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I.GIRIS

7400 y1l 6ncesine kadar dayanan alkollii igkilerin iiretimi; meyve sulari, yas
ve kurutulmus meyvalar (liziim,bogiirtlen v.s.), sebzeler (patates) ve tahil tanelerinin
(piring, ¢avdar v.s.) i¢inde bulunan sekerler ve polisakkaritlerin maya mantarlari
tarafindan anaerobik fermentasyona ugratilmasi esasina dayanir (1,2).

Alkol psisik ve fiziksel bagimlilik olusturan ve bdylece kisiyi kompulsif
olarak igmeye sevk eden bir maddedir, bagimliligi kendini psikotik belirtilerle
gosterir. Diger bagimlilik tlirlerinden farkli olarak alkol bagimliligi, beraberinde
karaciger, beyin, miyokard ve ¢izgili kas gibi organlarda fizyopatolojik bozukluklar
da gelistirir. Bu nedenle alkol bagimliligi ayn1 zamanda kronik alkol zehirlenmesi
olarak da tanimlanabilir. Alkolizm olarak da bilinen bu tiir bagimhilik, sahislar
izerindeki ve gevresindeki olumsuz etkileri nedeniyle tibbi ve sosyo ekonomik
sorunlara neden olmustur. Alkolizm bir¢ok tilkede ilag bagimliligi ile ilgili en 6nemli
toplumsal sorunlardan biridir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan arastirmalar ,
alkole bagli karaciger hastaliklarinin §liime sebebiyet veren hastaliklar siralamasinda
altincr oldugunu ortaya ¢ikarmustir (2,3).Bu nedenlerden dolay: alkoliin ve canlt
organizmalara olan etkisinin aragtirilmasi her zaman vazgegilmez olmustur.

Alkolikler agagidaki dort nedenden dolay1 tibbi sorun olustururlar.
a-Kronik toksik belirtiler
b-Akut alkol intoksikasyonu
c-Alkol yoksunlugu sendromu (sadece bulamama sonucu degil,hastaneye yatma ve
benzeri elverissiz durumlarda da alkol alinamadiginda sekillenebilir)
d-Alkol etkisi altinda kazaya (trafik,v.s.) neden olma ve kazaya maruz kalma riskinin
artmasi (2).

Literatiirlerde alkol i¢en kisiler aldiklari alkol miktarina gore su sekilde
gruplandirilmislardir
1-Giinde 5-20 gr alkol igenler; sosyal igiciler,
2-Glnde 30-65 gr alkol igenler; orta derecede igiciler

3-Giinde 70 gr’dan fazla alkol igenler; asir1 igiciler.



Alkollii icki kiiltiirinde ve klinikte, alinan alkollii i¢ki miktar1 Amerikan
literatiiriinde i¢ki (drink) birimi ile ifade edilir. Bir igki 13-15 gr saf etanole esdeger
alkollii igki miktaridir. Buna gore viskinin veya rakinin (% 45-50 alkol igerir) 30 gr’1
(yaklagik 30 ml), sarabin 120 ml’si ve biramn 360 ml’si bir igki sayilir.Ingiliz
literatiiriinde ise icki miktar: birimi 8 gr saf etanola esdeger alkollii igkidir.Bir
Amerikan icki birimi Ingiliz 6l¢iisityle yaklagik 1,5 birimdir (1,2).

Alkol viicutta biitin sivi kompartmanlarina kolayca geger, plazma
proteinlerine baglanmaz. Viicut bosluklarindaki sivilarda (beyin-omurilik sivisi ve
akdz humor gibi) alkol konsantrasyonu kandaki oranina hemen hemen esittir.
Plasentadan fotal dolasima kolayca geger, f6tus kanindaki alkol konsantrasyonu gebe
kanindaki alkol konsantrasyonuna esittir.

Deneysel ¢alismalarda; etil alkoliin serebellar fonksiyonu belirgin bir sekilde
bozdugu (5) ve hipokampal néronlarin dendritik dallanmalarinda bozukluklara neden
oldugu (6), gebelikte fotal iskelet sisteminin gelisiminde retardasyonlara neden
oldugu (7,8,9), hipofiz bezi 6n lobundan luteinlestirici hormon salgilanmasini
azaltarak testiste steroidejenezisi inhibe ettigi (10,11), insanlarda impotans ve
infertiliteye neden oldugu (12), karacigerde siroza neden oldugu (13), mide ve barsak
mukozalarinda bozukluklar meydana getirdigi (14), koroner ve serebral damarlar
{izerine olumsuz etkili oldugu (15), meme kanserlerine sebebiyet verdigi (16) birgok
arastirmaci tarafindan ileri siiriilmiistiir.

Alkol arastirmalarina daha ¢ok fizyolojik, biyokimyasal, farmakolojik ve
klinik yontemlerle yaklagilmigtir. Alkol erkeklerde plazma testesteron diizeyini
azaltir. Bunda hipofiz 6n lobundan LH salgilanmasini inhibe etmesi ve ayrica direkt
etkisiyle de testiste steroidojenezi inhibe etmesi rol oynar (17,18,19). Alkol
metabolizmasi sonucu a¢iga ¢ikan asetaldehit steroidojenez iizerine alkolden daha
giiclii direkt inhibisyon yapar. Kanda testesteron diizeyinin azalmasi seks diirtiislinii
azaltir ve impotens gelismesine yol agar.Alkol erkeklerde dstron seviyesini yiikseltir.
Alkolik erkeklerde total meni hacminde ve spermlerin konsantrasyonunda azalmayla
beraber anormal spermlerin sayisinda da artis gériliir (20,21). Kronik alkolizmde
gelisen karaciger hasarindan dolayi; testikiiler atrofi, libido kaybi, impotens, anormal

tily dagilimi, gogiislerin biiyiimesi gibi hipogonadizm belirtileri ortaya ¢ikar (22).
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Alkolik babalar ile gocuklarinin dogum agirliklarinin diisiik olmasi arasinda da bir
iliski oldugu gosterilmistir (23).

Biz de bu calismalarin rehberliginde tiketimi ile organizmada sayisiz
degisiklige yol agan birgok parametreyi olumsuz yonde etkileyen alkoliin erkek
genital sisteminin testis dokusundaki olasr etkilerini, meydana getirdigi morfolojik ve
morfometrik degisimleri deneysel bir model olugturarak 151k ve elektron mikroskopik

seviyede arastirmayi amagladik.



ILGENEL BILGILER
IILTESTIS

Genital sistem; esey hiicrelerini yapan ve bu hiicreleri ileten yollar ile bu
yollara salgilarini akitan aksesuar bezler ve dis genital organlardan olusur. Genital
sistem disi ve erkek bireylerde ayri ayri ele alinarak incelenir.

Erkeklerde bu sisteme ait organlar; esey hiicrelerini yapan testisler, bu
hiicreleri ileten yollar; tubuli recti, rete testis, ductuli efferentes, ductus epididimis,
duktus deferens, duktus ejaculatorius ve hem genital hemde idrar bosaltma yolu
olarak kullanilan urethra, bu yollara salgilarini akitan aksesuar bezler; vesicula
seminalis, prostat, glandula bulbourethralis ile dis genital organ olan penisten
ibarettir.

Testisler, ekzokrin ve endokrin fonksiyonliu bilesik tubuler bezlerdir (24,25).

IIL.1.TESTISLERIN EMBRIYOLOJISi

Cinsiyetin farklanmasi bir kismida otozomal olan birgok geni igine alan
kompleks bir siirectir. Cinsiyetin ikiye farklanmasindaki anahtar; kisa kolunda testis
belirleyici faktor (TDF) genini tastyan Y kromozomudur. Embriyonun cinsiyeti
fertilizasyon sirasinda belirlenmis olmakla beraber gonadlarin erkek veya disi
morfolojik dzellikleri ancak yedinci haftadan sonra gozlenebilir (26).

Erken genital tomurcuktan farlilasmamig gonadlarin, gelisimi ve cinsiyetin
farklilagmasi sirasinda testislerin olusmasi genel yaklasimlar gézardi edilerek uzun
zamandan beri tartigilmaktadir. Morfometrik stireci tanimlamak igin deneysel
verilerin ¢ogu yetersizdir. Testisin morfogenezisindeki genel tabloda karsilasilan
glicliikler halen hatiri sayilir 6l¢tidedir. Gonadlarin farklilagmas: iki yénden diger
organlarin farklanmasindan ayrilir; a-Indiferent donemi vardir, b-Farkli morfogenetik
yollar farkli yapilara boliinmeyi gerektirir.

Testisin gelismesinde iki yeni durum son yillarda arastirmacilarin dikkatini

cekmektedir.



Bunlardan birincisi; mezonefrozun morfogenetik rolti ve indiferent gonadin
blastemik farklilagsmasina katkisi digeri ise somut biitlin goriisleri tersine g¢eviren
testikiiler farklilasmada H-Y antijeninin etkisidir.

Gonadin farklanmast tamamen aydinlatilamamis olmakla beraber mezo
nefrozun regressif (gerileyen) ve gelisimsel baglantilariyla beraberdir. Ayrica disi
veya erkek organogenezisinde germ hattindaki somatik gonadal etkinlik sonucunda
germ hiicrelerinin kaderi belirlenir. Germ hiicrelerinin sayisinin artmasi ve mayozun
durmast veya indiklenmesi gelisim sirasinda testikiiler veya ovariyal yapilarin
meydana gelmesine baghdir.

Memeli gonadi genetik olarak belirlenmis olmasina ragmen gonadal gelisim
stirecinin seksiiel indiferent donemi vardir. Insan embriyosunda bu periyot yaklasik
7-10 giinde sonlanir. Fakat gebeligin 6. haftasinda bile seksiiel indiferent gonad
bulunabilir. Farklilasmanin ilk isaretleri embriyo 3,7-7 mm CR uzunlugunda iken
gozlenir (27).

50 yildan fazla bir zamandan beri cinsiyetin farklanmasmda dis ortamin
etkisinin olmadig1 bilinmektedir. Y kromozomunun varligi veya yoklugu gonadal
cinsiyetin belirlenmesinde etkindir ve bu siirecin siirekli var olan X kromozomunun
varligindan bagimsiz oldugu tahmin edilmektedir. Gonadin sekstiel farklanmas:
maskiilinizan mekanizmalarin (male organizer) etkisi rehberligindedir ve testikiiler
yapilarin  olusmasiyla sonuglanir. Digi farklilagsmasinda aktif bir idareciye,
yonlendiriciye ihtiya¢ duyulmaz ve genetik olarak farklilagmamuis disi gonad ileride
ovaryum follikiillerini olusturana kadar indiferent periyoduna devam eder. Bu

'

memelilerde cinsiyetin farklilagmasi teorisinin temelidir (27).



Genetik cinsiyet

XX
\ i
/ H-Y Antijen \
Testis  Gonadal cinsiyet ~ Ovaryum
X |
AndrOJenler
Erkek Somatik Disi
Cinsiyet organlari cinsiyet cinsiyet organlari

Sema 1. Cinsiyetin farklilagmasi teorisi

Gonadal cinsiyetin erkek yoniinde asimetrik gelisimine rehberlik eden erkek
belirleyici faktorii HY antijeni kavramiyla desteklenmistir. HY antijeni ilk olarak
erkek Ozel donistiirticti antijen (Male Specific Transplantation Antigen) olarak
tanimlanmustir.  1970°1i yillarda erkek spesifik antijeni (HY antijeni) memeli
gonadlarinda testisin farklilanmasini belirleyici faktor olarak takdim edilmistir.

Deneysel sonuglar insan genetik varyantlarinin esasini iki ayr1 HY antijenini
kabul etmeden agiklanamayacagini gostermistir. Bunlar;

a- Serolojik HY antijen testlerinin biriyle (H-Ys) ortaya konabilecek olan Y

kromozomunun kisa kolunda en distalde yerlesik TDF ve '
b- Germ hiicfe farklilanmasinda direkt olarak veya daha muhtemel olarak destek
hiicreleri vasitasiyla etkin olan Y kromozomunun uzun kolunda proksimal yerlesimli

klasik HY antijenidir.



" Bu faktdr doku grefti testleri ile (H-Yt) in vivo olarak ve sitotoksik T lenfosit
testleri ile (H-Yc) in vitro olarak da belirlenmistir. Genital kabarikligin olusumunun
ilk igaretleri mezonefrik katlantiyr oOrten s6lom epitelinin  kalinlagmasiyla
belirginlesir. Bu ilk taslak bir ¢izgi seklinde oldugundan stria genitalis adim alir. Bu
epitelin altinda da bir gogalma goriiliir, buradaki hiicreler siklagip yan yana gelerek
mezenkimal blastemi yaparlar. Buraya kadarki olaylar kendiliginden meydana gelir
fakat bundan sonraki gelisim siireci i¢in bir indiksiyon gereklidir. Bunu yapan da
buraya go¢ eden primordial germ hiicreleridir (27).

Insan embriyosunda germ hiicrelerinin  gd¢ siiregleri  kesin olarak
belirlenmigtir. Embriyo 4 somitli asamada iken (yaklasik 21-22 giinlik embriyo)
allantoisin endoderminde ve baglanti sapimin mezengimal dokusundan farkhlasirlar;
bunlar 25-30 mikron ¢apinda oldukga biytk hiicrelerdir, sitoplazmalarinda ¢ok
miktarda lipid bulundugundan graniillii bir gértiniimdedirler, iki sentriolii ¢evreleyen
1y1 gelismis bir golgi cihazlart vardir. Bu ikisine birlikte atraction sphere adi verilir.
Sitoplazmalarinda alkalen fosfataz reaksiyonu gézlenir (28). Dordiincti haftada
dorsal mezenter yoluyla yolk kesesi epiteli ve barsak endoderminde ameboik
hareketlerle go¢ periyodu baglar ve 5. haftada gonadal primordiuma (stria genitalisin
gelistigi yere) ulasirlar. Uzun zamandan beri germ hiicrelerinin  hedeflerine
ulagsmalarinda kemotaktik bir faktdriin rehber edinildigi tahmin ediliyordu. Isik ve
elektron mikroskobik ¢alismalar  primordial germ  hiicrelerinin  barsak
epitelyumundan genital tomurcuga go¢lerinde sélomik epitel hiicrelerinin, primordial
germ hiicrelerinin bosalttigr alanlara dogru uzun stoplazmik uzantilar géndererek bu
stirecte aktif bir rol oynadiklarint ortaya ¢ikarmistir. '

Primordial germ hiicreleri genital tomurcuga ulastiklarinda iki karakteristik
ozellik gosterirler:

a- Blastemal prekiirsorlerine veya destek hiicrelerine gore germ hiicreleri epitelyal
orjjinli blastemal hiicrelerin yogunlastigi alanlarda lokalize olurlar. Gonadal
gelisimin erken indiferent doneminde primordial germ hiicreleri yiizeyel s6lomik
epitelyumla yakin iligkidedirler.

b- Germ hiicreleri gogalir.



