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ZERANOL: ‘N ESTROGEEN-ANALOOG SE INVLOED OP DIE TESTIKULERE
FUNKSIE VAN MUISE

deur Rineé van Wyk
Omgewingsfaktore soos anaboliese stimulante speel 'n toenemende rol wat menslike
fertiliteit betref. Die gebruik van Zeranol (7a-Zearalanol) as anaboliese groeipromotor
in vee veroorsaak dat klein hoeveelhede van hierdie chemikalieé in diereweefsel
neerslaan. Zeranol besit swak estrogeniese eienskappe wat die aktiewe verplasing
van estrogeen by estrogeniese reseptore tot gevolg het. Newe effekte soos die
inhibering van die hipofise asook die atrofie van die testes, prostaat en seminale

vesikels is die gevolg van oormatige estrogeniese blootstelling.

Doel: Om die uitwerking van Zeranoltoediening op die testikulére funksie in muis as

modelle te bepaal.

Metodiek: Muise (n=20) is in Toetsgroep 1 (ontvang 'n eenmalige
Zeranoltoediening); Toets 2 (n=20, ontvang 'n Zeranoltoediening 48-uurliks vir vyf
weke) en twee kontrolegroepe (n=40, ontvang slegs plasebo toedienings) verdeel.
Semenevaluasies en elektronmikroskopiese evaluering is op die testisaspirate

uitgevoer. Patologiese ondersoeke van die testisweefsel is ook uitgevoer.

Resultate: Slegs enkele waarnemings van inhibering van die semenkwaliteit asook

enkele gevalle van patologie van die testisweefsel gemaak.

Gevolgtrekking:  Zeranoltoediening volgens hierdie protokol, het nie 'n statisties
betekenisvolle negatiewe effek op die testisfunksie van die muise gehad nie. Indien
daar 'n onderdrukkende of inhiberende effek by mensstudies gevind word, kan dit
moontlik klinies 'n beduidende effek op manlike fertiliteit hé, veral by mans met

oligosoospermie (lae spermkonsentrasie).
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Abstract

ZERANOL: AN OESTROGEN ANALOGY’S INFLUENCE ON THE TESTICULAR
FUNCTION OF MICE

by Rineé van Wyk
Environmental factors such as anabolic stimulants have an increased influence on
human fertility. Zeranol (7a-Zearalanol) is used as such an anabolic growth promotor
on livestock farms. Small amounts of this stimulant precipitate in the tissue of
livestock. Zeranol has weak estrogenic characteristics and therefore cause active
displacement of estrogen at receptor sites. Over exposure to estrogen results in the
inhibiting and/or suppression of the pituitary gland as well as atrophy of the testes,

prostate and seminal vesicles.

Aim: The determination the effect of Zeranol administration on the testis function of

mice.

Methods: Test group 1 received only one administration of zeranol where as Test
group 2 received a zeranol dosage every 48 hours for five days. Two groups receiving
only placebo served as the control groups. Semen evaluation and electron
microscopic evaluation was performed on the testis aspirations. Pathological

evaluation on the testis tissue was also performed.

Conclusion: Only occasional observations were made of the inhibiting effect of
Zearanol on semen quality and pathological testis tissue. This study showed that
zeranol has had no statistical negative effect on the testis/testicular function in mice. If
some inhibiting or oppression is observed in human fertility studies, it may be of

clinical value especially for men with oligozodspermia (low spermconcentration).
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ORIENTASIE EN AGTERGROND

1.1 INLEIDING

Anaboliese middels is reagense wat deur middel van stimulasie van proteiensintese
verhoogde spiergrootte en spierkrag by mense sowel as diere veroorsaak.
Benewens hierdie middels se medisinale waarde word dit deur atlete gebruik om
beter prestasies in mededingende sportsoorte te verkry. Net so word verbeterde
prestasie by renperde verkry, maar by slagvee word anaboliese middels toegedien
met die oog op ‘n hoér slaggewig en verbeterde voeromset. Die samestelling van
hierdie middels wat effektiewe verhoogde prestasie by mense en renperde
veroorsaak, se struktuur stem ooreen met dié van testosteroon, die natuurlike
androgeen. Daarenteen word androgeniese en estrogeniese middels of ‘n
kombinasie van albei by slagvee gebruik. Die estrogeniese middels kan voortkom uit
die natuurlike steroied 17f3-estradiol of kan ‘n nie-steroiedstruktuur soos

diethylstilbestrol of zeranol hé’'

Die nie-medisinale gebruik van anaboliese middels deur atlete word eties
bevraagteken. Kommer oor die newe-effekte van sulke middels wat varieer van
hormonale steurnisse tot neoplasie na langdurige gebruik en meer nog, die
toksikologie wat daarmee gepaard gaan, is toenemend. Die grootste kommer wat
vee betref, is die moontlikheid van oorblyfsels van die anaboliet in die vleis wat vir
verbruikers nadelig mag wees. Tans word die toediening van anaboliese middels in
sekere lande gewettig, maar in ander lande afgekeur.! Die toksikologiese effek van
sulke anaboliese middels in voedselsoorte is ‘n groeiende bekommernis as gevolg

van ‘n groter bewustheid van die publiek se kant af teenoor die
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blootstelling van die omgew.. _ - oroef=5" glieg. Min inligting is bekend met
betrekking tot die meganismes onderliggend aan die toksiese uitwerking van die
anaboliete. Die hipotetiese risiko’s wat met hierdie middels geassosieer word, is dus

‘n moeilike taak.

Die differensiasie en morfogenese van weefsel en organe is gedurende die
perinatale periode sensitief vir verskeie tipes stimulasie. Differensiasie van die
reproduktiewe stelsel asook die brein self word gedurende die perinatale periode
deur geslagsteroiede beinvioed. Onomkeerbare en langtermynwysigings van die
sentrale en perifere meganismes wat die reproduktiewe funksies reguleer, is in diepte
op vroulike knaagdiere nagevors. Sommige van hierdie wysigings mag direk of
indirek tot karsinogenese aanleiding gee en I die basis vir steriliteit in die latere
lewe. Minder inligting oor langtermynveranderinge in manlike soogdiermodelle as in

vroulike diermodelle, is bekend.?

1.2 ZERANOL: ‘N KORT OORSIG

Die gebruik van Zeranol (7a-zearalanol) as anaboliese stimulant in slagvee
veroorsaak dat residue van die chemikalieé in diereweefsel neerslaan. Zeranol is ‘n
sintetiese derivaat van zearalenone, ‘'n natuurlike miko-estrogeen wat dikwels in
voedselsoorte gevind word as gevolg van die infeksie van graan deur Fusarium-

(Fusarium graminearum) skimmel.’

Zeranol en zearalenone is albei p-resorsikliese suurlaktone (RALs) of miko-
estrogene. Baie samestellings van hierdie basiese formule het swak estrogeniese
eienskappe en is chemies, struktureel en biologies verwant. Zeranol ontwikkel in
vitro ‘n affiniteit vir estrogeenreseptore en aktiewe displasie van estrogeen vind

plaas. Die gevolg, soos met estradiol, is die inhibisie van die hipotalamus en atrofie
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van die ovaria, testes, prost: Technology, Free State - VESiKeElS.  Ander newe-effekte soos
uterotrofiese gevolge is ook waargeneem. Geen toksiese effek anders as die

estrogeniese eienskappe van zeranol is waargeneem nie.*

Estradiol is as ‘n nie-mutageen aangedui, maar die wysiging van dieremodelle se
hormonale spektrum as gevolg van estradiol kan aanleiding gee tot karsinogeniese
effekte. Hierdie karsinogeniese meganisme is nog nie presies bekend nie. In
teenstelling met estradiol is anaboliese stimulante, spesifiek zeranol, aan meer
indringende veiligheidsondersoeke onderwerp. Baie van hierdie chemikalieé
waarmee die omgewing in die laaste vyftig jaar besoedel is, is swak estrogenies,
maar weerstandig teen bio-afbraak en daarom vind ‘n ophoping in die menslike

liggaam plaas.?*>%7

Abnormale ontwikkeling en funksionering van die manlike reproduktiewestelsel het
die afgelope 30-50 jaar toenemend voorgekom. Voorbeelde hiervan sluit testikulére
kanker, kriptorgidisme en uretrale abnormaliteite soos hipospadie in. ‘n Treffende
verlaging in semenvolume en spermkonsentrasie van “normale” volwasse mans is
ook aangedui. Aangesien hierdie veranderinge redelik onlangs in verskeie lande
waargeneem is, word van die veronderstelling uitgegaan dat hierdie negatiewe
tendens deur omgewingsfaktore en/of lewenswyses veroorsaak word, eerder as deur

genetiese veranderinge >*>%7

Naas die tydstip van zeranolblootstelling, is die dosis belangrik sover dit testikulére
inkorting aangaan. Vele navorsers het inkorting of onderdrukking van
testisontwikkeling en -funksionering waargeneem indien bulle op ‘n jong ouderdom

(<90 dae ouderdom) of gedurende soog en voerkraalafronding, zeranolinplantings

ontvang het.’
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Soortgelyke waarnemings is v Technology. Free State VE| @S Op ‘n jong ouderdom by muise,
rotte en ander knaagdiere gevind. As gevolg van eties-beperkinge is min data met
betrekking tot die effek van hormone op die anatomie en fisiologie van menslike

testikulére selle en weefsel beskikbaar.®

1.3 DOEL

Die doel van die studie was om die uitwerking van zeranoltoediening op die
testikulére funksie van muise te bepaal. Die muis spesifiek is sensitief vir estrogene
en is dus as geskikte model gevind om die konsep van menslike blootstelling aan
zeranol te verstaan.®> Die muismodel is 'n erkende en geskikte model vir navorsing.
Die resultate kan dus gebruik word om logiese gevolgtrekkings te maak wat ook
moontlik op die mens van toepassing kan wees. Omgewingsfaktore speel ‘n
toenemende rol by menslike infertiliteit en indien hierdie omgewingsinvioed op
diermodelle bestudeer word, kan moontlike voorkomende maatreéls of aanbevelings

vir menslike reproduktiewe probleme getref word.

1.4 HIPOTESE
H1: Zeranolblootstelling het 'n negatiewe effek op testisfunksie van muismodelle.

HA: Zeranol het nie 'n negatiewe effek op testisfunksie van muismodelle nie.

1.5 STUDIEGROOTTE/POPULASIE

'n Loodsstudie met vyf muise in elke groep sal uitgevoer word. Die studiegrootte sal

na aanleiding van die uitkoms en statistiese analise aangepas word.

1.6 STUDIEMATERIAAL

Testisweefsel en spermaspiraat van die epididimis van manlike muismodelle.
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1.7 IN- EN UITSLUITING!

Insluitings: manlike muise 3 weke ouderdom (speen ouderdom) tot 8 weke
ouderdom, N = 60, begin dus behandeling op 3 weke ouderdom deurlopend tot en

met 8 weke.
Uitsluitings: manlike muise jonger as 3 weke of ouer as 8 weke.

Populasiebeperkings: manlike muise in aanhouding, aan dieselfde voedings-,

omgewings- en hanteringsfaktore blootgestel.

1.8 STUDIE-UITVOERING
1.8.1. Studieprosedures

o Blootstelling van muise(N = 60) aan zeranol op vasgestelde ouderdomme, dosis
en vir 'n spesifieke tydsperiode (48-uurliks vir 5 weke). Opoffering van die muise
op 8 weke ouderdom vir die verkryging van studiemateriaal (testisweefsel en

epididimisaspiraat).
e Evaluering van testismassa en semenevaluasie van epididimisaspiraat.
¢ Ligmikroskopiese evaluasie van testissnitte.

Elektronmikroskopiese evaluasie van spermatosoa snitte.

1.8.2. Farmakologiese Beplanning

Toetsgroep 1: Muise 3 weke ouderdom, N = 20. Eenmalige toediening van

zeranoldosis, gevolg deur daaglikse toediening placebo tot en met 8 weke ouderdom.

Kontrolegroep 1: Muise 3 weke ouderdom, N = 20. Daaglikse placebotoediening

vanaf 3 weke ouderdom tot en met 8 weke ouderdom.
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Toetsgroep 2: Muise vanaf 3 Technology, Free State. tOt €N met 8 weke ouderdom, N = 20

herhaaldelike zeranoltoedienings 48-uurliks.

Kontrolegroep 2: Muise vanaf 3 weke ouderdom tot en met 8 weke ouderdom, N =

20, herhaaldelike 48-uurlikse placebotoedienings.

Alle toedienings is intraperitoniaal gedoen en al die muise is op 8 weke ouderdom

opgeoffer.
1.8.3. Standaardisering van Tegnieke

Slegs twee navorsers sal die toetsstoftoediening, disseksie en andrologiese
evaluasies van die testisweefsel en epididimisaspiraat uitvoer. Elektronmikroskopie
en ligmikroskopie is volgens 'n gestandaardiseerde metodes uitgevoer.®’588%7071

Semenanalise is volgens die Wéreldgesondheidsorganisasie (WGO) se

standaardmetode uitgevoer.®
1.8.4. Laboratorium Evaluasie

Massabepalings van die testis sal geneem word. Semenanalise op
epididimisaspiraat is volgens die Weéreldgesondheidsorganisasie (WGOQO) se

standaarde uitgevoer.®

1.9 BIOMETRIESE ONTWERP
1.9.1. Algemeen

Muismodelle is deur die Proefdiereenheid van die Universiteit van die Vrystaat

voorsien en gehuisves.
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1.9.2. Steekproefgrootte Technology, Free State

Loodsstudie: Twintig muise is ewekansig in vier groepe verdeel. Die monstergrootte

sou na aanleiding van die loodsstudie se uitslag aangepas en vasgestel word.
1.9.3. Statistiese Ontleding

Die T-toets is gebruik met ‘n 95% vertrouensinterval. 'n Korreksiefaktor is vir die

loodsstudie in berekening gebring.

110 BEGROTING
1.10.1. Farmakologiese Uitset

«-Zearalanol (Sigma-Aldrich) kwoteer R703.61/5 mg. Vir die toediening van
150ug/kg-dosisse vir 60 proefdiere volgens die protokol was 3 x 5 mg houertjies oc-

zearalanol benodig teen 'n beraamde koste van R2110.83.

1.10.2. Proefdiere

Sestig muise teen R12.50/muis. Totaal R750.00.

111 ETIESE ASPEKTE EN AANVAARDE KLINIESE PRAKTYK
1.11.1. Volmagte

Etiekkomitee vir Proefdiernavorsing: 03/2000.

1.11.2. Goeie Kliniese Praktyk en Kwaliteitsversekering

¢ Navolging van goedgekeurde protokol.

¢ Hantering van muise en verkryging van weefselmonsters sal eties, wetenskaplik

en korrek geskied.
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Tectnology. Free State - i@ verskillende evaluasies sal deur

e Afmetings en monstervool

spesifieke persone in die betrokke vakgebied uitgevoer word.
1.11.3. Vrywaring
Geen vrywaring was van toepassing nie.
1.11.4. Vertroulikheid

Geen inligting of resultate sal voor afhandeling bekendgemaak word nie.

112 NAVORSINGSVERBINTENIS

Die navorsers onderneem om hulle by die navolging van die protokol te hou.

113 VERSLAGGEWING/RAPPORTERING

Verslaggewing sal aan die Proefdieretiekkommitee na afhandeling van die projek

gedoen word.

1.14 PUBLIKASIE/VOORDRAG VAN RESULTATE

Voordrag tydens Akademiese Jaardag, UVS en publikasie in vaktydskrifte van

toepassing op uitkoms van studie.

