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OZET

Amac: Etanol, erkeklerde testislerde atrofiye, germ hiicrelerinde kayba,
sperm iiretiminde azalmaya, seminifer tiibiil caplarinda azalmaya ve testis
agirhginda diisiise neden olur. Gebelik doneminde etanol uygulamasi hem
disilerde hem de erkeklerde reprodiiktif fonksiyonlan bozarak fetuste tera-
tojenik etki gostermektedir. Bu calismanin amaci in utero etanol uygulanan
sicanlarin testisindeki degisimleri incelemektir.

Yontem: Bu calismada 2 deney grubu kullanilmigtir: 1) Kontrol grubu. 2) Al-
kol grubu. Alkol grubundakilere gestasyonel 14.giinden itibaren doguma
kadar %30 etanol iceren sivi verilmistir. Deney ve kontrol grubundaki anne
sicanlardan dogan erkek yavrulardan 0., 15., 30. ve 90. giinliik donemlerde
testis drnekleri alinmug, rutin parafin takibi uygulanmig ve kesitlere morfo-
lojik inceleme i¢in Masson’un iiglii boyamasi uygulanmistir.

Bulgu: Alkol neonatal grubunda bazi seminifer tiibiillerde diizensizlik-
ler gozlenirken zamana bagh olarak seminifer tiibiillerde dejenerasyon
ve spermatogenik hiicre serilerinde azalma gozlenmistir. Alkol neonatal
ve postnatal 15. giin grubunda mezenkimal bag dokusunun fazla oldugu,
postnatal 30 giin ve 90 giin grubunda da interstisyel bag dokunun artmis
oldugu goriilmiistiir.

Sonug: Sonug olarak, gestasyonel donemde alinan alkol, erkek yavrularda
seminifer tiibiillerde spermatogenik hiicre serilerinde azalmaya neden ol-
maktadir. Buna bagh olarak gebelik doneminde alinan alkol, erkeklerde
testiste atrofiye ve spermatogenik serideki hiicre sayisini azaltarak inferti-
liteye sebep olabilir.

Anahtar sozciikler: Etanol, farklilagsma, infertilite, testis, morfoloji

Gonderilme Tarihi: 20 Ajustos 2010 - Revizyon Tarihi: 06 Aralik 2010 - Kabul Tarihi: 30 Aralik 2010
letigim: Yasemin Ersoy Canillioglu - Tel: 0216 458 08 24 - E-Posta: yasemin.canillioglu@acibadem.edu.tr

10

ALTERATIONS OF TESTICULAR MORPHOLOGY IN RATS EXPOSED TO /N UTERO
ETHANOL

ABSTRACT

Aim: Ethanol causes testicular atrophy, loss in germ cells,decrease in sperm
production, decrease in the radius of seminiferous tubule lines and decrease
in the testicular weight. Ethanol use in pregnancy also causes teratogenic
effects in fetus by degenerating reproductive functions both in males and
females. The aim of this study is to examine the testicular changes in rats
which are applied ethanol in utero.

Method: 2 experimental groups were used: 1) Control group 2) Alcohol group.

Alcohol group was given liquid containing 30% ethanol beginning from the
14th gestational day until birth. Testicular samples were obtained from 0,
15, 30 and 90-day-old offsprings of mother rats in experiment and control
groups. Sections were administered routine paraffin method and stained
with Masson’s trichrome for morphologic examination.

Result: As in alcohol neonatal group some disorders in seminiferous tubules
were observed, a degeneration in seminiferous tubules and decrease in
spermatogenic cell series were observed related with the time. In alcohol
neonatal and postnatal 15 days group mesenchymal tissue, in postnatal 30
days and 90 days groups the interstitiel tissue were observed to be more.

Conclusion: As aresultin utero ethanol administration cause severe degenera-
tion in the spermatogenic cell series in the seminiferous tubules of the male
offsprings. Related to this, in utero ethanol causes infertility by decreasing the
number of cells in spermatogenic series and testicular atrophy in males.
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Giris

