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OZET: Etanoliin testisde spermatogenez Gzerindeki olumsuz etkilerinin primer yolla Sertoli hiicrelerini etkileyerek ortaya giktigi (1) belirtilmesine karsin, kan teslosteron di-
zeyini de belirgin olarak distrmesi (5,7,12,16,17) bu olayda sekonder bir etkinin olabilecegini diisindirmistiir. Bu sekonder etkinin testosteron eksikliginin giderilmesi
yoluyla ortadan kaldinhp kaldinlamayacagini aragtirmak amaciyla geng erigkin Sprague-Dawley tiri siganlardan gruplar olusturuldu. Gavaj ile . gruba gesme suyu, Il.
gruba sukroz soliisyonu, lll. ve IV. gruba ise etanol verildi. IV. gruba aynica intramuskuler olarak testosteron enjekle edildi. Etanol verilen siganlanin kan testosteron di-
zeyleri kontrollere gore Gnemli dlclide dismiis, etancle ilaveten testosteron verilen siganlarda bu dilzey kontrollere yaklagmistir. Isik ve elektron mikroskopu ile yapilan
incelemelerde lII. gruba ait sigan testislerinde sigandan sigana ve tubulden tubule farkllik gdsteren bazi spermatogenez bozukluklan izlendi; IV. grupta ise bu bozuk-
luklara gok seyrek olarak rastiand. Seminifer tubul gaplan Ill. ve IV. gruplarda I. gruptakilerden daha kiigiik; IV. grupta Ill. gruptakilerden daha biyiik bulundu. istatis-
tiksel olarak anlamli olmamakla birlikte, siganlardaki yavru sayilan Ill. grupta kontrollerden daha diigiik bulunurken IV. grupta bu sayi kontrollere yakin bulundu.

SUMMARY: THE EFFECTS OF ETHANOL ON THE RAT TESTIS AND FERTILITY. It can be thought that ethanol effects the Sertoli cells secondarily since it reduces
blood testosterone levels significantly (5,7,12,16,17) although one report describes its negative effects on spermatogenesis in the testis are primary (1). In the present
study the groups which consist the young adult Sprague-Dawley rats were formed fo investigate whether this possible secondary effect would get rid of or not by sup-
plementation of testosterone. The rats in groups. 1, Il and III-IV were administered tap water, sucrose solution, ethanol solution respectively by gavage. The rals in
group IV were also injected testosterone intramuscularly. Blood testoslerone levels of the rats which were given ethanol decreased remarkably comparing with the
control levels, but the levels of the same hormone belong to the rats which were injecled testosterone adding ethanol gavage were found close to the control levels. It
appeared that the testes of group Il showed slightly abnormal spermatogenesis under the light and the electron microscope and these abnormalities were diffent from
one rat to another and from one tubule to another. These kinds of abnormalities were seldom in group IV. The diameters of tubules in groups Ill and IV were smaller
than they were in group | but in group IV the diameters of tubules were larger than they were in group lll. Not significantly the rats of group Il brought forth young at

the lower numbers from the control group but in group IV these numbers were found close to the control group.

