksiyon olusurken L-karnitin sonras1 LPS verildiginde L-karnitin koruyucu
bir rol oynayarak LPS’nin olumsuz etkilerini azaltmistir (Abd-Allah ve ark.,
2009). Cesitli caligmalar, asetil L-karnitinin sperm hiicrelerinin mitokondriyal
fonksiyonlari destekledigini ve oksidatif hasari azalttiin1 dogrulamaktadir.
Asetil L-karnitinin tedaviden Once baslangigta yiiksek ROS diizeyleri olan
infertil erkeklerde sperm kalitesini iyilestirdigini de bildirilmistir (Vessey ve ark.,
2021). Bu etkiler, asetil L-karnitinin erkek infertilitesine karsi potansiyel bir

tedavi segcenegi olarak degerlendirilmesini saglamaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismada Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlari Bakim ve Uretim
Unitesi’nden temin edilen 270-390 gram agirliklarinda, 40 adet yetiskin Wistar
erkek rat kullanilmistir. Deney gruplari asagida gosterildigi gibi olusturulmustur:

1. Kontrol grubu (K): gavaj yoluyla 4 hafta siireyle distile su verilmistir (n=10),

2. Kronik etanol (EtOH) grubu: gavaj yoluyla 4 hafta siireyle 5gr/kg %25 etanol
verilmistir (Hughes ve ark., 2020). (n=10),

3. Asetil L-karnitin grubu (ALKAR): gavaj yoluyla 4 hafta siireyle (Akbari ve
ark., 2017) 50 mg/kg asetil L-karnitin (Kelek ve ark., 2019) verilmistir (n=10),

4. Kronik etanol ve asetil L-karnitin (EtOH+ALKAR) grubu: gavaj yoluyla 4

hafta stireyle ayni dozlarda etanol ve asetil-L-karnitin verilmistir (n=10).

2, B
~ Al —

A \ + ELISA ile hormon testi (FSH, LH, Testosteron)
N o TAS-TOS Analizi

Kontrol:
4 hafta distile su (n=10)
ALKAR:

4 hafta asetil L-karnitin (n=10) A,
EtOH: P
4 hafta etanol (n=10) ‘ N

EtOH+ALKAR:
4 hafta etanol + asetil L-karnitin (n=10)

()
&
Histopatolojik ve
s
Anallz]er

C_;__

z
—_

Sekil 3.1. Deney gruplar1 ve yapilacak uygulamalar sunulmustur. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil
L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandigi grup.
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3.1. Testis Dokularinin Eldesi ve Hazirlanmasi

Deney hayvanlari, 4 hafta sonunda ketamin (50 mg/kg)-ksilazin (6 mg/kg)
anestezisi altinda sakrifiye edildikten sonra testis dokusu ¢ikarilarak ayri ayri
tartilmis ve daha sonra 6l¢tilecek parametreler i¢in saklanmak iizere bir testis sivi

nitrojene, diger testis ise parafine gdmiilmek i¢in Bouin fiksatifine alinmigtir.

3.2. Testis Agirhk Indeksi Hesaplamasi
Hayvanlar sakrifiye edilmeden hemen once Olgililen viicut agirliklar ile aymi
hayvana ait sag ve sol testis agirliklar1 toplami asagidaki formiile gore
hesaplanarak her bir hayvan icin testis agirlik indeksi (TAI) degerleri
belirlenmistir.

(sag testis sagirligi (g) + sol testis agirligi (g))

TAI = T A ) - X100
tim viicut agirligr (g)

3.3. Epididimal Sperm Orneklerinin Toplanmasi ve Sperm Motilite
Degerlendirmeleri

Deney siireci tamamlandiginda kontrol ve deney grubu hayvanlarda, skrotal kese
iizerinde tek bir orta hat kesisi yapilarak deri kas tabakasindan ayrilmistir. Daha
sonra kas tlizerinden benzer bir enine kesik yapilarak testis disart c¢ikarilmais,
kauda epididimis yag tabakasiyla birlikte testisten ayrilmistir. Cikarilan
epididimisin vaz deferense agilan kauda kismi 37°C’de 1.5 mL 6nceden 1sitilmis
fosfat tamponlu salin (PBS, pH = 7.4) i¢inde parcalanmistir. Spermatozoanin
dagilabilmesi i¢in petride dokuya hafifce g¢alkama yapilmistir (5-10 dakika).
Numuneler, 37°C’de 20-25 dakika inkiibe edilmis ve Ornekten alinan 10
mikrolitrelik kisim, mikroskop altinda Makler sayim kamarasinda incelenmistir.
Sayimlar ayn1 hayvandan en az 2 ornek lizerinden (tek hayvandan en az 200
sperm sayilarak) yapilarak, hareketli sperm motilitesi yiizde (%) olarak
belirlenmistir (Celik-Ozenci ve ark., 2012).
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3.4. Parafin Takibi

Testis dokular1 bouin soliisyonunda +4°C’de 12 saat fikse edilerek
laboratuvarimizdaki rutin doku takibi protokolii uygulanmistir. %70, %80 ve
%90’11k etanolde birer giin bekletilen testisler, %100’liik etanolde 3 saat tutulup,
ksilol ile dokunun seffaflastirilmasi gergeklestirilmistir. Seffaflagtirma islemi, ti¢
seri ksilol sollisyonunda yapilmistir. Seffaflagtirmadan sonra parafin I, parafin II
ve parafin III asamalarinda, birer saat 60°C’lik etiivde bekletilerek
parafinizasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu siire sonunda testis 6rnekleri temiz
parafin icinde uygun oryantasyonda gomiilmiistiir. Bloklardan rotari mikrotom
(Leica RM2125 RTS) kullanilarak Spm kalinliginda seri kesitler pozitif sarjl

lamlarin tizerine alinmstir.

3.5. Histopatolojik Analizler
Tiim hayvan 6rneklerine ait parafin bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler alinarak
Hematoksilen Eozin (H&E) ve PAS (Periodic Acid Schiff) boyamas: ile

histopatolojik degerlendirme yapilmaistir.

3.5.1. Hematoksilen Eozin Boyamasi

H&E, rutin incelemeler i¢in kullanilan histolojik bir boyama teknigidir. Hiicre
niikleuslarint mavi-mor aras1 boyayan bazik karakterdeki hematoksilen, hiicre
sitoplazmalarini, kas liflerini ve sitoplazmik organelleri pembe-kirmizi boyayan

ise asidik karakterdeki eozindir.

Parafin bloklardan alinmis olan kesitler sicakligi 60°C olan etiiv igerisinde gece
boyu bekletilerek parafinden arindirildiktan sonra ksilol ve alkol serilerinden
(%70, %80, %90, %100) gegirilmistir. Daha sonra suya almip 5 dakika
yikandiktan sonra, 30 saniye Mayer hematoksilene daldirildiktan sonra akarsu
altinda tekrar yikanmistir. Yikamadan sonra eozine 2-3 kere daldirilip ¢ikarilarak
tekrar akarsu altinda yikanmistir. Alkol serilerinden ve ksilolden gecirilip

entellan ile kapatiimistir.
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3.5.2. Periyodik Asit-schiff Boyamasi

PAS boyasi, glikojen varliginda kirmizi ve mor karisimi bir renk verir. Periyodik
asit ve Schiff soliisyonlar1 arka arkaya kullanildiginda ise agik pembe bir renk
alir. Farkl glikojen konsantrasyonlarinda renk yogunluklar: farkliliklar gosterir.
PAS boyasi ile 6zellikle seminifer tiibiilde bulunan akrozomal kep yapis1 ayirt

edilmektedir.

Parafin bloklardan alinmis olan kesitler sicakligi 60°C olan etiiv igerisinde gece
boyu bekletilerek parafinden arindirildiktan sonra, ksilol ve alkol serilerinden
gecirilmistir. Daha sonra musluk suyundan gegirilerek %1°lik periyodik asitte
(H5106) 5 dakika oksidize edildikten sonra %70’lik alkolde ¢alkalanmigtir. 45
dakika Schiff soliisyonunda muamele edilmis ve ardindan akarsu altinda
yikanmistir. Hemaloun ile 30 saniye boyandiktan sonra akarsu altinda

yikanmistir. Alkol serilerinden ve ksilolden gegirilip entellan ile kapatilmistir.

3.5.3. Testis Kesitlerinde Modifiye Johnsen Skorlamasi

H&E ile boyanan testis kesitlerinde seminifer tiibiillerin yapisin1 ve
spermatogenezi degerlendirmek igin Johnsen skorlamasi yapilmistir (Johnsen,
1970). Bu amagla, testis 6rneklerine ait kesitlerde 20x objektifteki randomize
farkli alanlar incelenerek, her grup icin toplam 200 seminifer tiibiil

degerlendirilmis ve Johnsen kriterlerine gére 1°den 10’a kadar skorlanmistir.

Tablo 3.1. Johnsen skorlama metodu (Johnsen, 1970).

Morfoloji

Skor 1 Germ hiicresi ve Sertoli hiicresi yok

Skor 2 Germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicresi mevcut

Skor 3 Sadece spermatogonya mevcut

Skor 4 Sadece birkag spermatosit mevcut

Skor 5 Spermatozoa veya spermatid yok, ancak birgok spermatosit mevcut

Skor 6 Sadece birkag spermatit mevcut

Skor 7 Spermatozoa yok ancak bir¢ok spermatid mevcut
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Skor 8 Sadece birka¢ sermatozoa mevcut

Skor 9 Cok sayida spermatozoa mevcut ve organizasyonu bozulmus spermatogenez

Skor 10 | Tam spermatogenez ve mitkemmel tiibiiller

3.6. Immiinohistokimya

Deney gruplarindan alinan testise ait parafin kesitlerde ERS belirteglerinden
GRP78, CHOP, XBP1, steroidogenez belirteglerinden StAR, p450scc, 3f-HSD,
17B-HSD3, LHR ve apoptoz belirteci aktif kaspaz-3 proteinleri igin Tablo 3.2°de

belirtilen diliisyonlar kullanilarak immiinohistokimya yontemi ile boyamalar

gerceklestirilmistir.

3.6.1. Immiinohistokimya Protokolii

1.

Testislere ait parafin bloklardan 5 um kesitler alindiktan sonra 60°C etiivde
bir gece bekletilmistir.

Ksilol ile parafin kesitten uzaklastirilmis ve alkol serilerinden gecirilerek
(%100, %90, %80, %70) kesitler distile suya alinmistir.

Antijen retrieval uygulamasi sitrik asit soliisyonunda mikrodalgada 2 kez 7
dakika (800W) kaynatilarak gerceklestirilmis ve oda isisinda 20 dakika
boyunca sogumaya birakilmistir.

Distile suda yikama yapildiktan sonra dokuda endojen peroksidaz aktivitesini
baskilamak i¢in dokulara 20 dakika boyunca 9%3’liikk hidrojen peroksit
soliisyonu [63 ml metanol (Merck, #106009) +7 ml hidrojen peroksit (Sigma,
#18304)] ile inkiibe edilmistir.

Bu islemden sonra kesitler TBS (Tris-buffered saline) soliisyonunda 3 kez
beser dakika yikanmis ve dokularin etrafi hidrofobik kalem (Merck,
#7377821) ile ¢izilmistir.

7 dakika boyunca ‘Ultra V Block (Lab Vision, #TA-060-UB)’ ile muamele
edilerek non-spesifik baglanma bolgeleri bloklanmustir.

Yikama yapilmadan, antikor diliienti (Thermo Scientific, #TA-125-UD) ile
hazirlanan uygun diliisyonlarda antikorlar (GRP78, CHOP, XBP1, StAR,
p450sce, 3B-HSD, 17B-HSD3, LHR ve aktif kaspaz-3) kesitler iizerine
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10.