Testikiler gelisim hicre farklilasmasi, gocl, proliferasyo-
nu ve apoptozisini icine alan olaylar zinciridir. Embriyonik
gelisim boyunca; primordial germ hiicreleri gastrulasyon
asamasindaki embriyonun epiblastlarindan koken alirlar
(1, 2, 3). Erkek ve disi sican gonadlari embriyonik déne-
min 13. giiniinde morfolojik olarak bipotansiyel veya fark-
lllasmamis gonadlar olarak tanimlanirlar. Primordial germ
hicreleri embriyonik dénemin 11. gliniinde son barsak
ve dorsal mezenterden go¢ ederek genital tepelerin ol-
dugu bolgeye gelirler, erkek fetuslarda cinsiyet kordon-
larinin merkezine yerlesirler ve daha sonra seminifer ti-
billeri meydana getirirler (4). Seminifer kordonlar icindeki
germ hiicreleri morfolojik olarak primordial germ hiicre-
lerinden farklilasirlar ve prospermatogonyum veya gono-
sit adini alirlar (5). Sicanlarda erkek gonadlarin ilk morfo-
lojik degisimi embriyonik donemin 13,5-14,5 giinleri ara-
sinda testikuler kordonlarin olusumu ile baslar. Testikiler
kordonlarda germ hiicreleri Sertoli hiicreleri ile daha son-
ra da peritubular myoid htcreler ile sarilirlar. Sertoli hic-
relerinin proliferasyonu dogumdan sonra 3. haftaya ka-
dar devam eder. Gonositlerin proliferasyonu ise embriyo-
nik donemin 17,5 guintine kadar olur, ge¢ embriyonik do-
nemde ¢ogalmasi durur ve doguma kadar sessiz bir done-
me girerler (6).

Dogumdan sonra gonositler, tiibillerin merkezinden ay-
rilip bazal membran boyunca yerlesmeye baslarlar. Bazi
gonositler bazal membranda yerlestikten sonra bolin-
meye baslarken bir kisim gonositlerde tiibiliin merkezin-
de bolunmeye baslar (7). Erkekteki germ hiicrelerinin po-
zisyonlarindaki bu degisim testikiler gelisim icin 6nemli-
dir. Seminifer kordta yeniden yerlesmeyen hiicreler deje-
nere olurlar. Gonositler yeniden yerlesimlerinde yeni olus-
maya baglayan bazal kompartmanda yerlesirler. Bu da bel-
li bir stire sonra Sertoli-Sertoli hiicre baglanti kompleks-
lerinin olusumda ve spermatogenik germ hiicrelerinin ol-
gunlagmasi i¢in uygun ¢evre olusumunda 6énemli yer tutar
(8). Tum gonositler mitotik cogalma dénemine girerler. Bu
postnatal olaylar spermatogonyumlarin alt tiplerinin orta-
ya ¢ikmasina neden olur. Spermatogonyumlarin ¢ok yon-
IU farklilasmalari lokal cevresel faktorlere ve seminifer tU-
bl icindeki hiicreler arasi etkilesimlere baglidir (9, 10).

Etanol reproduiktif toksin olarak kabul edilen bir maddedir
(11). Erkeklerde kronik etanol kullanimi testislerde atrofi-
ye, sperm Uretiminde azalmaya ve testosteron diizeyinde
diistise neden olur (12). Histolojik incelemelerde seminifer
tubul caplarinda azalma ve germ hiicrelerinde kayip rapor
edilmistir. Kronik etanol kullanimi gonadal disfonksiyona

neden olur; spermatogenik olaylari baskilar; seminifer t0-
bil siklusundaki tim asamalarda spermatogonyumlarin
proliferatif aktivasyonunu azaltir (13, 14).

Gebelik doneminde etanol uygulamasi fetiste teratoje-
nik etki gostermektedir. Hem disilerde hem de erkeklerde
reproduktif fonksiyonlari bozmaktadir (15). Cinsiyet karak-
terlerin farklilasmasinda defektlere neden olmaktadir (16).

Bu calismanin amaci, in utero etanol uygulanan sicanlarin
gelismekte olan testislerindeki morfolojik degisiklikleri za-
mana bagli olarak incelemektir.

Materyal ve Metod

Siganlarin gebe birakilmasi

Bu calisma Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlan Arastirma Etik Kurulu tarafindan onaylanmis-
tir (04-2007-mar). Bir disi-1 erkek veya 2 disi-1 erkek ola-
cak sekilde talassiz kafeslerde Sprague Dawley irki sican-
lar ciftlesmeye birakilmistir. Ertesi giin vaginal plak gori-
len sicanlar gebeligin 0. glinii kabul edilmistir.

Gruplar: 1) Alkol Grubu (n=7): Gebe sicanlara gebeligin 14.
glninden itibaren doguma kadar %30 etanol iceren sivi
dieti uygulanmistir. 2) Kontrol Grubu(n=7): Gebe sicanlara
¢esme suyu verilmistir.