Bu mitotik aktivite, gd¢ ve gonadlarda erken sekillenme sirasindaki
primordial germ hiicrelerinin basit bolinmelerinden farklidir. Kiigtik gruplar halinde
germ hiicre topluluklari sekillenir. Primordial germ hiicrelerinden yapisal farkliliklar
gosterdigi igin ve germ hiicrelerinin hizla ¢ogalmasinda etkili olan bu hiicrelere M
prospermatogonyum (M= Multiplying) denir. M spermatogonyumlar ¢ogalmayt
birakirlar ve ikinci periyoda girerler, bunlara T prospermatogonyum (T=
Transitional ) denir, hiicreler bu periyod boyunca dinlenirler. Primordial germ
hiicreleri -hentiz ¢ogalma periyoduna girmemis, farklilagmamis germ hiicrelerinin
biitiin gruplarini igerirler- go¢ suretiyle gonadal anlaja pasif olarak taginarak gonadal
primer blastemaya ulasirlar ve sonunda erkek gonadal kordonlarini veya disi
korteksini kusatirlar. Bunlar: primitif germ hiicreleri ve gonositler olarak iki alt gruba
ayiranlar da vardir.

Daha sonra ¢ogalma oranlarinin artmasiyla karakterize pregonial déneme
girerler. Pro veya pre spermatogonyumlar — pre spermatogenetik periyoda girmis
olan bu hiicreler; M prospermatogonyum ve ergin A spermatogonyal asamaya
gelebilmek i¢in tranzisyonel faz boyunca 6nce dinlenen T prospermatogonyum ve
sonrasinda ¢ogalan T, prospermatogonyum olarak iki alt gruba ayrilabilirler;

Insan prospermatogenezisinde germ hiicreleri once primordial agamay:
gecerek hizla ¢ogalan 3 haftalik bir periyoda girer fakat bu ¢ogalma siireci basit bir
mitozdan sonra aniden durur ve prospermatogonya asamasina girer.

Genel histolojik kesitlerde fark edilen, gonadin erkege farklilasmasinin ilk
igaretleri testikiiler kordonlarin goriinmeleridir. Bu kordonlar primordial germ
hiicrelerinin indiiksiyon etkisiyle gelismektedir. Kordonlarin farklilasmas: embriyo
13 mm’den 20 mm CR uzunluguna ulastiginda gozlenir, ovulasyonun 42. giiniindeki
2lmm’lik embriyoda interstisyel alandan testikiiler kordonlarin ayrilmas:
tamamlanmustir (29).

Ilk sekillenen meduller yapilar kordondan ziyade plak yapilardir, bunlar
tercihen radiyer olarak ii¢ boyutlu bir ag yaparlar. Sirkiiler ¢apraz kesit profilinde
tipik kordonlar embriyonun 40 mm oldugu 9. haftanin bitiminden 6nce goriilmezler.
Bu gelisim sirasinda kordonlar ylizey epiteli ile olan baglantilarini kaybederler ve 7.
hafta sonuna dogru bu kordonlar ile yiizey epiteli arasinda fibroz bag dokudan bir

tabaka Tunica albuginea gelisir (30). Insan embriyosunda gonadal blastema

10



primordiyal germ hiicrelerini kusatan somatik hiicreler toplulugundan olusur.
Primordiyal germ hiicreleri kordonlart doldururlar daha sonra blastemanin
bslinmesiyle iki tip destek hiicresi (dark, light) ve germ hticreleri olugmaya baslar.
Kordonlarin disindakiler interstisyel dokuyu olustururlar. Miyoid hiicrelerin veya
prekiirsorlerinin peritubuler yerlesimleri 18. Haftadan ©nce olmaz, bu sirada
embriyoda 160 mm CR uzunluguna ulagmistir. Insanda periferal yerlesmis rete
blastema olarak bilinen gevsek birikim gosteren hiicresel birlestirici yapilar gézlenir,
bunlar gelecekte rete testis’i olusturacak yapilardir. Onceleri hilusu kusatan rete
blastema giderek ilerler ve sonunda gonadal blastemayla birlesir. Rete blastema
soluk hiicrelerden ziyade koyu boyanan mezonefrik hiicrelerden olusmustur. Bu
hiicreler gelisen testiste iki farkli kompartmana go¢ ederler,

a- Leydig ve peritubuler hiicrelere farklilagacak olanlar interstisyuma ve
b- testikiiler kordonlarin proksimal segmentine.

Insan testisinde yaklagik 60-64. Giinlerde rete blastemanin birlestirici
kanallar1 testikiiler kanallara baglanmistir ve koyu mezonefrik hiicreler kordonlara
rahatca girerler. Bu periyot boyunca soluk hiicrelerin sayisi azalirken koyu
sustantakiiler hiicrelerin sayis1 hizla artar. Bu mekanizma mezonefrik hiicrelerin rete
blastema vasitastyla testikiiler kordonlardaki somatik hticrelere nasil eklendigini
agiklayabilir.

Gonadal farklilasma sirasinda germ hiicrelerinin 6zellikleride belirginlesir,
bunlar; germ hiicrelerinin ekstra gonadal orijinli olmalari, gé¢ yeteneklerinin olmasi
veya kaynaklarindan germinal tomurcuga taginmis olmalari, bazi somatik hiicrelerle
yakin iliski kurmalar1 ve son olarak ¢ogalmalar1 nedeniyle indiiktif sistem tarafindan
etkilenmis olmalaridir.

Disi ve erkek germ hiicrelerinin farklilagma periyotlarinda benzerlikler
olmasina ragmen aralarindaki farklhliklardan en 6nemlisi disi germ hiicreleri
mayozun profazina girerken erkek germ hiicreleri embriyogeneziste mayoza girmez,
buna hazirhik yapar. Bazi aragtirmacilara gore (Jost ve ark.) bu durumdan Sertoli
hiicreleri sorumludur. Ayrica birtakim aragtiricitar (Tsafriri, Channing, Byskov ve
Saxen) erkek gonadindaki mekanizmaya benzer olarak disi mayotik siirecinin
diizenlenmesinde mayozu 6nleyici (meiosis-preventing) bir maddenin bulundugunu

kabul etmislerdir. Ote yandan Byskov ve Saxen fotal periyotta da erkek germ



hiicrelerininde mayoza girebilecegini gostermislerdir. Indiiktif etkiden milipore

filtrelerden gegebilen meiosis-inducing maddesi sorumlu tutulmustur (27) .

Dualistik mekanizma mayotik siirecin indiiklenmesi veya Onlenmesi ig¢in
aktivator veya inhibitor ajanlardan erkege uyum saglamis iki destek hiicre sisteminin
kombinasyonunu savunmaktadir. Fetal testisin agtk ve koyu destek hiicreleri
dualistik sistemin kanitlaridir. Ikili hiicresel sistemin varlidini gosteren deliller ise
sunlardir;

a- Iki tip destek hiicresinin (light, dark) 151k ve elektron mikroskopik ¢alismalarla
ortaya konulmus olmasi

b- Somatik hiicrelere, mezonefroz ve kdlomik epitel gibi farkli yapilarin kaynaklik
yapmasi. Mezonefrik orijinli hiicreler germ hiicreleri i¢in affiniteye sahiptir ve
onlarin testikiiler kordonlar1 doldurmalarini saglarlar

c- Immunohistokimyasal yontemlerle de, erken gonadal blastemada keratin ve
vimentin intermediyet filament proteinlerinin karisik olarak bulundugu ortaya
cikarilmugtir.  Stperfisiyel epitel Oncelikli  olarak keratin pozitif  6zellik
gosterirken, mezonefrik blastema vimentin pozitif 6zellik gosterir.

d- Erken farklilasma sirasinda agik renk destek hiicrelerinin fazla oldugu zamanin
M prospermatogonyum’un T; prospermatogonyuma doniisiimiine rastlamasi, bu
iliski daha sonra koyu renk destek hiicreleri lehine degisim gosterecektir.

42-49. giinler arasinda eger erkek kordonlar olusacaksa, insan testisindeki agik renk

destek hiicreleri sayica fazladir ve primordiyal germ hiicreleri farkhlagmamis

asamada kalirlar. Bu periyodun sonunda koyu renk destek hiicrelerinin sayisi artar ve

10. Haftada bu hiicreler ¢ogunluktadir, ¢ogalan spermatogonyumlarla yakin iliskide

olduklar1 gozlenir. Histolojik olarak koyu hiicreler stoplazmalarinin yogunluklariyla

soluk hiicrelerden farklidir, silindirik sekilli hiicrelerdir. Ug hafta sonra kordonlarin
proksimal kesitlerinde aktif koyu hiicrelerin sayist azalir ve germ hiicreleri
¢ogalmay1 durdurur (T prospermatogonyum), bu swrada kromozomlarin leptoten

asamasi izlenir (27).

Leydig hiicre sistemi mezensimal hiicrelerden orijin alir, yaklasik 14. Haftada
hiicreler maksimum biiyiiklige ulagmislardir ve testikiiler hacmin % 50’ sinden
fazlasini olustururlar. Bu periyotdan sonra Leydig hiicre sistemi yavasca geriler ve

dogumdan birkag¢ giin veya birkag hafta sonra post natal periyot sirasinda istirahat
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asamasina girer, dogumdan birka¢ ay sonra intertubuler alanda Leydig hiicreleri
goriilmez. Yaklagik 12-13 yaslarinda pubertenin baslanglclndé Leydig hiicrelerinin
yeniden farklilagsmaya baslamasi hiicrelerin orijinleri hakkindaki soru isaretlerini de
arttirmaktadir. Mezengimal veya fibroblast benzeri hiicrelere ilaveten peritubuler
miyoid hiicreler ve makrofajlara da Leydig hiicre sisteminin prekirsorleri olarak
siipheyle bakilmaktadir. Mezonefrik blastema yiizeyel blastemayla karsilastiktan
sonra mezonefrik orijinli mezengim benzeri hiicreler tiim testisin interstisyel alanina
dagilir, bu  hiicreler Leydig hiicre farklanmasinda stok olusturabilirler.
Mezonefrojenik sistemin en Onemli oOzelligi tam gelismis bir durumdan
(mezonefrozun podositi) tamamen farklr (Sertoli hiicrest, Leydig hiicresi) ikinci bir
asamaya devam edebilmesidir. ’

Leydig hiicreleri, kontraktil elemanlar (miyoid hiicreler) ve hatta fagositik
hiicrelerin ayn1 mezonefrik blastemadan tiireyebilmeleri ve transdifferansyon ile
degisebilmeleri bunu miimkiin kilmaktadir. Germ kordonlar1 puberteye kadar
kapalidir, seksuel ergenlikle beraber lumenler olusmaya baslar ve rete testisin

lumeniyle baglant: kurarlar bunlar da duktuli efferenteslerle devam ederler (27).



II1.2.TESTISLERIN ANATOMISI

Testisler; baliklarda, amfibiyalarda, kuslarda, siirlingenlerde, monotremlerde
ve sloth (Amerikada yasayan tembel bir hayvan tiirii), fil, hyrace (tavsan benzeri bir
hayvan) gibi baz1 istisna memelilerde abdominal, balina ve yunus balif1 gibi deniz
memelilerinde ya abdominal veya ay: baliklarinda oldugu gibi ingiiinal
yerlesimlidirler. Rodent, yarasa ve boceklerde ciftlesme zamani scrotal, diger
zamanlarda ingiiinal veya abdominal yerlesim gosterir. Geri kalan c¢ogu keseli
(marsupial), eutherian, insan ve ratlarda testisler scrotal kese igerisinde yerlesik bir
¢ift organdir (31).

Scrotum; testis ve funiculus spermaticusun iginde bulundugu, uylugun fiist
kisminin {ist tarafinda ve symphysis pubicanin hemen asagisinda bulunan bir
torbadir. Embriyolojik olarak sagl sollu gelisen scrotum orta hatta kaynasir, buraya
raphe scroti ismi verilir. Sol funiculus spermaticusun daha uzun olmast nedeniyle
scrotumun sol yaris1 biraz daha asagida bulunur. Scrotumun ¢api ile fertilite arasinda
pozitif bir korelasyon vardir (32). Scrotum distan ice dogru; cutis, tunica dartos,
fascia spermatica eksterna, fascia cremasterica ile sarili m. Cremaster, fascia
spermatica interna ve en ig¢tede peritonun pariyetal yapragindan olusur. Cutis diger
bolgelerin derisinden farkliliklar gosterir; fazla pigment igerdiginden kahve rengimsi,
kalin seyrek killidir. Deri ince oldugundan kil kokleri goriilebilir, ¢ok sayida ter
bezleri ve ozel kokulu salgi yapan yag bezleri bulunur. Bu bolgedeki sinir
sonlanmalari sicaga, soguga, temasa ve kil hareketlerine olduk¢a duyarlidir. Tunica
dartos i¢inde bol miktarda m. dartos denilen, dartos refleksinden sorumlu diiz kas
lifleri bulunur . Tunica dartosda yag dokusu bulunmaz ancak buna karsilik damardan
zengindir (25,31,33,34). Fascia cremasterica ile sarili m. obliqus internus
abdominisden ayrilan bir kisim ¢izgili kas lifi kontraksiyon yaptiginda testisi yukari
dogru ¢ekerek karin bosluguna yaklastirir. Bu kasa klinikte kremaster refleksi olarak
bilinen bir test uygulanir (33).

Kanlanmasi aa. scrotales anteriores (a. pudenta eksternanin dali), aa. scrotales
posteriores (a. pudenta internanin dal1), a. cremasterica (a. epigastrica inferiorun dali)
ve a. testicularisin dallar1 ile olur. Vendz doniigiim arterlere eslik eder. Lenfatik
damarlar1 ingiiinal lenf nodunda sonlanir. On iigte birlik kismi n. genitofemoralisin

genital dali vasitast ile ilk lumbar spinal segmentten, arka iicte ikilik kismi
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n. perinealis’in rr. scrotales posteriores’i ile ve n. cutaneus femoris posterior
tarafindan innerve edilir (31,33).

Testisler bu kese i¢inde septum scroti vasitasiyla birbirinden ayrilmis
funiculus spermaticusla oblik vaziyette asili olarak duran ovoid sekilli bir ¢ift
organdir (24,31,33,34,35). Testislerin ortalama agirliklar: ratlarda 2,5-3.5 gr , insanda
15-19 gr kadardir (35,36). Testis agirligy ile giinliik sperm {iretimi arasinda bir
korelasyonda vardir (36). Insanda; iri badem biiyiikliigiinde, 4-5 cm uzunlugunda,
2,5 cm genisliginde, 3 cm kalinliginda olan testislerden sag taraftaki genellikle sol
testisden %10 daha biiyuktir , 6n yiizii konveks olmasina ragmen arka kenart hemen
hemen diizdiir. Facies medialis ve fascies lateralis olmak tizere iki yiizi, margo
anterior ve margo posterior olmak lizere iki kenar1, ekstremitas superior ve inferior
olmak {iizere de iki ucu vardir (31,33,34). Ust ucu biraz 6nde ve dista, alt ucu biraz
arkada ve icte bulunur. Testis lamina visceralis, tunica albuginea ve tunica vasculosa
olmak {izere ii¢ tabaka ile sarilmistir, buna testikiiler kapsul denir. Testisin 6n kenar1
her iki yiizii ve uglart visceral periton ile kaphdir, arka kenarinin sadece lateral kismi
periton ile ortiilidir, peritonsuz olan medial kismina epididimis tutunur ve buradan
organin damar, sinir ve kanallarida geger .