115 GEVOLGTREKKING

Indien bevind word dat hormoonstimulante wat estrogeniese eienskappe openbaar
wel die normale funksionering van muistestes negatief beinvioed, behoort die inname
van sulke stimulante by mense bepaal word. ‘n Berekende estrogeniese-geen-effek-
vlak van "estrogeniese" voedselprodukte wat verbruik word, sal dus die veiligheid vir

die gebruik van vleis- en ander voedselprodukte deur die mens, aandui.
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21 INLEIDING

Die voorkoms van abnormale ontwikkeling en/of abnormaliteite tydens die
ontwikkeling van die manlike reproduktiewe stelsel het in die afgelope 30 tot 50 jaar
meer as verdubbel terwyl spermtellings byna met die helfte afgeneem het.®
Dieselfde tendens is waargeneem by seuns indien hul moeders gedurende
swangerskap diétiel-stilbestrol (DES)-blootstelling gehad het. Soortgelyke data is
ingesamel indien dragtige diere vir ‘n kort tydperk aan eksogene estrogene of DES
blootgestel word.® Daar is toenemende kommer met betrekking tot

estrogeenblootstelling (eksogeen en in utero), wat aanleiding tot manlike

11,12

reproduktiewe abnormaliteite soos testikulére kanker '°, kriptorgidisme en ‘n
merkbare afname in semenvolume en spermkonsentrasie van normale volwasse
mans kan gee.”> Testikulére kanker, kriptorgidisme en hipospadie is problematiese
abnormaliteite wat moontlik al gedurende fetale ontwikkeling ontstaan het, en tesame
met verlaagde spermkonsentrasie kan hierdie afwykings ‘n gemene oorsprong hé."’
Eksogene en in utero blootstelling aan estrogeenviakke hoér as normaal en die
negatiewe verandering in manlike reproduktiewe ontwikkeling en funksionering oor
die afgelope 40 tot 50 jaar toon ‘n duidelike ooreenkoms wat geldige kommervrae
laat ontstaan het. “Humans now live in an environment that can be viewed as a
virtual sea of estrogens”.'* Vele navorsers het die bewyse vir veranderinge van
estrogeenblootstelling al vir die afgelope halfeeu nagevors om vas te stel of daar

enige bekende meganismes is wat aanleiding kan gee tot die negatiewe verandering

in die manlike reproduktiewe ontwikkeling en funksionering.®
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Sintetiese estrogeenanaloé neig om gevaarlik te wees vir die mens, omrede dit
vervaardig word om oraal aktief te wees en dus weerstandig teen bio-afbraak is.
DES en ander estrogeenanaloé word vir die afgelope 20 tot 30 jaar in ‘n breé
spektrum van veebedryfaktiwiteite gebruik en is gedurende hierdie tydperk nie as ‘n
risiko vir die mens beskou nie.® Abnormaliteite wat waargeneem is, was in kinders
waar die moeders met DES behandel is, en dit het tot veranderinge ten opsigte van
die gebruik van DES aanleiding gegee om sodoende die risiko's vir menslike gebruik
te verminder. Anaboliese estrogene wat oraal aktief is, is reeds in 1981 in Europa
verbied. Die meeste anaboliese estrogene wat tans in die veebedryf gebruik word, is

nie oraal aktief nie.®

Ander gebruike van estrogeenanaloé wat oor die afgelope 20 tot 40 jaar toegeneem
het, is die orale kontrasepsiepil (bv etiniel estradiol). Hoewel daar etiniel estradiol in
waterbronne aangemeld is, is daar min data met betrekking tot die konsentrasie
estradiol in drinkwater. Net soos DES bind etiniel estradiol nie aan die sekshormoon-
bindingsglobulien (SHBG) waaraan die meeste estrogene in bloed normaalweg bind
nie. Dit beteken dus dat etiniel estradiol ‘n hoé& bio-aktiwiteit het indien dit ingeneem

word.®

2.3 FITO-ESTROGENE

Die afgelope 40 jaar het veranderings in diéte in verskeie lande 'n verhoogde
estrogeenwaarde in die omgewing teweeggebring, omrede baie plante en fungi fito-
estrogene bevat. Dit is ook reeds bewys dat indien diere hierdie plante en fungi
inneem, fito-estrogeenabnormaliteite in hul normale reproduktiewestelsel voorkom.'®

Die gebruik van soja — die rykste bron van fito-estrogene — het in die afgelope twee of

H:AUSERS\UNIINF 1\Proefskrif Hoofstuk 1 - 7.doc 10

© Central University of Technology, Free State



Q ES I RUGENE

Central University of

e reres 2i toegeneem.’® Volgens Verdeal en

meer dekades as proteienplaa
Ryan '® is navorsingsprogramme aangewend om die biologiese effek van fito-
estrogene in die mens te ondersoek. Die gevolgtrekking was dat blootstelling aan
fito-estrogene alleen se effek te klein is om direkte estrogeniese gevolge by die
meeste volwassenes te kon hé. Fito-estrogene kan ‘n stimulerende effek op die
lewer hé, sodat meer sekshormoonbindingsglobulien (SHBG) geproduseer word wat

veroorsaak dat die konsentrasie van biobeskikbare endogene estrogeen verlaag.'’

24 ESTROGENE IN MELK

Gedurende die 1940's en 1950's was die tendens dat ontwikkelde lande se
suiwelgebruik te hoog is. Te hoé& suiwelverbruik mag lei tot veranderinge in
estrogeenmetabolisme soos bo genoem, maar mag ook ander implikasies tot gevolg
hé. In die hedendaagse moderne boerderysisteme is die meeste koeie dragtig, maar
steeds in laktasie. Koeimelk bevat dus ‘n noemenswaardige hoeveelheid estrogene

— meestal estroonsulfaat.’®

Tydens die pasteurisasieproses van melk in die vervaardiging van babamelkformules
word estrogeen vernietig, hoewel dit nie duidelik is waarom dit gebeur en of

8 In watter mate

estrogeen steeds teenwoordig is in ander suiwelprodukte nie.’
absorbsie van estroonsulfaat in die menslike (volwasse en/of kind)
spysverteringskanaal plaasvind, is ook nog debatteerbaar en of die invloed van vesel

in die dieet hierdie absorpsie beinvioed of nie.®

2.5 ESTROGENIESE CHEMIKALIEE

Die afgelope 50 jaar besoedel ons die omgewing met verskeie chemikalieé wat swak
estrogeniese eienskappe openbaar.®'*  Hierdie chemikalie¢ wat in ons

voedselketting voorkom, is merkwaardig bestand teen biodegradering en versamel in
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die menslike liggaam.? In ve
chemikalieé geassosieer met reproduktiewe abnormaliteite, wat veranderde
semenkwaliteit van volwasse rotte insluit na neonatale blootstelling via
moedersmelk.® Slegs ‘n enkele blootstelling op dag 15 van dragtigheid toon ‘n
verhoogde voorkoms van kriptorgidisme by die manlike nageslag, waar die
blootstelling nanogram hoeveelhede van gechlorineerde koolwaterstof TCDD (dioxin)
was. Geen nadelige effek op die moeders is waargeneem nie. Buiten die verhoogde
voorkoms van kriptorgidisme is dosisgebonde verminderde testismassa c-;n verlaagde
spermkonsentrasies ook in  volwassenheid gevind. Die verlaagde
spermkonsentrasies is ‘n gevolg van verminderde aantal Sertoliselle. Terwyl dit
reeds in 'n wye spektrum van dierestudies bewys is, is dit nie duidelik of blootstelling
aan estrogeniese chemikalieé genoegsaam is om dieselfde effekte op mans te hé

nie.’

Veranderinge wat moontlik mag intree as gevolg van estrogeenblootstelling is moeilik
om te kwantifiseer, veral indien daar vermoed word dat sulke veranderinge tydens
swangerskap mag plaasvind. Die veiligste afleiding wat gemaak kan word, is dat
swanger vroue (en mense in die algemeen) meer aan estrogene blootgestel word as
50 jaar gelede. Die bron van hierdie estrogene, die verspreiding en die gevolge
daarvan mag ook verskil van land tot land, en van mens tot mens. Verhoogde
blootstelling aan estrogene kan of kan nie die voorkoms van abnormaliteite in
manlike reproduktiewe ontwikkeling en funksionering hé. “Swak” estrogene het ook

‘n kragtiger uitwerking op ‘n fetus en neonate as op volwassenes.®
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Tecnology. Free Stte = QONTWIKKELING VAN DIE TESTIS

2.6 INVLOED VAN ESTR

EN MANLIKE GESLAGSTELSEL

Die ontwikkeling van die manlike geslagstelsel, die degenerering van die strukture
(Mullerbuise) wat oorsprong gee aan die vroulike geslagstelsel en die vroeé
ontwikkeling en afdaal van die testis in die skrotum, is gebeurtenisse wat gedurende

die fetale ontwikkeling plaasvind.'®%

Testikulére afdeling en ontwikkeling van die Hormonale beheer van die fetaletestis
manlike reproduktiewestelsel
) ] Fetale hipofise
7 uitoefen lokale innhibering klier
yan kiemsel mitose 7 veranderde MISiwysiging van
MIS gee aanlemlng tot kiemsel Negatiewe terugvo
A duplisering inhibering
- - 7 GIS relis
|Testis naby niere geleé voordat “;'E,?gﬁﬂ.’,",?
afdaling geinisieer word
MIS -"l—r
+ gevller?&d;nnwa; MIS afskeiding
nvioed/verhinder regressie van
die Millerbuise dus wgord frans- Estrogeen vanaf
) abdominale afdaling van testis ook sertoliselle
Transabdominale beinvioed
afdaling
Regressie van
lllerbuise
luterus}
¢ T - = ? Negaﬁewal rfguigrin Ivan die
‘estis inguin: n
pusls?(?neerd —- Testosteroon .-‘-7 aantal Levdiaselle
‘ 7 Onderdrukking van Leydigsel
ontwikkeling deur estrogen verlaag
testosteroon en dus word
transinguinale testis afdaling en ? FSH inhibeer MIS
dv&manlitlg!n% vg; i afskeidina deur sertoliselle
reproduktiewestelsel beiny
Trag?ér,i gg:aie Vermanllalng P FSH stimuleer Sertolisel
vermeniavuldiaing
o Verminderde aantal Sertoliselle
veroarsaak verminderde
spermproduksie in volwasse mans

Figuur 2.1 Die ontwikkelingsstadia waar estrogeen (afkomstig vanaf die moeder) 'n negatiewe
effek kan uitoefen, is met die donker lyne en pyle aangedui. Moontlike meganismes en fisiologiese
weé waar estrogene tydens swangerskap moontlik onderdrukte ontwikkeling en afdaal van testes en

ander abnormaliteite van die reproduktiewestelsel kan hé.
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Die ontwikkelingstadium waar
effek kan uitoefen, is met donker lyne en pyle aangedui. Indien estrogeen aan
dragtige diere of swanger vroue toegedien word, word aangedui dat daar
abnormaliteite in al die bogenoemde stadiums is, maar daar is geen bewys dat
hierdie abnormaliteite wel via hierdie aangeduide roetes plaasgevind het nie.
Moontlike meganismes en fisiologiese weé waar estrogene tydens swangerskap
moontlik onderdrukte ontwikkeling en afdaal van testis en ander abnormaliteite van

die reproduktiewestelsel kan hé.®

Die basis van ontvanklikheid vir die negatiewe uitwerking van estrogeen is gebaseer
op die normale verloop en produksie van estrogene deur die Sertoliselle en die
moontlikheid bestaan dat hierdie estrogeenproduksie as negatiewe terugvoer optree
na die fetale hipofise, om die afskeiding van follikelstimulerende hormoon (FSH) te
reguleer® FSH is die dryfveer vir die Sertoliselle se estrogeenproduksie, die
vermeerdering van Sertoliselle en ook moontlik die regulering van die afskeiding van
ander hormone, Milleriaanse inhiberingsubstans (MIS), wat vir die degenerasie van

die Millerbuise verantwoordelik is.?°

Die blywende teenwoordigheid van Millerbuise word gewoonlik geassosieer met
gefaalde testikulére afdaling (sien Figuur 2.1). Tans word aangeneem dat MIS ‘n rol
speel tydens die transabdominale fase van normale testikulére afdaling. Die
versteuring van MIS-produksie kan dus normale testikulére afdaling en/of
ontwikkeling benadeel.®® MIS mag ook verantwoordelik wees vir die onderdrukking
van die vermenigvuldiging van kiemselle tydens die fetale stadia omdat MIS die
vermoé het om die groei van verskeie seltipes te inhibeer, insluitend sekere ovariéle
tumorselle. Die vermoede bestaan ook dat abnormale kiemselle wat aanleiding gee
tot die meeste testikulére kankers in die latere lewe, gedurende die fetale lewe

t.21

ontwikkel het en meestal 'n ongewone hoé& DNA-inhoud beva Versteurde
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afskeiding van MIS mag ¢
Risikofaktore wat aanleiding mag gee tot testikulére karsinoom sluit in:
kriptorgidisme en ander abnormaliteite van die ontwikkeling van die manlike
geslagstelsel (bv. gonadale disgenese), wat 'n gemeenskaplike oorsprong het.
Dragtige muise wat aan etiniel estradiol blootgestel was, het ‘n verhoogde voorkoms
van gonodale disgenese, kriptorgidisme, en testikulére karsinoom in manlike
nakomelinge, asook ingekorte Leydigselontwikkeling en 'n verlaagde aantal

Sertoliselle getoon.?*?

In volwasse en prepubertale rotte is estrogeen se negatiewe uitwerking as gevolg op
die negatiewe regulering op die Leydigselontwikkeling, omrede die duplisering van
Leydigselvoorlopers, geinhibeer word.* Hierdie reguleringsmeganisme van
Leydigselle tree moontlik al in die fetale fase in werking. Leydigselle is die bron van
testosteroon, wat vir die ontwikkeling van die manlike geslagstelsel, die uiterlike
voorkoms van die geslags-organe en vir die tweede fase van testikulére afdaling

1920 Bjootstelling aan abnormale hoé estrogeenkonsentrasies

verantwoordelik is.
mag testosteroonproduksie deur die Leydigselle (verminderde Leydigselle) negatief
beinvioed, wat aanleiding kan gee tot ingekorte vermanliking van die reproduktiewe
manlike anatomie en wat geinhibeerde fisiologiese werking tot gevolg het. Dieselfde
nadelige effekte word by diere waargeneem wat estrogeen en/of chemiese

blootstelling gehad het.??°

2.7 AANTAL SERTOLISELLE EN SPERMPRODUKSIE

Hoewel die ontwikkeling van die manlike geslagstelsel deur estrogene via fisiologiese
weé beinvioed kan word, bestaan die vraag nog: hoe kan die onderdrukking van
ontwikkeling gekoppel word aan die verlaging van volwasse mans se

spermkonsentrasie? Die antwoord op hierdie vraag, na aanleiding van
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Technology. Free State SETt0liSelle te verander of te inhibeer

proefdierstudies, is deur die ¢
(sien Figuur 2.1). Gedurende fetale, neonatale en prepubertale lewenstadia vind
Sertoliselvermenigvuldig plaas wat grootliks deur FSH beheer word.?*?® Volgens
Sharpe 2 neem die Sertoliselvermenigvuldiging af indien FSH-sekresie geinhibeer
word. Dit vind veral plaas by neonate waar FSH-sekresie baie sensitief is vir die
blootstelling aan eksogene estrogene.?* Gedurende ‘n spesifieke tydstip gedurende
postnatale leeftyd staak Sertoliselduplisering en maturasie van hierdie selle vind
plaas. ‘n Belangrike opmerking is dat hierdie selmaturasiestadia ooreenstem met die
drastiese verlaging in afskeiding van estrogene en MIS. Die prepubertale
ontwikkeling is belangrik omdat Sertoliselgetalle gevestig word. Sertoliselvestiging
het 'n belangrike gevolg in die volwasse lewe, aangesien Sertoliselle verantwoordelik
is vir die organisering en regulering van spermatogenese. Elke Sertolisel kan slegs
‘n bepaalde aantal germinale kiemselle gedurende die ontwikkeling tot en met

2728 Dje gevolgtrekking is dus: hoe laer die aantal

spermatosoa onderhou.
Sertoliselle wat gevestig is, hoe laer sal die maksimum spermproduksie wees. Alle
studies op proefdiere het getoon dat verhoging of verlaging van die aantal Sertoliselle
op 'n vroeé leeftyd die testisgrootte en spermproduksie in die volwasse leeftyd
bepaal.?* In hierdie studies word slegs die kwantiteit sperme beinvioed, maar nie die
spermkwaliteit nie. Die belangrike feit is dat die toediening van estrogeen aan diere
in fetale en vroeé neonatale fases aanleiding gee tot kleiner testes en verlaagde
spermkonsentrasies in die volwasse leeftyd In ooreenstemming met dierestudies

toon seuns van vroue wat gedurende swangerskap aan DES blootgestel was, ‘n

verhoogde voorkoms van lae spermkonsentrasies.?*
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2.8 GEVOLGTREKKING

Medikasie, kontrasepsie, plantaardige voedselprodukte, vleis en suiwelprodukte
asook chemikalieé waarmee die mens sy omgewing “verbeter” of vooruitgang laat
beleef het, is produkte wat fisies ingeneem word en dus die moontlikheid van
estrogeen neerslae in die menslike liggaam vergroot. Estrogeniese neerslae wat in
die menslike liggaam akkumuleer, beinvioed die fisiologiese funksie van die menslike

liggaam.
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ZERANOL

3.1 INLEIDING

Groeipromotor inplantate wat estradiol bevat, is vir gebruik by plaasdiere in verskeie

43738 Geen ekstensiewe toksologiese dataverslae word vereis

lande goedgekeur.
waar estradiol-hormone of enige ander hormonale analoé as inplantaat gebruik word
nie. Hormoonvlakke van vleisprodukte waar inplantate gebruik is, toon nie statisties
betekenisvolle verskille van vleisprodukte afkomstig van slagvee wat nie behandel is
nie. Hoewel diere wat estradiol oraal ingeneem het wel karsinogeniese risiko's
getoon het, is oor die algemeen aanvaar dat dit nie newe-effekte vir verbruikers van
estradiol blootgestelde vleisprodukte inhou nie. In teenstelling met estradiol word dié
groeistimulante wat zeranol bevat aan meer veiligheidsevaluasies onderwerp.