11.

uygulanmistir (Tablo 3.2). Negatif kontrol i¢in kesitlere TBS damlatilmis ve
dokular gece boyu +4°C’de inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasi, TBS soliisyonu ile 3 kez beser dakika yikama
yapildiktan sonra biyotinli anti rabbit sekonder antikor (Tablo 3.2) kesitlerin
izerine damlatilmis ve 45 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 TBS soliisyonu icerisinde 3 kez beser dakika yikanan
kesitler streptavidin peroksidaz soliisyonu (Thermo Fisher, #TS-060-HR) ile
oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmis ve 20 dakikanin sonunda 3 kez
beser dakika TBS soliisyonu ile yikama iglemi gergeklestirilmistir.

Yikama isleminden sonra DAB (Di-Amino Benzidine) (Sigma Aldrich,
#D4168-50) kromojeni ile reaksiyon 1sik mikroskobu alinda goriiniir hale
getirilmis ve Mayer’in hematoksileninde zit boyama yapilip artan alkol
serileri ve ksilollerden gegirilen kesitler entellan ile kapatilmistir.

Isik mikroskobu (Olympus CX23) diizeyinde tiim deney gruplarindaki hedef
proteinlerin testisteki ekspresyon ve lokalizasyonlari ImageJ analiz yontemi
ile degerlendirilmistir. StAR, p450scc, 3pB-HSD, 17B-HSD3 ve LHR
proteinleri i¢in pozitif boyanan Leydig hiicre sayilar1 yiizde (%) olarak
belirlenmis ve bu amagcla her bir kesitten 200 adet hiicre sayilmistir. GRP7S,
CHOP ve XBP1 proteinlerinin ekspresyon yogunlugu ve siddetinin
belirlenmesi icin ImagelJ analiz yontemi kullanilmistir. Aktif kaspaz-3
proteini i¢in ise her hayvandan 200 adet tiibiil sayilarak aktif kaspaz-3 pozitif

seminifer tiibiil indeksi ¢ikartilmistir.

3.7. TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP Nick-End

Labeling) Yontemi

Apoptotik hiicrelerin tespiti icin TUNEL yontemi kullanilmistir. Protokol,

parafin kesitlerde iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda kit (in situ cell death

detection kit, ROCHE) yardimiyla uygulanmistir.

3.7.1. Kit Protokolii

1.

5 um kalinligindaki parafin kesitler, dncelikle ksilol ile deparafinizasyon

islemine (ksilol 1 ve 2 de beser dakika) tabii tutulmus ve daha sonra azalan
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alkol serileri (%2100, %90, %80, %70 alkol serisinin her birinde 5 dakika) ile
rehidratasyon protokolii uygulanmaistir.

Fosfat tamponlu tuz (PBS) soliisyonuna alinan kesitlere, +4°C’de %0.1
Triton X-100 igerisinde hazirlanan sodyum sitrat soliisyonu ile
permeabilizayon islemi uygulanmistir.

. PBS ile yikanan kesitler, nemli ortamda (humidified chamber), uygun
dilisyon (1:2) ve siirede TUNEL reaksiyon karisimi i¢inde 37°C’de 90
dakika bekletilmistir.

. Negatif kontroller icin kesitlere TUNEL diliisyon buffer (Roche,
#11966006001) ve isarctleme soliisyonu (1:1) eklenmistir.

Converter-AP (Roche, #11684809910) ile 37°C’de, karanlik ve nemli olan
bir ortamda inkiibasyon yapildi.

. PBS ile yikanan kesitler, oda sicakliginda Fast Red substrat soliisyonunda
(Sigma, #F4648) bekletilmistir.

Mayer’in hematoksileni (Merck, #M105174.0500) kullanilarak zit boyama
yapilmis ve yikama sonrasinda Kaisers jelatin (Merck, #M1092420100)
kullanilarak lamel ile kesitler kapatilmistir.

. Testis kesitlerinde kirmizi-pembe renkte boyanan TUNEL pozitif hiicreler

sayilarak seminifer tiibiiller i¢in (%) apoptotik indeks hesaplanmigtir.

3.7. Western Blot Analizi

Deney gruplarindan alinan testis drneklerinde ERS belirteglerinden GRP78,
CHOP, XBP1, steroidogenez belirteglerinden StAR, p450scc, 3p-HSD, 17p-
HSD3, LHR ve apoptoz belirteci aktif kaspaz-3 proteinlerinin Tablo 3.2°de

belirtilen diliisyonlar1 kullanilarak semikantitatif degerlendirilmesi i¢in western

blot yontemi ile analiz yapilmistir.

3.7.1. Western Blot Protokolii

1. Total testiste, 0,2 gram dokuya 600 pl lysis buffer ile 10ul proteaz inhibitor

kokteyli (Sigma, #P8340) olacak sekilde hesaplamalar yapilarak sonikator

yardimi ile homojenize edilmistir. Tiim 6rnekler, 15000xg hizinda, +4°C
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sicaklikta 10 dakika boyunca santrifiij edilerek elde edilen siipernatantlar,
protein lizatlar1 hazirlamak tizere -80°C’de saklanmak {izere ayrilmistir.

2. Dokularda bulunan protein miktarlart BCA kiti (Vector Lab, #PK-6100) ile
tespit edilerek, elektroforez dncesi, 100°C sicakliktaki su igerisinde drnekler
5 dakika boyunca kaynatilmistir.

3. Jel elektroforezi igin %10’luk TGX FastCast Acrylamide Kit (BIORAD,
#161073) ile jel hazirlanmistir. Her kuyucuga 9 ul ornek, esit protein
miktarlariyla yliklenmis ve Mini Protean Sistem III tankmin igine
yerlestirilmistir.

4. Mini Protean Sistem III tanki igerisine elektroforez tamponu eklendikten
sonra tank gii¢ kaynagina baglanmistir. Proteinler, 6nce 15 dakika boyunca
80 voltta, ardindan 100 voltta yaklasik 100 dakika boyunca elektroforez
edilmistir.

5. Elektroforezden sonra proteinler Mini Protean Il sistemi ile PVDF
membrana (BIORAD, #162-0177) transfer edilmistir. Transferden sonra,
TBS-T (Tris tamponlu tuz soliisyonu + %0.1 Tween-20) i¢inde % 5 oraninda
yagsiz siit tozu (BioRad, #170-6404) ile hazirlanan bloklama ¢ozeltisi, oda
sicakliginda 1 saat boyunca ¢alkalayici tizerinde membranlara uygulandi.

6. Bloklama soliisyonu i¢inde sulandirilmig olan primer antikorlar (GRP78,
CHOP, XBP1, StAR, p450scc, 33-HSD, 173-HSD3, LHR, aktif kaspaz-3 ve
B-aktin) kullanilarak +4°C’de gece boyu karistirict lizerinde inkiibe
edilmistir (Tablo 3.2).

7. Inkiibasyondan sonra TBS-T ile 10 dakikada bir TBS-T soliisyonu
yenilenerek membranlar toplam 30 dakika yikanmistir.

8. Membran, bloklama soliisyonu ile seyreltilmis horseradish peroksidaz
(HRP) konjuge anti rabbit sekonder antikorla (Tablo 3.2) oda sicakliginda
karistirict iizerinde 45 dakika inkiibe edilmistir.

9. Inkiibasyondan sonra toplam 30 dakika, her 10 dakikada bir TBS-T
sollisyonu degistirilerek yikama islemi gergeklestirilmistir.

10. Membran SuperSignal West Pico Plus Chemiluminescent Substrate
(Thermo, #170-6404) ile karanlikta 5 dakika inkiibe edilmis ve 5 dakikanin
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sonunda membran {izerindeki fazla soliisyon toplanarak Azure C280
cihazinda okutulmustur. Testis 6rneklerinde GRP78, CHOP, XBP1, StAR,
p450scc, 3p-HSD, 17B-HSD3, LHR ve aktif kaspaz-3 protein ekspresyonlari

belirlenmis ve B-aktin ile normalize edilerek semikantitatif olarak ImageJ

analizi ile protein seviyeleri karsilastirilmistir.

Tablo 3.2. Immiinohistokimya ve Western Blot yontemlerinde kullamlan primer ve
sekonder antikorlarin diliisyonlar1 sunulmustur.

Firma/ Katalog | immiinohistokimya | Antijen Western Blot
no Diliisyon retrieval Diliisyon
metodu

GRP78 Bioss #bs-1219R | 1:250 Sitrik Asit | 1:1000 (TBS-T
sollisyonu
icinde)

CHOP Bioss #bs-1361R | 1:250 Sitrik Asit | 1:250 (TBS-T
soliisyonu
icinde)

XBP1 Abcam 1:300 Sitrik Asit | 1:500 (TBS-T

#ab37152 soliisyonu
icinde)

StAR Proteintech 1:250 Sitrik Asit | 1:1000 (TBS-T

#12225-1-AP soliisyonu
- icinde)
< | p450scc Abcam # 1:1500 Sitrik Asit | 1:1500 (%5
g ab175408 yagsiz siit tozu
b= icinde)
S | 3B-HSD Santa Cruz 1:300 Sitrik Asit | 1:1000 (%5
S Biotechnology yagsiz siit tozu
E #50-515120 icinde)
HSD17B3 Invitrogen # 1:1500 Sitrik Asit | 1:500 (%5
PA5-30063 yagsiz siit tozu
icinde)

LHR Abcam 1:5000 Sitrik Asit | 1:200 (%5

#ab125214 yagsiz siit tozu
icinde)

Aktif Cell Signalling 1:300 Sitrik Asit | 1:1000 (%5

kaspaz-3 #9661L yagsiz siit tozu
icinde)

Beta-aktin Abcam #ab6276 1:3000 (%5
yagsiz siit tozu
iginde)

Biotinylated | Vector 1:500

5 & anti-rabbit Laboratories

T35 #BA-1000

< 2| HRP- Vector 1:3000 (%5

o G| conjugated Laboratories yagsiz siit tozu
anti rabbit #P1-1000 icinde)
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3.9. Enzyme-Linked immunosorbent Assay (ELISA) Yontemi ile Serum
Hormon Diizeylerinin Belirlenmesi

Kontrol ve deney gruplarinin abdominal aortundan kan 6rnekleri heparinize kan

tiplerine almmistir. Kan oOrnekleri 1000xg’de 20 dakika santrifiij edilerek

serumlar1 ayrilmis ve analizler gergeklestirilinceye kadar kan serum o6rnekleri -

80°C’de muhafaza edilmistir. ELISA deneylerinden hemen 6nce kan 6rnekleri

oda sicakligina alinmustir.

3.9.1. Sandvic ELISA Yontemi ile Serum LH ve FSH Diizeylerinin
Belirlenmesi
Rodent LH (Elabsciences, #E-EL-R0391) ve FSH (Elabsciences #E-EL-R0026)

diizeylerinin belirlenmesi amaci ile uygun sandvig ELISA kiti kullanilmustir.

1. Serum oOrnekleri oda 1sisina getirildikten sonra stok standart ¢ozeltisi
seyreltme cozeltisi ile seyreltilerek standart calisma serisi hazirlanmistir
(20 ng/mL’lik stok standart ¢ozeltisinden 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25;
3,13; 1,56; 0. ng/mL konsantrasyonlarinda).

2. Standartlar (S0, S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7 ve S8), blank ve serum 6rnekleri
100uL ve 2 kopya olacak sekilde kuyucuklara yiiklenmistir.

3. 96 kuyucuklu plakanin tizeri kit igerisinde bulunan kapaticiyla kapatilarak
37°C sicakliktaki etiivde 90 dakika inkiibe edilmistir.

4. Ornekler kuyucuklardan uzaklastirildiktan sonra yikama yapilmadan tiim
kuyucuklara 100 pl biotin ile isaretlenmis antikor eklenmis ve 37°C’deki
etiivde 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon karigtmi kuyucuklardan
uzaklastirilip her kuyucuga 350 pL. yikama soliisyonu eklendikten sonra 1
dakika beklenerek bu soliisyon ile 3 kez yikanmuistir.