Kontrol ve alkol grubundaki anne sicanlardan dogan er-
kek yavrulardan neonatal, postnatal 15 giin, 30 giin ve 90
glinlik donemlerde derin eter anestezisi altinda testis or-
nekleri alinmis ve morfolojik incelemeler i¢in hazirlanmis-
tir. Bu siire icinde anne ve yavru sicanlar uygun kafesler
icinde, 12 saat aydinlik-karanlk ortamda, standart sican
yemi ile beslenmislerdir.

Isik mikroskopik preparasyon

Tum gruplardan alinan testis 6rnekleri isik mikroskopik in-
celeme icin hazirlanmistir. Bouin sollisyonu ile immersi-
yon fiksasyonundan sonra testis dokusu ¢esme suyunda
2 saat yikandiktan sonra, yiikselen alkol serilerinden (%70,
%90, %96, %100) gegirilerek dehidrate edilmis, toluen ile
seffaflastinimis, 60 °C'lik etlivde parafinde gece boyun-
ca bekletildikten sonra oda isisinda parafin icine gémiile-
rek bloklanmistir. Parafin bloklardan yaklasik 5 um kalin-
liginda alinan kesitler genel morfolojik degerlendirme ve
interstisyumdaki degisiklikleri gbzlemek icin Masson'un
Ugli boyamasi ile boyanmistir.
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Sekil 1. Kontrol 0. giin grubunda (A, B), bir iki sirali gonositlerden olusan seminifer tibiller (—) ve merkezi kisimda mezenkimal ba§ dokusu (*) etrafinda ince bir

interstisyel bag dokusu (») gzlenmektedir. Alkol 0. giin grubunda (C, D), kiiciik caph az sayida gonositten olusan diizensiz sinirlart olan seminifer tiibl yapilan (=)
gorlimektedir. Seminifer tibillerin etrafinda kalin mezenkimal bag dokusu (*) gozlenmektedir. Masson’un Uglii Boyasi. Orijinal biiyitme A, C: x200, B, D:x400.

Bulgular

Histopatolojik bulgular

Kontrol 0. giin grubunda; bir iki sirali gonositlerden olusan
seminifer tibdller gorilmustir. Seminifer tlibullerin ara-
sinda mezenkimal bag dokusu go6zlenmistir. Seminifer
tibdllerin olusumunun periferden merkeze dogru ol-
dugu ve periferdeki seminifer tiibillerin etrafinda ince
bir bag dokusunun oldugu goérilmustar (Sekil 1 A, B).
Alkol 0. giin grubunda; periferden merkeze dogru az sa-
yida kiiclik caph seminifer tlibillerin diizensiz yerlesmis
gonositlerden olustugu, seminifer tibdllerin etrafinda
ve merkezde kalin bir mezenkimal bag dokusunun var-
g1 gozlenmistir (Sekil 1 C, D).

Kontrol 15. glin grubunda; seminifer tiibill caplari-
nin kuguk, fakat dizenli yapida oldugu goérilmustar.
Seminifer tibul duvarindaki gonosit ve spermatogenik
seriye ait hiicrelerin olusumuyla birlikte hiicre sirasinin
arttigi dikkat ¢ekmistir. Birgok tuibulde limenin olustu-
gu gorilmustar. Limen olusumunun tamamlanmadigi

az sayidaki seminifer tiibtilde merkezi kisimda hiicrele-
rin varhdr dikkati ¢cekmistir. Seminifer tibdllerin sinir-
larinin diizenli oldugu ve seminifer tibdllerin etrafin-
da ince bir bag dokusunun oldugu gorilmustir (Sekil 2
A, B). Alkol 15. glin grubunda; kicik caph seminifer ti-
billerin duvarinda gonosit ve spermatogenik seriye ait
hicrelerin dizensiz dizildigi gortulmustir. Bircok tibil-
de limen olusumunun baslamadigi ve tibulin mer-
kezi kisminin hiicrelerle dolu oldugu ve bazi bélgeler-
de de tibdil sinirlarinin diizensiz oldugu gozlenmistir.
Seminifer tlbdllerin etrafinda kalin bir bag dokusu go-
ralmustar (Sekil 2 C, D).