Hierdie studies maak dit dus moontlik om die effekte van zeranol en naverwante

miko-estrogene wat natuurlik in voedsel voorkom, te vergelyk.*

3.2 ZERANOL: ‘N BESKRYWENDE OORSIG

Zeranol is ‘n derivaat van, en is chemies baie na verwant aan, zearalenoon.
Zearalenoon is ‘n natuurlike miko-estrogeen wat as gevolg van infektiewe toestande
deur die Fusariumskimmel dikwels in graanvoedselsoorte gevind word. Zeranol en

zearalenoon is beide B-resorsikliese suurlaktone (RALs).*
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Figuur 3.1 Struktuur van p-resorsikliese suur laktone (RALs).*

Meeste van die verbindings van hierdie algemene struktuur het swak estrogeniese
aktiwiteite. ‘n Dubbelbinding by die C 11- en C 12- verbinding en ‘n karbonielbinding
by die C 7-verbinding in plaas van ‘n hidroksielgroep, toon die verskil tussen ‘n

zeranol- en ‘n zearalenoonverbinding aan.*

HO O CH,
= J ‘O/\\/\
I

HG” \/\/J‘\\

0 g CHy / Zeaoratanone

L #
= o I i
2]

&/I\/
e "SoH

Zeranol | CH;

.‘A CHy
‘ 1
L
| 'I
W
HO e oH
| ‘O CHy A 2-Zearalenol
L ‘
/A\\/J\?\
HO e >
Zearalenone ~ )
100 om,
! )I i
e ~0 /\/\|
F
= =
K OH

a—Zearaienol

Figuur 3.2  Die vergelykende metaboliek van zeranol en zearalenoon.*
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In vergelyking het die struktu
noemenswaardige invioed op die basiese molekulére samestelling nie. ‘n Baie
interessante kenmerk van hierdie basiese RAL-struktuur is die relatiewe
oorvleuelende ooreenkoms met estradiol. Die zeranol- en estradiolmolekule is albei
10 tot 11A (1.0 tot 1.1nm) lank en is ook soortgelyk wat lipo-affiniteit betref. Hierdie
ooreenkomste van die basiese molekuulstruktuur en polariteit verduidelik dus die

affiniteit wat RALSs vir die estrogeenreseptore het.*

3.3 DIE BIOLOGIESE AKTIWITEITE VAN ZERANOL
3.3.1. Estrogeniese Aktiwiteit

Zeranol en sy metaboliet, B-zearalanol asook zearalenoon en sy hoof metaboliete -

en B-zearalenol, kompeteer almal met estradiol vir binding aan sitoplasmiese
estrogeenreseptore in verskeie orgaanareas, byvoorbeeld: rot-uterus, rot-mammére
klier, beeslewer, en menslike borskankerselle.* Zeranol en zearalenoon het swak
estrogeniese eienskappe en nes estrogeen, veroorsaak dit die inhibering/blokkering
van die hipotalamus en anterior hipofise, en is verantwoordelik vir atrofie van die
ovaria, testes, prostaat en seminale vesikels, en het ook ‘n uterotrofiese effek tot
gevolg. Zeranol en zearalenoon het in studies dieselfde fisiologiese effekte in al die
sisteme wat bestudeer is, getoon, naamlik ‘n affiniteit vir estrogeenreseptore wat

mededingende verplasing van estradiol tot gevolg het.’
3.3.2. Fertiliteit

In ‘n studie waar die fertiliteit en reproduktiwiteit van rotte bestudeer is, is gevind dat
0,3mg/kg/dag zeranol oraal toegedien, geen effek op die fertiliteit of reproduktiewe
funksionaliteit van die rotte gehad het nie.? ‘n Verhoogde dosis van 1,25 en

5,0mg/kg/dag het ‘n verlengde aantal dae van saamwoning voor die eerste

[V
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rechnology, Free State. Nt 00K ‘N kleiner werpselgrootte by

inseminasie nodig. Hierdie v
geboorte tot gevolg gehad, asook ‘n verhoogde aantal stilgeboortes en verlaagde

neonatale oorlewing.*

Die herhaaldelike orale toediening van zeranol aan rotte het ‘n reproduktiewe geen-
effek-dosis van 0,3mg/kg liggaamsmassa/dag aangedui. Fertiliteit het, na orale
toediening van 10mg zearalenoon/kg liggaamsmassa/dag, betekenisvol afgeneem.
‘n Verhoogde voorkoms van stilgeboortes is al op ‘n dosis van 1mg/kg
liggaamsmassa/dag waargeneem. Die reproduktiewe geen-effek-dosis van

zearalenoon was dus tussen 0,1 en 1,0mg/kg/dag.*

3.3.3. Teratogenisiteit

Studies om die teratogenisiteit van zeranol en zearalenoon te bepaal, is al op muise,
rotte en konyne uitgevoer. Die fetale lewensvatbaarheid is beinvioed wanneer
subkutane toedienings van zeranol, vanaf dag 10 tot dat 16 van dragtigheid, teen ‘n
dosis van groter as 300mg/kg liggaamsmassa/dag toegedien is.>' Indien zeranol
oraal aan rotte toegedien is, met dosisse van 0,2 en 6mg/kg liggaamsmassa/dag
vanaf dag 6 tot 15 van dragtigheid, het die aantal lewende fetusse afgeneem en het
verhoogde fetale resorpsie in albei groepe plaasgevind.?® In die geval waar orale
toedienings van dosisse van 0,1 en 5mg/kg liggaamsmassa/dag zeranol aan konyne
vanaf dag 6 tot 18 van dragtigheid gegee is, is geen betekenisvolle verskille met
betrekking tot bevrugting, werpselgrootte, fetusgrootte of beenlengte waargeneem
nie. In nie een van hierdie studies of in ‘n 3-generasie-rotstudie met zeranol was

2 4 Zearalenoondosis van 0,3 tot

daar geen indikasie van teratogeniese effekte nie.
1,0mg/kg liggaamsmassa/dag is in teratologiestudies op rotte as die geen-effek-dosis

aangeteken.®? Hidy (1977) het egter ‘n effens hoér geen-effek-dosis aangegee,
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naamlik 1,0 tot 3,0mg/kg li

vertraagde skeletossifikasie.*

In studies waar rotte aan 10mg/kg liggaamsmassa/dag zearalenoon blootgestel was,
het die nageslag 'n betekenisvolle verhoogde insidensie van skeletabnormaliteite
getoon. Die vertraagde ossifikasie wat gevind is, is moontlik as gevolg van

geinhibeerde fetale ontwikkeling wees, eerder as suiwer misvorming.*
3.3.4. Genotoksiese Aktiwiteit van f-Resorsikliese Suurlaktone (RALS)

Zeranol en zearalenoon het negatiewe data-uitkoms getoon met onder meer Bacillus
subtilis rec- en Salmonella typhimurium-toetse. Mutageniese toetse het dus bewys
dat RALs nie genotoksies is nie. Tydens ‘n DNA-bindingstudie is gevind dat 17p-
estradiol se binding aan DNA sewevoudig meer is as die zeranolvlakke; maar albei
verbindingstowwe het ‘n lae bindingskapasiteit in vergelyking met bekende

genotoksiese karsinogene.*
3.3.5. Karsinogenisiteit

In 1968 is ‘n karsinogenisiteitstudie van zeranol op rotte se hele lewensduur gedoen.
Geen bewyse kon gevind word wat enige karsinogeniese effekte staaf nie, maar
hierdie studie kan nie regtig vergelyk word met hedendaagse moderne standaarde vir
karsinogenisiteitstoetse nie. Geringe endokrien geassosieerde veranderinge is egter
in sommige organe waargeneem, sowel as nodulére hiperplastiese letsels in die
lewer. Endometriéle veranderings is ook by ‘n hond en ‘n resus aap gevind na
langtermyn studies waar onderskeidelik 0,15 en 37,5mg/kg liggaamsmassa/dag en
0,15 en 75mg/kg liggaamsmassa/dag zeranol oraal toegedien is. Hierdie
veranderinge wat gevind is, is toe te skryf aan die estrogeniese eienskappe van

zeranol. Geen karsinogeniese effekte is na blootstelling aan zeranol vir periodes van
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onderskeidelik 7 en 10 jaar by Techmology.Free Siate J@vind nie.>* Tydens ‘n 2 jaar in utero
karsinogenisiteitstudie van zearalenoon op rotte is ook geen tumorgeniese effekte
gevind nie. Zearalenoon het wel proporsioneel hipofisére en hepatosellulére
adenomas in die B6C3F1 muise aangetoon. Hierdie muise het ‘n
agtergrondgeskiedenis van ‘n 3 tot 4% verhoogde insidensie van hierdie letsels en
die verhoogde voorkoms van sulke letsels is ook waargeneem waar muise aan lae

dosisse van estradiol en estroon intraperitoniaal blootgestel was.*

3.4 MOONTLIKE BELANG VAN ZERANOL OORBLYFSELS

Die vraag wat gestel word, is: is die oorblyfsels van zeranol wat in vleis gevind word
van enige noemenswaardige belang in vergelyking met lae vlakke van ander RALs

wat natuurlik in voedsel voorkom?
3.4.1. Inname van RALs in die dieet

Janski (1983) het die potensiéle daaglikse inname van zeranol en sy metaboliete,
gebaseer op viakke van zeranol en metaboliete wat voorkom in vleis na inplantings,

en vasgestel as <200ng/kg vleis.>

Mense word hoofsaaklik aan zearalenoon en sy metaboliete blootgestel deur direkte
inname van graanprodukte. Inname van graanprodukte deur plaasdiere lei ook
indirek tot zearalenoon, - en B-zearalenolneerslae in vleis, melk en eiers. Indien die
gemiddelde menslike inname van graanprodukte 250g/dag is, waarvan die
berekende konsentrasie zearalenoon wat natuuurlik in graan voorkom, 20ug/kg is, is
dit moontlik dat verbruikers blootgestel word aan 5ug (5000 ng) zearalenoon/dag,

vleis, melk en eiers uitgesluit.*

Min data is bekend oor die zearalenoonvlakke in diereprodukte wat in die kleinhandel

verkoop word. Na afloop van gekontroleerde voedingstudies, word aangeneem dat
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‘n gemiddeld van 50g vleis Tecnology. Free State i-konsentrasie van 200ng/dag deur
verbruikers in die Verenigde Koningkryk verbruik word. Verdere blootstelling as
gevolg van ‘n gemiddelde melkverbruik van 0,5 liter/dag, waarvan die konsentrasie in
melk as 4ug/kg is, gee ‘n inname van 2ug. Die totale beraamde menslike
blootstelling aan RALs in voedsel wissel tussen 5200ng/dag (graanprodukte en

vleisinname) tot 7000ng/dag (graanprodukte, vleis en melk).*
3.4.2. Geen-meetbare-effek-vlakke

Die effekte wat zearalenoonblootstelling het, regverdig dat die geen-meetbare-effek-
vlak in aanmerking geneem behoort te word. Die vaginale kornifikasie-indeks van die
gekastreerde vroulike cynomolgus-aap is die mees sensitiewe indikator vir
estrogeniese effekte en is as model gebruik om die hormonale geen-effek-vlak van
zeranol (0,05mg zeranollkg liggaamsmassa/dag) te bepaal.®® Indien zeranol en
zearalenoon vergelyk word, is die ooreenkoms wat metabolisme en biologiese
effekte betref, feitlik dieselfde. Dus sal die geen-effek-vlak wat vir zeranol bereken is,
nie merkbaar verskil van zearalenoon in ander spesies nie.* Na afloop van twee
langtermynstudies op rotte is die geen-effek-vlak van zearalenoon as tussen 0,1 en

1,0mg/kg liggaamsmassa/dag bepaal.*®
3.4.3. Risikobepaling

Die daaglikse inname van zearalenoon deur middel van melk, eiers en vleisprodukte
van diere wat nie hormonale inplantings ontvang het nie, is tussen 5200 en 7000ng.
Die daaglikse inname van zeranol deur middel van vleisprodukte wat wel hormonale
inplantings gehad het, is <10 tot <100ng. Indien bogenoemde met mekaar vergelyk
word, word aangetoon dat die gebruik van zeranol as anaboliese stimulant nie ‘n

betekenisvolle bydrae tot potensiéle daaglikse menslike inname van RALs het nie.*
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Tecmology, Free Stte 1@ 0,5mg/kg liggaamsmassa/dag vir

Gebaseer op ‘n hormonale ¢
zeranol, is die geen-effek-vlak van RALs vir ‘n 70kg volwassene 3500ug/dag. Daar
is dus ‘n veiligheidskeidslyn van >500-voudig voordat hormonale -effekte
waargeneem sou word indien daar beide zeranol- en zearalenoonblootstelling in die
diéet was. Indien die blootstelling slegs aan zeranol was, sou daar ‘n > 35000-

voudige veiligheidsgrens wees.*
3.4.4. Veiligheid van Hormoonstimulante

Groeistimulante wat estrogeen bevat is voordelig vir die veebedryf in die landbou en
word as veilig vir menslike gebruik beskou.*” Jarelange proewe is in Amerika
uitgevoer om die hormoonvlakke in voedselprodukte te bepaal. Die resultate wat in
1991 deur die taakspan van die Wéreldgesondheidsorganisasie (WGO) bevestig is,

het die hoeveelheid estrogeen in verskillende voelselsoorte soos volg weergegee:

(Estrogeenviak in nanogram gemeet)

e Beesvleis (geen inplantaat) = 1.9

e Beesvleis (inplantaat) = 1,9

e Melk = 11,0

e Aartappels = 225.0

e Kool = 2000,0

e Koringkiem = 3400,0

e Sojaboonolie E 1680 000,0

o Moedersmelk = 760,0 asook
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e Bier wat 10 keer meer

beesvleis.®

Om die veiligheid van groeistimulante te verseker word groeistimulante in
samewerking met ‘n veearts in ‘n stimulasieprogram beplan en gebruik. Faktore wat
die tipe en inplantingsdosis bepaal, sluit in: die kwaliteit vleis (graad, karkasgewig)
wat verlang word; geslag van die dier; die ras; die spesie; ouderdom en

aanvangsmassa van die voerdiere, asook die tipe rantsoen wat gevoer word.3®

3.5 GEVOLGTREKKING

Groeipromotorinplantate wat hoofsaaklik uit zeranol, zearalenoon asook hulle
hoofmetaboliete bestaan, het feitlik dieselfde chemiese struktuur en werking, naamlik
estrogenies. Infertiliteit, teratogenisiteit, genotoksisiteit en karsinogenisiteit is al deur
middel van dierestudies bevestig. Die inname van RALs in die dieet en die geen-
meetbare-effekviak is ook bestudeer om sodoende die moontlike risiko's vir menslike

veiligheid te bepaal.
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ENDOKRINOLOGIE VAN DIE MUISMODEL

4.1 INLEIDING

Endokriene kliere en hulle sekretoriese produkte vervul ‘n belangrike rol in ‘n
organisme deur die modulering van sistemiese funksies en reaksies om interne en
eksterne verandering teweeg te bring. Die aksie en reaksie as gevolg van hierdie
sekretoriese produkte (hormone) word in terme van die frekwensie en halfleeftyd
gemeet wat verskil van die meting van ander sisteme soos o0.a. die senuweestelsel.
Hormone word in klein hoeveelhede vrygestel maar veroorsaak omvangryke reaksies
in die teikenorgaan deur middel van verhoogde spesifieke en algehele sellulére
metabolisme. Deur die jare is die muis deeglik bestudeer vir spesie-spesifieke

endokriene fisiologie, asook as model vir probleme in soogdierendokrinologie.

4.2 HIPOFISE

4.2.1. Anterior Lob

Hierdie lob bevat die meeste seltipes en is deur jare se navorsing intensief
bestudeer. Ten minste vyf tipes selle is deur middel van hulle hormoonprodukte
geidentifiseer in die anterior lob: groeihormoon (GH), prolaktien (PRL),
adrenokortikotrope hormoon (AKTH), tiroiedstimulerende hormoon (TSH) en die
gonadotropiene hormone, luteiniserende hormoon (LH) en follikel stimulerende
hormoon (FSH). Buiten die AKTH-selle wil dit voorkom of die muishipofise ook

endorfiene en moontlik lipotropien bevat.

Die FSH- en LH-sekreterende selle (gonadotrope) wat polihidraal en sferoidaal in

spesifiecke areas geleé is, het min of meer dieselfde verspreiding, maar is
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Hormone wat deur die verskillende seltipes afgeskei word, word in granules in die
sitoplasma vervoer. Granules wat van die anterior hipofise hormone (AKTH, LH en
FSH) bevat, is kleiner as di¢ wat GH en PRL bevat. Gonadotrope is groter en

moontlik meer in aantal in die mannetjie- as in die wyfiemuis.*
4.2.2. Biochemiese Struktuur van die Hipofise hormone: TSH, FSH, LH

TSH-, FSH- en LH-molekules is ook struktureel dieselfde: glukoproteienmolekules
met 'n molekulére massa van +28000 tot 29000 wat elkeen een a-subeenheid en een
B-subeenheid bevat waaraan klein koolhidraathelftes gebind is. Hierdie a- en
B-subeenhede is intern verbind met disulfiedverbindings, maar het op hul eie geen
biologiese aktiwiteit nie. ‘n Hidrofobiese binding is weer verantwoordelik vir die o-f-
dimeerbinding. In die muismodel wil dit voorkom of die a-subeenhede van TSH, FSH
en LH dieselfde is, maar die B-subeenhede verskil vir elke hormoon. Die -
subeenhede van muise is immunologies dieselfde as dié van rotte maar duidelik
verskillend van mense, terwyl die B-subeenhede van verskeie spesies ‘n sekere

aantal kruisreaktiwiteit aandui.*
4.2.3. Beheer van die Hipofise hormone
Die konsentrasie van die hipofise hormone in die sirkulasie word gekontroleer deur:

e hipotalamiese peptiedes en katekolamiedes wat die hormoonvrystelling induseer

of inhibeer of

e deur endokriene hormone wat ‘n positiewe of negatiewe terugvoering na die

hipotalamus of hipofise tot gevolg het.