5. Her kuyucuga 100 pL HRP Konjuge ¢alisma soliisyonu eklenmis ve
plakanin tlizeri yeni bir kapatici ile kapatilarak 37°C’de 30 dakika inkiibe

edilmistir.
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10.

Inkiibasyon karisim1 kuyucuklardan uzaklastirilip 5 kez yikama soliisyonu
ile yikanmigtir. Biitiin kuyucuklara 90 pL. Substrat reaktifi eklenmis ve
karanlik ortamda 37°de 15 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan, tiim kuyucuklara 50 pL durdurma soliisyonu
eklenmis ve kuyucuklardaki mavi renk sartya doniigmiistiir.

Olusan reaksiyonlar, BioTek EPOCH mikroplaka okuyucusu (BioTek,
Vermont, ABD) kullanilarak 450 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

Optik dansite (OD) degerleri, kontrol ve deney gruplarindan elde edilen
serumlar i¢in kaydedilmistir.

Standart c¢alisma c¢ozeltilerinin absorbansi kullanilarak bir standart egri
olusturularak bu egri lizerinden serumdaki hormon konsantrasyonlari
hesaplanmistir. LH ve FSH konsantrasyonlar1 ng/mL birimiyle ifade

edilmisgtir.

3.9.2. Yanismaa (Competitive) ELISA Yontemi ile Serum Testosteron

Diizeyinin Belirlenmesi

Rodent testosteron diizeylerinin belirlenmesi amac ile yarismaci ELISA kiti

(Elabsciences, #E-EL-0155) kullanilmistir.

1.

3.

Serum oOrnekleri oda 1sisina getirildikten sonra stok standart ¢ozeltisi
seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilerek standart calisma serisi hazirlanmigtir
(20 ng/mL’lik stok standart ¢ozeltisinden 20; 10; 5; 2.5; 1.25; 0.62; 0,31;
0. 0 ng/mL konsantrasyonlarinda).

Standartlar (SO, S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7 ve S8), blank ve serum 6rnekleri
dublike olarak 50uL kuyucuklara yiiklenmistir.

Her kuyucuga hemen 50 pL Biyotinlenmis Tespit Ab calisma soliisyonu
eklenmis ve plaka kitte saglanan kapaticiyla kapatilarak 37°C’de 45 dakika
inkiibe edilmistir.

Soliisyon kuyucuklardan uzaklastirilip biitiin kuyucuklar 350 pL yikama
soliisyonu ile 3 kez yikanmistir. Her kuyucuga 100 uL HRP Konjuge
calisma sollisyonu eklenerek plaka yeni bir kapaticiyla kapatilmis ve

37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
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5. Biitiin kuyucuklardan soliisyon uzaklastirilmis ve 350 pL  yikama
sollisyonu ile 5 kez yikanmustir.

6. Tim kuyucuklara 90 uL Substrat Reaktifi eklenerek 37°C’deki
inkiibatorde yaklasik 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra her kuyucuga
50 puL Durdurma Soliisyonu eklenmis ve kuyucuklardaki mavi renk sariya
donlismiistir.

7. Olusan reaksiyon BioTek EPOCH microplaka okuyucu (BioTek, Vermont,
USA) kullanilarak 450 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

Standart c¢alisma c¢ozeltilerinin absorbansi kullanilarak bir standart egri
olusturularak bu egri lizerinden serumdaki hormon konsantrasyonlari
hesaplanmistir. Testosteron konsantrasyonlar1 ng/mL birimiyle ifade

edilmisgtir.

3.10. Total Antioksidan Seviyenin (TAS) Belirlenmesi
Total antioksidan seviyesi, Rel assay total antioxidant status (TAS) assay Kit
(#RL0017) ile degerlendirilmistir. Sonuglar spektrofotometre (BioTek, MQX200

microplate reader) cihaziyla 6l¢tilmiistiir.

Ticari olarak satin alinan kit igerisinde Standart, kalite kontrol-seviye 1 (L1),
kalite kontrol-seviye 2 (L2), reaktif 1-tampon ve reaktif 2-ABTS radikal katyonu

bulunmaktadir.

3.10.1 Kit Protokolii

1. Steril 96 kuyucuklu plakaya, sirasiyla standart, L1 ve L2 soliisyonlar1 ve
oda 1s1sina getirilmis serum Ornekleri 9 pl eklenmistir.

2. Tim kuyucuklara reaktif 1 tamponu 150 pl eklenerek pipetleme
yapilmistir.

3. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra, plaka spektrofotometrede
660 nm’de Ol¢iilmiis ve elde edilen ilk absorbans degeri Al olarak
kaydedilmistir.

4. Aym plakadaki tiim Orneklere reaktif 2 soliisyonu 22,5 pl seklinde

eklenmis ve 5 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
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660 nm’de 6l¢iilmiis ve elde edilen ikinci absorbans degeri A2 olarak
kaydedilmistir.

5. Sonug olarak asagidaki formiile gore bir hesaplama yapilmistir.

Astd1 = std1’in 2. absorbansi1 — sdt1’in 1. absorbansi
Astd2 = std2’'nin 2. absorbansi — std2'nin 1. absorbansi
AOrnek = o6rnegin 2.absorbansi — érnegin 1. absorbansi

mmol_ [Astd1 — AOrnek]
1,)_[mm1—mmm

TAS (

3.11. Total Oksidan Seviyenin (TOS) Belirlenmesi

Total oksidan seviyesi, rel assay total oxidant status assay kit (#RL0024) ile
degerlendirilmistir. Sonuglar spektrofotometre (BioTek, MQX200 microplate
reader) cihaziyla dl¢iilmiistiir. TOS analizi kolorimetrik bir yontemdir ve temeli
Ferrdz (Fe*?) demir kompleksinin okside olarak ferrik (Fe*®) demir kompleksine

doniismesine dayanir.

Ticari olarak satin alinan kit icerisinde standart, kalite kontrol-seviye 1 (L1),
kalite kontrol-seviye 2 (L2), reaktif 1-tampon ve reaktif 2- prokromojen

bulunmaktadir.

3.11.1. Kit Protokolii

1. Steril 96 kuyucuklu plakaya, sirasiyla standart, L1 ve L2 soliisyonlar1 ve
oda 1s1s1na getirilmis serum ornekleri 22,5 ul eklenmistir.

2. Tim kuyucuklara reaktif 1 tamponu 150 pl eklenerek pipetleme
yapilmistir.

3. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra, plaka spektrofotometrede
530 nm’de olgiilmiis ve elde edilen ilk absorbans degeri Al olarak
kaydedilmistir.

4. Ayni plakadaki tiim 6rneklere reaktif 2 soliisyonu 7,5 ul seklinde eklenmis
ve 5 dakika 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 530 nm’de

Olciilmiis ve elde edilen ikinci absorbans degeri A2 olarak kaydedilmistir.
Sonug olarak agagidaki formiile gore bir hesaplama yapilmistir.
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Astd = std’'nin 2. absorbansi — std'nin 1. absorbansi

AOrnek = o6rnegin 2.absorbansi — érnegin 1.absorbansi

x 10

mol) B AOrnek

TOS (” L Astd

3.12. Oksidatif Stres Indeksinin Belirlenmesi

Dokulardaki oksidan-antioksidan dengenin bir gdstergesi olarak kullanilan OSI,
TOS ve TAS degerlerinin oranlanmasiyla hesaplanmaktadir. Bu hesaplama
sonucu ¢ikan deger, oksidatif stres derecesini belirler. OSI, TOS ve TAS deney
sonuglarina dayanarak hesaplanmistir. Hesaplama sirasinda TAS diizeyleri
mikromol (umol) birimine doniistiirilmiis ve sonuglar Arbitrary Units (AU)

olarak ifade edilmistir.

TOS, pmol H,0, Equiv. L.

pol = TAS, mmol trolox Equiv. L.

100

3.13. istatistiksel Analizler

Calisma sonucunda elde edilen tiim veriler GraphPad Prism 9 programi ile
tanimlayici istatistikler ortalama ve standart sapma degerleri ile sunuldu.
Normallik varsayimi Shapiro Wilk Testi ile kontrol edildi. Daha sonra One way-
ANOVA testinin ardindan Tukey post hoc testi yapilarak istatistiksel
degerlendirmeler yapilmigtir. Gruplar arasindaki farkliliklarin anlamli olup

olmadig belirlenmistir. Istatistiksel anlamlilik p < 0,05 olarak kabul edilmistir.

45



4. BULGULAR

4.1. Testis Agirhk indeksinin Degerlendirilmesi

Deney hayvanlarinin sakrifiye edilmesinden sonra ¢ikarilan testis dokulari ile
testis agirlik indeksi hesaplanmistir. Testis agirliklarinin viicut agirligina orant
(TAI) degerlendirildiginde kontrol (0.99+0.04) ile EtOH (0.92+0.03), ALKAR
(0.88+0.04) ve EtOH+ALKAR (0.87+0.03) gruplar1 karsilastirildiginda, gruplar

arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Tablo 4.1).

4.2. Epididimal Sperm Orneklerinin Toplanmasi ve Sperm Motilite
Degerlendirmeleri

Deney gruplarina ait epididimal sperm motilite degerlendirmelerinde kontrol

grubuna goére, EtOH grubunda istatistiksel olarak anlamli bir diisiis kaydedilirken

EtOH ve ALKAR’in birlikte uygulandig1 grupta kontrol ile benzer motilite

yiizdeleri oldugu goriilmiistiir (p<0.001) (Sekil 4.4).

* *

100- I )
’:‘ — mama——
S 80
i
= 60-

5
g 40
g
£
2 2041
w2
0' T T
> N Szt <
&L ;
I e
& » &
R
<

Sekil 4.1. Kontrol ile deney gruplarina ait epididimal sperm motilitesi grafik halinde sunulmustur.
Veriler ortalama +=SEM olarak grafik edilmigtir. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin;
EtOH+ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandigi grup. * p<0.001.

4.3. Histopatolojik Analizler

Deney gruplarina ait hayvanlardan alinan testis dokularmin ayrintili

histopatolojik degerlendirmesi amaci ile H&E ve PAS boyamalar1 yapilmistir.
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4.3.1. Hematoksilen Eozin Boyanmasi ile Testis Kesitlerinin Histopatolojik
Olarak Degerlendirilmesi
Testis kesitlerinde 151k mikroskobu ile yapilan histopatolojik degerlendirmelerde,
kontrol grubu ile benzer bir sekilde ALKAR ve EtOH+ALKAR gruplarinda
testisin dis yilizeyini saran tunika albuginea ve seminifer tiiblil duvarinda bulunan
spermatogenik seri hiicreleri organizasyonunda biitlinlik gozlenmistir (Sekil
4.2). Bu baglamda, seminifer tiibiil epitelinin bazal membranindan tiibiil
limenine dogru olan spermatogenik  hiicre  diziliminde sirasiyla
spermatogonyum, spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzayan spermatid
hiicrelerinin yer aldig1 ve spermlerin tiibiil limeninde bulundugu goriilmiistiir
(Sekil 4.2a,e,c,g,d,h). Ayrica, Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicrelerinin dogru
konumlarda bulundugu tespit edilmistir. EtOH maruziyetine birakilan siganlarin
seminifer tiibiil yapilar1 incelendiginde ise seminifer tiibiil limenine dokiilmiis
immatiir germ hiicreleri ve intertiibiiler alanlarda vakuolizasyonlarin varligi

dikkat gekmistir (Sekil 4.2D, ).

Kontrol
SO

it

Sekil 4.2. Deney gruplari ile kontrol gruplarina ait testis dokularindaki H&E boyanmalari. Skala
bar 50 uM’yi gostermektedir. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol
ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandigi grup.