Kontrol 30. giin grubunda; testislerde diizenli seminifer
tibul yapisi gozlenmistir. Tabillerde limen olusumu-
nun tamamlandigi gorilmistir. Spermatogenik seri-
ye ait hiicreler diizenli olarak tibil duvarinda dizilmis-
tir. interstisyel bag dokusu diizenli morfolojide gézlen-
mistir (Sekil 3 A, B). Alkol 30. giin grubunda; bazi semi-
nifer tibullerde spermatogenik seriye ait hilicre taba-
kasinda azalma, spermatogenik hiicrelerde vakuol ve
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Sekil 2. Kontrol 15. giin grubunda (A, B), gonosi

tler, spermatogonyumlar, primer spermatositler ve Sertoli hiicrelerinden olugan seminifer tiibiillerin (—) diizenli

dizilimi ve aralarninda diizenli interstisyel bag dokusu (*) goriilmektedir. Alkol 15. giin grubunda (C,D), diizensiz yapida seminifer tiibller (—), seminifer tiibdillerin
limeninde hasarli hiicreler (#) ve seminifer tiibillerin arasinda yer yer yogun mezenkimal ba§ dokusu (*) goriilmektedir. Masson’un Uglii Boyasi. Orijinal bilyiitme

A, C: x200, B, D:x400.

hiicrelerarasi alanlarda acilmalar gorulmustir. Gevsek
hiicresel organizasyona sahip regresif tlbdlller ve di-
zensiz tibul yapisinda huicrelerarasi baglantisi olma-
yan az sayida germ hicrelerinden ve Sertoli hiicrele-
rinden olusan dejeneratif tiibiller goriilmistir. Bazi se-
minifer tiiblllerde limende dokiinti hiicreler gozlenir-
ken bazi tiibillerde ise limen olusumu gézlenmemistir.
interstisyel bag dokusunda yer yer kalinlasmalar géz-
lenmistir (Sekil 3 C, D).

Kontrol 90. giin grubunda; normal morfolojik yapi goz-
lenmistir. TUbul cevreleri diizglin olup interstisyel bag
dokusu normal ozellikte gorilmustir (Sekil 4 A, B).
Alkol 90. giin grubunda; bazi alanlarda dejeneratif ve
yer yer hiicresel baglantilari olmayan nadir germ hiic-
releri ve Sertoli hiicrelerinden olusan atrofik tibiille-
rin oldugu goézlenmistir. Bazi seminifer tlibillerin lu-
meninde dokinti hiicreler goriilmustir. Seminifer ta-
billerin etrafinda kalin interstisyel bag dokusu go6z-
lenmistir (Sekil 4 C, D).

Tartisma

Yaptigimiz calismada erken gelisim doneminden itibaren
alkoliin testiste seminifer tiiblllerde dejenerasyona ve
spermatogenik seri hiicrelerinde erken donemden basla-
yarak yetiskin donemde de devam eden morfolojik hasa-
ra neden oldugu gosterilmistir.

Onceki calismalarda etanoliin seminifer tiibil déngi-
stinlin butln evrelerinde spermatogonyumlarin ¢ogal-
ma aktivitesini diislirdigi gosterilmistir (14). Kronik eta-
nol kullanimi spermatogenik yetkinligi baskilayip gonadal
fonksiyon bozukluguna yol acar ve ayrica spermatogene-
zisi dnleyerek erkek Greme aktivitesini engeller (17). Etanol
kullanimi spermatogonyumlarin ¢ogalma aktivitesini ve
spermatogenik aktiviteyi azaltir (13). Alkol kullananlarda
testis caplari anlaml derecede dismistlr ve germ hiic-
re kaybi vardir (18). Yapilan bir calismada 30 giin sire ile
alkol uygulanan yetiskin erkek sicanlarda testikller atrofi
gosterilmistir (19). Hayvan deneylerinde kronik alkol kul-
lanimi germ hiicre hasari gibi dejeneratif degisikliklere yol
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acar. Leydig hiicre fonksiyonlarinin azalmasi testikdler at-
rofi ya da sterilite ile birlikte ortaya ¢cikmaktadir (20).

Bizim calismamizda da gebelik doneminde alkol alan anne
sicanlarin yavrularinda tiim zaman dilimlerinde testis ge-
lisiminde gerileme gdrilmistir. ilaveten, seminifer tibdil
yapilarinin azhgi, diizensizligi ve daha genis alanlarda me-
zenkimal bag dokusunun oldugu dikkat cekmektedir.