HAUSERS\UNIINF 1\Proefskrif Hoofstuk 1 - 7.doc | 2 28
© Central University of Technology, Free_ State



Central University of

Technology, Free State - UitSONderings) stimuleer ‘n klein

In die eenvoudigste geval (
hipotalamiese peptied die vrystelling van ‘n hipofise hormoon. Die hormoon van die
hipofise stimuleer weer op sy beurt ‘n enkele teikenklier en ‘n chemiese produk van
hierdie teikenklier veroorsaak ‘n terugvoerende kontrole na die hipofise of
hipotalamus. Negatiewe terugvoer kan gedefineer word as: Indien die teikenklier
voldoende gestimuleer is, vertraag die teikenklierproduk die hipofise en hipotalamus

se hormoonvrystelling.

Tydens positiewe terugvoer verhoog die teikenklierproduk hierdie hormoonvrystelling
indien die teikenklier nie optimaal gestimuleer is nie. In die meeste gevalle is die

negatiewe terugvoeraksie die oorheersende metode van kontrole.*
4.2.4. Follikel stimulerende en Luteiniserende hormone

In die muismodel het die gonadotropiene, FSH en LH, twee tipes hipotalamiese
kontrole sisteme — een wat die hormoonvlakke beheer gedurende die estrussiklus en
die tweede sisteem wat die hormonale viakke onder basale omstandighede beheer.
Die anterior hipotalamiese sentrum is in beheer van die tydstip van
gonadotropienvrystelling en die meer mediale hipotalamiese sentrum is vir die
vrystelling van GnVH verantwoordelik.  Steroiedhormone afkomstig vanaf die
gonades veroorsaak ook dan positiewe en negatiewe terugvoerkontroles met
betrekking tot bogenoemde sentrums, asook die pituitére gonadotropiene. Verskeie
omgewingsfaktore kan ‘n effek op die basale gonadotropienviakke van beide wyfie-

en mannetjiemuise hé.*
4.2.5. Ontogenie en Senessensie

Hormone vanaf die anterior hipofise kan reeds verskeie dae voor geboorte in
verskillende seltipes onderskei word. Vanaf dag 15 van dragtigheid kan 1 of 2

granules in hipofisére selle teenwoordig wees. Op dag 17 mag selle met
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tecraon. ree si2e AKTH reeds aktiwiteit toon. Dag 18:

morfologiese spesifisiteit vir LF
GH selle verskyn. Teen hierdie tyd is die hipofisére vervoersisteem reeds anatomies
volledig en GnVH kan in die neuronale aksons waargeneem word. Hipofisére funksie
(LH-afskeiding) kan op dag 17 tot 18 van muis fetusse se hipofises in kulture bewys

word en kan dus testosteroonvrystelling stimuleer.*°

Hoewel die anterior hipofise met geboorte reeds teenwoordig is en daar bewyse is
var basale sekresie, is die ontwikkelingspatrone van sekresies van spesifieke
hormone redelik verskillend. Navorsing het getoon dat hierdie ontwikkelingspatrone
piekperiodes van aktiwiteit vir elke spesifieke anterior hipofise hormoon grafies
aandui (sirkulerende hormoonvlak teenoor ouderdom). Die belang van hierdie
hormoonpieke is nie altyd duidelik nie. Die eerste hormoonpiek in beide rotte en

muise is dié van GH.%®

Die hormonale aktiwiteitspieke sluit TSH, LH en FSH in en geskied gedurende die
tweede en derde week van lewe. Spesifiek in die CF-1-tipe muis, piek FSH en LH
beide op dag 10. Hierdie hormonale aktiwiteit kan moontlik die maturasie van
vroulike muise se ovariéle follikel- en manlike muise se testikulére ontwikkeling tot
gevolg hé, hoewel die gonadotropienontwikkelingspatrone eers op later ouderdom
plaasvind. Piek FSH- en LH-vlakke word eers 2 tot 3 weke voor puberteit in muise
(ongeveer dag 30) waargeneem, waarna ‘n geringe daling tot en met volwassenheid
plaasvind.** Dit wil voorkom of hierdie daling plaasvind met die verhoging van
testosteroonproduksie en mag wees as gevolg van ‘n verhoogde -effektiewe
negatiewe terugvoerkontrole van gonadotropiene wat na puberteit vestig. Hierdie
prepuberteits gonadotropienpieke is moontlik belangrik vir testikulére groei (FSH) en
Leydigsel maturasie (LH). PRL is nog ‘n belangrike hipofisehormoon vir manlike
muis maturasie. ‘n Vroeé PRL-piek in die Swiss albinomuis word tussen dag 35 tot

40 waargeneem.*? Hierdie aansienlike styging van PRL val saam met versnelde
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groei van die bykomende
uretralekliere) voordat testosteroon viakke hul piek waarde bereik het. ‘n Vroeé
prepuberteitstyging van LH in manlike muise het ‘n klein styging in testosteroon op
dag 30 tot gevolg.** Hierdie testosteroonstyging het weer PRL-vrystelling, asook
testikulére PRL-binding tot gevolg. PRL hou weer LH-reseptors op die testis in
stand. PRL'e se rol in manlike muise is beslis van belang deurdat daar bewys is dat

PRL fertiliteit in dwergmuise met PRL tekort, herstel het.**

4.2.6. Hipotalamiese Defekte

Op hipotalamiese vlak is meting van die konsentrasie van die vrystellingshormoon
die mees direkte metode om die hoeveelheid van die ooreenstemmende anterior
hipofisehormoon te kan vasstel. Die vrystellingshormone vir TSH, AKTH en die
gonadotropiene (GnVH) asook die inhiberingshormone vir GH (somatostatien) is
chemies geidentifiseer en kan met die uitsondering van AKTH, deur middel van

radioimmunisering (RIE) getoets word.**

4.3 TESTIS
4.3.1. Beskrywende Anatomie

Die volwasse manlike muis se testes word as gepaarde strukture in die posterior
abdominale holte (of in die skrotale sak) aan weerskante van die blaas aangetref.
Die tunica albuginea is die sterk buitenste kapsel wat elke testis omsluit. Die testis
bestaan uit tot 2m van seminifereuse tubuli wat die Sertoliselle huisves. Sertoliselle
bevat spermatogonia in verskillende stadia van spermatogenese. Tussen die
gekronkelde seminifereuse tubuli is interstisi€éle (Leydig) selle wat primér vir
androgeenproduksie verantwoordelik is. Aan die buitekant van die tunica waar van

die tubuli parallel uitloop (rete testis) word die kop, middelstuk en stert van die
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epididimus gevorm. Die spei Technology. Free State 3l@ mMaturasie en storing vind in die
epididimus plaas, waarna dit tydens ejakulasie vanuit die koudale epididimus deur

die vas deferens na die uretra deurgevoer word.*

Die sitologie van die testis sluit die verskillende morfologiese seltipes in wat van
primitiewe kiemselle (gonosiete) ontwikkel tot spermatogonia. Spermatogonia
differensieer stapsgewys tot volwasse spermatosoé. Hierdie reeks van stapsgewyse

omvorming van hierdie selle sluit die volgende in:

e '‘n proliferatiewe fase waar spermatogonia verdeling ondergaan om te

vermeerder;

o ‘n differensiasiefase wanneer die kiemselle deur verskillende stadia van
spermatogonia gaan om intermediére spermatogonia, primére spermatosiete,

sekondére spermatosiete, spermatiede en uiteindelik spermatosoé te vorm.

Kiemselle is ingebed in Sertolisellae met die doel om hierdie ontwikkelende kiemselle
te ondersteun en in ‘n later stadium te omring. In die muismodel neem die

ontwikkeling van kiemselle tot volwasse spermatosoé 34,5 dae.*
4.3.2. Steroiedhormone van die Testes

Soos reeds beskryf, is spermatogenese die hoofdoel van die testes. Produksie van
drie hoofgroepe hormone (testosteroon, Mdlleriaanse inhiberingsfaktor (MIF), en

inhibien) is addisioneel tot spermatogenese.

Testosteroon is die hoof steroiedhormoon wat deur die Leydigselle aan die begin van

dag 13 tot 14 van dragtigheid in die fetus geproduseer word. MIF en inhibien is

proteienhormone wat afsonderlik bespreek sal word.**4
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4.3.3. Biosintese en Megani

Die biosintetiese proses wat lei tot die produksie van testosteroon vind in verskeie
areas van die liggaam plaas.”® Sitoplasma van die lewer is primér die area waar
asetate na cholesterol omgeskakel word. Die tweede reeks stappe vind in die
mitochondria van die Leydigselle plaas waar cholesterol omgeskakel word na
pregnenoloon. Die omskakeling van pregnenoloon na testosteroon is die derde
reeks van stappe en vind in die gladde endoplasmiese retikulum van die Leydigselle

plaas.

Die omskakeling van pregnenoloon na testosteroon mag deur middel van twee
verskillende weé plaasvind wat by of pregnenoloon of progesteroon begin. Die finale

omskakeling stap is die omskakeling van 5-androsteendiol na testosteroon.

Testosteroon kan ook verder gemetaboliseer word deur middel van die aromatisering
van estradiol in die brein, of deur reduksiereaksie na dihidrotestosteroon in die
manlike reproduktiewe buis. Addisioneel hieraan mag testosteroon en ander
adrenale steroiede omgeskakel word na 17p-ketosteroiede wat weer deur die lewer

na glukoroniede of sulfate omgeskakel word en later in uriene uitgeskei word.>®
4.3.4. Hormoonfunksies

Testosteroon en sy aktiewe metaboliete beoefen hulle aksies deur selle direk in te
dring, te kombineer met spesifieke sitosolreseptore, die kern binne te dring, te bind
aan die kernchromatien en te veroorsaak dat gedeeltes van die genetiese boodskap
herskryf word.*” Proteiensintese van boodskapper RNA is die gevolg van hierdie
genetiese boodskapherskrywing en het ‘n spesifieke aksie op die teikenorgaan tot
gevolg. Die reaksie in sommige gevalle, is DNA-duplisering van die fetale manlike

reproduktiewe stelsel.*
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Die verskillende tipes
androgeenmetaboliet bepaal die hoof aksies van testosteroon. Voorbeelde hiervan is
die volwasse manlike reproduktiewe stelsel wat vanuit die Wolff-liggaam (epididimis,
vas deferens, prostaat en seminale vesikels), die drie seksuele dimorfiese organe
(nier, submaksiére kliere en prepusiéelkliere), die brein en spierweefsel ontstaan

het.*
¢ Manlike reproduktiewe stelsel

Die ontwikkeling van die manlike reproduktiewe stelsel is van testosteroonproduksie
deur die testis, en die respons van die Wolffiaanse buis op testosteroonomskakeling
(5x-dehidrotestosteroon, DHT) afhanklik. DHT werk in op die Wolffiaanse buis wat
uit differensiasie van die epididimus, vas deferens, seminale vesikels, bulbo-
uretraleklier, en prostaat ontstaan.*®* Die afhanklikheid van volwasse manlike
sekondére reproduktiewe strukture van androgene word deur middel van voorbeelde
verduidelik deur reaksie van die seminale vesikels en massabepalings van bulbo-

uretralekliere van gekastreerde modelle na afloop van testosteroonbehandelings.*?

e Submaksillére kliere en niere

50,51 «

Testosteroon induseer die sintese van verskeie proteases, n beginsel soortgelyk

%2 'n senuweegroeifaktor,*® asook epidermale groeifaktore (oogopening en

aan renien,
tandontwikkeling).>* Hierdie ontwikkeling vind onder die invioed van testosteroon in
kombinasie met tiroksien en kortikosteroon plaas om maksimale submaksillére groei

te verseker.”®

Ook in die niere induseer testosteroon die ontwikkeling van verskeie proteiene.®®
Genetiese reguleringsmeganismes is geidentifiseer asook die sinergistiese

afhanklikheid op testosteroon en hipofisére afskeidings.

>
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e Brein

Testisfunksie met betrekking tot gedrag is twee keer ter sprake in die lewe van
manlike muise: (1) neonatale kritieke periode wanneer sekere manlike
gedragspatrone onder invioed van testosteroon in die brein vasgelé word; en (2) ‘n
periode in die volwasse lewe wanneer hierdie manlike gedrag ontlok word as ‘n
respons op testosteroonafskeiding.®® Die vasleggingsproses is as gevolg van of
testosteroon, testosteroon aromatisering na estrogeen in die breinselle, of beide
estrogeen en DHT (5x-dehidrotestosteroon).”” Oor die algemeen is daar voldoende

bewys van ‘n korrelasie tussen testosteroon en agonistiese gedrag.*®
e Spierweefsel

Androgeenreseptors in spierweefsel is die tussengangers waardeur die algehele

verhoogde groei van manlike muise in vergelyking met wyfies plaasvind.*

4.3 HORMONALE BEHEER VAN TESTIKULERE FUNKSIE

Testikulére funksie is in beheer van die produksie van hormone (testosteroon,
inhibien, en MIF) waarvan die teikenorgane buite die testes voorkom. Dit hanteer
ook die produksie en oordrag van hormone en produkte in die testes, sodat die

hooffunksie van die testes, nl spermatogenese, kan plaasvind.*

e |H en testosteroon

LH wvrystelling het ‘n positiewe invioed op testosteroonvrystelling vanaf die
Leydigselle — verhoogde LH-vrystelling het verhoogde testosteroonsintese en
vrystelling tot gevolg. Indien die LH-vlakke onvoldoende is, is die testosteroonvlakke
ook laag. Spesifiek in C57BL/10J muise is die LH en testosteroon-serumviakke

relatief laag en die spesie word ook gekenmerk deur kleiner testes.
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Twee algemene eksterne f:
marijuana. Studies op sulke muismodelle het getoon dat alkohol 'n direkte effek op
testosteroonsintese het, as gevolg van die alhoholmetaboliet, asetaldehied *°; terwyl
bestanddele van marijuana moontlik testosteroon beinvioed deur LH-vrystelling te

inhibeer.®°
e Ander hipofiseshormone

Ander hormone soos LH, FSH en PRL, bykomend tot testosteroon, is noodsaaklik vir
voldoende produksie van spermatosoé. Soos reeds genoem is LH die hipofise
reguleerder van testosteroon — testosteroon is ‘n onontbeerlike hormoon vir
spermatogenese. FSH inisieer vermeerdering van spermatogonia en Sertoliselle in
die prepubertale muis en veroorsaak verhoogde proteiensintese in alle testikulére
selle van volwasse muise. FSH se primére funksie is om vroeé spermatogenese te

inisieer en is nie noodsaaklik in latere stadia nie.®’

FSH is ook belangrik as stimulator vir die produksie van androgeen-bindingsproteien
by die Sertoliselle. Androgeenbindingsproteien se funksie is die vervoer van
androgeen tussen Sertoliselle, asook die opname van androgeen deur die
Sertolikiemselle wat differensiasie ondergaan. Spermatogenese kan dus nie voltooi

word sonder androgeen as bron nie.®

4.4 GEVOLGTREKKING

‘n Breedvoerige uiteensetting van die normale endokrinologie van die muis word in
hierdie hoofstuk weergee. Endokrinologiese agtergrond is belangrik om die
moontlike effek van die toetsstof te verklaar. Die muis as model is deur jare se
navorsing deeglik bestudeer en as geskikte model bevind om hierdie studie se

resultate te kan evalueer en moontlik op die mens van toepassing te kan maak.
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5.1 INLEIDING

Studies waar die moontlike invioed van estrogeenblootstelling op proefdiere gedoen
is, is hoofsaaklik op dragtige vroulike diere uitgevoer. Die manlike nageslag van
hierdie estrogeen blootgestelde wyfies is ondersoek vir enige newe-effekte.>®
Studies waar van estrogeniese inplantate gebruik gemaak is, is op bulle uitgevoer
waarna groeitempo, karkasmassa, testisgrootte en gedrag onder die soeklig gekom
het.”®*®  Waar muise of rotte as proefdiere gebruik is, kan toediening van

toetsstowwe subkutaan, intraperitoniaal of oraal gedoen word.**%°

Intraperitoniale toediening is as toedieningsroete vir hierdie studie geidentifiseer
aangesien dit meer prakties uitvoerbaar is, die dosis en toedieningstyd streng

nagevolg kan word, en die muise voor toediening gereeld geweeg kan word.

Muise is onder toesig van die proefdiersentrum van die Universiteit van die Vrystaat
gehuisves. Die Proefdiersentrum verseker dus dat die omgewing en voeding 'n
konstante faktor is en nie die studieresultate sal beinvioed nie. Alle evaluasies is

deur dieselfde twee navorsers uitgevoer en genoteer.