Embriyolojik donemde karin boslugunu ddseyen pariyetal periton scrotuma
dogru bir cep seklinde ¢ikinti gonderir. Saccus vaginalis denen bu ¢ikinti fascia
spermatica internaya gevsek olarak yapisir, daha sonra scrotuma inen testis saccus
vaginalise arka tarafindan gomiilerek peritonla kaplanir. Boylece peritonun, testisi
orten bir lamina visceralis kismi ve birde fascia spermatica internaya yapisan lamina
pariyetalis kismi olugur. Eriskinlerde bu iki yapraga tunica vaginalis testis denit.
Saccus vaginalisin testisin tst ucundan anulus ingiiinalis profundusa kadar olan
bolumii kapanarak bir kordon seklini alir ve karin boglugu ile olan baglantisi kesilir.
Iki yaprak arasinda kalan kilcal araliga ise cavitas scroti denilir, i¢inde eklem
sivisina benzer bir miktar kaygan sivi bulunur . Tunica vaginalis epiteli peritona
benzer yapidadir, bag dokusu lizerine oturmus bir sira yassi mezotel hiicresi bulunur
(24,31,33,37).

Testisin % 1,23 {inii olusturan tunica albuginea, igerisinde; fibroblast, miyosit
gibi bag doku hiicrelerinin, sinir ipliklerinin ve meissner’s korpiiskiilii sinir

sonlanmalarinin oturdugu mavimsi beyaz renkte kalin kollagen fibril bantlarindan
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olusmus testisi kugatan bag doku tabakasidir. Kollagen demetler birbiri lizerine
tertiplenmis her yénde seyreden tabakalar yaparlar(35,43).

Tunica albugineanin i¢ ytizii kan damarlar1 ve lenfatikler yoniinden oldukga
zengindir ve daha gevsek bir yap1 gosterir buraya (unica vasculosa ismi verilir.
Tunicanin kalinhgi olduke¢a degisiktir; dogumda 300 um olan kalinlig: erigkinde 400-
450 pm, yaglilarda 900-950 pum kalinliga ulasir (35).

Tunica albuginea arka kenarda testisin parankimasi igine sokulan {iggen
seklinde bir kalinlasma yaparak mediastinum testis (corpus higmori) adim alr.
Testikiiler kapsiil periyodik kontraksiyonlar yapan dinamik bir membrandir.
Kontraksiyonlar olasilikla testisin hacmini diizenler ve ductus sistemine masaj etkisi
yaparak spermiyumlarin disa dogru hareketinde de yardimci olur (25,31,33,34,38).

Testis ve epididimis aortanin dali olan a. testikiilaris’ten beslenirler. Venleri;
once funiculus spermaticus’u saran bir ag seklinde pleksus pampiniformis’i daha
sonrada birbirleriyle birleserek v. testicularis’i olustururlar. Bunlardan da sag
taraftaki v. cava inferior’a, sol taraftaki v. renalis sinistra’ya agilir.

Lenfatik drenaji ylizeysel ve derin olmak tizere iki grupta toplanir. Yiizeysel
olan tunica vaginalisin, derindeki ise epididimis ve testisin iginde bulunur. Bunlar 4-
8 damar seklinde funiculus spermaticus ile beraber karin bosluguna girerler, v.
testicularis’i takip ederek aortanin 6n ve yan tarafindaki lenf yumrularina agilirlar.

Testisin sinirleri arterlerine eslik ederek, pleksus testicularis i¢inde gelirler.
Sempatikleri Tio.11 medulla spinalis segmentlerinden, parasempatigi ise n. Vagus’tan

gelir (31,33).

T.C. YOKSEKOGRETIM KURURA
DOKUMANTASYON MERKEZI
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11.3.TESTISLERIN HISTOLOJISI

Testis parankimasi, mediastinum testisten ayrilan, radiyer seyirli, siki bag
dokusundan, ince fibréz bolmeler (septula testis) vasitasityla yaklasik 200-300 kadar,
tabanlar1 testisin dig yiiziine doniik, tepeleri mediastinum testise dogru duran piramit
sekilli lobuli testis’lere ayrilir(24,25,31,34,35,37,38,39,40,41). Septulalar yer yer
kesintiye ugradig1 igin lobuluslar birbirinden tam olarak ayrilmis degildir, ozellikle
perifer kisimlarinda birbirleriyle baglanti halindedirler. Testisin kanlanmasi ve
testikiiler lobiillere ayrilmasi arasinda siki bir korelasyon vardir. Testisin biiyiik
damarlan, testikiiler paransimanin lobiillere béliinmesiyle bu yonde kendiliginden bir
oryantasyon gosterirler. Testikiiler arter testisin konveks ylizinden centripetal
arterlere dallamir. Testikiiler septa i¢inde seyreden bu arterler rete testisten once
recurrent arterlere dallanir, recurrent arterler lobullere penetre olurlar ve her lobul bu
arterler vasitasi ile kanlanir (42). Recurrent arterlerden ortalama 300 pm’luk
araliklarla segmental arterioller (aa. Segmentales) dallanir. Bunlar intertubuler
alanlarda  bulunurlar ve devamla arteriollere ayrilarak segmentlerindeki
interstisyumun mikro vaskiilarizasyonlariyla temasa girerler, buradan itibaren
mikrovaskiilarizasyon bagslar(mikrovaskiilarizasyon terimi; capi 100 pm.’dan
kii¢iik, sadece mikroskop yardimiyla goriilebilen damarlar1 kapsar).

Arteriollere ayrilan segmental arterler interstisyumda kapiller damarlara
dontsiir. Bunlarda kismen Leydig hiicreleri tarafindan kusatilmiglardir, Leydig
hiicreleri arasinda dallanan kapiller damarlara sik sik rastlanir. Lamina propriyada da
yine kapillar damarlar mevcuttur.

Venoz doniiste; segmentlerle komsu kapiller damarlar toplayici veniillere ve
devamla lobullerin periferinde organize intralobuler ven’lere acilirlar. Bunlar
septuma girerek bir veya birkag sentrifugal ven’e bosalirlar (42). Bu damarlar
testikiiler septa iginde ilerleyerek testisten ayrildiktan sonra pleksus pampiniformis’i
olustururlar(33).

Her lobuli testis; kor uglarla baslayan 1-4 adet kivrimh tubulus seminiferus

contortus ve interstisyel bag dokudan olusmustur.
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111.3.1.TUBULUS SEMINIFERUS KONTORTUS

Her biri, ortalama 150-250 um ¢apinda, 30-70 c¢cm uzunlugunda, ikili, t¢lii
anastomozlar yapan, kivrimli tubuler yapilardir. Insanda her bir testiste toplam
uzunluklar1 ortalama 250 m kadardir. Testisin % 92’sini olustururlar, bunun
%14,37’s1 tubuler lumenlere aittir (43). Tubullerin u¢larin her biri her zaman ayni
Jobul i¢inde bulunmayabilir, septumun kesintiye ugradifi yerlerde komsu lobuller
arasinda baglanti kurulur. Lamina propriya ile ¢evrili her tubulun duvar1 seminifer
epitel ile doselidir. Seminifer epiteli olusturan baslica iki tip hiicre vardir; Sertoli
hiicreleri  ve farklh gelisim asamalarindaki spermatojenik seri  hiicreleri

(24,25,31,34,35,37,38,40).

I1.3.1.1.LAMINA PROPRIYA

Seminifer tubullerin duvarinda yassilagmis hiicrelerin kismen {ist {iste
gelmesiyle 5-7 tabakadan meydana gelmistir. Ortalama kalinligi 8-10 wm kadardir.
Hiicresel tabakalar bag doku fibrilleri ve amorf maddeyle ayrilmis vaziyettedir (44).
Ultrastriiktiirel ~ incelemeler lamina  propriya  hiicrelerinin,  miyositlerden
farklilasmalarindan dolay: miyoid hiicreler olarak ve ayrica fibroblast karakterinde
olduklarindan miyofibroblast’lar olarak isimlendirilmelerine neden olmustur.
Farelerde tlim interstisyel hiicrelerin % 22,5’ini miyoid hiicreler olusturur (45).
Seminifer tubullerin lamina propriyas: testikiiler siviyr ve spermatozoonlar: genital
kanallara tasiyan peristaltik hareketler gosterir. Yapilan immunohistokimyasal
calismalar; miyoid hiicrelerin hem muskuler hemde non muskuler actin filamanlarini
icerdigini ortaya ¢ikarmistir (46). Seminifer epitele komsu tabakadaki hiicresel
laminanin miyoid hiicrelerden, periferal tébakadaki hiicrelerin  ¢ogunlukla
fibroblastlardan olustugu da ileri sirtilmustir (44). Normal spermatogenezis’in
stireklilifinde lamina propriya o6nemli bir role sahiptir. Degisik formlardaki
hipospermatogeneziste bilinmeyen bir etiyolojiyle kalinlasan lamina propriya’ya
dikkat ¢ekilmistir. Patolojik sartlar altinda hiicreler artan miktarda ekstraselliiler
matriks bilesenleri iiretirler. Lamina propriya hiicrelerinin tubuler ve interstisyel

hiicreler ile de yakin ilskileri vardir (44).



I11.3.1.2.LAMINA EPITELYALIS
Seminifer tubuluslarda lamina epitelyalisi olusturan baglica iki tip hiicre

vardir; Sertoli hiicreleri ve spermatojenik seri hiicreleri

111.3.1.2.1. SERTOLI HUCRELERI

Sertoli hiicreleri bazal membran tzerine oturmus seminifer epitelin tiim
uzunlugunca diizenli araliklarla yerlesim gosteren, apikal ve yan yiz
farklilasmalarina sahip, ¢ok sayida yiiksek boylu kolumnar hiicrelerdir. Tubuler
hiicresel bilesenlerin yaklasik % 10-15" ini olustururlar (35). Sertoli hiicre sayisi ile
giinlik sperm iretimi arasinda da pozitif bir korelasyon vardir (36). Sertoli
hiicrelerinin germ hiicrelerine orani prepubertal periyotta, prenatal ve pubertal
periyottakine nazaran daha ylksektir. Pubertede Sertoli hiicre orani azalir.
Prepubertal ve pubertal hacim yogunluklari arasinda da tigte ikilik fark vardir (47).

Rutin 151k mikroskobik preparasyonlarda olduk¢a diizensiz olan simirlarini
se¢mek glictiir. Sertoli hiicrelerinin ayirict histolojik 6zellikleri ¢ekirdeklerinde
sakhidir. Cekirdegin sekli ve yerlesimi farkliliklar gosterir; ovoid, tiggen veya
polimorf sekilli olabilir, yerlesimi; hiicrenin bazal yariminda, bazal membrana
paralel veya biraz uzagindadir. Biiyiik belirgin ¢ekirdek¢igi merkezde eozinofilik,
periferde bazofilik boyanma &zelligi gosterir (38).

Elektron mikroskopik ¢alismalar Sertoli  hiicrelerinin sitoplazmasinin
agraniiler endoplazmik retikulumdan zengin oldugunu, bir miktar graniiler
endoplazmik retikulum da igerdigini, iyi gelismis bir golgi kompleksine sahip
oldugunu, ¢ok miktarda kiire veya ¢omak seklinde mitokondriyon, lipit damlaciklats,
vezikiiller ve glikojen graniilleri ihtiva ettifini ortaya koymustur. Insanlarda Sertoli
hiicre sitoplazmalarinda 10-25 pm uzunlugunda, 1 pm ¢apinda, 151k mikroskobuyla
da goriilebilen ince, fusiform (ig seklinde), kristalloid cisimciklerede (inclusion
bodies of Charcot-Béttcher, crystalloid of Charcot-Béttcher) rastlanir (25,38,40).
Sertoli hiicreleri, bazal ve supranukleer alanlarinda da bulunmasina ragmen apikal
sitoplazmalarinda yogunlagmis bol miktarda mikrotubullere (tyrosinated o tubulin)
sahiptir. Bu mikrotubullerin gelisimini tamamlamis germ hiicrelerinin tubul lumenine
birakilmasinda rol oynadiklan ileri siriilmektedir (48). Hiicreler arasi adhezyonu

kolaylagtirmak, seminifer epitelin bazal kompartmanindan adluminal kompartmana
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germ hiicrelerinin hareketini saglamak ve serbestlestirmek islerinde rol alan actin
filamanlarina da sahiptirler. Sertoli ektoplazmik 6zellesmelerinde ;3 ve y veya her iki
non muskuler, apikal 6zellesmelerinde de muskuler aktin izoformlar1 gorev yapar
(42,49). Hiicrenin ¢ekirdegi etrafin1 kusatan  7-9 nm’ lik fibr6z elemanlar diger
organellerle ¢ekirdegi ayirmaya yéneliktir (40). Normal sartlarda mitoz gdstermezler
(38). Puberteyle beraber, zygotene — pachytene spermatositlerin varhigryla es zamanl
olarak Sertoli hiicreleri arasinda sekillenen tight junction’lar tubulleri bazal ve
adluminal kompartmanlara ayirarak kan testis bariyerini olustururlar (35,40,50).
Bariyerin olugmas: yoniindeki sinyaller; germ hiicreleri ile Sertoli hiicreleri
arasindaki gap junction’lar vasitasi ile Sertoli hiicrelerine ulastirilir (50). Bazal
kompartmanda; spermatogonyumlar, proleptoten ve leptoten spermatositler,
adluminal kompartmanda ise; daha ileri farklilasms spermatositler ve spermatidler
yer alir. Kan testis bariyeri kavrami, Setchell ve arkadaslarinin yaptigi fizyolojik
¢aligmalar sonucunda, seminifer adluminal kompartman ile ekstratubuler sivi
arasindaki elektrolit, karbonhidrat, amino asit, steroid ve proteinlerin farkliliginin
tesbiti ile ortaya ¢ikmistir. Fawcett ve arkadaslarida interSertoli tight junction’lar
tanimlayarak morfolojik korelasyonu kurmustur (51).

InterSertoli junction’lar diger epitellerde goriilmeyen tipik ozelliklere
sahiptir. Bu 6zellikler; yan yana gelen membranlarin birlesmesiyle elli kadar veya
daha fazla paralel hattin olusmasi, tight junction bodlgesinde plazma membranina
paralel yassilasmis endoplazmik retikulum sisternalarinin bulunmasi, plazma
membrani ile endoplazmik retikulum sisternalart arasinda hekzagonal paketlenmis
aktin filamanlarinin yer almasidir. '

Bariyer immun sistem tarafindan yabanci olarak kabul edilen spermatojenik
hiicrelere 6zgii tipik molekiillere karst antikor yapiminin engellenmesinde rol oynar
(40).