Postnatal 0. glinde saglkli annelerin yavrularinin semini-
fer tiibillerinde ¢ok sayida gonositin yer aldigi ve tibiille-
rin etrafinda ince bir mezenkimal bag dokunun varligi gos-
terilmistir (7). ilerleyen postnatal dénemlerde gonositlerin
¢ogalmasi ve diizenli olarak yerlesimi, Sertoli-Sertoli hiic-
re baglantilarindaki diizenlemeler eriskin donemde erkek-
te fertilitenin saglanmasi agisindan 6nem tasimaktadir (8).

Buna bagli olarak ¢alismamizda 0. gin grubunda, az sayida
gonosit iceren seminifer tlbdllerin sayisinin fazla oldugu ve

(—), interstisyel bag dokusu (*) ve bazi semi

(™) gozlenmektedir. Alkol 30. giin grubunda (C, D), seminifer tiibiillerde spermatogenik seriye ait hiicre sirasinda azalma ve hiicreler arasinda agiimalar (»),

bazi bolgelerde seminifer tiibil Iimeninde spermatogenik hiicre dokintiileri (#) ve bazi alanlarda da seminifer tiibillerin etrafinda interstisyel bag dokusu artigi (*)
goriilmektedir. Masson’un Uglii Boyas. Orijinal bilyiitme A, C: x200, B, D:x400.

tubdlleri cevreleyen mezenkimal bag dokusunun yogun ol-
dugu goralmustdr. 15. glin grubunda seminifer tiibullerin
merkezinde dejeneratif hlicrelerin varligi ve tibdillerin etra-
finin yogun bir bag dokusu ile sarildigi gézlenmistir.

Alkol almis annelerin yavrularinda gelisim déneminde [-
mende dokuntu htcrelerin fazla olmasinin nedeninin;
normal gelisim slrecinde gézlenen gonositlerin semini-
fer tibul duvarn boyunca limenden bazale yerlesiminde
bir bozukluktan kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda gebelikte alkol uygulamasindan son-
ra 30. glin grubunda, hiicresel dejenerasyonlar olustu-
gu ve gevsek hiicresel organizasyona sahip regresif ti-
billerin beraberliginde diizensiz tubil yapisinda, hicre-
lerarasi baglantisi olmayan, az sayida germ hicrelerin-
den ve Sertoli hiicrelerinden olusan dejeneratif tiibille-
rin varhgi gosterilmistir. Alkol 90. giin grubunda da reg-
resif ve dejeneratif yapidaki tibdullerin yani sira hiicresel
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Sekil 4. Kontrol 90. giin grubunda (A, B), diizenli seminifer tibil yapisi (—) ve interstisyel bag dokusu (*) goriilmektedir. Alkol 90. giin grubunda (C, D),
dejeneratif (d) ve atrofik (a) seminifer tibiller, seminifer tibiillerde spermatogenik seriye ait hiicre sirasinda azalma ve hiicreler arasinda agiima (»), seminifer
tubil limeninde spermatogenik hiicre dokiintuleri (#) ve seminifer tibullerin arasinda interstisyel bag doku artisi (*) gorilmektedir. Masson’un Uglii Boyasi.

Orijinal biiyiitme A, C: x200, B, D:x400.

baglantilari olmayan, nadir sayida germ hiicreleri ve
Sertoli hiicrelerinden olusan atrofik tlbdllerin varligi go-
rilmistlr. Tubdllerin etrafinda ise interstisyel alanin ge-
nisledigi gosterilmistir.

Gebelik doneminde kronik etanol kullaniminin, dogan be-
beklerin testislerinde gonositlerin hasarina ve buna bagh
olarak gelisim doneminde spermatogenik hiicre hasarina
ve erigkin donemde infertiliteye neden oldugu yapilan ¢a-
lismalarda gosterilmistir (13, 14, 15).

Bilgilendirme

Sonug olarak; elde ettigimiz tim bu bulgulara gére gebe-
lik doneminde uygulanan alkol, yetiskin donemde atro-
fik seminifer tibdl sayisinda artisa sebep olmustur. Buna
gore prenatal alkol uygulamasinin uzun dénemde sican-
larda spermatogenik hiicrelerde geri donisiimsiiz olarak
hasara sebep olabilecegi distinilmektedir. Bu bilgilerin
dogrultusunda deneysel olarak gebelikte uygulanan al-
koliin yetiskin donemde erkek infertilitesinin olusumun-
da etkili olabilecegi ve erkek infertilite tedavilerine isik tut-
masi acisindan 6nemli olabilecegi diistinilmektedir.

Bu calisma Marmara Universitesi Arastirma Fonu (Proje no: SAG-DKR-290506-0084) tarafindan desteklenmistir.
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