GIRIS

Etanoliin, testis morfolojisi ve fonksiyonlan tzerinde ge-
sitli olumsuz etkiler yapitigi bilinmektedir. Etanol digardan
kontrollii olarak verildiginde kan testosteron diizeyini disir-
mekte (5,7,12,16,17), erkek sicanlarda puberial testis gelis-
imini geciktirmekte, sperm sayisi ve hareketliligini azaltmak-
tadir (1). Alkolin gonadotoksik etkileri birgok hayvan
tirinde gosterilmis, dzellikle sican en iyi model olarak se-
cilmisgtir. Biyokimyasal arastirmalarda etanolin membran
harabiyetine neden oldugu (11) bdylece bircok dejeneratif
hastaligin patogenezinde dnemli rol oynadigi da gosteril-
mistir (10). Etanoliin sigan viicut agirhgr ve testis ATP igeri-
gini azalttig! da bildirilmistir (3). Sigan testislerinde spermat-
ogenezisi bozarak etkisini gosteren etanol, somatik
hiicreler olan Sertoli ve Leydig hiicrelerinin membran sis-
temlerini etkileyerek steroid metabolizmasini baski altina al-
makiadir (11). Bu ¢alismada etanol uygulanan siganlarda,
eksilen testosteron miktan kadar testosteron disardan veril-
erek testosteron eksikligi karsilanmis, bu sicanlarin testis
fonksiyonlarinin ve morfolojisinin incelenmesi amaglanmig-
tir. Isik mikroskop seviyesinde germinal hicreler Gzerinde
gosterilen degisiklikler yaninda elektron mikroskop seviye-
sinde Sertoli ve Leydig hiicrelerindeki ultrastriktir bulgulari
da arastinlmigtir. Kan testosteron seviyelerinde gdzlenen
dismeler ve steroid biyosentezi ile ilgili organellerdeki bo-
zukluklar saptanmis ve bunlar arasindaki iliski tartisilmigtir.
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albino si¢anlar kullanildi. Tim siganlara ad libitum su ve yiy-
eceklere ek olarak sigan basina giinde 3 ml. sivi gavajla ve-
rildi. Deney boyunca bitiin gruplara dit siganlarin yem ve
sivi thketimleri kaydedildi; viicut agirhklan olgildd. Gruplar
su sekilde olusturuldu: |. Grup (kontrol): Erkek siganlara ga-
vajla gesme suyu verildi. Il. Grup (sukroz): Erkek sigcanlara
3 ml. % 40'lik etanol solisyonunun kalori degerine esdeger
sukroz (1.65 g.) gesme suyunda ¢ozilerek gavajla 3 ml. ve-
rildi. . Grup (etanol): Erkek siganlara gavajla gesme suyu
ile hazirlanan % 40'lhk etanol solisyonu 3 ml. verildi. IV.
Grup (etanol + testosteron): Erkek siganlara % 40'lik etanol
solisyonu gavajla 3 ml. verildi. Deneyin 30. giniinde sigan-
lann kanlan alinip serumlarinda testosteron diizeyi olcile-
rek, etanol verilen siganlarda ortalama azalan kan testoste-
ron miktarlar belirlendi. Deneyin ikinci ayinda IV. gruba ait
sicanlara etanole ek olarak sican bagina haftada bir defa 25
ng testosteron (sustanon 250) 4 hafta sire ile intramuskuler
olarak enjekte edildi. Her bir grup 10 erkek + 10 disi olmak
tzere 20 sigandan olusurken; bir ve iki aylik donemlerde in-
celemeye alind.

Deneyin 10, 30, 45 ve 60. glnlerinde kuyruk veninden
alinan sigan kanlarinda etanol ve testosteron dizeyleri sap-
tandi. Serum testosteron dizeyleri RIA; serum etanol di-
zeyleri ise FPIA yontemleri ile Ol¢lldi.

Deneyin 20 ile 30. ve 50 ile 60. giinleri arasinda her ka-
feste bir erkek ve bir disi olacak sekilde ciftlestirilen biitin
gruplara ait erkek ve disi siganlar bu peryodlarin bitiminde
aynldilar; disi siganlardan her biri birer kiglk kafete kona-
rak bir ay boyunca doél verimi hesaplanmak Gzere her gin
takip edildiler. Ciftlestirilen disilerin dogurup dogurmadiklari,
doguranlarin yavru sayilan saptandi. Yavrular dogduktan
sonra bir ay, gelisim bozuklugu olup olmadiginin belirlenme-
si amaciyla takip edildi. Bir aylik uygulamaya tabi tutulan si-
¢anlar deneyin 30. giiniinde, iki aylik uygulamaya tabi tutu-
lan siganlar ise deneyin 60. giiniinde sakrifiye edilerek bu
siganlarin testisleri 1sik mikroskopu icin Bouin, elektron mik-
roskopu igin ise glutaraldehit fiksatilerine alindi. Rutin 1s1k
ve elektron mikroskopik doku takiplerinden sonra usuline
uygun preparasyonlar hazirlanarak 1gik ve elektron mikros-
koplarinda incelendi.