Spermatojenik seri hiicrelerinin gelisimlerinde Sertoli hiicreleri dnemli rollere
sahiptirler.  Sertoli  hiicre fonksiyonlarmm ¢ogu seminifer epitelyumun
kompartmantalizasyonu ile direkt ilgilidir. Salgilar1 ve molekiillerin hareketlerini
sinirlandirarak, spermatojenik hiicrelerin farklilagmalari ve gelismeleri icin bir
mikrogevre olustururlar. Fonksiyonlarini agagidaki gibi siralay abiliriz.

a- spermatojenik hticrelere fiziki desteklik saglamak,
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b- seminifer epitelden steroidlerin, metabolitlerin ve besinlerin gegisine aracilik
yapmak,
c- ekstra selliiler molekiillerin seminifer epitele hareketlerini tight junction’lar
vasitasiyla siirlandirmak,
d- dejenere spermatojenik hiicreleri ve farkhilasan spermatidlerin stoplazma
artiklarini fagosite etmek,
e- genital kanal sisteminin proksimal kisminda ve seminifer epitelde testesteron’un
artmasini saglayan androjen baglayici proteinleri salgilamak,
f- seminifer epitelde spermatojenik hiicrelerin hareketlerini ve seminifer tubul
lumenine spermatozoonlarin birakilmalarini kontrol etmek ,
g- hipofizden gonadotropinlerin serbestlestirilmesini saglayan Leydig hiicrelerinin
steroidojenik fonksiyonlarini, mitozu ve mayozu diizenleyen cesitli stimulatér ve
inhibitor maddeleri sekrete etmek..

Immunohistokimyasal yontemlerle yapilan yeni ¢alismalar Sertoli hiicreleri

stoplazmalarinda FSH da tesbit etmislerdir (52).

I11.3.1.2.2. SPERMATOJENIK HUCRELER VE SPERMATOGENEZIS
Spermatojenik hiicreler; seminifer tubullerde bazal lamina ile lumen arasinda
yerlesik 4-8 tabaka halinde diizenlenmis hiicre serileridir. Spermatogenezis ise;
diploid spermatogonyumlarin ileri derecede 6zellesmis haploid spermatozoonlara
dontstiigi gelisim siirecidir.
Hiicreler gelisimleri boyunca li¢ ana safhay1 gegerler;
a- spermatogoniyal faz; spermatositogenezis
b- mayotik faz; mayozis
c- spermatid fazi; spermiyositogenezis (25).

Puberteyle beraber olgun spermatozoonlarin liretimine baslanir ve her bir
testiste glinlitk ortalama 50-150 milyon spermatozoon iiretilir (40). Olgunlasma
insanlarda 70 + 4 glinliik bir periyotla tamamlanir (25,35,38,40). Yine bu siirecte,
siklus insanlarda her seminifer tubulde es zamanli olarak gergeklesmez, bu olay bir
dalgalanma bi¢iminde olur. Bu durum ise; her bolgesinde spermatogenezis’in farkl
bir sathasinin izlendigi seminifer tubullerin diizensiz gériiniimiine yol acar. Ratlarda

ise siklus es zamanli olarak sekillenir. Seminifer epitel siklusu; epitelde belli bir
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hiicre evresinin ardigik iki goriiniimii arasinda olusan maturasyon degisiklikleri
dizisini ifade eder. Bu evreler; ratta 14, fare ve maymunda 12 (38,40), insanda 6

tanedir (35).
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Sema 2. Seminifer epitelyumun organizasyonu; A,A’: rat, B,B’: insan

Prespermatogenik germ hiicrelerinin spermatogonyumlara farklanmalar: bazal
lamina ile temas edip etmemelerine baghdir (47).

Spermatogenezle beraber bazal lamina {izerinde yerlesik aralarinda az gok
morfolojik farkliliklar bulunan ti¢ tip spermatogonyum ayirt edilir;

-Tip Aq spermatogonyum (dark type A spermatogonium),

-Tip A, spermatogonyum (pale type A spermatogonium),

-Tip B spermatogonyum.

22



Tip Ag spermatogonyumlar rezerv hiicrelerdir, ortalama 14-16 pm buyiiklikte,
yogun boyanan bir gekirdek ve sitoplazmaya sahip olup, ¢ekirdegi oval sekillidir.
Graniiler kromatin ve ¢ekirdek zarina bitisik bir veya iki gekirdek¢ige sahiptirler. Tip
Aq ile A, spermatogonyumlar arasinda ¢ekirdek ve stoplazma boyanma farkliligi
vardir. Bazi kaynaklar bu iki hiicreyi, ayni hiicrenin farkh agsamalardaki goriintiileri
olarakta degerlendirmektedirler. Tip B spermatogonyumlar ise; daha kii¢iik (8-10 pm
biiytikliikte), yuvarlak ¢ekirdekli, ¢ekirdek zarina bitisik kiimeler halinde kromatin
iceren, tek ve merkezi ¢ekirdek¢igi bulunan primer spermatositleri olusturacak olan
hiicrelerdir (40,53).

Primer spermatositler serinin en iri hiicreleridirler, 18 pm buytiklige sahip
hiicreler belirgin bir ¢ekirdege sahiptirler (25). Olusumlart esnasinda mayoz uzun
siirdiigii igin kesitlerde bolca izlenirler (pakiten mayezun en uzun sathasidir ve
insanlarda yaklasik 16 giin siirer, mayozun toplam stiresi 22-24 giin kadardir). Primer
spermatositlerden 1. mayotik boliinmeyle olusan sekonder spermatositler birkag
saatlik bir 6mre sahip olduklar: i¢in (ortalama 8 saat) kesitlerde ¢ok nadir izlenirler.
Bunlar (primer spermatositler), II. mayotik ekvatoryal boliinmeyle yuvarlak veya
poligonal sekilli, ortalama 9 pm biiytkliigiinde, graniiler soluk boyanan kromatin
iceren yuvarlak cekirdege, 1yl gelismis junkstanucleer golgi aygitina, ¢ok sayida
mitokondriyona sahip ve bir ¢ift sentriolu olan spermatidleri olustururlar (40).

Akrozomun olugumu, flagellumun gelismesi, c¢ekirdek sekil ve
biiytikliigiindeki degisikliklerle kromatinin yogunlasmasi ve artik stoplazmanin
atilmastyla karakterize olaylar dizisiyle beraber ( Spermiyositogenezis ) spermatidler
morfolojik olarak olgun spermatozoonlara dontistirler. Morfolojik olgunlasmalarn'u
tamamlayan germ hiicreleri seminifer tubul epitelinden lumene serbestlestirilirler bu
isleme spermiasyon denir (54). Bu morfolojik degisiklikler esnasinda sadece
spermatozoonlara dzgii ¢ok sayida protein sentezlenir. Bu hiicreler gergek anlamda
haploiddirler. 60-65 pm uzunlugunda, bag, boyun ve kuyruk kisimlarindan olusan

spermatozoonlar, bag kisminda; armut veya kama seklinde, 4 pm uzunlugunda, 3 um

genisliginde, 1um kalinliginda, tgte ikisi akrozomal kep tarafindan kusatilmis bir
cekirdege sahiptirler (40). Cekirdege seklini aktin filamanlan kazandirir. Kalsiyum
(Ca™) baglayici protein (calmodulin) post akrozomal yerlesimli olup sperm kuyruk

motilitesinin diizenlenmesinde rol oynar, kalsiyum rezervuaridir (55).



Boyun, bas ile orta pargay: birbirine baglayan kisa bir bélimdiir. Proksimal
sentriyol ve buradan ¢ikan longitudinal seyirli kalin fibriller bulunur.

Ortalama 55 pm uzunlugundaki kuyruk; orta parga, esas par¢a ve son
par¢adan olugmugstur. 5-9 pm uzunlugunda ve 1 um ¢apindaki orta parga aksonem
yapisindadir, tipik flagellum ve mitokondriyon bulunur. Esas parga; 40-45 pm
uzunlugunda ve orta pargadan daha incedir, mitokondri kilift bulunmaz. Fibroz kilif,
ince bir stoplazma ve plazmalemmadan ibarettir. 5-10 um uzunlugundaki son
pargada fibr6z kilif da kaybolur ve sadece aksonem yapiya hakimdir.

Tiim bu spermatositogenezis ve spermiyositogenezis boyunca seminifer
tubuldeki spermatojenik seri hiicreleri, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmik girintileri
icinde, gruplar halinde bulunurlar (53). Metamorfozun sinkranizasyonu ve hiicrelerin
olgunlagmasi, seminifer tubullerde germ hiicrelerinin = sinirlandiriimasi  ve
pozisyonlarinin stirdiirlilmesi (spermatojenik dalganin stirdiiriilmesi), mitoz ve
mayozun kontrolunun saglanmasi, hiicresel materyal ve maddelerin degisimi ve
hiicreler arasinda kismi bir bariyer olusturulmasi gibi fonksiyonlar atfedilen

stoplazmik kopriilerle de spermatojenik seri hiicreleri birbirleri ile baglant:

halindedirler (56).

I1.3.2.INTERSTISYEL DOKU

Testisin seminifer tubulleri arasindaki alan, gevsek bag dokusu, kan, lenfatik
damarlar ve sinirlerle doldurulmustur (39,40). Ergin insan testisinde toplam testikiilér
hacmin % 35’ini interstisyel doku, % 12 sini Leydig hiicreleri olugturur. Bag dokusu
¢esitli tipte hiicreleri igerir, bunlar; fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri,

farklilasmamis bag doku hiicreleri ve lenfositlerdir. Puberteyle beraber interstisyel

dokunun en 6nemli hiicre bilesenleri Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler) olur

(24,39,57,58).

24



11.3.2.1.LEYDIG HUCRELERI

Erkege farklilanma testiste inter tubuler alanda yerlesik Leydig hiicrelerince
salgilanan testesteronun etkisiyle olur. Plasental kokenli gonadotropinlerin kan
yoluyla fotal testise ulasip Leydig hiicrelerini uyararak bu hiicrelerin testesteron
sentezlemeleri, embriyonik genital organlarin erkege farklilasmasinda 6nemli bir
yaptirima sahiptir.

Leydig hiicreleri bag dokuda, tek tek veya gruplar halinde, siklikla tiggen
bigimli kiimeler halinde ve kan damarlari etrafinda veya yaklmhda bulunurlar
(41,59,60). Testisin mikrovaskiilarizasyonu, Leydig hiicre gruplari ve seminifer
tubuller ile de yakindan iligkilidir (61). Leydig hiicre kiimelerinin birlikteliklerini
stirdiren  hiicreler arasi1 baglanti mekanizmalart mevcuttur. Bugiin  bu
mekanizmalarda, biiyiik oranda aktin filamanlarinin rol oynadigt ortaya konulmustur
(59).

Asidofilik  stoplazmali Leydig hiicrelerinin, iri bir ¢ekirdegi, periferal
yerlesimli heterokromatini, bir veya daha fazla belirgin ¢ekirdek¢igi bulunur (40,41).
Iyi gelismis endoplazmik retikulum, bol miktarda tubuler kristali mitokondriyon,
zengin golgi kompleksi, ¢ok sayida lipid damlaciklart ve pigment graniilleri diger
steroid tip hiicrelerinin oldugu gibi Leydig hiicrelerininde mikroskopik 6zelligidir.
Insan Leydig hiicrelerine mahsus olarak sitoplazmalarinda 20 pm uzunlugunda ve 3
um kalinliginda protein kristalleri (Reinke kristalleri) bulunur. Leydig hiicrelerinin
asli gorevleri testesteron salgilamaktir (35,38,40). Histokimyasal galismalarla bu
hiicrelerde cholesterol, ascorbic acid, lipases, esterase, leucyl-aminopeptidase,
succinic dehidrogenase, cytocromeoksidase, 3-B-ol dehidrogenase (38), oksitosin
(62), inhibine (63), FSH , ¢ok sayida regulatuvar peptidler, activine, substance P gibi

maddelerin de varlig1 ortaya konulmustur (52).

I1.4.SPERMATOGENEZISIN HORMONAL DUZENLENMESI

Viicuttaki testesteronun hemen hemen tamamu testis tarafindan yapilir, ancak
% 5 den az bir miktar kadar adrenal bezler tarafindan iretilir. Tiim Leydig hiicreleri
giinde ortalama 7 mg testesteron iiretebilir. Leydig hiicrelerinden ayrilan testesteron,
kan veya lenfatik damarlara veyahutta peritubuler dokuyu gecerek seminifer

tubullere ulagir. Lokal olarak testiste, seminifersz epitelde spermatojenik hiicrelerin
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¢ogalmasi ve farklilanmasi igin testesteron seviyesinin yiiksek olmasi gereklidir
(kandaki seviyesinin yaklagik olarak 200 Kkat1). Diisiik periferal testesteron
seviyesinin ise; merkezi sinir sisteminin, genital organlarin ve kanal sistemlerinin
farklilanmasinda, sekonder seks karakterlerinin gelismesinde, eklenti bezlerinin ve
dig genitallerin gelismesinde, iskelet gelisimi, kas gelisimi, deri alti yag dokusu
dagilimi ve bobrek fonksiyonu gibi anabolik ve genel metabolik olaylarda, libido
gibi tavir ve davranislarda etkisi s6z konusudur.

Testisin  steroidojenik ve spermatojenik aktiviteleri; hypothalamus,
adenohypofiz ve gonad hiicreleri — Sertoli, Leydig hiicreleri ve spermatojenik
hiicreler - tarafindan diizenlenir. Bu aktivitelere adeno hipofiz su hormonlarla istirak
eder; luteinizan hormon (LH); erkekte, interstisyel hiicre stimulan hormon (ICSH),
follikiil stimulan hormon (FSH) ve prolaktin (LTH).

Adenohipofizden LH’nin serbestlesmesiyle Leydig hiicrelerinden artan
miktarda androjenik steroidler, testesteron iretimi bagslar. Prolaktin kendi basina ¢ok
az etkilidir fakat LH ile birlikte Leydig hiicrelerinin steroidojenik aktivitesinde artisa
neden olur (Leydig hiicrelerinin plazma membranlarinda prolaktin reseptorleri vardir.
Prolaktinin diger reprodiiktif dokularda androjen reseptorlerinin sayisinda artisa
neden olmak gibi bir fonksiyonu olabilir).

FSH ve testesteron seminifer epitelde sperm iretimini uyarir. Sertoli
hiicrelerinin FSH ve androjenler igin primer hedef olduklari gésterilmistir, bundan
dolay1 da hiicresel mekanizmalari henliz tam olarak aydinlatilamamis olmakla
beraber spermatogeneziste Sertoli hiicrelerinin  esas  diizenleyici  oldugu
varsayilmaktadir. Bazi deneysel galismalar androjenlerin direkt spermatojenik
hiicrelere baglanabilecegini de gostermistir. Adenohipofizden LH saliumi basit
negatif feed-back sistemi ile serum testesteron seviyesi tarafindan diizenlenir. Bu
diizen ya adenohipofize direkt inhibitor etkiyerek veya hipothalamus vasitasiyla
gonadotropin  releasing  sekresyonun  durdurulmasiyla olugturulur.  Disiik
konsantrasyonlarda testesteron bulundugunda; hypothalamustan LH spesifik
gonadotropin releasing faktor ve adenohipofizden LH salgilamir (40).