5.2 STUDIEPROSEDURES

¢ Blootsteling van muise aan zeranol op vasgestelde ouderdomme met ‘n

vasgestelde dosis en vir ‘n spesifieke tydsperiode (48-uurliks vir 5 weke) Al die
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muise (N=60) word op & ..o.™®7=™* m opgeoffer om die studiemateriaal

(testisweefsel en epididimisaspiraat) te verkry.
e Testis massabepalings en semenevaluasie op epididimisaspiraat.
o Ligmikroskopiese evaluasies van testissnitte.®’

o Elektronmikroskopiese evaluasie van spermatosoésnitte.

5.3 FARMAKOLOGIESE BEPLANNING

Loodsstudie: Dosering 150 ug/kg zeranol (Muisgroep 1 N=5)
Dosisaanpassings: Dosering 2 mg/kg zeranol (Muisgroepe 2, 3 en 4, N=15).
5.3.1. Loodsstudie: Muistoetsgroep 1

Toets 1: Muise (N=5) 3 weke ouderdom. Eenmalige toediening van 150 pg/kg

zeranol, gevolg deur daaglikse toediening plasebo tot en met 8 weke ouderdom.

Kontrole 1: Muise (N=5) 3 weke ouderdom. Daaglikse placebo toediening vanaf 3

weke ouderdom tot en met 8 weke ouderdom.

Toets 2: Muise (N=5) vanaf 3 weke ouderdom tot en met 8 weke ouderdom,

herhaaldelike zeranoltoedienings (150 pg/kg) 48-uurliks.

Kontrole 2: Muise (N=5) vanaf 3 weke ouderdom tot en met 8 weke ouderdom,

herhaaldelike 48-uurlikse plasebotoedienings.

Alle toedienings is intraperitoniaal gedoen en al die muise word op 8 weke ouderdom

geoffer.

Massabepalings is elke tweede dag genoteer.
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Verdere literatuurstudie het ¢
volwasse muise tussen 0,1 tot 1,0 mg/kg/dag is.* Aansoek om ‘n dosisaanpassing te
maak, is by die Beheerkomitee vir Proefdiereksperimente ingehandig en goedkeuring

is ontvang (22 Augustus, 2000).
5.3.2. Dosisaanpassing
Muisgroepe 2, 3 en 4 is met dié dosisaanpassing behandel:

Toets 1: Muise 3 (N=20) weke ouderdom, eenmalige toediening van 2 mg/kg zeranol

gevolg deur daaglikse toediening plasebo tot en met 8 weke ouderdom.

Kontrole 1: Muise (N=20) 3 weke ouderdom, daaglikse plasebotoediening vanaf 3

weke ouderdom tot en met 8 weke ouderdom.

Toets 2. Muise (N=20) vanaf 3 weke ouderdom tot en met 8 weke ouderdom,

herhaaldelike zeranoltoedienings (2 mg/kg) 48-uurliks.

Kontrole 2: Muise (N=20) vanaf 3 weke ouderdom tot en met 8 weke ouderdom,

herhaaldelike 48-uurlikse plasebotoedienings.

Alle toedienings word intraperitoniaal gedoen en al die muise word op 8 weke

ouderdom geoffer.

54 LABORATORIUMPROSEDURE VIR SEMENANALISE

Testes is deur middel van disseksie verwyder, en in embriovriendelike
weefselkultuurbakkies (Falcon 3004) met 1,0ml Ham F10-kultuurmedium geplaas.
Alle testismonsters is by 5% CO2, 98% humiditeit en temperatuur van 36°C geberg.
Massabepaling (gram) is met behulp van 'n Mettler AE100 laboratoriumskaal

uitgevoer. Die massas is genoteer.
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Die epididimusgedeelte en die
in 10 ml, 95% formalien bewaar is. Testismonsters is na die Departement
Anatomiese Patologie geneem vir histologiese voorbereiding en mikroskopiese

evaluasie.®

Die epididimus is in 1,0ml Ham F10-kultuurmedium gedissekteer om die inhoud uit te
“was”. Druppels van 10 pl is gebruik om vars preparate vir semenevaluasie te berei.
Semenevaluasie is uitgevoer volgens die Wéreldgesondheidsorganisasie (WGO) se
1990 Laboratoriumhandleiding. Spermkonsentrasie (x 10%/ml) en kwalitatiewe en
kwantitatiewe motiliteit is mikroskopies, by 400 x vergroting, bepaal. Resultate is

genoteer.

5.5 ELEKTRONMIKROSKOPIESE MONSTERVOORBEREIDING

Spermmonsters van 0,5 ml is in 2,5% Sérenson se fosfaatgebufferde glutaraldehied,
pH 7,2 gefikseer en oornag by 4°C bewaar. Die spermsuspensie is in ‘n koniese
BEEM 00-politeenbuisie oorgeplaas en vir 3 minute by 500g gesentrifugeer om ‘n
sagte neerslag te vorm. Die supernatant is stadig afgegooi, met die volgende
oplossing vervang en die sperme is versigtig gehersuspendeer. Hierdie prosedure is

gedoen na elke stap van prosessering.

Na die primére fiksering in gluteraldehied is die spermsuspehsie twee keer vir
10 minute elk uitgewas in Soérenson se fosfaatbuffer voordat dit in Palade se
veronalasetaatgebufferde osmiumtetroksiode vir 60 minute gefikseer is. Dehidrasie
is vir 10 minute in 70% asetoon, 10 minute in 95% asetoon en 2 keer van 10 minute
elk in 100% asetoon uitgevoer. Die spermsuspensie is met 100% asetoon en Spurr
se epoksieresin, 1:1 verdunning, vir 90 minute by kamertemperatuur, suiwer resin vir
60 minute (30 minute kamertemperatuur en 30 minute by 50°C) en ‘n tweede suiwer

resinruiling vir 60 minute by 50°C versadig.
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Die sperm neerslag is in BEE
was uitgevoer vir 8 ure by 70°C. Ultradun snitte van 80 nm is met behulp van ‘n
Reichert Ultramikrotoom gesny en op ‘n koperrooster geplaas om te droog. Snitte is
vir 20 minute met uranielasetaat en 5 minute met loodsitraat gekleur. Die sperme is
in ‘n Philips Tecnai 10-transmissie-elektronmikroskoop met Megaview |l digitale

kamera by 60kv geévalueer.®”-%86970.71

5.6 MORFOLOGIESE EVALUERING VAN SERTOLISELLE, LEYDIGSELLE

EN SPERMATOGONIALE STAMSELLE
5.6.1. Histologie

Na langtermyn estrogeenbehandeling het verskillende testismonsters ‘n uniforme
ooreenkoms getoon. In plaas van seminiferi tubuli is daar seminiferikoorde met
opsigtelik klein deursnee (70 tot 90 pm) wat slegs twee seltipes huisves:
spermatogonia en Sertoliselle. Die lamina propria was oormatig verdik hoofsaaklik
as gevolg van die akkumulasie van kolageenmateriaal onderliggend tot die basale
lamina. Die basale lamina self, as gevolg van retikulum met anastomotiese lae, het

‘n golwende voorkoms gehad.

In vergelyking met die normale histologiese ondersoek is die area wat gewoonlik
interstisiéle weefsel bevat, heelwat vergroot. Slegs fibroblaste en versamelings klein
selle wat donker granules bevat, was teenwoordig. Tipiese Leydigselle het ontbreek.
Selversamelings ("clusters") en bloedvate is gewoonlik omring deur dik lamellae of
kollageenfibrille. Met volgehoue estrogeenbehandeling het die aantal
seminiferikoorde verminder, die spermatogonia verdwyn en die koorde self kleiner
geword. 'n Verhoogde aantal makrofage is in die omliggende weefsel en tussen die

Sertoliselle in die koorde aangetref. Na 10 jaar van estrogeenbehandeling bestaan
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seminifereusekoorde.®
5.6.2. Sitologie van Spermatogonia

In al die weefselmonsters wat geévalueer is, bestaan die kiemselpopulasie slegs uit
spermatogonia in die onderliggende basale lamina en ook in die middel van die
koorde. Feitlik alle selle is ligte, bleek A-tipe spermatogonia aangesien donker A-tipe

spermatogonia van die epitelium afwesig is.

Die oorblywende (“persisting”) spermatogonia is dikwels geisoleerd geleé en toon
ronde of ovaalvormige kerne, soms tot 4 kerne en, chromatien wat homogeen
verspreid is. Die Golgi-apparaat is ook net gedeeltelik ontwikkel. Organelle is
dikwels rondom die kern gekonsentreerd sodat groot areas van die sitoplasma

leemtes vorm waar organelle afwesig is.

Buiten die tipiese bleek tipe A spermatogonia wat teenwoordig was, was daar ook
ander wisselvorme waarneembaar. Hulle verskil van die selle soos hierbo beskryf,
deurdat die chromatien heterogeen versprei is. Wat baie opmerklik is, is die

voorkoms van verskeie meerkernige spermatogonia.®
5.6.3. Sitologie van Sertoliselle

Sertoliselle in die seminifereuse koorde van behandelde pasiénte is langer, slanker
selle wat lateraal en apikaal aan mekaar verbind is. Hulle het opvallende ronde of
ovaalvormige kerne, soms binukliér. 'n Meerderheid van die kerne het digte,
homogeen verspreide chromatien en klein kerne wat aan die kernmembraan geheg
is. Minder digte en groter kerne kom ook voor. Die kerne se chromatien kom minder

gekondenseerd voor met vergrote deurskynende inter-chromatiese ruimtes. Verder
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partikels soos fibrille en granules.

Die apikale sitoplasma van die selle toon vele lipieddruppels en telolisosome, wat
ook lipieddruppels, osmofilitiese materiaal en glukogeenryke vakuole bevat. Daar is
ook vele klein elektrondigte vesikels (primére lisosome). Opvallend is die voorkoms

van oorvloedige onreélmatige endoplasmiese retikula.

Verbindings tussen Sertoliselle in estrogeen behandelde weefsel is ontbrekend,
terwyl gereelde intermediére verbindings teenwoordig is tussen die apikale en
laterale opperviak van die aangrensende Sertoliselle, en tussen Sertoliselle en
spermatogonia. Verskeie degeneratiewe Sertoliselle met donker sitoplasma en

oneweredige kerne was ook waarneembaar.®
5.6.4. Sitologie van die Leydigselle

Volledig ontwikkelde Leydigselle het nie in een van die estrogeen behandelde
modelle se weefselmonsters voor gekom nie. Inteendeel, die interstisiéle weefsel
vertoon klein versamelings van selle met donker granules en gelobde kerne. Onder
die ligmikroskoop stem hierdie selle met fibroblaste ooreen. Elektronmikroskopie
toon egter baie gladde endoplasmiese retikula in die vorm van anastomotiese
tubules, vele lipieddruppels in telolisosome asook Reinke-kristalle wat as ‘n
skaarsheid beskou kan word. Die selle toon submembraneuse digte areas wat ook
gedeeltelik oordek word met basale lamina. Met verlengde estrogeenbehandeling is
die voorkoms van hierdie selle minder. Namate hierdie selle toeneem, het min of
geen gladde endoplasmiese retikula, 'n paar telolisosome, lipieddruppels en bondels
van 10nm filamente voorgekom. Klein areas was oordek met basale lamina. Na 10
jaar van estrogeentoediening is slegs klein selle met verlengings en yl verspreide

sitoplasma om oneweredige kerne teenwoordig.®
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5.7 OPSOMMEND

Testikulére weefsel, wat na langtermyn gebruik van estrogeen met behulp van lig- en
elektronmikroskopie geévalueer is, het basies ‘n uniforme voorkoms: Vernoude
seminifereuse koorde is omring deur uitgebreide verdikte lamina propria. Hierdie
seminifereuse koorde huisves uitsluitlik Sertoliselle en spermatogonia. Geen tipiese
Leydigselle word waargeneem nie. Die oorblywende spermatogonia en die

donkerder A-tipiese spermatogonia is feitlik geheel en al van die epiteel geinhibeer.

Twee tipes eiervormige kerne word in die Sertoliselle waargeneem. In vergelyking
met onbehandelde weefsel is die kerne aangrensend tot die basala lamina geleé en
die organelle en telolisome is tot die apikale sitoplasma beperk. Die boonste en
onderliggende differensiasie van volwasse selle is dus nie waargeneem nie.
Sertoliselle het omvorm in onvolwasse selle wat ooreenstem met voorloperselle voor
puberteit. Fibroblastagtige selle in die interstisiéle weefsel met gelobde kerne, 'n
goed ontwikkelde gladde endoplasmiese retikulum en die teenwoordigheid van

lipieddruppels, kan aanvaar word dat gedifferensieerde Leydigselle teenwoordig is.

Dit is welbekend dat serum testosteroon- en gonadotropienviakke verlaag is na die
afloop van estrogeenbehandeling, wat die goeie korrelasie tussen die morfologiese

veranderinge wat in die endokrinologiese status waargeneem is, verduidelik.

As gevolg van etiese beperkinge is min data met betrekking tot die effek van
hormone op die morfologie van menslike testikulére weefsel beskikbaar. Data van
goed gedefinieerde spermatogenetiese veranderinge is slegs gevind en beskryf waar
transseksuele mans se testikulére weefsel, na langtermyn estrogeenbehandeling,

ondersoek is.®
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beskikbaar gestel om die probleem reg te stel.

e Muis 3 van Toets 1 het in teenstelling met al die ander muise (insluitend die
placebo’s) ‘n massa-afname getoon met ‘n massa meting van 16,4g op 8-weke-
ouderdom. Sy semenanalise het egter goed vergelyk en geen kliniese verklaring

kan vir die laer massa gegee word nie.

6.3 TESTISMASSA-EVALUASIE

Toets 1 Kontrole 1 Toets 2 Kontrole 2
N 20 20 19 20
Mediaan 0.310 0.293 0.299 0.262
Reikwydste 0.184; 0.514 | 0.249; 0.365 & 0.148; 0.535 | 0.135; 0.745

Die gemiddelde testismassa is volgens die nie-parametriese Wilcoxin-toets vergelyk.
‘n Berekende p-waarde = 0.219 > 0.05, impliseer dat die gemiddelde testismassa nie

betekenisvol verskil het tussen die behandelingsgroepe nie.

6.4 SPERMKONSENTRASIE (x 10°/ml)

Toets 1 Kontrole 1 Toets 2 Kontrole 2
N 20 20 19 20
Mediaan 110.5 105.5 90.0 113.5
Reikwydte 25.0; 295.0 50.0; 229.0 6.0; 166.0 128.0; 260.0

Die nie-parametriese Wilcoxin-toets is gebruik om die p-waarde te bereken. 'n
Berekende p-waarde = 0.557 wat > 0.05 dui weer eens aan dat die gemiddelde

spermkonsentrasies nie betekenisvol tussen die behandelingsgroepe verskil het nie.
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Daar is wel waargeneem dat 1
van 90.0 laer is as dié van die ander behandelingsgroepe. Alhoewel nie statisties
beduidend nie, wil dit wel voorkom asof Toets 2 se spermkonsentrasie negatief

beinvioed is.

Hierdie geringe negatiewe tendens toon wel dat estrogeniese toediening ‘n

inhiberende uitwerking op testisfunksie het. Hierdie studie toon hoé
spermkonsentrasies van tot 295 x 10%/ml sowel as lae spermkonsentrasies vanaf 6.0
x 10%ml aan. Normale spermatogenese het dus plaasgevind hoewel moontlik in

Toets 2 ‘n inhiberende invioed ondervind is. Die waarneming van moontlike
spermatogenetiese inhibering stem ooreen met die literatuur wat 'n algemene daling

in spermkonsentrasies aan eksterne faktore soos estrogeen toeskryf.°

6.5 KWANTITATIEWE MOTILITEIT (% lewende spermatosoa)

Toets 1 " Kontrole 1 Toets 2 [ Kontrole 2
N 20 20 19 20
Mediaan 40.0 40.0 40.0 50.0
Reikwydte 10.0; 90.0 20.0; 50.0 0.0; 70.0 10.0; 80.0

Kwantitatiewe motiliteit tussen die behandelingsgroepe is ook volgens die nie-
parametriese Wilcoxin-toets statisties vergelyk. Die berekende p-waarde = 0.263 >
0.05. Die afleiding kan gemaak word dat die gemiddelde kwantitatiewe motiliteit nie

betekenisvol tussen groepe verskil het nie.

H:AUSERS\UNIINF 1\Proefskrif Hoofstuk 1 - 7.doc 47
© Central University of Technology, Free State



RESULTATE

Central University of
Technology, Free State

6.6 KWALITATIEWE MOT

Kwalitatiewe motiliteit word geévalueer op ‘n skaal van 0 tot 3, waar 0 = geen

motiliteit en 3 = progressiewe (vinnig, reguit vorentoe) beweging is.