Istk mikroskopu incelemeleri igin hazirlanan preparatlar-
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TABLO 1 kigulmeleri ile uyumlu olarak azalmigtir
I T W T e e ; (Tablo 1).
GRUPLAR Testosteron diizeyi Incelenen Tubul ¢capi
. (qnalamaiSE) ng/dl  Tubul sayisi (ortalamatSE) mikroE__ Diger Bulgular
1. (30 giin) 165.03<2.64 104 267.104+2.29 Istatistik anlamhilik saptanmamakla bir-
11. (30 gtin) 162.46+3.01 109 285.10+3.37 likte Ill. gruba ait erkek siganlarla ciftlesti-
11l (30 giin) 46.15+1.93** 105 229.20+3.30** rilen disi sigcanlarin ortalama yavrulama
1. (60 gtin) 169.96+3.24 103 273.90+2.54 * sayilan (3.5) kontrollere gore (12.8) daha
1. (60 giin) 165.15+2.86 101 283.70+3.75 disik bulunurken; IV. grupta (9) kontrol
1117 (60 giin) 39.50+2.48™ 110 210.00+2.22** degerlerine yaklasmistir. Yavru siganlarda
IV. (etanol 60, 135.70+3.24* 107 260.60+2.09" herhangi bir gelisme bozuklugu gériilme-
testosteron 30 giin) 2 mistir.
* p<0.05 Gruplar arasinda su tiiketimi bakimin-
**  p<0.001 dan anlamli farklihk yoktur. Ginlik ortala-

daki goruntiler Hertel-Reuss Kassel marka i1sik mikroskop-
unun okiler kismina takilan ekranda izlendi. Bu ekranda iz-
lenen seminifer tubullerin enine kesitlerinin g¢aplar olgtld.
Her gruptan en az 100 tubul ¢api élglldikien sonra tubul
caplarindaki degisiklikler istatistiksel olarak arastirildi.

Istatistik ydntem olarak Student t-test ve Mann Whitney
u-test kullanildi.

BULGULAR

Biyokimyasal Bulgular:

Serum etanol dizeyleri, uygulamadan bir saat sonra
kontrollerde < 10 mg/dl iken etanol verilen gruplarda > 300
mg/dl olarak saptanmistir. Etanol uygulamasindan 24 saat
sonraki 6rneklerde ise diizey 10 mg/dlI'nin altina inmistir.

Ill. gruba ait siganlarda serum testosteron seviyeleri
o6nemli élctide dismis; IV. gruba ait siganlarda ise |. ve Il
gruplann dizeylerine yaklagsmistir (Tablo 1).

Morfolojik Bulgular

Testis orneklerine 151k mikroskobu diizeyinde, hematok-
silen-eozin boyalan ve PAS reaksiyonu uygulanmis; elek-
tron mikroskopu dizeyinde kursun sitrat ve uranil asetat
kontrastlamalari yapilmig, érnekler tek tek incelenmis, ¢eki-
len fotograflarda morfolojik bulgular gosterilmistir. |. gruba
(Resim 1a, 1b) gore Il. grupta (Resim 2a, 2b) bir degisiklik
izlenmemis; lll. grup sicanlarda (Resim 3a, 3b) bireyler ara-
sinda ve tubulden tubule degisen spermatogenez bozukluk-
larina rastlanmitir; IV. grupta (Resim 4a, 4b) ise spermatog-
enez bozukluklar minimum seviyeye inmistir. Ill. grupta
elektron mikroskobik incelemelerde Sertoli hicrelerinde diiz
endoplazma retikulumu (SER) sisternalaninda dilatasyonlar-
la, artik cisimciklere ait fagositoz ve lipid inkliizyonlarinda
artig gézlenmistir (Resim 3b).

Sertoli hiicresinin daha ¢ok bazal kisminda yer alan lipid
inklizyonlan, ince bir membranla sarili yuvarlak veya di-
zensiz yapilar olarak izlenmistir. Bunlarin bazilar elektron
yogun (koyu) homojen tarzda gdzlenirken, diger bazilar
heterojen tarzda saptanmistir (Resim 3b). Bu grupta Sertoli
hicresi ile spermatogoniumlar arasinda vakuol seklinde
aclimalar ile spermatogoniumlarda atrofi izlenmistir (Resim
3b). Isik ve elektron mikrokopu incelemelerinde, bitin gru-
plarda, Leydig hiicreleri morfolojisinde 6nemli etkilenmeler
gordlmemigtir.