Sertoli hiicreleri tarafindan erkek ireme fonksiyonlarimi diizenleyici tig

madde salgilanir:
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a- androjen baglayici protein (ABP=androgen binding protein); Sertoli hijcfelerinden
salgilanan bir proteindir, testesteronu baglayarak seminifer tubuller ve genital kanal
sisteminin baslangi¢ boélimlerinde yiiksek androjen konsantrasyonuyla lokal bir
cevre olusturur. '

b- inhibin; FSH seviyesinin diizenlenmesinde ve spermatogenezise giren hiicrelerin
sayisiin belirlenmesinde rol alan bir molekiildiir.

¢- ratlarda yapilan c¢alismalarda Sertoli hiicrelerinde, Leydig hiicreleri ile Sertoli
hiicreleri arasinda siklik Leydig hiicre aktivitesini diizenleyen, LH releasing faktore

benzer bir maddenin tiretildigide gosterilmistir (40).
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IV.MATERYAL VE METOD
IV.1.DENEKLER

Deney materyeli ve aragtirma diizenegi icin Inonii Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Aragtirma Merkezinden temin edilen 180-240 gr
agirliginda, yetiskin, saglikli, 53 adet, erkek Wistar albino rat kullamildi. Deney
siiresince s1v1 diyet kontrol gruplarinda hayvan kaybi olmazken alkolik gruplarda, 2
adet hayvan 6ldii. Olen hayvanlar hicbir gruba dahil edilmediler. Rastgele secilen
deneklerden asagidaki gruplar olusturuldu.
L. 60 giin stireyle alkollii s1vi diyet alan deney grubu (n=10)
1I. 120 giin stireyle alkolld sivi diyet alan deney grubu (n = 10)
1I1. 180 giin stireyle alkollii sivt diyet alan deney grubu (n=10)
IV. 60 giin siireyle alkolsiiz siv1 diyet alan deney grubu (n=7)
V. 120 giin stireyle alkolsiiz siv1 diyet alan deney grubu (n=7)
VL 180 giin siireyle alkolsiiz sivi diyet alan deney grubu (n=7)

Aym gruptaki denekler siireleri doldugunda servikal dislokasyonla sakrifiye
edilerek morfolojik, 151k ve elektron mikroskopik yontemlerle arastirilmak {izere ayn

ayri iglemlere tabi tutuldular.

IV.2.DENEKLERIN ORTAMI

Deneklerin her biri seffaf kafeslerde birbirlerini gorebilecekleri sekilde,22 + 2
OC de, % 50 + 10 nispi nem oranli odada 12 saat (07-19) 1siktan faydalanabilecekleri
bir sekilde yerlestirildiler. Deneklerin stres faktoriinii ortadan kaldirmaya ve ortama
adaptasyonlarinin saglanmasina yonelik olarak, deneye baslanilmadan 6nce, denekler
bir hafta siireyle standart rat yemi ve su ile beslendiler. Deney siiresincede sessiz bir
ortam temin edilmeye 6zen gosterildi. Deneklerin tiim deney siiresince giinliik

tartimlar yapilarak kaydedildi.
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IV.3.DIYETIN HAZIRLANISI VE VERILMESI

Alkol ¢aligmalarinda verilerin ¢ok degisken olmasi ve giivenilir olmamasi
arastirmacilar1 deneysel modeller olustuimaya sevketmistir. Bu tiir ¢alismalarda
kullanilmak {izere bir ¢ok model olusturulmus olmasma ragmen yaygin olarak
kullanilan dért model bulunmaktadir. Bunlar;

1- deneklere igme suyu olarak alkololii soliisyonlarin verilmesi,

2- deneklere alkol buharinin inhalasyonu,

3- deneklere intragastrik intubasyonla alkol uygulanmasi ve

4- deneklerin, icerisinde alkol de bulunan sadece sivi diyetlerle beslenmeye tabi
tutulmalaridir (64).

Yukarida sayilan her bir metodun kendine goére avantajlarinin  ve
dezavantajlarinin bulunmasina ve bunlarin halen tartigilmakta olmasina ragmen
calismamizda dordiincti model uygulanildi. Bu modele uygun olarak gelistirilmis,
karbonhidrat, yag, protein, vitamin ve minarellerin karigimuini ihtiva eden
kullanilabilir degisik bazi siv1 diyet formiilleri bulunmaktadr.

Calismamizda Uzbay ve ark.(65) tarafindan gelistirilen, tatlandirilmig ve
vitamin A ile desteklenmis inek siitinden hazirlanan modifiye bir sivi diyet
kullanild; 925 ml stit, 5000 I.U. vitamin A ve 17 gr sukroz. Diyetin toplam kalorisi;
1000,7 k.cal/lt” idi. Deney gruplarina verilen alkollii diyetlerde alkolden elde edilen
kalori (% 95,6 etil alkol, Tekel), kontrol gruplarinda sukroz ile karsilandu.

Vitamin A ve sukroz destekli sivi diyet herglin taze olarak hazirlamp aym

saatde (sabah saat 11

) deneklere verildi. Diyete alismalar igin deney éncesinde 1
hafta stireyle alkolsiiz diyete tabi tutulan hayvanlara, alkol gruplarinda alkol oranina
ilk ti¢ giin stireyle % 2,4 ile baslanip, sonraki {i¢ giin bu oran % 4,8’e ¢ikarildi. Bu
slirenin sonunda da % 7,2 ‘ye ytkseltilen alkol orani sabitlenerek deney sonuna
kadar devam edildi ve diyete % 7,2 alkol katilmaya baglanilan giin baslangi¢ olarak
kabul edildi. Bu diyette alkol gruplari denekler enerjilerinin % 42,25 ini etanoldan
sagliyorlardi. Hazirlanan diyetten deneklerin her birine, dereceli kaplarla 100 ml siv
diyet olgtilerek, bilyali basliklari bulunan cam kaplarda ad libitum olarak verildi.
Bilyali baghklar diyetin istenilen zamanda, istenildigi kadar tiiketilmesini (ad

libitum) ve alkoliin buharlasmamasini da sagliyordu. Ertesi giin artan diyet dlciilerek

tilketilen diyet ve alkoliin (gr/kg cinsinden) miktart kayda alindu.
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IV.4.KAN ALKOL SEVIYES]{
Alkol seviyesini tayin etmek amaciyla deneklerden alinan kan 6rneklerinin
serumlarl cikarlarak bu serumlardan NAD'/NADH enzim spektrofotometrik

yontemle (Pincus and Abraham 1991) kan alkol oranlar tesbit edildi (66).

IV.5.ISIK MIKROSKOPIK TAKIiP

Genital sistem incelemeleri igin 6zel metodlarin bulunmamasina ragmen bu
amaca yonelik olarak birgok histolojik teknikten faydalanilmaktadir. Birgok
arastirmaci rat, guinea-pig gibi deney hayvanlari testislerinin biitiin olarak
immersiyon yontemi ile tesbitini tavsiye etmis ve bunun, dokuda fireyi azalttigini da
ileri stirmiislerdir. Caligmamizda sakrifiye edilen hayvanlardan usuliine uygun olarak
cikartilan testisler, tesbit sivilarina biitlin olarak alindi. Testis dokusu igin rutinde
kullanilmas: 6nerilen yaygin tespitler; Bouin’s, Susa, Helly, Maksimov ve Carnoy
solusyonlaridir. Calismada testis dokular1 Bouin’s, Helly, Formol, Formol Saline gibi
farkli tesbit solusyonlariyla tesbit edildi (67).

Prosediire uygun olarak Bouin’s tespitli dokularin haricinde, yikama islemine
tabi tutulan dokular dehidratasyon ve parlatma agamalarindan sonra uygun
kodlamalan yapilarak parafin bloklara gomiildi. Mikrotomla 5-7 um kalinhiginda
kesitler alinan dokulara — deparafinizasyon ve rehidrasyon asamalarindan sonra -
mikroskopta goriiniir hale getirmek i¢in asagidaki boyama metodlar1 uygulanildi.

I.  Rutin tetkikler i¢in, Hematoksilene & Eosin boyamasi (67)

II. Bazal membran ve glikoproteinler igin, PAS (Periyodik acid- Schiff reagent)
boyamasi (67)

I1I. Retikiiler iplikler i¢in, Gomori’nin retikulum boyamasi (68)

IV. Bag doku hiicre bilegenlerinden mast hiicreleri i¢in Toluidine blue boyamasi (69)

Boyanan preparatlar genis sahali arastirma mikroskopunda (Olympus BH 2)

incelenerek degerlendirildi.
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IV.6.ELEKTRON MIKROSKOPIK TAKIP

Bugiin biyolojik ve tip bilimlerinin pek ¢ok dallarinda yaygin bir kullanim
alanina sahip olan elektron mikroskopi ¢aligmamiza dahil edilerek, 151k mikroskopik
bulgulart desteklemek ve daha ayrintili verilere ulagabilmek amaglandi. Ancak
elektron mikroskopunun kendisi ve diger tamamlayici cihazlarinin (ultramikrotom,
bigak yapici, agrandizor) maliyetinin oldukga biiyiik rakamlara ulagsmasindan dolay1,
laboratuvarimizda bloklayarak hazir hale getirdigimiz dokularimiz, tilkemizde halen
mevcut belirli merkezlerden olan Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiiltesi ve Avcilar
Veteriner Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dallarinda kesit ve boyama
islemlerinden sonra JEOL 100 C marka elektron mikroskopu ile incelendi.

Isik mikroskopik metodlarda siklikla kullanilan fiksatiflerin temel prensipleri
ayni olmakla beraber ¢ok azi elektron mikroskopi i¢in uygundur. Bugiin tek fiksatif
kullanmak yerine elektron mikroskopide ikili fiksatif sistemi tercih edilmektedir.
Ikili fiksasyon, dokular: tekli fiksasycna oranla daha genis kapsamli tespit ettiginden
olduk¢a 6nem kazanmustir. Ilk fiksatif olarak sodyum-fosfat tamponlu % 2,5 luk
gluteraldehit , ikinci fiksatif olarak ozmik asit solusyonlari kullanildi.

IV. 6.1. Prefiksasyon;
Sodyum fosfat tamponu ile hazirlanmis %2,5°luk gluteraldehit ile 0-4 °C de

1-4 saat stire ile yapildi.

Sodyum Fosfat Tamponu; Solusyonlar : A.Sodyum fosfat mono bazik

(NaH,PO4H,0): 3,21 gr
Distile su 1000 ml

B.Sodyum fosfat di bazik

(Na;HPO, 12H,0): 7,164 gr
Distile su 1000 ml
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A’dan; 80 ml B’den 20 ml. Ahnarak elde edilen 100 ml lik karigumdan 8 ml
atilip yerine 8 ml gluteraldehit konuldu. Boylece %2,5’luk fosfat tamponlu
gluteraldehit hazirlanmis oldu.

11k fiksasyondan sonra post fiksayon’a hazirhik olarak aldehitlerin giderilmesi
i¢in yine tampon ¢ozeltiyle 0-4 °C de 3-4 defa 5 dakika siireyle yikama islemini

takiben dokular, post fiksasyon islemine tabi tutuldular.

IV.6.2. Postfiksasyon ;

Osmium tetraoksit (0s04) sadece fiksatif olarak degil ayni zamanda elektron
boyamast olarak da etki yapmaktadir. Bu islemin amaglarindan biri de iyi bir kontrast
saglamaktir. Osmium tetraoksit daha g¢ok lipidleri tespit eder. Genellikle tampon
igerisinde hazirlanmis %1-2’lik konsantrasyonlar1 tercih edilir. Calismamizda
fiksasyon +4 °C de 1-2 saat siireyle yapildu.

100 mg osmium tetraoksit ampilii Sce distile su igerisine kirildi ve erimesi
beklendi. Bu karisim tespit isleminden 1 giin 6nce yapildi ve 151k gérmemesi igin
koyu renkli bir sigede muhafaza edildi.

Tespit solusyonu i¢in; / Kisim A+B ve 1 kisim osmium tetraoksit karistirildi.
Dehidrasyon iglemlerine baglanimadan 6nce yine tampon solusyonuyla 3-4 defa 5’er

dakika siireyle yikandi.

IV.6.3. Dehidrasyon;
Dehidrasyon isleminde amag¢ dokudaki serbest suyu tamamen uzaklastirmak
ve yerine gémme materyali ile yer degistirebilen bir solusyonun niifuz etmesini

saglamaktir. Etanol ile dehidrasyon yapilirsa son basamakta propilen oksit

kullanilmalidir.
% 50 alkol 15 dakika
% 60  alkol 15 dakika
% 70  alkol 15 dakika
% 80 alkol 15 dakika
% 90 alkol 15 dakika
% 96  alkol 15 dakika
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% 96 alkol 15 dakika

Absolu alkol 30 dakika

Absolu alkol 30 dakika

Propilen oksit 10 dakika
IV.6.4.Infiltrasyon;

Dehidre olmus doku pargalarmin uygun gémme materyalleri ile
gémiilmesinden 6nce gomme mateyalinin tam ve iiniform bir sekilde dokuya infiltre
edilmesi, iyi bir kesit alabilmek icin sarttir. Infiltrasyon islemi son asamasimin
disinda oda 1sisinda yapilmali ve asagidaki karigimlar birkag saat 6nceden hazirlanip
dinlendirilmeye birakilmalidir.

1 kisim araldit + 1 kissm DDSA
1 kisim araldit + 1 kistm DDSA karisimu igerisinde, rotatorda 24 saat
tutulduktan sonra
Gomme materyalinde : 2 saat ve
40 °C etiivde 2 saat

Infiltrasyon islemi gergeklestirildi.

IV.6.5.Gomme;

Rutin histolojik metodlarda kullanilan parafin bloklardan ince kesit almak
olanaksizdir. Elektron mikroskopide 500 °A kalinlikta, olduk¢a ince Kesitler
alabilmek i¢in ¢ok yumusak olan parafin ve benzeri gdmme materyallerinin yerine
daha sert olan gobmme maddelerini kullanmak gerekir. Giiniimiizde yaygin olan 'bu
maddelerden bazilar1 sunlardir; Araldit, Epon ve Vestopal.