4.3.2. PAS Boyamasi

PAS boyamasi, dokulardaki polisakkaritleri belirlemek igin kullanilan histolojik
bir boyama yontemidir. Periyodik asit ve sekerlerin komsu diolleri arasinda
olusan bir ¢ift aldehit Schiff soliisyonu ile tepkimeye girerek mor-magenta bir
renk ortaya cikarir. PAS boyasi, hematoksilen ile boyandiginda glikoproteinler
ve dolayisiyla akrozom yapilart mor renkte boya alirken, niikleuslar mavi renkte

boyanir. PAS ile boyali preparatlarin 1s1k mikroskobu altinda incelenmesi
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sonucu, tiim gruplarda seminifer tiibiiller degerlendirilerek, Leydig hiicreleri,
seminifer tliblil bazal membran1 ve akrozom yapisi net bir sekilde izlenmistir.

PAS boyanmalarina ait goriintiiler Sekil 4.3’te verilmistir.

Kontrol grubuna ait kesitler incelendiginde, diizglin bir seminifer tiibiil bazal
membrani, Leydig hiicreleri, Sertoli hiicreleri, spermatogonyumlar ve
spermatogenik seri hiicreleri ve akrozom yapisi net bir sekilde izlenmistir (Sekil
4.3a,e). EtOH grubunda ise, H&E boyanmasindaki gdzlemlere benzer olarak
bozulmus spermatogenik seri ve vakuolizasyonlar gézlenmistir (Sekil 4.3b,f).
EtOH uygulamasinin olumsuz etkilerine karst ALKAR’in nasil bir etki
gosterdigini ortaya koymak amaciyla olusturulan EtOH+ALKAR gruplarinda,
kontrol grubuna ¢ok benzeyen, diizgiin seminifer tiibiil duvari, spermatogenik

seri ve Sertoli hiicreleri goriilmiistiir (Sekil 4.3c,g,d,h).

Kontrol

LI h

Sekil 4.3. Deney gruplari ile kontrol gruplarina ait testis dokularindaki PAS boyanmalari. Skala
bar 50 puM’yi gostermektedir. Beyaz oklar bazal membrani, kirmizi oklar akrozom yapisini, siyah
oklar uzayan spermatidleri, ok baslari ise Leydig hiicrelerini isaret etmektedir.

4.3.3. Testis Kesitlerinde  Modifiye @ Johnsen  Skorlamasinin
Degerlendirilmesi

H&E ile boyanan testis kesitlerinde 1s1k mikroskobu altinda seminifer tiibiillerin

yapisinin ve spermatogenezin degerlendirilmesi i¢in Johnsen skorlamasi

yapilmistir. Modifiye Johnsen skorlamasinda kesitler iki farkli gozlemci

arasindaki uyum ICC (intraclass corelation coefficient) testi ile degerlendirilmis

olup farkli gozlemci arasinda yiiksek bir uyum oldugu gortilmistiir (ICC>0,80).

Deney gruplari kontrol grubuna (9,230 + 0,1270) gore kiyaslandiginda; Johnsen
skoru ag¢isinda EtOH grubunda (5,050 £ 0,1559) istatistiksel olarak énemli bir
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azalis gozlenmistir (p<0,001). ALKAR (8,383 =+ 0,064) (p=0,15) ve
EtOH+ALKAR (8,663 + 0,177) (p=0,39) gruplarinda kontrole gére anlamli bir
fark bulunmamustir. Bununla birlikte EtOH+ALKAR grubunda EtOH grubuna
gore onemli derecede artis goriilmiistiir (p<0,0001) (Sekil 4.4).

—
>
1

-]
1

Modifiye Johnsen Skorlamasi

Sekil 4.4. Kontrol, EtOH, ALKAR ve EtOH+ALKAR gruplarmma ait Johnsen skor
degerlendirmeleri. Veriler ortalama +SEM olarak grafik edilmistir. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil
L-karnitin; EtOH+ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandigi grup. * p<0.001.

4.4, Immiinohistokimyasal Bulgular

Testise ait parafin kesitlerde ER stresi belirteclerinden GRP78, CHOP ve XBP1,
steroidogenez belirteclerinden StAR, p450scc, 3f-HSD, 17B-HSD3, LHR ve
apoptoz belirteci olarak aktif kaspaz-3 proteinleri i¢in immiinohistokimyasal
boyamalar ile ekspresyon paternleri ayr1 ayr1 degerlendirilmistir (Sekil 4.5, 4.7,
4.9,4.11,4.13,4.15,4.17, 419, 4.21 sirasiyla).

4.4.1. ERS Belirteclerinin Immiinohistokimya Bulgular

ER stresi kosullarinda aktifleserek ER stresini baslatan GRP78 proteini
immiinohistokimyasal olarak degerlendirildiginde tim deney gruplarmna ait
kesitlerde Sertoli hiicrelerinde, uzayan spermatidlerde ve interstisyel alandaki
Leydig hiicrelerinde niiklear boyanma paterni gostermistir (Sekil 4.5). Deney
gruplarindaki GRP78 protein ekspresyonunun Imagel] versiyon 1.46 (NIH)
programut ile yapilan threshold analizleri sonucuna gore, GRP78 ekspresyonunun

EtOH grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artmis oldugu izlenmistir
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(p<0.05). Bununla birlikte diger deney gruplar1 kontrol grubu ile benzer diizeyde
bir ekspresyon gostermistir (Sekil 4.6).

ER stres yanitinin bir diger spesifik belirteci olan CHOP/Gadd153 ekspresyonu
Sertoli hiicre sitoplazmalarinda, seminifer tiibiil limeninde bulunan sitoplazmik
dropletlerde, uzayan spermatidlerde ve interstisyel alandaki Leydig hiicre
niikleuslarinda eksprese oldugu dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.7). ImageJ programu ile
yapilan threshold analizlerinde kontrol grubu ile deney gruplar1 kiyaslandiginda
belirgin bir farklilik gézlenmezken, dikkat ¢ekici bir sekilde EtOH uygulamasi
ile birlikte ALKAR uygulamasinin, EtOH grubunda artan CHOP ekspresyonunu
onemli bir diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 4.8).

ER stresi kosullar1 altinda aktiflesen XBP1 proteininin Sertoli hiicrelerinde,
uzayan spermatidlerde ve Leydig hiicrelerinde sitoplazmik bir ekspresyon
paterni gosterdigi izlenmistir (Sekil 4.9). XBP1 antikoru ile boyanan testis
kesitlerinde, ImageJ programu ile threshold analizleri yapilmistir. Ancak analiz
sonuglar1 degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir

(Sekil 4.10).

Kontrol

Sekil 4.5. Sertoli hiicrelerinde (kirmizi ok basgi), interstisyel Leydig hiicreleri (siyah ok basi) ve
uzayan spermatidlerde (siyah ok) gozlenen GRP78 proteinine ait immiinohistokimyasal
boyanmalar sunulmustur. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve
asetil L-karnitinin birlikte uygulandig: grup.
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Sekil 4.6. GRP78 proteininin ekspresyon diizeyinin ImageJ programi kullanilarak yapilan
threshold analizi. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-
karnitinin birlikte uygulandig1 grup. *: p<0.05.

Sekil 4.7. Sertoli hiicrelerinde (kirmizi ok basi), interstisyel Leydig hiicreleri (siyah ok bas1),
uzayan spermatidlerde (siyah ok) ve sitoplazmik dropletlerde (*) gézlenen CHOP proteinine ait
immiinohistokimyasal boyanmalar sunulmustur. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin;
EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandigi grup.
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Sekil 4.8. CHOP proteininin ekspresyon diizeyinin ImageJ programi kullanilarak yapilan
threshold analizi. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-
karnitinin birlikte uygulandigi grup. *: p<0.05.
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Sekil 4.9. Sertoli hiicrelerinde (kirmizi ok basi), interstisyel Leydig hiicreleri (siyah ok basi) ve
uzayan spermatidlerde (siyah ok) gozlenen XBP1 proteinine ait immiinohistokimyasal
boyanmalar sunulmustur. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve
asetil L-karnitinin birlikte uygulandig1 grup.
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Sekil 4.10. XBP1 proteini ekspresyon diizeyinin ImageJ programi kullanilarak yapilan threshold
analizi. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin
birlikte uygulandig1 grup *: p<0.05.

4.4.2. Steroidogenez ve Apoptoz Belirteclerinin Immiinohistokimya
Bulgular:

Steroidogenez belirte¢lerinden biri olan StAR proteininin testiste seminifer tiibiil
igerisindeki uzayan spermatidlerde ve interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinde
eksprese oldugu gozlenmistir (Sekil 4.11). Deney gruplarindaki Leydig
hiicrelerindeki StAR protein ekspresyonunda kontrol grubuna gore, EtOH
(p<0.01), ALKAR (p<0.05) ve EtOH+ALKAR (p<0.001) gruplarinda 6nemli
derecede azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.12).

Bir diger steroidogenez belirteci olan sitokrom p450scc proteininin testiste
seminifer tiibiil epitelinde uzayan spermatidlerde ve interstisyel alanda Leydig

hiicrelerinde sitoplazmik ekspresyon gostermistir (Sekil 4.13). Leydig
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hiicrelerindeki p450scc protein ekspresyonlar1 agisindan deney gruplar
karsilastirildiginda, EtOH grubunda kontrole kiyasla anlamli bir diislis oldugu
izlenmistir (p<0.001). EtOH+ALKAR grubu EtOH grubu ile karsilastirildigi
durumda ise istatistiksel agidan anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0.001) (Sekil
4.14).

3B-HSD proteininin testiste 6zellikle interstisyel alanda lokalize olan Leydig
hiicrelerinde sitoplazmik ekspresyonu gozlenmistir (Sekil 4.15). Leydig
hiicrelerindeki ~ 3B-HSD  protein  ekspresyonu  kontrol — grubu ile
karsilastirildiginda, EtOH grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmistir
(p<0.0001). Bununla birlikte EtOH grubu EtOH+ALKAR grubu ile
karsilastirildiginda, 3B-HSD ekspresyonunun anlamli derecede artarak kontrol

grubuna yaklastig1 goriilmistiir (p<0.0001) (Sekil 4.16).

17B-HSD3 proteininin immiinolokalizasyonu degerlendirildiginde, seminifer
tiibiil icerisinde bulunan primer spermatositlerde, yuvarlak spermatidlerde ve
interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinde sitoplazmik bir ekspresyon paterni
sergiledigi gorilmiistiir (Sekil 4.17). Kontrol grubunda Leydig hiicrelerindeki
17B-HSD3 protein ekspresyonu deney gruplari ile karsilastirildiginda, EtOH
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu izlenmistir (p<0.05).
EtOH+ALKAR grubu EtOH grubu ile karsilagtirildiginda ise daha ytiksek bir
ekspresyon oldugu kaydedilmistir (p<0.05) (Sekil 4.18).

Steroidogenez belirteglerinden LHR proteini, interstisyel alanda lokalize olan
Leydig hiicrelerinde sitoplazmik ekspresyon gostermistir (Sekil 4.19). Deney
gruplarindaki LHR protein ekspresyonu kontrol grubu karsilastirildiginda,
ekspresyonun EtOH (p<0.0001) ve EtOH+ALKAR (p<0.0001) gruplarinda
onemli bir sekilde azaldigi izlenmistir. EtOH+ALKAR grubu EtOH ile
karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak daha yiiksek bir ekspresyon
gorilmiistiir (p<0.001) (Sekil 4.20).

Apoptotik hiicre belirteci olarak aktif kaspaz-3 proteini immiinohistokimyasal

olarak degerlendirildiginde ise yuvarlak spermatidler ve spermlerde eksprese
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oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.21). Aktif kaspaz-3 antikoru ile boyanan her kesitte
200 adet tiibiil sayilarak yapilan seminifer tiibiil analizine gore ALKAR (p<0.05),
EtOH (p<0.001) ve EtOH+ALKAR (p<0.001) gruplar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda boyanan seminifer tiibiil yiizdeleri istatistiksel olarak daha

diisiik olarak izlenmistir (Sekil 4.22).