I. grup ile Il. grup tubul ¢aplan arasinda belirgin farklilik
gorulmemigtir. Tubul ¢aplan lll. grupta kigtlmus, IV. grupta
ise kontrollere yakin bulunmustur. ikinci ay sonunda IIl.
gruptaki tubul ¢aplari, birinci ay sonuglarina gére, daha kii-
¢lk olarak saptanmistir. Testosteron diizeyleri de tubul capi

— ma yem taketimi, Ill. (14.5 g) ve IV. (13.4

g) gruplarda, . (20.2 g) ve Il. (19.1 g) gru-
plara gére daha az olmustur (p < 0.01). lkinci ay sonunda
ortalama vicut agirhg, Ill. (315 g) grupta I. (331 g) ve Il
(325 g) gruplara gore daha disik olarak saptanmistir
(p<0.05).

TARTISMA

Etanolin vicutta toksik etki yaptigi, lenfosit ve polimorf
nukleuslu l6kositlerin artisi ile gosterilmis (9), etanoliin par-
c¢alanmasi ile ortaya ¢ikan ilk metabolik Griin olan asetalde-
hitin buna neden oldug@u bildirilmistir. Etanol toksisitesi son-
ucunda testosteron biyosentezinde azalma oldugu
(5,7,8,12,14,16,17) morfolojik delilleri ile de ortaya konmus-
tur (16). Calismamizda etanol verilen sicanlarda saptanan
testosteron dizeylerindeki belirgin diistsler, bu raporlar de-
steklemektedir.

Anderson ve arkadaslan tarafindan (1) alkoliin testiste
olusturdugu etkilerin primer olarak Sertoli hiicreleri Gzerin-
den oldugu bildirilmistir. Sertoli hiicrelerinde morfolojik degi-
sikliklere neden olan dis ve i¢ etkiler her zaman spermatog-
enezi bozmaktadir. Leydig hicrelerinin  membran
bozukluklan, 6zellikle SER membranlarinda gérilen morfol-
ojik bozukluklar, steroid biyosentezinde 6nemli bozukluklara
neden olacaklir. Etanol uygulamasi sonucunda serum tes-
tosteron diizeylerindeki diigsme, bu organel bozukluklar ile
actklanabilir. Etanol uygulamasi ile Leydig hiicrelerinde izle-
nen SER sisternalarinda genislemeler, germinal hiicre sayil-
arinda azalma, tubullerin ¢aplarinda kigtlme (14), germinal
hicre dejenerasyonu ve anormal spermatid sayisinda artma
(1) gibi bulgular ¢alismamizda da gézlenmistir. Etanol Ley-
dig hicrelerinden testosteron dretimini azaltarak indirekt
(sekonder) yolla veya direkt (primer) yolla Sertoli hicrelerini
etkileyebilir. Bizim ¢alismamizda indirekt etkinin ortadan kal-
dinlmasi amaclanmistir. Sigan tariinde bireysel farkliklar ol-
maktadir. Etanol grubuna giinde 3 ml % 40'lik etanol solis-
yonunun gavajla verilmesinden 24 saat sonra serumda
etanoliin kontrol dizeylerine diismesi, bunun tamamen me-
tabolize oldugunu géstermektedir. Isik mikroskopu seviye-
sinde seminifer tubullerin gogunda belirgin degisiklikler gor-
tlememis olmasinin nedeni, verilen etanolin metabolize
olarak testis rejenerasyonuna olanak saglamasi olabilir.
Ayrica 11k mikroskobik degerlendirme, birgcok dejeneratif et-
kinin goriilebilmesi igin yeterli olamamaktadir.