Calismamizda gdmme materyali olarak asagidaki karisim hazirlanilds;

Araldit 30 ml
DDSA (Dodecenly succinic anhidride) 30 ml
DMBA (Di methil benzil amine) 1,5 ml
Di buthil phithalat 1,5 ml
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Ince bir pens yardimiyla doku pargalari kapsiilin dip kismina yerlestirildi
(kapsiillerden en yaygin olarak kullanilanlar, polietilen olanlardir). [gerisine doku
pargasi yerlestirilen kapsiiller ggmme solusyonu ile dolduruldu ve etiketlendi. Daha

sonra kapstiller

40 °C etiivde 24 saat
60 °C etiivde 48 saat inkubasyona birakildilar.
Siirenin sonunda etiiv kapatilarak kendi halinde sogumaya terkedildi.
Bloklama islemi tamamlanan dokulardan alinan yar1 ince kesitler Toluidine
blue ile boyanip 151k mikroskopta incelendikten sonra, ince kesitler alindi ve bunlar
bakir gridler tizerine yerlestirildi. Kursun sitrat ve uranil asetat ile boyanan kesitler

elektron mikroskopta incelenerek degerlendirildi (70,71).
IV.7. ISTATISTIK

Deney stiresince kaydedilen veriler non parametrik testlerden Mann Whitney

U testine gore degerlendirildi (72).
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V. BULGULAR

Deney sonunda deneklerden elde edilen numunelerin farkli tesbit
solusyonlariyla tesbiti daha sonraki agamalarda sorun yaratmadi. Farkli tesbitler
uygulanmis testis dokular1 boyama asamasinda benzer boyanma ozellikleri
gosterdiler.

Tiim c¢aligma sliresince kayit altina aldiimiz verilerden bazi degiskenler

asagidaki tabloda mukayese edildi (tablo 1).

*
Tzll)bfoo,lo.52, 4 ve 6 aylik alkol ve sivi diyet uygulanangruplarda agirlik kazanima,
toplam testis agirlig1, seminifer tubul gaplari ve testisin viicut agirligina orani

Deneye baglangig tarihleri baz alindiginda; Iki aylik gruplarda alkolik ve sivi
diyet kontrol deneklerinin agirlik kazamimlari arasinda ve toplam testis aglrllklarlr;da
anlaml farkliliklar bulunurken tubul ¢aplar ve testislerin viicut agirligina oraninda
belirgin anlamli bir farklilik bulunamadi.

Dort aylik gruplarda alkol ve sivi diyet kontrol deneklerinin agirlik
kazanimlar1 birbirlerine benzerlik gosteriyordu. Fakat testis agirliklar1 arasinda
anlamli fark vardi. Iki aylik deneklere yansimayan tiibiil ¢aplarindaki ve testislerin
viicut agirligina oramindaki fark dort aylik gruplarda alkol ve sivi diyet kontrolleri
arasinda anlamli bulundu.

Alt1 aylik alkol ve sivi diyet gruplar arasinda yaptigimiz aym1 mukayeselerde

ise, deneklerin agirlik kazamimlari, testislerin agirliklari ve seminifer tiibiillerin
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¢aplar1 arasinda anlamli farklilik vardi. Testislerin viicut agirliklarina oraninda ise,
alt1 aylik sivi diyet grubu deneklerinde - muhtemelen agir1 agirlik kazanimlarindan -
testislerin viicut agirligina oraninda beklenen fark bulunamadi.

Yukarida go6zlenen ve anlamli bulunan farkliliklar ag¢isindan deney
gruplarinin  kendi aralarindaki karsilastirilmalarinda; alkol gruplarinin  tubul
caplarinda ve testislerin toplam agirliklarinda fark bulundu. Farkliliklarin hangi ay
gruplarindan  kaynaklandigini  ayirt edebilmek amaciyla yaptigimiz  ikili
karsilastirmalarda ise; 2 - 4 ay ve 2 - 6 ay alkolik gruplar arasinda tubul ¢aplan
bakimindan fark olmasina ragmen 4 - 6 ay alkolik gruplan arasinda bu fark
gozlenmedi.

V.1.Is1k Mikroskobik Bulgular

Isik mikroskobik muayenelerde amaca yonelik olarak farkli boyamalar
uygulandigindan dolay:1 bunlar ayr1 ayr1 degerlendirmelere tabi tutuldu.
V.1.1. Hematoksilen & Eozin Boyamasi

Dokularin genel muayenelerinde ; kontrol gruplarinda bir kapsiille kusatils
olan testis dokusunun parankimasint seminifer tubuller ve interstisyel alanda Leydig
hiicreleri olusturuyordu. Sekil 1
Sekil 1. Kontrol seminifer tubul, H&E x 330, m;miyoid hiicre, sd;spermatogonyum,

ps;primer spermatosit, s;Sertoli hiicresi
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Seminifer tubullerde bazal lamina {izerine oturmus Sertoli hiicreleri ve
spermatogenetik seri hiicreleri aywrt ediliyorlardi. Sertoli hiicreleri diizensiz
oldugundan dolay1 segilemeyen hiicre simirlarinin yamisira, histolojik olarak
kromatinden fakir c¢ekirdekleri ve belirgin ¢ekirdekgikleriyle kendilerini belli
ediyorlardi. Bazal lamina ile lumen arasinda 4-8 katli hiicre serilerinden olusan
spermatogenetik hiicrelerden ise sadece spermatogonyumlar bazal lamina {izerine
oturmugstu. Primer spermatositler seride hacim olarak en biiyiik hiicrelerdi. Haploid
olan sekonder spermatositlere, kisa siirede ikinci Mayotik boliinmeye
ugradiklarindan dolay: kesitlerde rastlanmadi. Lumene dogru gelisimlerinin degisik
asamalarinda spermatidler izleniyordu. Seminifer tubulleri saran fibréz tunica

propriyada miyoid hiicrelerde belirgindi (sekil 1).

Sekil 2. Interstisyel alanda Leydig hiicreleri (ok); H&E x 330

Intertubuler alanda isé (sekil 2) eozinofilik stoplazmalari ve periferik
yerlesimli nukleuslarindaki belirgin nukleoluslariyla karakteristik olarak Leydig
hiicreleri kolayca ayirt ediliyorlardi.  Bizim olgmedigimiz alkole bagli gelisen
biyokimyasal degisikliklerin daha erken baglamasina ragmen, testiste doku
seviyesinde degisiklikleri ilk altmuis giinlik deneklerimizde izlemedik. Deney ve

kontrol gruplan birbirleri ile benzer bir histoloji gosteriyorlardi. Fakat ilerleyen
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zamanla beraber kendini belli etmeye baslayan dokudaki degisiklikler asagidaki
gibiydi (sekil 3) ;

YO — _ N - - 4
. i A

Sekil 3. 4 ay alkol grubunda Sertoli hiicre siklig1, H&E x 132

Seminifer tiibiillerin duvarinda bulunan hiicrelerden Sertoli hiicreleri; 120
giinliik alkolik deney gruplar kesitlerinde daha sik goriiniiyordu.

Sekil 4. 4 aylik alkolik grupta tubulde hiicre dokiintiileri, H&E x 132
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Baz1 seminifer tubul kesitlerinde (sekil 4) spermatogenetik seri hiicrelerinde
kayiplar ve tubul lumenlerinde olgunlagsmalarini tamamlamamis spermatidler
izleniyordu. Baz1 Leydig hiicrelerinde rutin Hematoksilen & Eozin boyamasiyla yer

yer vakuoller bulunuyordu (sekil 5).

v e T T T SO 7 A T 8 1 S A RS VNN

Sekil 5. 4 aylik alkolik grupta vakuollii Leydig hiicreleri (L), ok; vakuol H&E x 330

Ilerleyen zamanla beraber testis dokusunda izlenen bu degisikliklerin daha da
siddetlenerek seminifer tubullerde yer yer dejenerasyonlara dontistiigii gézlendi.

Sekil 6. 6 aylik alkolik grupta izlenen dejenere tubuller (ok), H&E x 33
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1804g'iin1iik alkolik deney grubumuzun testis doku kesitlerinde gozledigimiz

dejenere tiibiiller dikkat gekici nitelikteydi, sekil 6.

V.1.2. Gomorinin Retikiilin Boyamasi
Gosterilmeleri, karbonhidrat matrikste reaktif gruplarin bulunmasi esasina
dayanan retikiiler iplikleri agiga ¢ikarmak ig¢in uyguladigimiz bu 6zel boyama

metodu ile boyali preparatlarda; retikiiler iplikler; siyah, ince ve yer yer dallanmig

izlenimi veren yapilar olarak goriiniiyorlardi.
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iki aylik alkol ve siv1 diyet gruplarinda (sekil 7-8) mukayese edilebilecek
belirgin bir farklilik yoktu veya yok denecek kadar az bulunuyordu. Gerek seminifer
tubullerin etrafim kusatan lamina propriyadaki ve gerekse interstisyel alandaki
retikulum ipliklerinin orani ve dagilimi benzerlik gosteriyordu.

Doért ayhik gruplarda; alkol deney grubunun denekleri ile sivi diyet kontrol

grubu deneklerinin kargilagtirilmalarinda belirgin bir fark izlendi (sekil 9-10).

Sekil 9. 4 ay kontrol grubu retikiilin iplikleri (ok), Gomort ret. x 132
Sekil 10. 4 ay alkol grubu retikiilin iplikleri (ok), Gomori ret. x 132




Alkol diyetli deneklerin seminifer tubulleri etrafindaki lamina propriyada bag
doku retikiiler ipliklerinin miktarinda ve buna parale! olarak, lamina propriyada

kalinlagsma izlendi. Benzer olarak interstisyel alanda da bu artis gézlendi.

Sekil 11. 6 ay alkol grubu retikiilin iplikleri (ok), Gomori ret. x 66

Altr aylik gruplarda ise (sekil 11); dort ay siireli gruplarin bulgularina benzer
bulgular edinildi. Tubullerin duvarindaki lamina propriyada ve interstisyel
alanlardaki retikiiler iplik artis1 siv1 diyet kontrollere nazaran belirgindi. Fakat alt:
aylik alkolik gruplardaki bu retikiiler iplik artisinin dort aylik alkolik gruplarindaki

artistan ¢ok daha fazla oldugunu séyleyemeyiz.
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V.1.3. PAS Boyamasi

Oksidan bir ajan olan periyodik asitin, 1,2 glikol gruplarini igeren
polisakkaritlerin karbon zincirlerini kirarak, kirtlan uglar aldehitlere okside eden ve
bunlar1 schiff reagent ile agiga ¢ikaran bir esasa dayanan PAS boyama teknigi ile
boyali dokularda yaptigimiz incelemelerde; seminifer tubuller etrafindaki lamina
propriyada iki aylik alkol ve kontrol gruplarinda bariz gbzlenen bir degisiklik
bulunmamasina ragmen dort ve alt1 aylik alkolik gruplarda daha kuvvetli PAS (++)

boyanma ve boyali yapilarda artis izlendi (sekil 12-13).

i

Sekil 12. Kontrol grubu lamina propriyasi (ok), PAS x 132
Sekil 13. 4 ay alkol grubu lamina propriyast (ok), PAS x 132




Yukaridaki mevcut farkliliklarin yamisira deneklerin testisi saran kapsiil

kalinliklarinda da farklilik izlendi (sekil 14-15).

Sekil 15. 4 ay alkol grubu, testikiiler kapsiil (ok), PAS x 66

Alkol grubu deneklerin Kkapsiillerinde kontrollere nazaran belirgin bir

kalinlasma dikkat ¢ekiciydi.
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V.1.4. Toluidine Blue Boyamasi

Labrosit de denilen mast hiicreleri, organ ve dokulardaki dagilim: farkl tiirler
arasinda degisiklikler gostermekle beraber genelde tiim organlarin bag dokularinda
bulunmaktadirlar. Mast hiicrelerinin populasyonlar bakimindan degerlendirilmeleri
amaciyla % 0,5’1lik Toluidine blue boyamakmetodu ile boyali preparatlarda (sekil 16);
Mast hiicreleri, metakromatik 6zelliklerinden dolay:1 koyu mavi-mor renkli boyanan
graniilleri ile agik mavi zeminde diger hiicrelerden kolayca ay1rt ediliyorlardi. Yogun
graniilleri tarafindan maskelendigi i¢in hiicrelerin niikleus swrlarn  pek

segilemiyordu.

~Sekil 16. Mast hiicresi (ok), Toluidine blue x 330
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Alkol ve kontrol gruplarimin her ikisinde de kapsiil igerisinde tunika

vaskulozada yerlesik olan mast hiicreleri daha yassi, hemen hemen fiisiform bir

sekilde tekli hiicreler olarak izleniyorlard (sekil 17).

Sekil 18. Interstisyel alanda mast hiicreleri (ok), Toluidine blue x 132
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Buna karsilik, kapsiil altinda interstisyel alandaki mast hiicreleri (sekil 18);
daha yuvarlak, oval bir sekil gdsteriyorlard ve damar etraflarinda gruplar olusturma

egilimindeydiler .

3 al
Msd
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Grafik 1. Alkol ve sivi diyet gruplarimin mast hiicre populasyonlart farks

Deney ve kontrol gruplart deneklerin testis dokularinda tiim kesit alanlarinda
yaptigimiz sayim ile mast hiicreleri populasyonlart bakimimdan karsilastirildiklarinda
ise (grafik 1); kontrollerle mukayese edildiginde alkolik gruptaki ratlarmn testis
dokularinda dikkat gekici olan bulgu, mast hiicre populasyonlarinin alkole maruz

kalma stiresi uzadikga azalmasiydi. Kontrol gruplar kendi aralarinda benzer sayida

hiicre populasyonlarina sahiptiler.
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V.11 Elektron Mikroskobik Bulgular

Elektron mikroskobik tetkikler i¢in, araldit igerisine gomdiigiimiiz dort aylik
alkol ve s1v1 diyet kontrol gruplarinin testis dokularindan aldigimiz yari ince kesitler
toluidine blue metodu ile boyandi. Yari ince kesitlerdeki 1sik mikroskobik

incelemelerde alkol grubu preparatlarda (sekil 19-20);

Sekil 19. Kontrol grubu yar1 ince kesiti, Toluidine blue x 132
Sekil 20. 4 ay alkol grubu yar1 ince kesiti, yag damlalar (ok), Toluidine blue x 132
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Seminifer tubullerdeki Sertoli hiicre sitoplazmalarinda yag damlaciklan
oldukea belirgin gézleniyorlardi.
Interstisyel alanda, perivaskiiler yerlesim gosteren Leydig hiicreleri

stoplazmalarinda da, yine irili ufakli yag damlaciklar mevcuttu (sekil 21-22).

Sekil 21. Kontrol grubu Leydig hiicreleri (ok), damar (d), Toluidine blue x 330

Sekil 22. 4 ay alkol grubu, Leydig hiicreleri (ok), yag damlalar (y), Toluidine blue x
330
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Yan ince kesitlerin 131k mikroskobik incelemelerinde tubulus seminiferus
kontortileri ¢evreleyen lamina propriyanin kalinligi sivi  diyet kontrollerle

karsilastirildiginda alkolik gruplarda belirgin olarak artmist: (sekil 23-24).

Sekil 23. Kontrol grubu lamina propriyasi (ok), Toluidine blue x 330
Sekil 24. 4 ay alkol grubu lamina propriyasi (ok), Leydig hiicreleri (L), Tol. blue x
330
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Deney gruplarinda Sertoli hiicrelerinde bol olarak bulunan yag
damlaciklaninin  izlenmesine ragmen kontrol gruplarinda bu tiir olusumlar
gozlenmedi (sekil 19). Benzer durum Leydig hiicreleri i¢in de gegerliydi; deney
gruplan Leydig hiicre stoplazmalarinda meveut olan lipitler kontrol gruplannda
izlenmedi (sekil 21). Kontrol grubu lamina propriyalar, deney grubu laminalarindan
bariz olarak daha inceydi (sekil 23).