Kontrol EtOH ALKAR E(OH+ALKAR
- < i R R

Sekil 4.11. Interst1sye1 Leydig hiicreleri (siyah ok basl) ve sitoplazmik dropletlerde (*) gozlenen
StAR proteinine ait immiinohistokimyasal boyanmalar sunulmustur. EtOH: Etanol; ALKAR:
asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandig1 grup.
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Sekil 4.12. StAR pozitif Leydig hiicre sayisinin (%) kontrol ve deney gruplari arasinda
karsilastirilmasi. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-

karnitinin birlikte uygulandigi grup. *: p<0.01; **: p<0.05; ***: p<0.001.
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Sekil 4.13. Interstisyel Leydig hiicreleri (siyah ok bas1) ve uzayan spermatidlerde (siyah ok) ve
sitoplazmik dropletlerde (*) g6zlenen p450scc proteinine ait immiinohistokimyasal boyanmalar
sunulmustur. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-
karnitinin birlikte uygulandig1 grup.
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Sekil 4.14. p450scc pozitif Leydig hiicre sayisinin (%) kontrol ve deney gruplari arasinda
karsilastirilmasi. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-
karnitinin birlikte uygulandig: grup. *: p<0.001.

Sekil 4.15. interstisyel Leydig hiicreleri (siyah ok bas1) ve primer spermatidlerde (mavi ok)
gozlenen 33-HSD proteinine ait immiinohistokimyasal boyanmalar sunulmustur. EtOH: Etanol;
ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandig

grup.
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Sekil 4.16. 3p-HSD pozitif Leydig hiicre sayisimin (%) kontrol ve deney gruplari arasinda
karsilastirilmasi. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-
karnitinin birlikte uygulandigi grup. *: p<0.001.
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Sekil 4. 17. interstisyel Leydig hiicreleri (siyah ok bas1) ve primer spermatidlerde (mavi ok)
gozlenen 17B-HSD3 proteinine ait immiinohistokimyasal boyanmalar sunulmustur. EtOH:
Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte

uygulandig1 grup.
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Sekil 4.18. 17B-HSD3 proteininin ekspresyon diizeyinin ImageJ programi kullanilarak yapilan
threshold analizi. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-
karnitinin birlikte uygulandigi grup. *: p<0.05.
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Sekil 4.19. Interstisyel Leydig hiicrelerinde (siyah ok basi) gorilen LHR proteinine ait
immiinohistokimyasal boyanmalar sunulmustur. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin;
EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandigi grup.
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Sekil 4.20. LHR proteininin ekspresyon diizeyinin ImageJ programi kullanilarak yapilan
threshold analizi. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-
karnitinin birlikte uygulandig1 grup. *: p<0.001; **: p<0.0001

Kontrol EtOH ALKAR EtOH+ALKAR

Aktif kaspaz-3

Sekil 4.21. Yuvarlak spermatositlerde (kirmizi *) goriilen aktif kaspaz-3 proteinine ait
immiinohistokimyasal boyanmalar sunulmugstur. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin;
EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandigi grup.
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Sekil 4.22. Aktif kaspaz-3 pozitif tiibiil sayisinin (%) kontrol ve deney gruplari arasinda
karsilastirilmasi. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ ALKAR: etanol ve asetil L-
karnitinin birlikte uygulandig grup. *: p<0.05; ***: p<0.001.

4.5. TUNEL

Apoptoz sirasinda olusan ¢ift zincirli DNA kiriklarini tespit etmek icin yapilan
TUNEL analizlerinde EtOH grubunda kontrol grubuna kiyasla apoptotik hiicre
indeksi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir artis izlenirken (p<0.05), bu artis

ALKAR uygulamasi ile anlamli bir azalma gostermistir (p<0.05) (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Deney gruplari ile kontrol gruplarina ait testis dokularindaki TUNEL analizlerine ait
bulgular sunulmustur. Veriler ortalama SEM olarak grafik edilmistir. *: p<0.001.
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4.6. Western Blot Analizleri

Kontrol ve deney gruplarina ait dokular ile hazirlanan testis doku lizatlarinda
GRP78, CHOP, XBP1, StAR, p450scc, 33-HSD, 17B-HSD3, LHR ve aktif
kaspaz-3  proteinlerinin  ekspresyonlart Western Blot yontemi ile
degerlendirilerek elde edilen sonuglar semikantitatif olarak analiz edilmistir.
Bulgular, B-aktin ile normalize edilmis ve protein seviyeleri ImageJ programi ile

karsilastirtlmistir (Sekil 4.24 ve 4.25).

4.6.1. ERS Belirteclerinin Western Blot Analizleri

GRP78 ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde, deney gruplar1 kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda EtOH grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artig
izlenmistir (p<0.0001) (Sekil 4.24). EtOH+ALKAR (p<0,0001) grubunda ise
EtOH grubuna kiyasla anlaml bir diisiis gézlenmistir (Sekil 4.24a, b).

Deney gruplarindaki CHOP proteininin ekspresyonu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, EtOH grubunda ekspresyon seviyesinin arttigi goriilmiistiir
(p<0,05). ALKAR ve EtOH+ALKAR gruplart ise kontrole benzer degerler
gosterirken, EtOH grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak daha diisiik bir
ekspresyon izlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.24a, c).

XBP1 protein ekspresyonlar1 agisindan, kontrol grubuna kiyasla EtOH grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis izlenirken (p<<0.0001), EtOH grubuna kiyasla
EtOH+ALKAR grubunda XBP1 ekspresyonu agisindan anlamli bir azalma
oldugu tespit edilmistir (p<0.05) (Sekil 4.24a, d).
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Sekil 4.24. Kontrol ve deney gruplarindaki GRP78, CHOP ve XBP1 proteinine ait western blot
bantlar1 (a) ve beta aktin ile normalize edilmis veriler grafik seklinde (b) sunulmustur. Veriler
ortalama +SEM olarak grafik edilmistir. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin;
EtOH+ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandigi grup. *; p<0,05, **; p<0.001,
***. p<0.0001.

4.6.2. Steroidogenez ve Apoptoz Belirteclerinin Western Blot Analizleri
Deney gruplarindaki StAR protein ekspresyonu kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, sadece EtOH+ALKAR grubunda anlamli bir azalma oldugu
izlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.25a, b).

p450scc ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda, EtOH (p<0.001) ve
EtOH+ALKAR (p<0.05) grubunda kontrol grubundaki p450scc proteinine gore

onemli seviyede bir azalig goriilmistiir (Sekil 4.25a, c).

3p-HSD protein ekspresyonlar1 kontrol ve deney gruplart arasinda
degerlendirildiginde EtOH grubunda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
onemli bir azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Bununla birlikte
EtOH+ALKAR grubunda EtOH grubuna goére onemli bir yilikselme oldugu
g6zlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.25a, d).
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Western blot analizlerinde 17p-HSD3 protein ekspresyonlari EtOH (p<0.0001)
ve ALKAR (p<0.05) gruplarinda kontrol grubuna kiyasla daha diisiikk olarak
izlenirken, EtOH+ALKAR grubunda EtOH grubundaki azalmis ekspresyon
seviyesi anlamli bir sekilde artmustir (p<0.05) (Sekil 4.253, €).

LHR protein ekspresyon seviyelerinde EtOH grubunda kontrol grubuna nispeten
anlamli bir sekilde diislis gozlenirken (p<0.01), EtOH+ALKAR grubu EtOH
grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir artis izlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.25a,

f).

Kontrol ve deney gruplarindaki aktif kaspaz-3 protein ekspresyon seviyesi
istatistiksel olarak degerlendirildiginde, kontrol grubuna gére EtOH grubunda
istatistiksel olarak anlamli bir diizeyde artis oldugu tespit edilmistir (p<0.001)
(Sekil 4.25a, Q).
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Sekil 4.25. Kontrol ve deney gruplarmdaki StAR, p450scc, 3B-HSD, 17p-HSD3, LHR ve aktif
kaspaz-3 proteinlerine ait western blot bantlari (a) ve beta aktin ile normalize edilmis veriler
grafik seklinde (b) sunulmustur. Veriler ortalama £SEM olarak grafik edilmistir. EtOH: Etanol,
ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandig
grup. *; p<0.05, **; p<0,001, ***; p<0.0001.
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4.7.1. Serum LH ve FSH Diizeylerinin ELISA Yéntemi ile Belirlenmesi

Kontrol ve deney gruplarina ait serum orneklerinden LH igin elde edilen
konsantrasyon  degerleri  karsilastirildiginda, ALKAR  (p<0.001) ve
EtOH+ALKAR (p<0.05) gruplarmin konsantrasyon degerinde kontrol grubuna

kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiis izlenmistir (Sekil 4.26).

Kontrol ve deney gruplarma ait serum Orneklerinden FSH i¢in elde edilen
konsantrasyon degerleri karsilastirildiginda, EtOH (p<0.01), ALKAR (p<0.05)
ve EtOH+ALKAR (p<0.01) gruplarindaki konsantrasyon degerlerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig belirlenmistir (Sekil

4.27).
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Sekil 4.26. Kontrol, EtOH, ALKAR ve EtOH+ALKAR gruplarina ait LH degerleri sunulmustur.
Veriler ortalama +£SEM olarak grafik edilmistir. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin;
EtOH+ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandig1 grup. *; p<0.05, **; p<0.001.
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Sekil 4.27. Kontrol, EtOH, ALKAR ve EtOH+ALKAR gruplarmma ait FSH degerleri
sunulmustur. Veriler ortalama +SEM olarak grafik edilmistir. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-

karnitin; EtOH+ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandig1 grup. *; p<0.05, **;
p<0.01.

4.7.2. Serum Testosteron Diizeyinin ELISA Yontemi ile Belirlenmesi

Kontrol ve deney gruplarina ait serum orneklerinden testosteron i¢in elde edilen
konsantrasyon degerleri karsilastirildiginda, EtOH (p<0.05), ALKAR (p<0.001)
ve EtOH+ALKAR (p<0.05) gruplarinin konsantrasyon degerlerinin kontrol

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi belirlenmistir
(Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Kontrol, EtOH, ALKAR ve EtOH+ALKAR gruplarina ait testosteron degerleri
sunulmustur. Veriler ortalama +SEM olarak grafik edilmigtir. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-

karnitin; EtOH+ALKAR: etanol ve asetil L-karnitinin birlikte uygulandigi grup. *; p<0.05, **;
p<0.001.
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4.8. Total Antioksidan Seviyenin (TAS) Degerlendirilmesi

TAS diizeyleri, EtOH (p<0.05) grubunda kontrol grubuna gore belirgin olarak
azalmistir (p<0.05). EtOH+ALKAR grubunda ise EtOH grubuna kiyasla anlaml
derecede artis izlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Kontrol, EtOH, ALKAR ve EtOH+ALKAR gruplarina ait total antioksidan degerleri
sunulmustur. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ALKAR: etanol ve asetil L-
karnitinin birlikte uygulandig1 grup. *; p<0.05.

4.9. Total Oksidan Seviyenin (TOS) Degerlendirilmesi

TOS diizeyleri agisindan kontrol ve ALKAR gruplari birbirine benzer olarak
bulunurken, kontrol grubuna kiyasla EtOH (p<0.0001) ve EtOH+ALKAR
(p<0.05) gruplarinda belirgin olarak daha yiiksek bulunmustur. EEOH+ALKAR
grubunda ise EtOH grubuna gore anlamli seviyede azalma tespit edilmistir

(p<0.0001) (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Kontrol, EtOH, ALKAR ve EtOH+ALKAR gruplarina ait total oksidan degerleri
sunulmustur. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ALKAR: etanol ve asetil L-
karnitinin birlikte uygulandig1 grup. *; p<0.05, **; p<0.0001.

4.10. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)’nin Belirlenmesi

OSi degerlendirilmesi, TOS ve TAS deney sonuglari kullanilarak hesaplanmistir
(Sekil 4.31). Hesaplama sonucunda, birden kiiciik OSI degerleri, antioksidan
sistemlerin hiicrelerde serbest radikalleri etkili bir sekilde kontrol ettigini, birden

biiyiik OSI degerleri ise hiicrelerin oksidatif stres yasadigini gdstermektedir.