Chi-Square (y?)-toets tabel vir kwalitatiewe motiliteit:

Kwalit_atiewe Kontrole 1 | Kontrole 2 | Toets 1 Toets 2 Totaal
motiliteit (%) (%) (%) (%)

0 0 0 0 3 3
(0.00) (0.00) (0.00) (15.79)

1 0 0 1 1 2
(0.00) (0.00) (5.00) (5.26)

2 3 2 6 4 15
(15.00) (10.00) (30.00) (21.05)

2+ 6 4 2 7 | 19
(30.00) (20.00) (10.00) (36.84)

3 11 14 1 4 40
(565.0) (70.00) ~ (55.0) (21.05)

Totaal 20 | 20 | 20 | 19 79

Die Chi-Square (x°)-toets is gebruik om die moontlike verskil tussen motiliteit in
behandelingsgroepe te bepaal. Die berekende p-waarde = 0.0359 < 0.05 dui op ‘n
betekenisvolle verskil in kwalitatiewe motiliteit tussen behandelingsgroepe. Dit wil
voorkom asof die kwalitatiewe motiliteitspektrum van Toets 2 laer is as dié van Toets
1 en die kontrolegroepe. Kwalitatiewe moatiliteit van 3 uit 19 (15,8%) muise in Toets 2
val in die 0-motiliteitskategorie. Die muise in die ander behandelingsgroepe resorteer
in die 1-3-kwalitatiewe motiliteitskatogorie. Toets 1 het ook slegs 5% muise wat in
die 1-motiliteitskategorie voorkom, terwyl die laagste motiliteitsgrens van die
kontrolegroepe ‘n motiliteit van 2 is. Soortgelyk het die oorgrote meerderheid muise

in Toets 1 ‘n motiliteit van 3 in vergelyking met Toets 2 waar die meerderheid tussen
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kwalitatiewe motiliteit van Toets 2 gehad.

6.7 PATOLOGIESE EVALUERING

Elektronmikroskopiese evaluering van die semenmonsters toon normale spermkoppe
en sterte. Die aksoneme toon die 9 + 9 + 2 tubulére patroon en denien arms is
teenwoordig. Genoemde bevindinge is by al die gevalle van Toets 1, Kontrole 1,

Toets 2 asook by Kontrole 2 gevind. Sien aanhangsel 4.

Die testissnitte het distrofiese verkalkings in enkele van die testikulére tubuli van
slegs een testis van Toetsgroep 3, Toets 1 (muis 3) getoon. Die oorsaak van hierdie
enkele testikulére tubulére verkalking is nie verklaarbaar nie. Toets 1 (muis 3) het,
soos reeds genoem in teenstelling met al die ander muise 'n “wipplank”-effek ten
opsigte van massatoename getoon en ‘n eindmassa van slegs 16.4g gehad. Sy
semenanalise het egter goed met die ander vergelyk. Ook hierdie lae

massatoename is nie verklaarbaar nie.

'n Klein stukkie vet met vetnekrose is by Toets 2 (muis 2) waargeneem. Hierdie

nekrose was gering en is deur die patoloé as onbeduidend beskou.

Testissnitte van Toets 1 (muis 5) toon ‘n gelokaliseerde area van distrofiese
verkalking, interstisi€éle fiborose en geringe abnormale spermatogenese. Hierdie
patologiese waarnemings is gering en nie as betekenisvol beskou nie hoewel sy
semenevaluasie verlaagde, maar in vergelyking met die groep ‘n goed vergelykende

analise getoon het.

Geen waarnemings van vernoude seminifereuse tubuli of verdikte lamina propria is
gemaak nie. Geen tekens van fibrose buiten die bogenoemde geval is waargeneem

nie en Leydigsel teenwoordigheid en -verspreiding was normaal.
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Spermatogenetiese kiemselle
waargeneem. Die Sertoliselvoorkoms, en -verspreiding was normaal. Twee tipes
ovaalvorminge kerne met ‘n normale verhouding Sertolisel:kiemselle van = 1:13 het
voorgekom. Die testikulére weefsel het ook tipiese teenwoordigheid en verspreiding

van organelle en volwasse sertoliselle getoon.

6.8 BESPREKING

‘n Sterk saak kan dus uitgemaak word dat die oormatige blootstelling ("over
exposure") aan estrogene of estrogeniese chemikalieé tydens die fetale periode
veranderde ontwikkeling en funksionering van die testis en manlike reproduktiewe
stelsel aanleiding kan gee. Oormatige estrogeniese blootstelling het oor die afgelope
30 tot 50 jaar in mense en diere toegeneem. Die blootstelling aan eksogene
estrogene, soos DES, gedurende die fetale- en neonatale stadia kan tot verhoogde
reproduktiewe abnormaliteite aanleiding gee. Die meganismes waar
estrogeenblootstelling moontlik manlike reproduktiewe abnormaliteite kan induseer,
is hipoteties bespreek en dien as basis vir verdere navorsing en bespreking.
Afwykings in die ontwikkeling van die manlike reproduktiewe stelsel het gewoonlik
nagevolge vir die geaffekteerde persoon en ‘n groeiende getal mans val in hierdie
kategorie. Hierdie getal geaffekteerde persone asook die reproduktiewe gevolge

daarvan dien as aansporing vir verdere navorsing.

'n Noue ooreenkoms bestaan tussen zeranol en zearalenoon wat struktuur en
chemiese werking betref. Zearalenoon is ‘n miko-estogeen wat in graanprodukte vir
menslike diéte voorkom. Zearalenoon se metabolisme in die mens en in die soogdier
het dieselfde patroon: 'n saamgevormde en vry metaboliete vorm wat slegs van
mekaar verskil as gevolg van die aan- of afwesigheid van ‘n dubbelbinding by die

koolstof 11- en koolstof 12-posisie. Zeranol, zearalenoon en hulle metaboliete het

HAUSERS\UNIINF 1\Proefskrif Hoofstuk 1 - 7.doc 50

© Central University of Technology, Free State



Q ) RESULTATE

Central University of

echnoiogy. Free ate 1Of - gevolg, behalwe dat dit in

dieselfde algemene effekte
orale(mondelingse) dosering 100 tot 1000 keer minder aktief is as estradiol. RALs,
zeranol en zearalenoon toon geen toksiese effekte buiten die wat aan hulle
estrogeniese eienskappe toegeskryf kan word nie. Daar is ook geen wesenlike
verskille tussen die effekte van zeranol, zearalenoon en hul metaboliete met
proefdierstudies bevind nie. Zeranol se hormonale geen-effek-vlak by gekastreerde
wyfie-ape is 0,05 mg/kg/dag. Langtermyn orale toksisiteitstudies op rotte het getoon

dat die geen-effek-vlak van zearalenoon 0,1 mg/kg/dag is.>®

Die inhiberende effek van estrogeen op testosteroonproduksie is reeds
ondubbelsinnig deur navorsers bewys. Studies is hoofsaaklik op testisweefsel van
ouer mans met prostaatkarsinoom uitgevoer.”*” Rodriquez-Rigou et al. (1977) het
ook gerapporteer gegee met betrekking tot die langtermyn gebruik van estrogeen en
die invioed daarvan op die sirkulerende hormone in jong transseksuele mans.
Hierdie navorsers het gevind dat gonadotropien- en testosteroonkonsentrasies
onderdruk is terwyl die konsentrasie van estradiol verhoog het. Hulle was van

mening dat estrogeen die androgeenproduksie op twee meganismes kon wysig: i) ‘n

onmiddellike direkte effek op die Leydigselle, en ii) ‘'n indirekte effek deur middel van

onderdrukking van gonadotropiene, wat oor ‘n langer tydperk strek en 'n hoér

dosering verg.”

¢ Spermatogonia

Spermatogonia is die enigste selle wat estrogeenbehandeling oorleef. “Hiervan " |

bestaan die meerderheid uit die bleek A-tipe spermatogonia, terwyl die donker A-tipe
spermatogonia byna afwesig is in die epiteel. Buiten die tipiese bleek
chromatienverkleuring toon hierdie spermatogonia meestal ‘n konsentrasie van

organelle rondom die kern. Spesifiek hierdie verskeidenheid van selle toon ‘n
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spermatogonia” wat beskryf is in hipogonadotrofiese hipogonadisme.”®”®  Die
oorlewing van die bleek A-tipe spermatogonia en die geélimineerde donker A-tipe
spermatogonia stem ook ooreen met die beeld wat na bestraling en die behandeling
met alkaliese middels verkry word.® Die algemene gevolgtrekking is dus dat verskeie
skadelike middels ‘n eenvorminge invioed op seminifereuse epiteel het, naamlik die
germinale selpopulasie word verminder en verander na dieselfde seltipe (bleek A-tipe
spermatogonia). Studies waar muise en rotte bestraling ontvang het en waar ‘n klein
populasie van die spermatogonia die behandeling oorleef het, kan toegeskryf word
aan spermatogonia se lang selsiklus.”” Indien hierdie bevindinge by diere op die
mens toepaslik gemaak word, is dit denkbaar dat die bleek A-tipe spermatogonia
bestraling en chemoterapie oorleef as gevolg van hulle lae mitotiese metabolisme —
hulle is in ‘n stadium van relatiewe weerstandigheid ten tye van behandeling. Netso
mag bleek A-tipe spermatogonia dit oorleef indien hulle ongunstige omstandighede
beleef® Dieselfde redenasie word aanvaar dat die meerderheid van die
spermatogoniale seltipes wat langtermyn estrogeenbehandeling oorleef het, dus uit
stamselle bestaan het wat minder sensitief vir endokrinologiese versteurings en/of

wanbelanse is.
e Sertoliselle

Estrogeenbehandeling het nie slegs 'n negatiewe effek op spermatogenetiese
kiemselle nie maar beinvloed ook die Sertoliselle deurdat hierdie selle na onvolwasse
ongedifferensiecerde selle omvorm word. Hierdie studie het egter nie 'n
noemenswaardige negatiewe effek getoon nie. 'n Normale Sertoliselbeeld met
gladde selwande wat baie ooreenstem met silinderepiteelselle, waar die selkerne
langs die basale lamina geleé is, en organelle tot die apikale sitoplasma beperk is, is

waargeneem. Volwasse Sertoliselle word gekarakteriseer deurdat die kerne in die

| l; g8
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voorkom.®  Zeranol-behandeling het dus nie 'n negatiewe inviced op die

Sertoliselvoorkoms en verspreiding gehad nie.
e Leydigselle

Soos in die geval van die Sertoliselle, is daar in hierdie studie geen
noemenswaardige negatiewe invioed op die Leydigselvoorkoms en -verspreiding
waargeneem nie. Slegs 'n enkele geval van fibrose is waargeneem.® Die
meerderheid van die Leydigselpopulasie het nie die omvorming na onvolwasse
ongedifferensieerde selle getoon nie. Zeranoltoediening het dus ook nie 'n effek op

die Leydigselle getoon nie.

6.9 GEVOLGTREKKING

Die konsentrasie van RALs wat die mens en dier inneem, as gevolg van RALs wat in
graanprodukte voorkom, word nie noemenswaardig by mense verhoog indien hulle
vleisprodukte gebruik waarvan die slagvee wel zeranol as inplantaat ontvang het nie.
Hieruit kan die afleiding gemaak word dat die invloed wat zeranol, wat as inplantaat
op menslike blootstelling swak estrogeniese aktiwiteit veroorsaak, nie wesenlike
nagevolge veroorsaak nie. Lae estrogeniese aktiwiteit van beide graan- en
vleisprodukte het dus nie die verwagte nadelige uitwerking op menslike gesondheid

en fertiliteit nie.
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Die doel van hierdie hoofstuk is om:

e 'n opsomming van die literatuuroorsig te gee,

¢ 'n opsomming van die belangrikste bevindings van hierdie studie weer te gee,
e algemene aanbevelings te maak, en

e aanbevelings vir toekomstige navorsing te doen.

7.2 OPSOMMING VAN DIE KERNGEDAGTES EN HOOFBEVINDINGS VAN

DIE LITERATUURSTUDIE

"Humans now live in an environment that can be viewed as a virtual sea of

estrogens" (Field, 1990)."

Estrogeen of estrogeniese stowwe kom in die omgewing voor as eksogene
(estrogeenanalog) stowwe, wat veral in landbou gebruik word, en as fito-estrogene,
wat natuurlik in plante en fungi voorkom en aanleiding gee tot estrogeen in produkte
soos melk en ander suiwelprodukte. Die ontwikkeling van medikasie het ook
bygedra dat chemikalie& wat estrogeniese eienskappe openbaar, gebruik word in die

vervaardiging van medikasie soos die voorbehoedpil.

Dierestudies word gedoen om die invloed van middels soos zeranol en zearalenoon
wat in hierdie studie gebruik is en wat estrogeniese eienskappe openbaar, te bepaal.

Studies het getoon dat zeranol wel teratogenies, genotoksies en karsinogenies is,
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inneem. Sodoende word die menslike nageslag benadeel.

Die moontlike belang van oorblyfsels van sulke estrogeniese middels, asook die
veiligheid en risikobepaling vir menslike gebruik, is getoets. Die uitslae van hierdie
veiligheidstoetse het in die geen-meetbare-effek-vlak geval. Die gebruik van zeranol
en zearalenoon as hormoonstimulante in die voedselbedryf is as veilig vir menslike

gebruik bevind.*"3#

7.3 OPSOMMING VAN DIE HOOFBEVINDINGS VAN HIERDIE STUDIE

Die resultate en uitkoms van hierdie studie mag deur navorsers verskillend
geinterpreteer word. Die doel van hierdie studie was om die invioed van 'n
estrogeenanaloog (zeranol) op die testikulére funksie van muismodelle, te evalueer.

Dit het aanleiding gegee tot die volgende waarnemings:

e Muismassabepalings: Onvoorsiene eksterne faktore soos die onwilligheid en/of
onvermoé van die jong muise om uit die voorsiende waterbotteljies te kon drink,

het op ‘n spesifieke tydstip ‘n betekenisvolle verskil getoon.
¢ Die gemiddelde testismassa het nie tussen die groepe betekenisvol verskil nie.

 ‘n Geringe negatiewe neiging is by die spermkonsentrasie (x 10%/ml) van Toets 2

in vergelyking met Toets 1 en die kontroles waargeneem.

o Kwantitatiewe motiliteit (% lewende spermatozoa) het egter nie betekenisvol

tussen die groepe verskil nie.

o Kwalitatiewe motiliteit (progressiewe beweging op ‘n skaal van 0 tot 3) het wel ‘n
statistiesbetekenisvolle verskil tussen die behandelingsgroepe getoon. Toets 2

se kwalitatiewe motiliteitsspektrum was laer as Toets 1 sowel as die
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Technology. Free State TIOMiliteitspektrum het tussen 1 tot 3

kontrolegroepe. Toets 1 ¢
sorteer waar Toets 2 se motiliteitspektrum verlaag is en 15.8% met ‘n 0-motiliteit
ingesluit het. Toets 1 het slegs 5% gevalle gehad wat in die 1-motiliteitskategorie
voorkom, terwyl die laagste motiliteitsgrens van die kontrolegroepe ‘n motiliteit

van 2 was.

Patologies het enkele testissnitte slegs geringe tekens van distrofiese verkalking,
vetnekrose en interstisiéle fibrose getoon. Die patoloé& het hierdie waarnemings

egter nie as betekenisvol beskou nie.

Die elektronmikroskopiese evaluering het normale spermatosoa oor die hele

monsterspektrum getoon.

ALGEMENE AANBEVELINGS EN TEKORTKOMINGE

Drie behandelingsgroepe word aanbeveel en as voldoende beskou:

Toets 1 — Eenmalige toetsstoftoediening

Toets 2 — 48-uurlikse toetsstoftoediening

Placebogroep — Dien as kontrolegroep

Die verdeling van beskikbare muise in slegs drie groepe sal dus bydra dat elke
groep uit ‘n vergrote aantal muise bestaan wat die statistiese verwerking kan

vergemaklik.

Die bekombaarheid van die zeranol-spuitstofpoeier was ‘n probleem. Slegs ‘n
sekere aantal gram zeranol mag per bestelling ingevoer word. Verskillende
besendings is dus ontvang. Die beperkte aantal spuitstof per bestelling het dus

veroorsaak dat die hele muisreeks in Muisgroepe 1, 2, 3 en 4 verdeel moes word.
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Die groep verdeling is ook Technology. Free State 2N dit Nie prakties uitvoerbaar was om

60 muise as ‘'n geheel te weeg en te behandel nie.

Aangesien die zeranol verskaffers nie ‘n verteenwoordiger vir die Vrystaat
spesifiek toegeken het nie, het dit ook bygedra dat alle bestellings en reélings met
betrekking tot die spuitstof telefonies gedoen moes word. Telefoniese bestellings
is as ‘n nadeel beskou deurdat persoonlike kontak kon bydra tot belangstelling

van die verteenwoordiger se kant en dus dienslewering kon bespoedig het.

Tydsbeperking is met betrekking tot die elektronmikroskopiese evaluasies ook
negatief ervaar. Elektronmikroskopiese evaluering verg tydsame voorbereiding
en evaluering van semenmonsters.  Evaluasies is ook as addisionele

werksopdrag by die roetine werkslading gedoen.

AANBEVELINGS VIR TOEKOMSTIGE NAVORSING

Verdeling van proefdiermodelle in slegs drie behandelingsgroepe soos voorgestel

onder 7.4.

‘n Verhoogde aantal muise per behandelingsgroep word aanbeveel om sodoende

onverwagte mortaliteit te kan akkommodeer.

Indien prakties uitvoerbaar, word aanbeveel dat die navorser ‘n nouer
betrokkenheid met die versorging van die proefdiere het sodat praktiese probleme

soos die waterbottelprobleem voorkom kan word.