Kronik alkolik siganlarin testislerini elektron mikroskopik
dizeyde inceleyen bazi arastinicilar Sertoli hiicrelerinde asin
nikleus invaginasyonlar, sitoplazmada vakuollesme, lipid
birikimi ve fagositozda artis izlemigler; lipid birikiminin fagos-
itoz veya steroid yapimiyla ilgili olabilecegini bildirmislerdir
(1). Bu bulgulara bizim arastirmamizda da rastlanmistir. Ser-
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Resim 1. Kontrol grubu sican testisine ait a) Mikrofotografi x 400,
b) Elektronmikrograf x 2450.

toli hicresinde gorilen lipid inklizyonlan artisi, etanolin
Sertoli hiicresindeki dejeneralif etkisinin sonucu ortaya ¢ik-
maktadir. Rosenblum ve arkadaslan (10,11), lipid birikimi-
nin lipid peroksidasyonu ile gergeklesebilecegini bildirmis-
lerdir. Birgogu sitotoksik olan endoperoksitler ve aldehitler,
membran ve organellerin yapisal lipidlerinin ileri derecede
azalmasina, béylece membranlarin bozulmasina neden ol-
maktadirlar (7). Etanolin beslenme yetersizligine neden ol-
arak, degisik organ ve dokularda olumsuz etkiler yaptig: bil-
dirilmigtir (2,6,13,15,16). Arastirmamizda sukroz grubuna,
etanol verilen siganlarin etanolden aldig kaloriye denk suk-
roz verildi. Bdylece etanol grubunda fazla kalori alimindan
kaynaklanabilecek degisikliklerin bu grupta da belirlenmesi
ve kontrol grubu ile karsilastinimasi saglandi. Nitekim mor-
folojik incelemelerde kontrol grubu ile sukroz grubu arasin-
da farkhihk gérilmemis, etanol grubunda ise bulgular bola-
miinde sozedilen degisiklikler izlenmistir. Calismamizda

Resim 2: Sukroz grubu sigan testisine ait a) Mikrofotografi x 400,
b) Elektronmikrograf x 2450. Seminifer tubuller, peritubuler doku ve
interstisyel doku ile ilgili patoloji izlenmemektedir.

etanoliin yem tiketimini azaltigi, boylece blyimekte olan
sicanlarda vicut agirhgr artisinin bir miktar geriledigi saptan-
mistir. Bununla birlikte alkolik myopati ve kardiyomyopatisi
olan 50 alkolik erkek hastada yapilan klinik ve laboratuvar
calismalarda hicbir beslenme bozuklugu ve elektrolit denge-
sizligi olmadigi belirlenmistir (13). Ayrica etanoliin beslenme
faktorleri ve siroza bagh olmaksizin testosteron metaboliz-
mas! Uzerine 6nemli derecede etkili oldugu da bildirilmigtir
(4).

Sonug olarak, bu galismada etanoliin Sertoli hicreleri
Uzerine etkilerinde etanole ek olarak verilen testosteronun
seminifer tubullerde olusan bozukluklan tamamen dizelt-
medigi, bdylece etanol etkisinde primer etkiye ek olarak se-
konder etkinin de katkisi bulundugu sdylenebilir. Etanole ek
olarak verilen testosteron, kan testosteron diizeylerini kon-
trol dizeylerine yaklastirmis ancak tam olarak kontrol di-
zeylerine eristirememistir. Bu nedenle kontrol testosteron

Resim 3: Etanol grubu sican lestisine ait a) Mikrofotografi x 400,

b) Elektronmikrograf x 2450. Sertoli bricreleri ile spermatogoniumlar

arasinda vakuol seklinde acilmalar (*) dikkat cekmekiedir.

Resim 4: Etanol + Testosteron grubuna ait a) Mikrofotografi x 400,
b) Elektronmikrograf x 7750. Seminifer tubuller, peritubuler doku ve
interstisyel dokunun yenilendigi goriilmektedir,

§T= Seminifer tubul, PD= Peritubuler doku, I= Interstisyel doku, Sh= Sertoli hiicresi, Sg= Spermatogonium, SER= Diiz endoplazma

retikulumu, Li= Lipid inkliizyonlar:.
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dizeylerini tutturacak sekilde testosteron verilmeli ancak
doz, kontrol dizeylerini agsmayacak sekilde ayarlanmahdir.
Aksi takdirde iyatrojenik etki ile istenmeyen degisiklirler or-
taya cikabilir. Bu konuda yeni bir doz ayarlamasi yapilarak
surdirilecek galigmalarin, alkolik bireylerde testosteron ek-
sikligine bagl olusabilen bazi infertilite vakalarina olumliu
katkilar saglayabilecegi kanisindayiz.
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