Kontrol grubuna kiyasla EtOH grubunda OSI degeri istatistiksel olarak daha
yiikksek bulunurken (p<0.001), ALKAR ve EtOH+ALKAR degerleri kontrol
grubuna benzer diizeyde ¢ikmistir. Bununla birlikte, EEOH+ALKAR grubunun
OSI degerinin, EtOH grubuna kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir
(p<0.001). (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Kontrol, EtOH, ALKAR ve EtOH+ALKAR gruplarina oksidatif stres indeksi
sunulmustur. EtOH: Etanol; ALKAR: asetil L-karnitin; EtOH+ALKAR: etanol ve asetil L-
karnitinin birlikte uygulandigt grup. *; p<0.0001.
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5. TARTISMA

Alkol bagimliligi giiniimiizde ciddi bir halk sagligi sorunu olarak kabul
edilmektedir. DSO, uzun siireli tiiketiminde alkolii hem fizyolojik hem de
psikolojik bagimliliga neden olan maddeler arasinda saymaktadir (DSO, 2020).
Yatistirict bir ajana ve farmakolojik olarak diger hipnotik ilaglara benzemesi
nedeni ile alkol diinya ¢apinda ciddi sorunlara neden olabilecek bir potansiyele
sahiptir. Alkol tiiketimi tiim biyolojik sistemleri ve organlar etkileyebilmektedir.
Kronik alkol tiiketimine bagli gerceklesen olumsuzluklardan erkek {ireme
sisteminin en 6nemli organlarindan biri olan testisler de etkilenmektedir. Klinik
ve deneysel arastirmalar, alkol tiiketiminin erkek fertilitesi i¢in bir risk faktori
oldugunu ve hem testosteron metabolizmast hem de spermatogenez iizerinde

onemli etkileri oldugunu bildirmistir (Gabrielsen ve ark., 2016).

Alkoliin metabolize edilmesi ile olusan asetaldehit, oksitlendiginde serbest
siiperoksit radikallerinin {iretimine neden olur, bu da apoptotik siiregleri,
oksidatif stresi, ERS ve steroidogenezi tetiklemektedir. Erkek fertilitesi agisindan
testikiiler steroidogenez oldukg¢a 6nemli bir siiregtir ve ana {iriin olarak ortaya
cikan testosteron, eriskinlerde 6zellikle spermatogenezin siirdiiriilmesi i¢in kritik
bir role sahiptir. ALKAR’mn ¢esitli durumlarda olusan oksidatif ve apoptotik
stiregler tizerinde etkileri olduguna dair ¢alismalar bulunmaktadir (Aureli ve ark.,
1994; Ricciolini ve ark., 1998; Balercia ve ark., 2005; Scafidi ve ark., 2010;
Coskun ve ark., 2013; Khaw ve ark., 2020; Er ve ark., 2023). Bu noktadan
hareketle ¢alismamizda, sican modelleri kullanilarak deneysel kronik alkolizm
modelinde ALKAR uygulamasinin, serum hormon diizeylerine, testikiiler
apoptoza, ERS ve steroidogenik yolak belirtecleri iizerindeki olasi etkilerinin
arastirilmasi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, kronik alkole maruz kalan
yetigkin siganlarda ALKAR uygulamasinin testis histopatolojisine, ERS
belirteclerinden GRP78, CHOP ve XBP1 proteinleri ile steroidogenezin énemli
belirtegleri olan StAR, 17BHSD3, 3B-HSD, p450scc ve LHR’nin testis
dokularindaki ekspresyonlarina, serum FSH, LH ve testosteron hormon

diizeylerine olan etkileri ortaya konulmustur. Bu parametrelere ek olarak,
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sicanlardan elde edilen serumlarda oksidan ve antioksidan kapasite 6l¢iimii
gerceklestirilmis olup testis dokularinda apoptotik belirtegler {izerinde

degerlendirmeler yapilmstir.

Literatiirde, kronik olarak alkol tiiketen bireylerin %52,3iinde kismi veya tam
spermatogenik duraksama oldugu, testis hiicrelerinde oksidatif stres ve apoptotik
stireglerin tetiklendigi ve testis agirhigimin azaldig: bildirilmistir (Kuller ve ark.,
1978; Pajarinen ve ark., 1994; Maneesh ve ark., 2006; Comporti ve ark., 2010;
Jensen ve ark., 2014; Gabrielsen ve ark., 2016; Smith, 2023). Bu kapsamda
calisgmamizda deney gruplarina ait hayvanlarin viicut agirliklar1 ve testis
agirliklart kaydedilerek TAI hesaplamasi yapilmistir. Ancak gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlemlenmemistir. Bu bulgu, literatiirde
yaygin olarak bildirilen kronik alkol tiiketiminin testis agirhiginda azalmaya yol
actigina dair verileri desteklememekle birlikte bu durum arastirma siiresi, alkol

dozu ve hayvanlarin genetik yapis1 gibi farkliliklara bagli olabilir.

EtOH maruziyetinin sperm canliliginda ve motilitesinde olumsuz etkileri oldugu
literatiir tarafindan birgok ¢alisma ile bildirilmistir (Kucheria ve ark., 1985; Zhu
ve ark., 2007; Li Y. ve ark., 2011; Jensen ve ark., 2014). Bununla birlikte
idiyopatik erkek infertilitesi i¢in karnitin takviyesinin etkinligini degerlendirmek
icin yapilan bir sistematik inceleme ve meta-analizde, karnitinlerin (L-karnitin
ve ALKAR) toplam sperm hareketliligini ve sperm morfolojisini 6nemli 6l¢iide
tyilestirdigi, ancak sperm konsantrasyonu iizerinde herhangi bir etkisi olmadigi
gosterilmisgtir (Khaw ve ark., 2020). Deney gruplarinda yaptigimiz sperm
motilite degerlendirmeleri, literatiire benzer nitelikte olup kontrol grubuna
kiyasla EtOH grubunda istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiis bulunmustur.
Bu durumun nedeni EtOH metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan ROS birikimi
kaynakli olabilir (Comporti ve ark., 2010; Bisht ve ark., 2017; Bai ve ark., 2020).
ALKAR’1n oksidatif strese karst koruyucu bir antioksidan gorevi gordiigii
bildirilmistir (Reuter ve ark., 2012). Bu bilgiyi destekler nitelikte EtOH ile
beraber ALKAR uyguladigimiz EtOH+ALKAR grubunda EtOH grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bir yiikselis goriilmiis olup sperm motilite seviyesi
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kontrol grubu ile benzer ¢ikmistir. Bu durumda sperm motilitesi agisindan
literatiir ile benzer olan bulgularimiz hem EtOH’1n olumsuz etkilerini hem de
belirtildigi gibi sperm motilitesi acgisindan ALKAR’m antioksidan gorevi

gordigiinii desteklemektedir.

Klinik agidan erkek {ireme sisteminde semen Orneginde sperm yoklugu veya
diisiikk sperm konsantrasyonlari, sperm morfolojisi ve motilitesi infertilite i¢in
tanimlayict kriterlerdendir (Hammer ve ark., 2018). Cevresel kirleticilere ve
toksinlere maruz kalma, gamet sayilarinin azalmasina ve kalitesiz olmasina
neden olarak infertiliteye yol agabilmektedir (Horak ve ark., 2003; Cederbaum,
2012; Finelli ve ark., 2021). Calismamizdaki testikiiler histopatoloji
degerlendirmelerinde, bu bilgileri destekler nitelikte EtOH grubunda seminifer
tiibiillerin bazal membran biitiinliiglinde diizensizlik, seminifer tiibiil liimenine
dokiilmiis immatiir germ hiicreleri ve intertiibiiler alanlarda vakuolizasyonlarin
varhigi dikkat ¢ekmistir. Literatiirde iki, dort ve sekiz haftalik alkol maruziyeti
sonrast testikiiler histopatoloji degerlendirildiginde 2. haftadan itibaren seminifer
tibiil  organizasyonunda bozulmalarin basladigi ve tiibiil igerisinde
vakuolizasyonlarin goriildiigii bildirilmistir (Smith, 2023). Bu baglamda
calismalar, alkol tiiketimini erkek fertilitesi i¢in bir risk olarak incelemis ve testis
mimarisinde, sperm sayisi, morfolojisi ve motilitesinde degisikliklere ve semen
kalitesinde diisiise neden oldugunu ortaya koymustur ve bulgularimizi
desteklemektedir (Kucheria ve ark., 1985; Pajarinen ve ark., 1994; Muthusami
ve ark., 2005; Sengupta ve ark., 2017; Ricci ve ark., 2018; Sansone ve ark., 2018;
Eid ve ark., 2019; Smith, 2023). ALKAR grubuna ait Kkesitler
degerlendirildiginde ise EtOH grubunun aksine kontrol grubu ile ¢ok benzer
seminifer tiibiil organizasyonu, diizenli spermatogenik seri hiicreleri ve normal
testis i¢i hiicresel mimari gortilmistiir. EtOH uygulamasinin olumsuz etkisine
karsilk ALKAR’in nasil etki gosterecegini arastirdigimiz EtOH+ALKAR
grubunda ise kontrol grubuna benzer sekilde diizgiin seminifer tiibiil ve
biitiinliiglinii koruyan bazal membran organizasyonu, spermatogenik seri
hiicrelerinin bulundugu tiibiiller goriilmiistiir. EtOH ve ALKAR’in birlikte
uygulandig1 bu gruptaki kontrol grubuna benzerlik, ALKAR’1n antiinflamatuvar
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etkileri oldugunu (Aureli ve ark., 1994), membranlarin stabilizasyonuna yol
actigini (Jones ve ark., 2010) ve oksidatif strese karsi koruyucu bir antioksidan
gorevi gordigini (Reuter ve ark., 2012) ifade eden literatiir bulgularini
desteklemistir. Testis kesitlerinde yapilan modifiye Johnsen skorlamasina ait
bulgular, EtOH grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gostermistir ki bu bulgular da histopatolojik degerlendirme sonuglarini

destekler niteliktedir.

EtOH kullaniminin neden oldugu patolojik degisiklikler organa, bolgeye ve yasa
gore degisiklik gostermektedir. Oksidatif stres ve ERS’nin EtOH kaynakli ¢coklu
organ hasarina neden oldugu ileri siiriilmektedir (Comporti ve ark., 2010). Yanlis
katlanma ya da hi¢ katlanmama sonucu protein birikimi gozlenmesi ERS olarak
bilinmektedir (Hosoi ve ark., 2012). ER kapasitesi fizyolojik ya da patolojik
durumlarla asildiginda protein katlanmasi kontrol mekanizmasi bozulur.
Cevresel etkilesimler veya aerobik hiicresel metabolizmaya 06zgii ROS
iiretimindeki kalitsal dengesizlikler nedeniyle sistemik veya lokal olarak ortaya
cikan oksidatif stres, ERS ve erkek infertilitesiyle yakindan iligkilidir (Fujii ve
ark., 2014; Bisht ve ark., 2017; Hosseini ve ark., 2020; Karna ve ark., 2020).
Varikosel, diyabet, yaslanma, enflamasyon veya yasam tarzi faktorleri sonucu
olusan testis fonksiyon bozukluguna genellikle katlanmamis veya yanlis
katlanmis proteinlerin birikmesi eslik eder, bu da ER fonksiyonunun
bozuldugunu gosterir (Bisht ve ark., 2017). Varikoselden etkilenen testislerde,
artmig ROS, hatali ya da katlanmamis proteinlerin ve ileri glikasyon son
iriinlerinin (AGE’ler) birikimi, ERS ve UPR aktivasyonuna ek olarak oksidatif
stres, ERS ve mitokondri kaynakli apoptozun varligi bilinmektedir (Fujii ve ark.,
2014; Soni ve ark., 2018; Karna ve ark., 2020; Razi ve ark., 2021). Ozellikle,
ERS belirteclerinin, GRP78, IRE1a’nin fosforile formlar1 (p-IREla) ve JNK (p-
JNK) gibi belirteglerin yani sira apoptotik faktorlerden kaspaz-3 ve Bax/Bcl2
oraninin arttig1 bildirilmistir (Hosseini ve ark., 2020). Gerek hayvan gerekse
insan varikosel modellerinde testisteki ERS varligi ve erken ERS saperonu
GRP78’in artan aktivasyonu oldugu bilinmektedir (Karna ve ark., 2020). insan