Sekil 25. Kontrol grubu ince kesit, lamina propriya (ok), x2600

Sekil 26. 4 ay alkol grubu ince kesit, lamina propriya (ok), yag (y ), Sertoli (s),
x2600




Elektron mikroskobik incelemelerde, deney ve kontrol gruplarindan alinan
ince kesitlerin mukayesesinde de; deney grubu lamina propriyasi yine daha kalin

olarak gozlendi (sekil 25-26).

Lamina propriyanin kollagen fibrillerindeki arti belirgindi, tubul duvarindaki

bazal membranda pile tarzinda katlanmalar mevcuttu (sekil 27).

Sekil 27. Alkol grubu ince kesit lamina propriya (ok). kollajen (k), bazal membran
katlantilar1, x6600

Elektron mikroskobik bakida deney grubunda gozlenen agin lipit birikimi

bulgular1 yari-ince kesitlerdeki 11k mikroskobik verileri de dogrular mahiyetteydi

(sekil 26).
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VI. TARTISMA ve SONUC

Alkol tiiketiminin pato-fizyolojik sonuglar1 biyomedikal ¢alismalarin
birgoguna konu olmustur. Fakat gerek teknik agidan ve gerek lojistik ve etik
kurallardan dolay: bu tiir ¢alismalarin gogunda insanlarin kullanilmasi pek uygun
gbrilmemis ve daha sonralar1 bu nevi ¢aligmalar igin hayvan modellerinin
gelistirilmesi diisliniilmustiir.

Gelistirilmis olan birgok metodun bulunmasina ragmen alkol modellerinin
olusturulmasinda;

1. i¢me sularinda alkollii solusyonlarin verilmesi,

2. alkol buharinin inhale ettirilmesi,

3. intragastrik intubasyonlarla alkollil solusyonlarin uygulanmasi ve

4. igerisinde tiim besleyici maddeleri ihtiva eden alkollli bir sivi diyetin

verilmesi olmak tizere dort ana yontem tarif edilmistir.

Yukarida sayilan yontemlerden en fazla ilgi goren model ise Lieber ve De Carli
¢alisma grubunun ilk defa ortaya koydugu, tamamen sivi olan, igerisinde alkol de
bulunan ve yine s1v1 olan izoenerjik kontrol diyetinin de uygulanabildigi bir besleme
rejimiydi(65). Sivi diyet modellerinin, uygulama kolayligi, alkolii daha iyi tolere
etmesi, kesildiginde deneklerin alkol yoksunluk sendromu gosterebilmesi, yiiksek
dozlarda giinliik alkol tliketimine imkan saglamasi ve alkole bagli karaciger
hasarlarini1 daha az gelistirmesi gibi avantajlara sahip olmasi alkol ¢alismalarinda
tercth nedeni olmustur (65,66). Bizim c¢alismamizda da yukarida sayilan
gerekgelerden dolay1 sivi1 diyet modelinin uygulanmasi tercih edildi ve Uzbay ve ark.
tarafindan kronik alkol uygulamalari igin gelistirilen modifiye bir sivi diyet
kullanildi. Uzbay ve ark.’nin uygulamalarindan sonra; basarili bulunan ve kabul
goren bu deneysel model ¢alismaya uyarlandi.

Siitiin memelilerin geligimi i¢in esas besleyici madde oldugu bilinmektedir.
Inek sitii ideal bir s1v1 diyet igin Vitamin A haricinde major bilesenleri igermektedir,
ancak buna; % 1 seker veya sentetik tatlandirici ve A vitamini eklendiginde siv1 diyet
olarak kullamima hazir hale getirilmis olur. Caligmamizda bu ilaveler yapildiktan
sonra, siit diyet olarak kullanildi. Alkollii diyetle beslenen deneklerde yaptigimiz

Olglimlerde ortalama serum etanol seviyesi 278 + 24 mg/dl olarak tesbit edildi.
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% 36-50 arasinda alkolden enerji tiiketiminin kabul edilebilir oldugu siv1
diyetlerde denekler toplam enerjilerinin % 42.5’ini alkolden saghyorlardi (66).
Cesitli yazarlar tarafindan 8 ile 18 gr/kg dozlari arasinda farkli miktarlarda 6ngoriilen
giinliik etanol tiiketimi, deneklerimizde ortalama 15,25 + 3,27 gr/ kg idi.

Gastrik intubasyonla 9-15 gr/kg glinliik dozla alkol tiiketen hayvanlarda dort
ginde alkol bagimliliginin ve yoksunluk sendromunun gelistiginin bildirildigi (73)
g6z oniinde bulunduruldugunda yontemimizin gecerli oldugu kanisindayiz.

Uzbay ve ark.’nin gelistirdigi deneysel alkolik modelin verilerinde bildirilen
ve alkolik modellerle ¢alisan diger arastirmacilarin (Ward L. C. ve ark (64), Robert
F. ve ark (74), Gonzalez-Reimers E. ve ark (21), Weinbereg J. ve ark (75)) bildirdigi,
alkolik deneklerin daha az agirlik kazanimlar1 bizim ¢alismamizda da karsilastigimiz
bir veriydi. Van Thiel D.H. ve ark’nin yaptigi c¢alismada da Onemli bir farklilik
olmamasina ragmen alkolik denekleide viicut agirhiginin azaldigi yéniinde bir bulgu
bildirilmistir (20).

Yazarlar alkoliin bu etkisini g¢esitli nedenlere baglamiglardir. Ward L. C. ve
ark (64) bu durumu; alkoliin karacigerde meydana getirdigi metabolik degisiklikler
sonucunda glukoneogeneziste ihtiyag duyulan protein miktarindaki artisin, diyetle
kargilanamamasiyla ortaya g¢ikan protein agifina, diyette alkoliin bulunmasiyla
gelisen malabsorbsiyonlara ve besinlerin biyolojik yararlanimindaki azalmaya
baglamistir. Benzer ¢aligmalarda Morland J. ve ark (76) dért haftadan uzun siireli
alkolizme bagl olarak deneklerin cinsiyetlerinden, hepatik protein igeriklerinden ve
diyetlerinden bagimsiz olarak in vivo protein sentezinin engellendigini ve alkolizme
bagli hepatik protein sentezi inhibisyonunun karaciger hasarlarinin gelismesinde
onemli bir roliiniin olabilecegini de ileri stirmiistiir. Weinberg J. ve ark (75) ise
alkolik deneklerin daha az agirlik kazanimlarini, alkoliin direkt etkisinden ziyade

alkoll diyetlerin daha az tiiketilmesine atfetmistir.
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Deneklerimizin tiikettikleri diyet miktarlar1 tabloda belirtilmistir (tablo 2).

Tablo 2. Deneklerin tiikettikleri diyet miktarlar

Biz de bu agirlik kazanimindaki farkliliklarin sadece tiiketilen diyet miktarina
bagl olarak gelisemiyecegi, bunda yukarida bahsedilen ve alkol tiiketimine baglh
olarak gelisen faktorlerin de yardimei veya esas rolii oynadigi kamsindayiz.

Bu tiir ¢aligmalarin hemen hemen hepsinde bir diger dikkat ¢ekici bulgu ve
calismamizda da oldukga belirgin olan testislerde atrofi idi. Reisenfeld A. ve ark
(77), Gonzalez-Reimers E. ve ark (21), Gavaler J.S. ve ark (22), Van Thiel D.H. ve
ark (20), Weinberg J. ve ark (75), Shirai T. ve ark (78), Calleja Escudero J. ve ark
(80), Semczuk M. (81), Zhu Q. ve ark (82), Klassen R.V. ve ark (83), Salonen I. Ve
ark (18) min ratlarda yaptiklart ¢aligmalarda testislerde atrofiye veya testis
hacimlerinde azalmaya dikkat ¢ekmislerdir. Dolayisiyla bu atrofi seminifer tubullerin
caplarinda da bir daralmaya yol agmugtir. Testis atrofisi ile beraber tubullerdeki bu
daralma ise bu durumun sadece beslenmeye bagh olarak gelisemeyecegini ve alkoiﬁn
daha spesifik bir etken oldugunu kuvvetlendirmektedir (75).

1900’14 yillarin baglarinda herhangi bir deneysel tecriibeye dayanmaksizin
klinisyenler; kronik alkolik erkeklerde, alkoliin testislere direkt toksisitesiyle gonadal
atrofinin gelistigini gozlemisler (20). Fakat yine de bu etkinin alkole bagl olarak
gelisen hepatik hasarlardan kaynaklandig: kabullenilmistir.

Son yillarda primer atrofi nedeni olarak kabul edilen karaciger hasarlarinmn
yanina sekonder bir neden olarak endokrin imbalans da eklenmistir. Gelisen
tekniklerle beraber gesitli steroidlerin ve gonadotropinlerin plazma seviyelerinin

ol¢tilmesiyle bu hipotezleri degerlendirmek de miimkiin olmustur. Nitekim normal
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insanlarda akut alko! alimini takiben plazma testesteron seviyesinde goriilen azalma;
testis atrofisinde primer neden olarak gosterilen karaciger hasarindan ziyade,
atrofinin alkolizme baglt olarak gelisebilecegini birinci siraya almustir. Alkollii
diyetlerle beslenmeye tabi tutulan deneklerde seksiiel olgunluga erigmede aksakliklar
gozlenirken izokalorik alkolsiiz diyet grubu kontrollerin puberte ve seksiel
olgunlagsmalari boyunca normal gelisimlerini tamamlamalar1 da bu hipotezi
desteklemektedir (20).

Van Thiel D.H. ve ark. ¢alismalarinda karacigerde ciddi biyokimyasal ve
histolojik degisikliklerin bulunmamasina ragmen testislerde reprodiiktif ve endokrin
fonksiyon anormaliteleriyle beraber gonadal atrofi gozlemislerdir. Gavaler J.S. ve
ark. (22) yine karacigerde onemli histolojik bozukluklara rastlamadiklari halde,
alkole bagh gonadal hasarlar g6zlemislerdir, fakat karacigerde biyokimyasal
transaminaz ve alkalen fosfataz aktivitelerinde ¢ok ciddi olmasa da kontrollere
nazaran degisiklikler de kaydedilmistir. Ayn: ¢alismada disiler tizerinde yapilan
arastirmalarda ise benzeri bulgular ovaryumlarda da gozlenmis ve; atrofik
ovaryumlar, gevsek stroma, birka¢ olgunlasmamus follikil, gelismelerini
tamamlayamamis corpus luteum ve corpus hemorojikum kontrollerle alkolik
denekleri birbirinden ayiran bulgular olarak kaydedilmis (22).

Morfolojik olarak atrofi gézledigimiz alkol grubu deneklerin testislerinde
yapilan histolojik degerlendirmelerde kaydettigimiz seminifer tubuluslarin
¢aplarindaki daralmalari alkol modeliyle ratlarin testis dokularinda ¢alisan Van Thiel
D.H . ve ark. (20), Gonzalez-Reimers E. ve ark (21), Weinberg I. Ve ark. (75), Shirai
T. ve ark. (78), Calleja Escudero 1. Ve ark. (80), Gavaler J.S. ve ark (22), Klassen
R.W. ve ark. (83) da bildirmislerdir. Gavaler J.S. ve ark (22), ve Van Thiel D.H. ve
ark (20) testiste izlenen tubuler atrofinin yamsira seminifer tubullerdeki germ hiicre
elementlerinde ciddi kayiplarin oldugunu ve geriye kalan hiicrelerin ¢ogunun ise
anormal goriinimde olduklarint bildirmislerdir. Klassen R.W. ve ark (83) ve
Semczuk M. ve ark (81) daralan tubul caplariyla beraber germinal epitelde
dejeneratif hasarlar ve epididimiste azalan spermatozoonlara dikkat ¢ekmiglerdir.
Shirai T. ve ark. (78) ise spermatidlerde 6nemli dejenerasyonlara rastlamamakla

beraber seminifer tubullerde total hiicre sayisinda azalmalar rapor etmisler.
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Bulgularimizda belirttigimiz testisi kusatan kapstl kalinligindaki artisi,
Klassen R.W. ve ark. (83) da tubul atrofisi, germinal epitel hasari, ¢ok ¢ekirdekli dev
hiicrelerin gériilmesi, pargalanmig spermatozoonlar ve tubul lumenine dokiilmiis
spermatositler bulgulartyla beraber rapor etmistir. Yazarlarin bildirdigi germinal
epitel dejenerasyonlar1 ve tubul lumenine gelisimlerinin degisik asamalarindaki
spermatojenik ve spermiyojenik seri hiicrelerinin deskuamasyonunu biz de
bulgularimizda izledik. Tubullerde daha sik izlenen Sertoli hiicreleri,
spermatogenezis ve spermiyogeneziste alkolizme bagl olarak gelisen aksakliklara ve
buna bagh olarak Sertoli hiicrelerinin daha sik secilmelerine isaret olarak kabul
edilebilir. Ilerleyen zamanla beraber alkol grubu deneklerimizde ciddi
dejenerasyonlarla kendini belli eden tubuller izlenmisti. Bulgularimiz daha &nceki
yazarlarin bulgulariyla benzerlik gésteriyordu. Bu bulgular reprodiiktif organlar
fonksiyonel olarak mevsimsel degisiklik gosteren ve inaktif dénemlerine rastlayan
testis morfolojilerinden de farkli olmayan bulgulardir (84,85).

Bu bulgularla beraber yapilan biyokimyasal analizlerde ise gonadotropin
sekresyonlarinda da aksakliklar izlenmistir. Alkolik disi ve erkeklerde, azalan
progesteron ve testesteron seviyeleri tespit edilmis (22). Van Thiel D.H. ve ark. (20)
yine alkolik modelde diisiik testesteron ve Gstradiol konsantrasyonlar: bildirmisler
ve testesteron gibi Ostradiol seviyesinin de azalmasimi Leydig hiicre hasarlaryla
agiklamiglar. Singh S.K. ve ark. (17) ve Salonen 1. ve ark (18,19) plazma ve testis
dokusu testesteron seviyesinde azalma, hipotalamo-hipofizeal-gonadal eksende
sentral defektlerle hipofizer gonadotropinler, LH ve FSH seviyelerinde degisiklikler
bildirmigtir. Shirai T. ve ark. (78) azalan doku ve plazma testesteron seviyesiyle
testiste laktat dehidrojenaz-X (LDH-X) konsantrasyonunda azalma, testikiiler
interstisyel dokuda lokalize diisitk Km degerli alko! dehidrojenaz aktivitesinde artis
kaydetmistir. In vitro olarak izole Leydig hiicrelerinde caligan Orpana A.K. ve ark
(86) testesteron inhibisyonunun 4-methylpyrazol ile Krebs-Ringer inkubasyon
medyumuna L- glutamat ve piruvat eklendiginde tersine dondiiriildiigiinii
bildirmektedir. Yine aym ¢alismada Leydig hiicrelerinde yeni bir testesteron
inhibitérii olan triethylcitrat kullanilarak aktif sitrat metabolizmasinin ve/veya
mitokondriyonlardan  disar1  salmmasinin, diiz  endoplazmik  retikulumda

pregnenolondan testesterona steroidojenik yolak igin esas oldugunu, alkolizme bagli
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steroidojenik  inhibisyonun mitokondriyal ve diiz endoplazmik retikulum
kompartmanlann arasinda NAD(P)H redoks mekiklerini siirdiiren substratlarin
yararlammindaki azalmadan kaynaklandigmni ve inhibisyonun bu metabolitler igin
eksojen kaynaklarin uygun se¢imi ile giderilebilecegini ortaya koymustur. Cicero
T.J. ve ark. (87) 2.5 gr/kg alkol tiiketen ratlarda gonadotropinlerle uyarilmis
testikiiler steroidogeneziste ciddi baskilanma oldugunu fakat NAD+ ve NADH
konsantrasyonlarinda degisiklik olmadigint bildirmigtir.