‘n Skakelpersoon of verteenwoordiger van die firma wat die behandelingstowwe

voorsien word aanbeveel om bestelling en aflewering van middels te bespoedig.
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e Tydsduur van die studie sa Technology, Free State €1 WOrd om by die verhoogde aantal
proefdiere wat behandeling, monsterversameling en monster evaluasie

ondergaan, aan te pas.

7.6 GEVOLGTREKKING

Zeranol: ‘n Estrogeenanaloog se invloed op die testikulére funksie van muise het nie
statisties betekenisvolle verskil teenocor die kontrolegroepe getoon nie. In hierdie
studie is daar slegs enkele waarnemings van inhibering van die semenkwaliteit asook
enkele gevalle van geringe patologie van die testisweefsel. Zeranol het dus nie ‘n
statisties betekenisvolle negatiewe effek op die testisfunksie van die muismodelle
nie. Hiermee word die H1-hipotese verwerp en die alternatiewe hipotese aanvaar.
Die gebrek aan statistiese betekenis impliseer nie dat die bevindings geen kliniese
belang het nie. Die onderdrukking van spermatogenetiese kiemselle met 2.5%,
tesame met die waarnemings van verlaagde spermkonsentrasies en die kwalitatiewe
motiliteit van die semenmonsters is wel klinies van belang. Indien dieselfde
onderdrukkende of inhiberende effek by mensstudies gevind word, kan dit moontlik
klinies 'n beduidende effek op manlike fertiliteit h& veral by mans met

oligosoéspermie (lae spermkonsentrasies).

Die noodsaaklikheid om middels soos zeranol deurlopend vir menslike veiligheid te
toets, word dus aanbeveel en beklemtoon. Die invioed van ‘'n enkele middel of faktor
mag moontlik in individuele toetse as "veilig" beskou word, maar manlike fertiliteit
word egter moontlik deur ‘n kombinasie van kumulatiewe faktore wat in die omgewing

voorkom of ingeneem word, beinvioed.
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MASSA LESING: Groep 1 (Lesings in gram)

A Central University of
Technology, Free State

Zeranol Dosis: 150 pg/kg/dag

Datum 11/5 13/5 15/5 17/5 19/5 21/5 23/5 25/5 2715 29/5 31/5 2/6 4/6 6/6 8/6 10/6 12/6 14/6
Muis

Toets 1

i 9.61 11.12 (1312 [13.88 |[16.70 [19.54 |21.09 |22.23 (2291 |23.96 |24.80 {2330 ([26.77 |27.11 2743 |28.26 [29.33 (29034
2 9.69 11.33 (1513 |[17.17 |(20.10 [21.30 |21.71 |2313 [23.03 |23.71 |2411 |2460 |[26.07 |26.12 |26.69 |27.41 |28.28 |28.14
3 10.00 |11.34 |15.00 |[18.08 |20.41 (2222 |2356 |2469 |[2446 |21.95 |2520 |26.70 |27.42 |27.88 |2753 |29.21 |2960 |29.82
4 10.19 (10.77 |[13.30 |15.36 |[17.10 |18.61 19.40 |20.18 ([21.13 |22.79 |21.76 |22.49 |23.74 |2365 |2415 |2491 (2537 |25.52
5 9.45 1136 |14.24 [15.80 (17.20 [19.52 |20.97 |21.92 |2288 |24.78 |24.83 |2599 |27.11 |26.96 |27.21 |27.76 |[27.83 |[28.85
Kontr 1

1 10.21 11.43 ([13.81 1442 |15.92 (1852 |20.54 |2266 |22.95 |2454 |25.13 |25.89 |26.88 |(27.82 (28.57 |29.42 |[30.37 (3096
2 8.74 12.91 1462 (1589 |16.71 |(20.39 (21.78 |2277 |23.12 |23.81 (2518 |2561 |26.20 |26.86 |27.68 |27.79 [20.28 |29.68
3 9.12 10.98 |13.30 |1493 (1540 |17.78 |19.60 (21.23 (2240 |[2546 |[2297 |23.07 (2440 |2460 |25.32 |[26.00 |2655 |27.27
4 9.39 11.41 1451 [156.35 |16.90 (1817 [(19.74 |2146 |21.95 |21.13 |24.46 (2525 |27.50 |28.08 (2880 |29.44 (3066 |31.21
5 9.74 13.00 [14.81 15.67 |17.43 |2040 |21.96 |23.18 |23.56 |24.16 |25.80 |26.65 |26.21 |26.63 |[27.30 |28.14 |[29.20 |29.88
Toets 2

1 8.74 8.63 1064 |1532 |[18.00 |20.00 |20.78 |[22.74 |[2351 |2480 |[2540 |25.89 |2740 |27.70 |28.18 |29.17 (29.99 |[29.89
2 9.35 6.76 8.71 1248 |1440 |16.96 |18.79 [21.28 |23.50 |24.40 |2474 (2525 |26.34 |(27.29 (2788 |28.48 |29.27 |2957
3 9.62 6.71 8.72 1219 |14.21 16.98 |19.22 |[21.57 |[2367 |2484 |2520 |25.90 [26.92 |27.62 |28.94 |29.20 (29.84 |[30.88
4 10.72 |7.01 9.30 1299 |1546 |18.12 |20.33 |23.30 |25.02 |2559 |26.10 |(26.68 |27.49 |28.03 (2843 |29.01 3066 [31.13
5 9.15 7.28 9.25 13.26 |15.63 |17.97 |20.03 [22.50 |2439 |2495 |26.00 (2725 |28.64 (2890 (2945 (2995 |29.77 |30.32
Kontr. 2

1 9.31 8.42 10.80 ([13.36 |15.51 16.61 18.63 |19.87 |20.72 (2115 |21.35 |[2223 |23.08 (2336 |[24.21 [26.01 26.19 |26.60
2 9.15 8.35 9.21 1246 |1462 (1640 [18.20 |20.18 |22.05 |22.93 |23.41 (2391 (2469 (2521 |2523 |2644 |26.59 |27.07
3 9.54 9.00 11.31 13.93 |16.60 |18.23 |[19.54 |21.51 |22.84 |23.72 |2449 (2504 |2558 |26.18 |[26.69 |(28.08 |28.50 |28.36
4 8.99 8.62 11.00 (1440 |16.61 18.33 |19.97 |21.58 |2239 |22.74 (2350 |24.18 (2546 |[26.07 |26.64 |27.50 |[28.34 |[28.77
5 9.79 8.88 9.96 13.36 [15.47 |16.65 |@:lhtral|#0R&ity pPTctBroI0dl BB Sta-80 [23.85 (2511 [26.04 |26.32 |27.30 |27.66 |28.00




MASSA LESING: Groep 2 (Lesings in gram)

A Central University of
Technology, Free State

Aangepaste Zeranol Dosis: 2mg/kg/dag

Datum |4/10 6/10 8/10 10/10 |12/10 |14/10 |16/10 |18/10 |20/10 |22/10 |24/10 |26/10 |28/10 |30/10 |1/11 311 5/11 711
Muis

Toets 1

1 1158 (1142 |10.16 |12.26 |[15.75 |18.82 |2046 (2235 (2448 |2541 (2645 |[27.03 |[27.67 (28.03 (28.00 (2853 |29.19 [28.75
2 11.63 [11.86 [10.71 13.81 1712 |1945 (2030 |22.09 |2420 |25.72 |26.70 |27.70 |28.22 |28.57 (27.01 (29.17 |30.72 [30.88
3 10.52 |9.86 9.00 10.51 14.51 17.18 |17.60 |19.44 |21.51 |22.50 |23.82 2521 |26.11 |2646 |26.63 |26.87 |27.54 |26.24
4 1165 |1145 (1039 |13.40 |15.93 |16.69 |17.64 |1949 (2095 (2090 |[22.01 |23.33 (23.84 (2469 (2450 |24.63 |25.94 |25.70
5 10.72 [10.71 [9.94 13.34 |1536 |17.54 |18.44 |2099 |2256 [22.83 |2430 (2570 |26.01 |26.03 |26.20 |26.31 |26.90 |27.19
Kontr 1

1 1162 |13.36 |[17.38 (18.45 |20.04 |21.21 |23.30 |23.03 |[2384 |2463 |26.18 |27.15 |27.56 |27.81 |27.99 (2830 |[28.50 |29.60
2 1285 |13.70 [17.34 [19.27 (2112 |22.34 |(23.76 |23.57 |2429 |2513 (2530 (26.63 |[27.07 |[27.36 |27.88 (2866 |[28.29 |28.79
3 1042 |11.73 |156.67 |[18.11 19.84 2218 |23.78 (2439 |25.88 (2696 |[27.83 |28.43 |29.09 |29.44 |29.86 |30.23 |30.60 |30.86
4 1145 |12.43 (1662 |18.87 |20.98 |[22.56 |24.13 |2453 (2577 (2675 |27.79 |2850 |29.19 |2965 |29.91 30.20 |30.62 |32.00
5 12.72 |1385 |[1763 |[1890 (2051 |2166 |[22.33 (2369 |24.18 |2529 (2558 |[26.01 |26.34 |27.07 |27.00 |27.06 |27.92 |28.41
Toets 2

1 11.82 |13.01 16.58 (17.84 (1993 |20.55 (2163 (22.08 (2256 |23.98 |2523 (2563 |[2544 |[2765 (2750 (2728 |28.34 |28.32
2 10.85 |12.05 (1580 |17.47 |1965 (2159 |2252 |2261 |[2406 (2504 |2598 |27.07 |26.99 |2765 |27.59 |28.43 |28.71 29.44
3 1242 |13.85 |[17.84 |18.87 |20.51 ([20.79 |21.55 |21.89 |[2220 (2340 (2431 |2459 |2513 |2665 |26.84 |2695 |27.03 |27.51
4 11.27 |1251 (1658 |17.98 |20.17 (2209 |23.35 |23.47 |[2508 (2584 |[2647 |26.98 |27.56 |27.59 |28.61 |28.89 |2853 |28.58
5 11.81 1297 |17.25 |(18.64 |20.03 |21.09 (2163 (2260 |23.20 |2428 (2486 (2481 |[2584 |[27.12 (2710 |[27.07 |2792 |28.84
Kontr. 2

1 12.16 [12.23 |17.73 |18.36 |[1942 |(20.08 |2150 |22.12 |23.79 (2451 |2542 |26.60 |2541 |26.21 26.50 |[26.76 (27.81 26.63
2 12.36 [1281 |16.26 |17.54 (19.27 [1960 |[21.06 |[21.53 |(24.26 (2495 |[26.80 |[27.51 2715 |27.24 |27.30 |[27.34 |(28.68 |28.30
3 12.01 (1295 |1713 |[17.37 [19.25 [19.75 |[20.90 (22.05 |22090 (24.04 (2548 |26.16 |25.37 |26.83 |[27.20 |28.28 |28.84 |28.53
4 12.39 |1266 |17.53 |18.37 |2045 |20.79 [21.87 (2224 |2353 (24.08 |2584 |2658 (2659 [27.36 |27.29 |(27.26 |29.30 |28.32
5 1069 (1201 |1484 |16.45 |17.84 (1712 [19.06 [(1942 |21.73 (2268 (2429 |2495 |23.15 |2435 |24.90 |2542 |26.13 |25.35
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MASSA LESING: Groep 3 (Lesings in gram) r~angepaste Zeranol Dosis: 2mg/kg/dag

Datum 9/5 11/5 13/5 15/5 17/5 19/5 21/5 23/5 25/5 27/5 29/5 1/6 3/6 5/6 716 9/6 11/6 13/6
Muis

Toets 1

1 10.7 12.3 15.1 14.5 14.0 13.6 17.4 19.0 21.2 21.9 226 237 244 23.9 240 247 239 248
2 10.4 13.4 13.8 13.6 16.5 13.7 17.8 19.4 19.5 21.1 21.8 225 21.8 23.0 232 24 .4 23.7 254
3 10.4 14.1 13.1 12.2 11.8 11.6 13.2 14.2 15.5 16.7 17.0 17.4 16.1 16.8 17.3 16.3 16.4 16.4
4 12.1 13.7 156.5 159 16.5 17.5 19.1 19.9 226 225 233 23.8 23.9 245 246 25.0 25.2 254
5 1.3 14.0 14.0 13.9 131 14.3 16.5 18.3 214 2131 216 228 21.7 225 233 235 229 234
Kontr 1

1 1097 (9.7 15.2 15.9 16.5 177 20.2 20.0 20.4 21:2 212 22.0 214 226 24.0 239 238 243
2 1163 (9.0 15.4 15.9 16.5 17.0 18.4 18.2 18.6 20.2 19.2 19.7 19.3 211 21.9 22.9 233 237
3 1252 (8.8 17.1 17.0 17.1 19.0 19.4 204 20.7 217 22.2 229 226 236 248 25.0 255 259
4 1194 |104 16.9 16.8 17:7 19.3 214 216 211 23.0 23.1 23.7 243 246 259 26.0 26.8 26.6
5 12.30 9.0 16.6 16.9 17.0 1.7 19.0 19.5 19.4 214 20.4 214 21.6 21.5 22.4 23.0 236 23.0
Toets 2

1 99 116 12.6 13.9 156.7 14.9 16.0 16.9 18.1 {78 17.8 18.0 18.9 19.5 19.8 19.3 20.4 21.0
2 10.5 12.2 13.2 13.0 13:5 16.6 19.2 20.2 21.7 21.8 221 234 23.9 244 25.5 259 269 27.3
3 9.5 116 12.8 141 15.4 15.6 17.8 19.0 19.6 19.9 20.0 20.5 21.0 21.7 21.4 21.5 22.4 228
4 10.0 1.7 13.7 14.3 15.0 16.6 17.9 19.3 20.9 213 216 224 23.0 232 243 242 25.2 256
5 10.1 11.8 14.1 14.6 14.4 174 18.1 18.3 19.4 19.8 204 21.4 21.5 Dood Dood Dood Dood Dood
Kontr. 2

1 11.05 |13.8 16.5 14.5 16.2 18.6 19.7 20.2 214 22.8 23.2 245 247 26.0 27.2 28.0 28.6 28.7
2 9.14 10.4 125 14.9 14.4 14.5 17.4 191 205 223 23.3 243 20.2 26.2 271 27.3 276 28.1
3 9.25 11.1 13.7 14.0 16.3 16.2 18.8 19.4 20.9 231 23.9 25.0 22.4 28.7 26.6 28.2 28.8 28.9
4 11.10 |12.0 13.8 15.6 15.6 15.6 17.2 § Bl 18.7 20.2 202 211 240 214 224 229 238 243
5 1055 |10.8 12.5 154 15.2 15.3 18.3 18.4 19.5 211 23.0 23.0 24.8 2341 26.9 259 26.1 25.7
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MASSA LESING: GROEP 4 (Lesings in gram) Aangepaste Zeranol Dosis: 2mg/kg/dag

Datum  |9/5 1/ |13/5 |15/ |17/5 |19/5 [21/5 |23/5 [25/5 |27/5 |29/5 |1/6 316 5/6 716 /6 11/6  |13/6
Muis

Toets 1

1 128 (116 [129 |[180 (186 188 |204 |207 |216 |231 (232 (233 (232 (244 |248 (250 |249 |250
2 105 (112 [139 [149 (158 170 [186 (192 [21.0 [219 (222 (225 (226 (238 |243 (249 (251 250
3 123 (121  |144 |165 (176 |182 |197 200 |204 |214 [21.9 (216 [220 (232 |236 (239 |245 245
4 115 (121 [141 [153 (166 |181 |200 |20.7 |225 235 (243 (251 (254 [267 |27.4 [270 |274 |272
5 1.9 (126 [139 |157 [169 |179 |190 (197 |212 |221 (226 [230 (230 (236 [248 (253 [252 (250
Kontr 1

1 1011 (143 |145 |149 (136 [145 |162 [149 165 (184 (213 [232 |224 |253 |265 |266 |264 (262
2 916 [120 [130 (140 [125 (124 (144 (140 (157 |[169 201 |21.7 |201 (235 (246 |264 |271 |274
3 1030 [139 [140 [142 [126 [121 142 |131 [140 |[157 [17.8 (186 231 |200 |[21.0 |208 221 (224
4 1025 [125 [139 [149 [138 (147 (166 |15.1 165 [17.7 |203 |214 |243 [237 [240 |238 253 256
5 1046 (136 (141 [148 [131 139 (163 [148 |166 178 [202 [212 |215 |225 |232 (235 (249 |246
Toets 2

1 119 |134 (143 (161 |17.7 |187 |205 |215 |227 |235 |222 |238 (237 (244 |247 |246 (256 [259
2 122 [140 (152 (178 159 |200 |215 |224 |236 |243 |252 |257 266 |274 |280 |282 (283 (290
3 133 (155 (161 [183 |149 |197 |216 |215 |224 237 |235 |245 |247 |254 |258 |256 (2641 [267
4 118 (138 (142 [160 178 |179 [195 [200 |207 |215 [220 (234 [225 |242 |245 |239 (245 (249
5 108 |[127 (133 [1565 |17.7 |168 [185 [192 [199 |203 |202 (212 (204 |219 |219 |220 (224 [233
Kontr. 2