ve hayvan modellerinde obezite ve iireme iliskisi ile ilgili ¢alismalarda doymus
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serbest yag asitleri araciligityla Leydig hiicrelerinde fonksiyonel bozulmalar ve
sagkalimin azaldig bildirilmistir (Kuhn-Velten ve ark., 1986). Ayrica, doymus
serbest yag asitlerinin GRP78 ifadesini artirdigi, ER membran sensérii PERK’i
aktive ettigi ve ER aracili apoptotik sinyal gii¢lendiricisi CHOP proteininin
ekspresyonunu artirdigi gézlemlenmistir (Esmaeili ve ark., 2015; Chen ve ark.,
2019). Yiiksek yagli diyetin BIP ve CHOP ifadesini artirmasi disinda diger ERS
sensorlerinden, ATF6 ve XBP-1’i de aktive ettigi gosterilmistir (Ghosh ve ark.,
2015). Bu aktivasyonun zararlari, g¢esitli antioksidan, anti-inflamatuar ve anti-
kanser bilesiklerden olan melatonin, resveratrol ya da sulforafan gibi antioksidan
takviyesi ile hafifletilebilmistir (Faid ve ark., 2015; Mu ve ark., 2019; Kizilay ve
ark., 2021). Son zamanlarda olduk¢a popiiler bir antioksidan bilesik olan
ALKAR’1n rat testisinde kemoterapi gibi normal hiicrelere zarar veren
sisplatinden Once uygulanmasi kemoterapinin neden oldugu mitokondriyal ve
niiklear hasara kars testisi ve hiicreleri korudugu bildirilmistir (Coskun ve ark.,
2013). Antioksidan takviyesi kullanildiginda gebelik oranlarinda genel bir
iyilesme oldugu ve bunun da ALKAR ’1n erkek fertilitesine yonelik sperm sayist,
sperm konsantrasyonu ve hareketlilik artisina katkida bulunmasiyla potansiyel
faydalarin1 gosterdigi belirtilmistir (Szymanski ve ark., 2022; Yaris ve ark.,
2022). Kronik alkol tiiketimi sonucu midede olusan ERS’yi ALKAR
uygulamasinin baskilayabilecegi sonucuna ulagilmistir (Er ve ark., 2023).
Calismamizda testiste ERS yolaginin belirteglerinden GRP78, CHOP ve XBP1
proteinlerinin ekspresyonlar1 immiinohistokimya ve western blot yontemleriyle
incelenmistir. Immiinohistokimya ve western blot sonuglar1 degerlendirildiginde,
EtOH grubundaki GRP78 ekspresyonu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde artis gostermistir. Western blot bulgularimizda ALKAR
uygulamasi ile GRP78 ekspresyonundaki bu artisin istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde azaldigi tespit edilmistir. Bununla birlikte immiinohistokimya
degerlendirmelerinde bu artis anlamli bir sekilde izlenmese de fark edilebilecek
diizeyde bulunmustur. Bu durum western blot yonteminin temelinin total protein
konsantrasyonuna dayanmasi ile ilgili olabilir. Testis kesitlerindeki CHOP

ekspresyonu degerlendirildiginde kontrol grubuna kiyasla deney gruplarn
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arasinda anlamli bir fark goriilmezken, EtOH grubu ile EtOH+ALKAR grubu
karsilastirildiginda ALKAR’mn bir antioksidan gorevi {istlenerek EtOH’in
arttirdiZt CHOP ekspresyonunu 6nemli derecede azalttigi tespit edilmistir.
ALKAR’m ERS belirtegleri lizerindeki olumlu etkisi 6zellikle CHOP protein
ekspresyonu agisindan dikkat ¢ekmistir. XBP1 protein ekspresyonu diger ERS
belirteclerinde oldugu gibi EtOH grubunda anlamli bir artis gdstermis ve
EtOH+ALKAR grubunda bu artis kontrole benzer goriilmiistiir. XBP1 i¢in bu
degisiklikler —immiinohistokimya degerlendirmelerinde net bir sekilde
izlenememistir. ERS belirtecleri kontrol, ALKAR ve FEtOH+ALKAR
gruplarinda birbirine yakin degerler gosterirken GRP78, CHOP ve XBP1 protein
ekspresyonlar1 EtOH grubunda 6nemli derecede yiikselis gostermistir. Bu durum
yogun EtOH maruziyeti konusunda literatiirdeki bulgular1 destekler bir sekilde
ERS’yi baslattigimi diisiindiirmiistiir. EtOH+ALKAR grubu EtOH grubu ile
kiyaslandiginda GRP78, CHOP ve XBP1 proteinleri i¢in goriilen anlamli diistis
ise ALKAR’in stres kosullarinda iyilestirici bir ajan olarak olumlu etki
gosterebildigini desteklemektedir. Ayn1 zamanda, EtOH’1n zararli etkilerinden
testisi koruma potansiyeli oldugunu diisiindiirmektedir. ERS kosullar1 altinda
aktiflesen bu 3 protein ile ilgili yaptigimiz immiinohistokimya ve western blot
degerlendirmeleri, cesitli calismalarda belirtildigi gibi EtOH metabolizmasi
sonucu olusan oksidatif stresle birlikte ERS’nin artmasi ve ALKAR ’1n literatiirde
belirtildigi gibi bir antioksidan gorev gorerek ERS belirteclerinin
ekspresyonlarin1  azaltmast mevcut yayinlar ile benzer dogrultuda olup

sonuglarimiz literatiir tarafindan desteklenmektedir.

Calismamizda testiste apoptoz siireci, aktif kaspaz-3 ekspresyonlar1 ve TUNEL
yontemi ile incelenmistir. Aktif kaspaz-3 ekspresyonu, kontrol grubuna gore tiim
gruplarda istatistiksel olarak artmis olsa da EtOH grubunda izlenen yiikselis
dikkat ¢ekmistir. Bununla birlikte immiinohistokimya bulgularinda, EtOH ve
EtOH+ALKAR gruplar1 arasinda herhangi bir farklilik izlenmemistir. Buna
karsin western blot bulgularinda ise belirgin bir farklilik goriilmiistiir. Apoptotik
indeks hesaplamasi i¢in yapilmis olan TUNEL yonteminde ise literatiirde

EtOH’n apoptozu tetikledigini ve ALKAR’n farkli nedenlerle olusan apoptozu
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engelleyebildigini gosteren bulgulara benzer sekilde, kontrol grubuna nispeten
EtOH grubunda istatistiksel olarak ciddi bir artis izlenmis ve ETOH grubu ile
EtOH+ALKAR grubu degerlendirildiginde ise EtOH+ALKAR grubunda izlenen
anlamli azalis ALKAR’in apoptozu azaltma potansiyeli oldugunu
diistindiirmtistiir. Aktif kaspaz-3 disinda JNK, kaspaz-9 ve kaspaz-12'nin de
ERS'ye yanit olarak apoptozda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Morishima ve
ark.,, 2002). hCG'nin hiicrelerde ERS aracili apoptozu indiikleyip
indiiklemedigini dogrulamak i¢in zamana ve miktara bagli hCG enjeksiyonunun
yani sira ERS indiikleyici de kullanilan bir ¢alismada fosfo-JNK, aktif kaspaz-12
ve aktif kaspaz-3 proteinleri analiz edilmistir. Aktif kaspaz-12 seviyeleri erken
zamanlardan itibaren 6nemli Olglide artarken aktif kaspaz-3 ekspresyonu, aktif
kaspaz-12 ve JNK ekspresyonlarindan ¢ok daha sonra artmaya baslamistir. Bu
bilgiler 1s18inda, ¢alismamizda aktif kaspaz-3 ekspresyonunda gordiigiimiiz
farkliliklar apoptoz mekanizmasinin aktif kaspaz-12 ya da JNK araciligr ile
gergeklesmis olabilme ihtimalini diisiindiirmektedir (Morishima ve ark., 2002;
Park ve ark., 2013).

Alkol bagimlis1 erkeklerde testosteron seviyesinin azalmasi, FSH ve LH
seviyelerinin yiikselmesi, alkol kullaniminin HPG eksenini bozabilecegini veya
Leydig hiicre hasarina neden olabilecegini gostermektedir (Muthusami ve ark.,
2005; Maneesh ve ark., 2006; Zhu ve ark., 2007). Yapilan bir ¢alismada, alkoliin
intragastrik veya buhar yoluyla uygulandig1 deneylerde, intragastrik modelde
hCG uygulamasindan sonra steroidogenik belirteclerden StAR proteini ve PBR
seviyeleri 10 dakika i¢inde 6nemli olgiide azaldigi bu siireyi takiben 24 saat
boyunca StAR seviyeleri sabit kalirken, PBR seviyeleri degiskenlik gostermistir
ve 48 saat sonra StAR, PBR ve p450scc seviyeleri kontrol degerlerinin iizerine
cikmistir (Herman ve ark., 2006). Alkol buhari modellerinde, her iki alkol
uygulama rejimi de StAR ve PBR protein konsantrasyonlarini énemli dlgiide
baskilarken, testosteron yanitin1 durdurmus ve p450scc seviyelerini
degistirmemistir. Ayrica sistemik alkol uygulamasinin, yetiskin sigcanlarda
Leydig hiicre aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (Herman ve ark., 2006).

Domuzlar iizerinde yapilan bir ¢alisma sonuglarmma gére EtOH uygulamasi
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sonrasi, Leydig hiicrelerindeki kolesterol seviyesi artarken, StAR proteini,
sitokrom P450scc, 3p-HSD, 173-HSD enzimlerinde hem mRNA hem de protein
ekspresyonlarinin énemli oranda azaldigi bildirilmis ve askorbik asit ile tedavi
edildiginde domuzlarda, bu olumsuz etkilerin azaldig1 ortaya konulmustur

(Radhakrishnakartha ve ark., 2014).

Calismamizda EtOH kullaniminin testislerde steroidogenik belirteclerinden
StAR, p450scc, 3pB-HSD 178-HSD3 ve LHR proteinlerinin ekspresyonlari
immiinohistokimya ve western blot yontemleriyle incelenmistir. p450scc
ekspresyonu EtOH grubunda anlaml seviyede azalirken EtOH+ALKAR grubu
EtOH grubu ile karsilastirildiginda p450scc ekspresyonu artarak kontrol grubuna
benzer seviyeye ulagsmistir. Buna karsin western blot analizleri sonucunda
p450scc ekspresyonunun EtOH+ALKAR grubunda da EtOH grubunda oldugu
gibi bir azalig gosterdigi tespit edilmistir. 3-HSD, 173-HSD ve LHR protein
ekspresyonlari, EtOH grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde
azalirken EtOH+ALKAR grubunda EtOH grubuna kiyasla 6nemli seviyede
arttigr izlenmistir. Bu bulgulara ek olarak western blot sonuglar1 ALKAR
grubunda da kontrol grubuna goére anlamli bir azalig gostermistir. StAR
proteininde ise kontrol grubuna gore tiim deney gruplarinda istatistiksel olarak
anlaml bir azalis seyredilmistir. StAR proteini i¢in bu bulgular1 western blot
analizleri de dogrulamaktadir. Bu sonuglar, kronik alkol kullaniminin
steroidogenez yolagini olumsuz yonde etkiledigine dair bulgular ile ayni
dogrultudadir (Herman ve ark., 2006; Radhakrishnakartha ve ark., 2014). Ancak
literatiir bilgilerinin ALKAR’1n antioksidan gorevi gordiigii ve testis tizerindeki
olumsuzluklart engelleyebildigine dair bulgular, bu yolak agisindan tespit
edilememistir (Coskun ve ark., 2013; Khaw ve ark., 2020; Szymanski ve ark.,
2022).