Gonzalez-Reimers E. ve ark. (21) ise plazma testesteron seviyesi ve histolojik
verilerin, serum albumin seviyesi, testikiiler hacim, seminifer tubul ve epididimal
atrofiyle oldukca siki iligkili oldugunu ileri stirmiistiir.

Yar ince kesitlerde ve Hematoksilen & Eozin boyali alkolik deneklere ait
doku kesitlerinde rastladigimiz, kontrol gruplarindan ayirict bir diger bulgu olan,
Sertoli ve Leydig hiicrelerinde lipit birikimini Weinberg J. ve ark. (75), Shirai T. ve
ark. (78), Yenilmez E. ve ark.(79) da bildirmistir. Weinberg J. ve ark. (75)
spermiasyonu takiben rezidiiel stoplazmalarin fagositozuyla tubullerde tipik lipit
damlaciklarinin bulunabilecegini ancak alkolizmin bir sonucu olan germ hiicrelerinin
dejenerasyonuna bagli olarak Sertoli hiicrelerindeki lipit birikiminde artis oldugunu
kaydetmistir. Yine alkol diyeti tiiketen deneklerde spermatojenik hiicre
sitoplazmalarinda da lipit damlaciklart artigina dikkat ¢ekilmistir ve spermatojenik
hiicrelerin fagositozuyla Sertolilerdeki birikimin artabilecegi, testiste primer steroid
yapim yerlerinin Leydig hiicreleri olmasina ragmen Sertoli hiicrelerininde bazi
steroidleri sentezleyebilecegi ve metabolize edebilecegi diisiiniildiigiinde bu
hiicrelerdeki  lipit  birikiminin  bu  fonksiyonlarindaki  bozukluklardan da
kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir.

Rosenblum E.R. ve ark. (88) ise testikiiler toksin olan alkoliin uzun siireli
kronik tiiketimi ile endokrin ve reprodiiktif hasarlarin olusmasiyla beraber testikiiler
lipit peroksidasyonunun sekillendigini bildirmistir. Kronik alkolizmin bir sonucu
olan testikiiler lipit peroksidasyonunun; peroksidatif ayristrma kabiliyeti olan
polianyonik yag asitlerinden zengin testikiiler membranlarda, hasarlarin olusmasina
katki sagladig1 ve varligiyla gonadal hasarlarin korelasyon gosterdigini bildirmistir.
Caligmada izokalorik diyetle beslenen denekler alkol diyetli deneklerle mukayese

edildiginde testikiiler polianyonik yag asitleri ve glutatyon bilesiklerinde azalma
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oldugu saptanmigtir. Son veriler ise etanoliin testikiiler dokuda tehlikeli antioksidan
dengesini bozarak peroksidasyonun artabilecegini gostermekterdir. Diyete vitamin A
eklenerek bu peroksidasyon hasarlari azaltilabilir (88).

Uyguladigimiz sivi diyet modelinde vitamin A ilave etmemize ragmen
gozledigimiz hasarlar bize bu katki yapilmadig: takdirde mevcut hasarlarin daha kisa
zamanda olusabilecegini ve daha ciddi olabilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim Van
Thiel DH. ve ark. (89) vitamin A bakimindan yetersiz diyetle beslenmeye tabi
tutulan deney hayvanlarinda 6-8 hafta igerisinde germinal hiicre aplazisinin
goriildiigiinii ve vitamin A takviyesiyle bu durumun ortadan kaiktigina,
spermatogenezisin tamamlandigint bildirmistir. Vitamin A inaktif retinol olarak
sindirilir ve etanolii asetaldehite metabolize eden alkol dehidrogenaz (ADH)
tarafindan aktif retinale okside edilir. Son ¢aligmalarda retinada da ADH aktivitesi
gosterilmis ve alkoliklerde etanol tarafindan retinal olusumu engellendiginden gece
korliikleri  rapor edilmistir. Testikiiler ADH ile inaktif retinoliin retinale
dontstiriilmesi etanol tarafindan engellendiginden, dolayisiyla vitamin A eksikligi
kronik alkoliklerde sterilitenin patogenezinde bir faktor olarak bildirilmistir.

Biz de; yukarida belirtilen testikiiler dokuda kaydettigimiz bozukluklarin tek
bir nedenden kaynaklanamayacag: bu degisikliklerden birbirine bagl olarak gelisen
mekanizmalarin sorumlu oldugu diigtincesindeyiz; etanoliin dogrudan testis iizerine
ve hipofiz lizerinden baskilama yoluyla testisi etkilemesiyle, testesteron seviyesinin
dismesinden dolay:r stimiilasyon  eksikligi ile, membran hasarlariyla, lipit
peroksidasyonuyla ve antioksidan kapasitede azalmayla agiklanabilir.

Elektron mikroskopik muayenelerle daha ayrintili olarak inceledigimiz
peritiibiiler dokuda kollajen fibrillerinde hiperplazi, bazal membranlardaki pile
tarzindaki katlanmalar ve peritiibiiler dokuda belirgin kalinlasma 1stk mikroskopik
bulgularimizda da yine tunica propriyada kalinlagsma seklinde karsimiza ¢ikmisti. Bu
ve benzeri bulgulara alkol modeli ¢alismalart yapan yazarlarin ve reprodiiktif
yaslanma konusunda ¢alisan yazarlarin verilerinde de rastlanild:.

Shirai T. ve ark. (78) alkol uygulamalarini miiteakip seminifer tiibiil
duvarindaki peritiibiiler yapida kavislenmeler, diizensizlikler, bazal membranda
katlanmalar, lamellasyonlar ve kollajen fibrillerinde hiperplazi rapor ederken,

Ramirez - Herrera M. ve ark. (90) propilen glikol uygulamas: ertesinde testikiiler
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dokuda atrofi, fibrozis ve skleroz bulgularim ve hatta bu propilen glikol
uygulamasinin non sirurjik kastrasyonlar i¢in kolay, giivenli ve pahalt olmayan bir
yontem olabilecegini rapor etmistir. Reprodiiktif yaslanma iizerine ¢alismalar yapan
Honore L.H. (91),Wang C. ve ark. (92), Takano H. ve ark. (93), Sinha Hikim A.P. ve
ark. (44) da yaglanma ile beraber peritubuler ve tubuler dokuda kalinhk artigt ve
interstisyel alanda artis gozlemislerdir. Scrotal ve abdominal testisleri mukayese
eden Arighi M. ve ark. (94) da abdominal testiste atrofi, seminifer tubul ¢aplarinda
daralma ve interstisyel dokuda artig bildirmislerdir.

Bu tiir degisikliklerden sorumlu yine farkli arastirmacilar farkli mekanizmalar
ileri stirmiiglerdir, Honore L.H. bu durumdan sorumlu mekanizmalardan birinin,
tubuler dokuda kollajen metabolizmasi bozukluklarindan da sorumlu olan anormal
Leydig hiicresi fonksiyonlar1 oldugunu ve germ hiicre antijenlerinin kana sizmasiyla
bir immiin cevap olarak otoallerjik lezyonlar olabilecegini, Davidoff M.S. ve ark.
(45) gerek peritiibiiler dokuda ve gerekse interstisyel alandaki bag doku artisinin
patolojik sartlarda miyoid hiicreler olarak isimlendirilen myofibroblastlarin myoid
karakterlerini kaybederek fibroblast 6zelligi kazanmalarina ve ekstraselliiler matriks
bilesenlerini tekrar sentezlemelerine baglamistir. Ancak patolojik durumlardan 6nce
germinal epitelin mi yoksa lamina propriyanin mu etkilendigi hususunun tartismali
oldugunu bildirmigtir. Takano H. ve ark. (93) ise kalinlasmis peritubuler dokuya
sahip atrofik seminifer tubullerde bazal membranlarin kahnlagmasinin, yine
otoimmiin bir mekanizmayla renal glomerulonefrit sonucu sekillendigini bildirmistir.

Biz de gerek interstisyel alanda ve gerekse peritubuler dokuda var olan bag
doku artisinin, miyoid hiicrelerin ekstraselliiler matriksi sentezlemelerinden
kaynaklandig1 ve buna Leydig hiicrelerinde olusabilecek fonksiyonel bozukluklarin
da katkida bulundugu kanaatindeyiz. Yaptiinuz bag doku retikiilin boyamalar ile
retikiiler iplik artis1 gézlemlerimiz bu goriisti kuvvetlendirmistir ki; Suda K. ve ark.
(95) daha onceki bulgularn da 1s1ginda, yeni bag doku olugumlart esnasinda Tip I
kollajenden ziyade retikiiler iplikler olarak da adlandirilan Tip 1II kollajen
ipliklerinin daha fazla goriildtigiinii rapor etmistir.

Calismamizda toluidine blue ile boyali kontrol grubu deneklerin testis
dokularinin benzer sayida mast hiicre populasyonlarina sahip olmalarina ragmen iki,

dort ve altr aylik alkolik deney gruplar testis dokulari giderek azalan sayilarda mast

60



hiicre populasyonlar1 gostermislerdi. Alkol modelleriyle testis dokusu intestisyel
alanindaki bu bag doku hiicrelerine yonelik bu tlir bir ¢alismaya rastlamamiza
ragmen baska dokularda, dzellikle sindirim sisteminde yapilan ¢alismalar yine mast
hiicre populasyonlarinda alkolizme bagli azalmalar bildirmislerdir (96). Etanoliin bu
etkisinin, mast hiicre degraniilasyonunu direkt etkilemesi ile, hiicre membran
ozelliklerini ve membran reseptorlerini bozarak gergeklestirdigi ileri stiriilmektedir
(97). Dinda P.K. ve ark (98) ise yaptifn ¢aligmada mukozal mast hiicrelerinin
intraluminal etanol uygulamasindan 15 sn sonra 1/3’ {iniin, 30 sn sonra ise yarisinn
degraniile oldugunu gostermistir. Daha 6ncede bildirilen etanolin  membran
hasarlarina neden oldugu gz oniinde bulunduruldugunda bizde; deney grubunda
izlenen mast hiicre populasyonlarindaki bu azalmalarin membran hasarlarina baglh
olarak degraniilasyon sonucu gelistigi kanaatini tasiyoruz.
Sonug olarak ¢alismamizda bulgularimizda izledigimiz ve diger arastirmact

yazarlarinda bulgulariyla uyumlu olarak alkoliklerde gizlenen;

e daha az agirhik kazanim

e gonadal atrofi

e testikiiler kapsiilde kalinlasma

¢ seminifer tubullerde atrofi

o peritubuler veinterstisyel bag doku artisi

e germinal hiicre aplazisi

e intraselliiler lipit birikimi

e tubuler dejenerasyon ve

e mast hiicre populasyonlaninda azalmanin yanisira ¢esitli yazarlarin

belirttigi endokrin imbalans ve diger biyokimyasal anormalliklerle,

cinsiyet fark: gozetmeksizin disi ve erkekler igin gonadal toksin olarak nitelendirilen
alkoliin; yaptig1 hasarlarin ciddiyetinin tiiketilme yasi ve siirekliligi ile korelasyon
gostermesinden dolay1 bu durumun hem tiiketen ve hemde sonraki jenerasyonlar i¢in
onemli olmasindan ve meydana gelmis hasarlanin kismen reversibl olmasindan

titketimi hususunda birkez daha diistiniilmesi kanisindayiz.
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OZET

inonit Universitesi Deney Hayvanlari yetistirme ve Deneysel Aragtirma
Merkez’inden temin edilen 180-200 gr agirliginda ergin erkek Wistar albino ratlarda
% 7,2 alkol iceren modifiye bir sivt diyet modeliyle testis dokusunda alkoliin 151k ve
elektron mikroskopik seviyede etkileri ¢alisiidi.

Izokalorik kontrol diyetleriyle karsilastinldiginda alkol gruplarinda; daha az
agirlik kazanimi, testikiiler atrofi, kapsiilde kalinlasma, seminifer tubullerde atrofi,
germinal epitelde dejenerasyonlara kadar varan farkli derecelerde hasarlar,
peritubuler yapida diizensizlikler, bazal membranlarda katlanmalar, tunica
propria’nin kollagen ipliklerinde artis, Sertoli ve Leydig hiicreleri sitoplazmalarinda
yag birikimi ve interstisyel dokuda artis ve mast hiicre populasyonunda azalma
bulgular1 izlendi. »

Yukarida s6zii edilen bulgular alkol tiiketiminin siiresi ile dogru orantili
olarak artis gosteriyordu.

Bu sonuglar testikiiler hasarlarda alkoliin 6nemli bir roliiniin oldugunu ve
alkoliin hem seminifer tubulleri ve hem de interstisyel alam etkiledigini ortaya

koymustur.
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SUMMARY

Adult male Wistar rats, weighing 180-200 gr at the beginning of the
experiments, were used. They obtained from Inonu University the center of
laboratory animals breeding and experimental research. A modified liquid diet
containing % 7,2 ethanol and similar diet without ethanol which sucroz was
isocalorically substituted for ethanol was fed to sexually mature rats to determine
whether alcohol feeding of such animals could produce gonadal failure or not at light
and electron microscopic levels.

When compared to isocalorically fed controls, the testes of alcohol-treated
animals revealed the following changes; decreased body weight gain, gonadal
atrophy, thickened capsule, atrophic seminiferous tubules, damaged germinal
epithelium, desquamated spermatocytes in the lumen of tubules and degenerative
changes. In the peritubuler wall of the seminiferous tubules, we observed curvature,
irregularities, infolding of basement membrane and hyperplasia of collagen fibers in
the tunica propria. In the cytoplasm of the Sertoli and Leydig cells deposits of fat
droplets, were observed. The testicular intestitial tissue was found increased. The
mast cell populations were found decreased

The intensification of the above described changes were observed to be
dependent on the duration period of alcohol intoxication.

These results indicate that alcohol is important in the mechanism of alcoholic
testicular damage and this damage affects both testicular intestitial cells and the

seminiferous tubules, particularly the Sertoli cells and peritubuler wall of the latter. .
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