Her ne kadar western blot ve immiinohistokimya teknikleri, antikor-antijen
etkilesimi ilkesine dayansa da immiinohistokimya ve western blot analizleri
arasindaki farkliliklar, numune preparasyonlari, metodoloji, duyarlilik ve

spesifite farklari, antikor kullanimi ve teknik degiskenliklerden kaynaklanabilir.
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Immiinohistokimya icin doku 6rneklerinden alinan kesitlerin kullanilmas: ve
ornek boyutunun 5 um olmast o6nemli dezavantajlardan  biridir.
Immiinohistokimya dokudaki lokal degisikliklere daha duyarli olabilirken,
western blot genel protein ekspresyonunu 6lger ve bu nedenle her iki yontemin

sonuglari farklilik gosterebilir.

Kronik alkol kullanimi, testis fonksiyonlarini bozarak Leydig hiicrelerinin
aktivitelerini inhibe ederek serum testosteron seviyelerini diisiirmektedir
(Gavaler ve ark., 1983). Bu durum, alkoliin testosteron biyosentezinde rol
oynayan enzimlerin ve proteinlerin ekspresyonunu ve fonksiyonunu azaltmasina
baglidir (Herman ve ark., 2006). Calismamizda serum orneklerinden LH, FSH
ve testosteron seviyeleri ELISA yontemi ile 6lgiilmiistiir. ELISA bulgular
degerlendirildiginde FSH ve testosteron seviyeleri tim deney gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel agidan 6nemli bir azalma gostermistir. Literatiirde alkol
uygulamasi ile FSH, LH ve testosteronun énemli 6l¢iide azaldig: bildirilmistir
(Gavaler ve ark., 1983; Maneesh ve ark., 2006; Radhakrishnakartha ve ark.,
2014). FSH, spermatogenez siirecini destekleyen Sertoli hiicrelerinin
fonksiyonunu diizenlerken, LH Leydig hiicrelerinden testosteron iiretimini
uyarir. Alkoliin bu hormonlarin seviyelerini azaltarak spermatogenezi ve
steroidogenezi olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir. Aragtirmamizda elde edilen
bulgular, FSH ve testosteron seviyelerindeki 6nemli azalmanin, alkoliin bu
hiicreler tizerindeki inhibe edici etkisi ile uyumlu oldugunu desteklemektedir.
Bununla birlikte LH ve FSH agisindan literatiirde farkli bulgular da
bulunmaktadir (Gavaler ve ark., 1983; Muthusami ve ark., 2005; Jensen ve ark.,
2014; Radhakrishnakartha ve ark., 2014). Muthusami ve arkadaslari, kronik
olarak alkol kullanan erkeklerde FSH, ve LH diizeylerinde 6nemli artis,
testosteron hormonu seviyesinde ise dnemli 6l¢iide azalma oldugunu bildirmistir
(Muthusami ve Chinnaswamy, 2005). Diger yandan Jensen ve arkadaslari, 8344
saglikli erkekte FSH, LH ve inhibin B diizeyleri ile alkol alim1 arasinda herhangi
bir iligski gozlemlemediklerini belirtmislerdir (Jensen ve ark., 2014). ALKAR,
mitokondriyal fonksiyonu iyilestirici ve antioksidan ozellikleriyle hiicrelerin

enerji metabolizmasini destekleyerek stresle basa ¢ikmalarina yardimer olur. Bu
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sayede spermatogenezi olumlu yonde etkiledigi diistiniilmektedir (Khaw ve ark.,
2020). Bu calismada, ALKAR ve EtOH+ALKAR gruplarinda tiim hormon
seviyelerinde 6nemli bir azalma gézlenmistir. Bu durum, ALKAR’1n, alkoliin
zararh etkilerine karsilik koruyucu bir etki gosteremedigini diistindiirmistiir.
Sonug olarak, ¢alismamiz, kronik alkol tiiketiminin FSH, LH ve testosteron
seviyeleri lizerinde rapor edilen olumsuz etkileri desteklemesine karsin,
ALKAR’mm bu siireglerde olumlu etkisi izlenememistir. Bu bulgular ve
literatiirdeki farkliliklar goz oniine alindiginda konunun daha fazla arastirilmasi
gerektigi asikardir. Aragtirmalar sonucu goriilen bu farkliliklar, caligma
tasarimlarindaki heterojenlikten, dahil edilen popiilasyonlardan ve alkol tiiketimi
aliskanliklarim1 smiflandirmaya yonelik farkli yaklasimlardan kaynaklaniyor
olabilir. Bu farkliliklar ayrica takviye dozu, siiresi ya da hayvanlar arasindaki

genetik farklilik ile iligkili olabilir.

Oksidatif stres ve ERS, etanol kaynakli ¢oklu organ hasarina neden olabilen
onemli patofizyolojik mekanizmalardir (Comporti ve ark., 2010). Oksidatif stres,
cevresel etkilesimler veya aerobik hiicresel metabolizmanin dogal bir sonucu
olarak ROS iretimindeki artis ile ortaya cikabilir. Bu durum, hiicrelerin
biyokimyasal siireglerini bozarak bir¢ok organin fonksiyonunu olumsuz etkiler.
Calismamizda, oksidatif stres belirtecleri olan TAS ve TOS olgiilerek, OSI
hesaplanmigstir. Bu degerlendirmeler, hiicrelerdeki oksidatif dengeyi ve oksidatif
stresin derecesini belirlememize yardimci olmustur. OSI, TOS ve TAS
arasindaki orani temsil eder ve bu sekilde hiicresel oksidatif stresin genel
durumunu yansitir. Oksidatif strese yonelik sonuclarimizda, OSI degeri kontrol
grubuna kiyasla EtOH grubunda istatistiksel anlamda yiiksek oldugu
belirlenmistir.  ALKAR’mn EtOH  iizerindeki etkisini  arastirdigimiz
EtOH+ALKAR grubunda ise OSI degeri EtOH grubuna kiyasla istatistiksel
olarak onemli bir sekilde azalmistir. Dolayisiyla calismamizin bulgulari, yogun
EtOH kullaniminin, oksidatif stresi arttirabilecegini ve ALKAR gibi antioksidan
ozelligi bulunan maddelerin ortaya ¢ikan olumsuz etkiyi azaltabilecegini

diisiindiirmiistlir. Bu bulgular, literatiirdeki EtOH ve oksidatif stres iliskisi ile
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ilgili ¢aligmalarla uyumludur (Abd-Allah ve ark., 2009; Comporti ve ark., 2010;
Er ve ark., 2023).

Kronik alkol kullaniminin sigan testis dokusunda ERS, steroidogenez, oksidatif
stres ve apoptoz iizerinde sebep oldugu degisiklikleri degerlendirmek ve
ALKAR’1n bu degisikliklere olan etkisini aragtirdigimiz ¢alismamiz, bulgulari
ve deney modeli itibariyle son derece 6zgiin olup giinlimiizde énemli bir halk
saglig1 sorunu olarak goriilen erkek infertilitesinin mekanizmalarin1 anlamak,
erkek infertilitesine potansiyel bir ¢dziim sunabilmek ve giderek artan alkol
bagimliliginin testis tizerindeki olumsuz o6zelliklerini detaylandirmak igin
oldukga 6nemli bir calismadir. Ayn1 zamanda ¢alismamizda giintimiizde popiiler
olan ERS ve ALKAR kullanimi agisindan olduk¢a Onemli bulgular elde
edilmistir. Dolayisiyla son yillarda alkol tiiketimindeki artisin neden oldugu
sorunlarin, antioksidan molekiillerden biri olarak kabul edilen ALKAR
uygulamasi ile nasil etkilendigini gosteren ¢alismamizin, konuya ve literatiire
yeni bir bakis acis1 saglayarak gelecek ¢alismalarda kurulacak olan hipotezlere
kaynaklik edebilecegi kanaatindeyiz.
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Sekil 5.1. Calismanizdaki immiinohistokimya, Western Blot, ELISA ve TOS/TAS analizlerine
ait yapilan kargilagtirmalar ve sonuglar 6zetlenmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Deney gruplarmin testis agirlik indeksleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmemistir.

EtOH grubunun sperm motilitesinde azalma goriiliirken EtOH+ALKAR
grubunda EtOH grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek sperm motilite
yiizdesi oldugu kaydedilmistir.

Histopatolojik degerlendirmelerde 6zellikle EtOH grubunda seminifer tiibiil
mimarisinde diizensizlik, spermatogenik seri hiicrelerin organizasyonunda
bozulmalar, seminifer tiibiillerin igerisinde vakuolizasyonlar, seminifer
epitel ile bazal membran arasinda ayrigmalar oldugu goézlenmistir.
EtOH+ALKAR grubunda bu patolojilerin azaldigi dikkat ¢ekmistir. Bu
bulgular modifiye Johnsen skorlamasi bulgulari ile de desteklenmistir.
Immiinohistokimya ve western blot analizlerinde ERS belirteclerinden
GRP78, CHOP ve XBP1 ekspresyonlarinda kontrol grubuna kiyasla EtOH
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artma gozlenirken, EtOH grubuna
kiyasla EtOH+ALKAR grubunda istatistiksel agidan onemli bir azalma
oldugu tespit edilmistir.

Immiinohistokimya ve western blot analizlerinde steroidogenez
belirteclerinden p450scc, 3BHSD, HSD17B3 ve LHR protein ekspresyonlari
kontrol grubuna kiyasla EtOH grubunda istatistiksel ag¢idan anlamli bir
sekilde azalirken, EtOH grubuna kiyasla EtOH+ALKAR grubunda
istatistiksel acidan Onemli bir artma oldugu tespit edilmistir. StAR
ekspresyonu ise kontrol grubuna kiyasla tiim gruplarda azalmustir.

Aktif kaspaz-3 ve TUNEL bulgularn degerlendirildiginde, aktif kaspaz-3
ekspresyonu ozellikle EtOH grubu dikkat ¢ekmek iizere, tiim gruplarda
apoptotik tiibiil sayis1 ve indeksi acisindan istatistiksel olarak artis
gostermistir. TUNEL sonuglarinda ise EtOH grubundaki istatistiksel agidan
dikkat ¢eken artis EtOH+ALKAR grubunda anlamli bir sekilde azalarak

kontrol grubundaki degerlere yaklagmistir.
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7.

10.

LH, FSH ve testosteron seviyelerinde tiim gruplarda kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir azalis izlenmistir.

TAS ve TOS diizeylerinin ve oksidatif stresi belirten OSI degerinin EtOH
grubunda en yiiksek oldugu tespit edilirken, ALKAR ve EtOH+ALKAR
grubunda bu degerlerin oldukc¢a azaldig1 belirlenmistir.

EtOH, ALKAR ve EtOH+ALKAR gruplarinda, hayvanlarin stres
yasamasini engellemek amaciyla oldukg¢a dikkatli bir sekilde gavaj
yapilmistir. Bu durum ¢alismamizin kisitlayici noktasi olabilir. Stres sonucu
hormon seviyeleri ve oksidatif stres tetiklenebilir ve degerlendirmelerin
farkli ¢cikmasina neden olabilir.

Calismamizda kullanilan ALKAR, EtOH maruziyeti sonucu olusan
histopatolojik degisiklikleri, ERS’nin baslatilmasini, sperm motilitesini,
oksidatif stresi ve kismen steroidogenez yolagindaki bozulmalari
diizeltebilmek ig¢in potansiyel tedavi edici bir antioksidan olarak
kullanilabilir. Bu bakimdan ALKAR uygulamas: EtOH kaynakli erkek
fertilitesinde rol oynayarak fertilitenin korunmasina ve iyilestirilmesine

katki saglayabilir.
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