1 1211 |147 (161 [17.3 [17.2 |198 [202 |212 |220 230 |235 |244 252 |259 |261 |26.8 [266 |275
2 1182 (130 (142 (150 |188 |165 [17.7 |17.8 |193 |186 [19.7 |206 |21.3 |216 |222 |226 (224 (226
3 106 (110 [138 (188 [190 [163 |183 |187 [197 [194 |201 |219 |222 |236 |237 |242 [248 |255
4 123 (142 [149 (165 |17.0 |185 |200 |205 |21.8 225 |233 [249 242 |258 |267 |274 [279 |279
5 110 |126 (143 (157 [162 (187 |215 |216 |232 |234 (240 |249 |249 |258 |262 |270 (244 |243
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MUIS TESTES- EN SEMEN EVALUASIES

GROEP 1: KONTROLE 1

MUIS1 MUIS2 |MUIS3 (MUIS4 |MUISS5
TESTIS MASSA (g) 0.3009 0.2692 0.3302 |0.2787 |0.3114
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit % 50.0 20.0 30.0 50.0 50.0
Kwalitatiewe motiliteit (0 - 3) |2+ -3 3 2 -2+ |3 3
Spermkonsentrasie (x10%/ml) | 214.0 90.0 156.0 227.0 185.0
GROEP 1: TOETS 1

MUIS1 MUIS2 MUIS3 MUIS4 MUISS5
TESTIS MASSA (g) 0.3892 0.5135 |0.4692 |0.3182 |0.3408
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit % 90.0 70.0 50.0 20.0 50.0
Kwalitatiewe motiliteit (0 - 3) |3 3 2+ -3 |2 3
Spermkonsentrasie (x10%/ml) [ 107 158 135 121 118
GROEP 1: KONTROLE 2

MUIS1 MUIS2 MUIS3 MUIS4 MUISS
TESTIS MASSA (g) 0.3417 0.3418 |0.2638 |0.7452 |0.3312
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit % 40.0 40.0 70.0 50.0 50.0
Kwalitatiewe motiliteit (0-3) |2 - 2+ |2 - 2+ |3 2+ -3 |3
Spermkonsentrasie (x10%/ml) | 123 193 176 143 197
GROEP 1: TOETS 2

MUIS1 MUIS2 MUIS3 MUIS4 MUISS5
TESTIS MASSA (g) 0.3108 0.3295 |0.5353 | 0.4059 |0.2985
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit % 70.0 50.0 70.0 50.0 50.0
Kwalitatiewe motiliteit (0 - 3) |3 & 3 2 -2+ |2
Spermkonsentrasie (x10%/ml) | 166 140 118 133 82
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Aanhangsel 2: Muis testes- en semen evaluasies

GROEP 2: KONTROLE 1

MUIS1 MUIS2 MUIS3 |MUIS4 MUISS5
TESTIS MASSA (g) 0.2888 0.2488 [0.3124 |0.2903 |0.2581
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit % 35.0 40.0 40.0 30.0 40.0
Kwalitatiewe motiliteit (0 - 3) |2 2+ - 3 |2+ 2+ -3 |3
Spermkonsentrasie (x10%/ml) | 110 76 98 50 56
GROEP 2: TOETS 1

MUIS1 MUIS2 MUIS3 |MUIS4 MUISS5
TESTIS MASSA (g) 0.3168 |0.2760 |0.2848 |0.2561 0.3036
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit %  |40.0 45.0 40.0 45.0 40.0
Kwalitatiewe motiliteit (0 - 3) |3 2+ -3 |2 3 2+ - 3
Spermkonsentrasie (x10%ml) | 125 80 78 106 125
GROEP 2: KONTROLE 2

MUIS1 MUIS2 MUIS3 MUIS4 MUISS
TESTIS MASSA (g) 0.2597 0.3312 |0.2466 | 0.2246 |0.2147
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit % | 38.0 25.0 50.0 20.0 20.0
Kwalitatiewe motiliteit (0-3) 2+ - 3 |2 3 2 2+
Spermkonsentrasie (x10%/ml) | 50 31 84 28 43
GROEP 2: TOETS 2

MUIS1 MUIS2 |MUIS3 MUIS4 MUISS
TESTIS MASSA (g) 0.2941 0.3030 |0.3220 |0.2986 |0.2563
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit % 0.0 33.0 25.0 25.0 28.0
Kwalitatiewe motiliteit (0 - 3) |0 2 2 -2+ |2 2+
Spermkonsentrasie (x10%/ml) |33 50 106 50 63
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Aanhangsel 2: Muis testes- en semen evaluasies

GROEP 3: KONTROLE 1

MUIS1 |[MUIS2 MUIS3 |MUIS4 MUISS
TESTIS MASSA (g) 0.2843 |0.2522 |0.2654 |0.2762 |0.3360
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit % [30.0 40.0 50.0 50.0 50.0
Kwalitatiewe motiliteit (0 - 3) |2+ - 3 |2 - 2+ |3 2+=-3 |2*+< 3
Spermkonsentrasie (x10%/ml) {93 89 206 103 111
GROEP 3: TOETS 1

MUIS1 MUIS2 MUIS3 MUIS4 MUISS5
TESTIS MASSA (g) 0.2372 |0.2335 |0.1870 0.2387 |0.2244
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit % 10.0 20.0 60.0 30.0 20.0
Kwalitatiewe motiliteit (0 - 3) |1 2+ 3 2 -2+ |2
Spermkonsentrasie (x10%/ml) |66 114 121 85 295
GROEP 3: KONTROLE 2

MUIS1 MUIS2 MUIS3 MUIS4 MUISS
TESTIS MASSA (g) 0.1414 0.1587 0.2305 |0.1354 [0.1612
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit %  |60.0 80.0 60.0 50.0 60.0
Kwalitatiewe motiliteit (0-3) [2+ - 3 |3 24 -3 |2¢4-3 |8
Spermkonsentrasie (x10%/ml) | 104 82 32 260 190

GROEP 3: TOETS 2 NS: Muis 5 is dood, daarom geen evaluasie.
MUIS1 MUIS2 |MUIS3 (MUIS4 |MUISS

TESTIS MASSA (g) 0.2130 |0.1745 0.1475 |0.1842 |Geen

SPERM EVALUASIE:

Kwantitatiewe motiliteit % | 30.0 50.0 10.0 60.0 Geen

Kwalitatiewe motiliteit (0 - 3) |2 3 1 2+ Geen

Spermkonsentrasie (x10%/ml) | 104 88 6 163 Geen
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Aanhangsel 2: Muis testes- en semen evaluasies

GROEP 4: KONTROLE 1

MUIS1 MUIS2 MUIS3 MUIS4 MUISS
TESTIS MASSA (g) 0.3445 0.3432 |0.3648 |0.2960 |0.3050
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit %  |40. 40.0 40.0 30.0 40.0
Kwalitatiewe motiliteit (0 - 3) 2 2 -2+ |2-2+ |2 2+
Spermkonsentrasie (x10%/ml) | 120 229 61 108 54
GROEP 4: TOETS 1

MUIS1 MUIS2 MUIS3 [MUIS4 |MUISS
TESTIS MASSA (g) 0.3450 |0.3496 |0.3853 |0.3693 |0.2887
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit % 70.0 60.0 30.0 30.0 40.0
Kwalitatiewe motiliteit (0 - 3) |3 3 2 2 2
Spermkonsentrasie (x10%/ml) | 117 72 70 94 25
GROEP 4: KONTROLE 2

MUIS1 |MUIS2 MUIS3 |MUIS4 MUISS
TESTIS MASSA (g) 0.3136 |0.2879 |0.2014 |0.2683 |0.3346
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit % 10.0 50.0 50.0 60.0 50.0
Kwalitatiewe motiliteit (0 - 3) |2+ 2+ =3 |3 3 3
Spermkonsentrasie (x10%ml) |45 240 46 198 219
GROEP 4: TOETS 2

MUIS1 MUIS2 MUIS3 MUIS4 MUISS
TESTIS MASSA (g) 0.3657 |0.3331 0.2989 |0.3557 |0.2864
SPERM EVALUASIE:
Kwantitatiewe motiliteit %  |40.0 0.0 40.0 40.0 0.0
Kwalitatiewe motiliteit (0-3) (2 - 2+ |0 24 2+ 0
Spermkonsentrasie (x10%ml) |90 93 67 156 35
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LABORATORIUM NOMMERS SOOS AAN ELKE MONSTER GEGEE VIR
PATOLOGIESE EVALUASIE (slegs ter inligting)

Muis groep 1

T4 Toets 1 Muis 1
K1.2 Kontrole 1 Muis 1
12.3 Toets 2 Muis 1
K2.4 Kontrole 2 Muis 1
T1.5 Toets 1 Muis 2
K1.6 Kontrole 1 Muis 2
T2.7 Toets 2 Muis 2
K2.8 Kontrole 2 Muis 2
T1.9 Toets 1 Muis 3
K1.10 Kontrole 1 Muis 3
T2.11 Toets 2 Muis 3
K2.12 Kontrole 2 Muis 3
T1.13 Toets 1 Muis 4
K1.14 Kontrole 1 Muis 4
T2.15 Toets 2 Muis 4
K2.16 Kontrole 2 Muis 4
T1.17 Toets 1 Muis 5
K1.18 Kontrole 1 Muis 5
T2.19 Toets 2 Muis 5
K2.20 Kontrole 2 Muis 5
Muis groep 2

T1.21 Toets 1 Muis 1
K1.22 Kontrole 1 Muis 1
T2.23 Toets 2 Muis 1
K2.24 Kontrole 2 Muis 1
T1.25 Toets 1 Muis 2
K1.26 Kontrole 1 Muis 2
T1.27 Toets 2 Muis 2
K2.28 Kontrole 2 Muis 2
T1.29 Toets 1 Muis 3
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Muis groep 2 vervolg:

K1.30
T2.31
K2.32
T1.33
K1.34
T2.35
K2.36
T1.37
K1.38
T2.39
K2.40

Muis groep 3

T1.41
K1.42
T2.43
K2.44
T1.45
K1.46
T2.47
K2.48
T1.49
K1.50
T2.51
K2.51
T1.53
K1.54
T2.55
K2.56
T1.97
K1.58
T2.59
K2.60

Kontrole 1
Toets 2
Kontrole 2
Toets 1
Kontrole 1
Toets 2
Kontrole 2
Toets 1
Kontrole 1
Toets 2
Kontrole 2

Toets 1
Kontrole 1
Toets 2
Kontrole 2
Toets 1
Kontrole 1
Toets 2
Kontrole 2
Toets 1
Kontrole 1
Toets 2
Kontrole 2
Toets 1
Kontrole 1
Toets 2
Kontrole 2
Toets 1
Kontrole 1
Toets 2
Kontrole 2

= Central University of
Technology, Free State

Muis 3
Muis 3
Muis 3
Muis 4
Muis 4
Muis 4
Muis 4
Muis 5
Muis 5
Muis 5
Muis 5

Muis 1
Muis 1
Muis 1
Muis 1
Muis 2
Muis 2
Muis 2
Muis 2
Muis 3
Muis 3
Muis 3
Muis 3
Muis 4
Muis 4
Muis 4
Muis 4
Muis 5
Muis 5
Muis 5
Muis 5 (Dood)
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T1.61 Toets 1 Muis 1
K1.62 Kontrole 1 Muis 1
T2.63 Toets 2 Muis 1
K2.64 Kontrole 2 Muis 1
T1.65 Toets 1 Muis 2
K1.66 Kontrole 1 Muis 2
T2.67 Toets 2 Muis 2
K2.68 Kontrole 2 Muis 2
T1.69 Toets 1 Muis 3
K1.70 Kontrole 1 Muis 3
T2.71 Toets 2 Muis 3
K2.72 Kontrole 2 Muis 3
T1.73 Toets 1 Muis 4
K1.74 Kontrole 1 Muis 4
T2.78 Toets 2 Muis 4
K2.76 Kontrole 2 Muis 4
T1.77 Toets 1 Muis 5
K1.78 Kontrole 1 Muis 5
T2.79 Toets 2 Muis 5
K2.80 Kontrole 2 Muis 5
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PATOLOGIESE EVALUASIE VAN TESTESSNITTE: MUIS GROEP 1

BUISE INTERSTISIUM SPERMATOGENESE
T MeB;iT'::\e Vorms Fibrose L:Zﬂ'eg' Kiemselle s::ﬁ:"
T1.1 N N - N N N
K1.2 N N - N N N
T2.3 N N - N N N
K2.4 N N - N N N
T1.5 N N = N N N
K1.6 N N - N N N
2.7 N N - N N N
K2.8 N N - N N N
T1.9 N N - N N N
K1.10 N N - N N N
T2 N N - N N N
K2.12 N N - N N N
T1:13 N N - N N N
K1.14 N N - N N N
T2.15 N N - N N N
K2.16 N N - N N N
T.Aa7 N N - N N N
K1.18 N N - N N N
T2.19 N N - N N N
K2.20 N N - N N N
N=Normaal | N=Normaal .=Afwesig N=Normaal | N=Normale | N=Normale
+=Gering Abn=Ab- +=Gering | Abn=Klein | Spermato- | Verhouding
verdik Normale +4=Erg | Fibroblasto- |~ Genese =113
++=Erg Vorms en agtig, Donker | +|=Gering Sertoli
verdik Klein Granules onder druk Kiemselle
Deursnit ++|=Erg Abn=Ab-
onder druk Normale
Verhouding
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PATOLOGIESE EVALUASIE VAN MUIS TESTESSNITTE: MUIS GROEP 2

BUISE INTERSTISIUM SPERMATOGENESE
SHEEEIE MeB:i:-::'ne Vorms Fibrose ngﬂ:eg' Kiemselle S:;tlfe"'
T1.21 N N - N N N
K1.22 N N - N N N
T2:23 N N - N N N
K2.24 N N - N N N
T1.25 N N - N N N
K1.26 N N - N N N
T2.27 N N - N N N
K2.28 N N - N N N
T1.29 N N - N N N
K1.30 N N - N N N
T2.:31 N N - N N N
K2.32 N N - N N N
T1.33 N N - N N N
K1.34 N N - N N N
T2.85 N N - N N N
K2.36 N N - N N N
11.37 N N - N N N
K1.38 N N - N N N
T2.39 N N - N N N
K2.40 N N - N N N
N=Normaal | N=Normaal =Afwesig N=Normaal | N=Normale | N=Normale
+=Gering Abn=Ab- +=Gering | Abn=Klein | Spermato- | Verhouding
verdik Normale +4=Erg | Fibroblasto- |~ Genese =1:13
++=Frg Vorms en agtig, Donker | +l=Gering Sertoli:
verdik Klein Granules | onderdruk | Kiemselle
Deursnit ++|=Erg Abn=Ab-
onder druk Normale
Verhouding
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PATOLOGIESE EVALUASIE vAN mui> TESTESSNITTE: MUIS GROEP 3

BUISE INTERSTISIUM SPERMATOGENESE
RUEITTR MeBr::?'::]e Vorms Fibrose L:};ﬂleg- Kiemselle s:;:’el"
T1.41 N N - N N N
K1.42 N N - N N N
T2.43 N N - N N N
K2.44 N N - N N N
T1.45 N N - N N N
K1.46 N N - N N N
T2.47 N N = N N N
K2.48 N N = N N N
T1.49 N N - N +| (slegs N
in 1 testis)
K1.50 N N o N N N
T2:51 N N - N N N
K2.52 N N - N N N
T1.83 N N - N N N
K1.54 N N - N N N
T2.55 N N - N N N
K2.56 N N - N N N
T1.57 N N - N N N
K1.58 - - - - - -
T2.59 N N - N N N
K2.60 N N - N N N
N=Normaal | N=Normaal =Afwesig N=Normaal | N=Normale | N=Normale
+=Gering | Abn=Ab- | +=Gering | Abn=Klein | Spermato- |Verhouding=
verdik Normale ++=Erg Fibroblasto- Genese 1:13
++=Erg Vorms en agtig, Donker | +\=Gering Sertoli:
verdik Klein Granules onder druk Kiemselle
Deursnit ++|=Erg Abn=Ab-
onder druk Normale
Verhouding
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PATOLOGIESE EVALUASIE VAN MUIS TESTESSNITTE: MUIS GROEP 4

BUISE INTERSTISIUM SPERMATOGENESE
. voasaal | yorms | Fibrose = SYII9 | Kiemselle | Seriol-
T1.61 N N - N N N
K1.62 N N - N N N
T2.63 N N = N N N
K2.64 N N - N N N
T1.65 N N - N N N
K1.66 N N - N N N
T2.67 N N - N N N
K2.68 N N - N N N
T1.69 N N - N N N
K1.70 N N - N N N
T2.71 N N - N N N
K2.72 N N - N N N
T1.73 N N - N N N
K1.74 N N - N N N
T2.75 N N - N N N
K2.76 N N - N N N
T1F7 N N - N N N
K1.78 N N # N +) N
(slegs 1 (slegs 1
testis) testis)
T2.79 N N - N N N
K2.80 N N - N N N
N=Normaal | N=Normaal =Afwesig N=Normaal | N=Normale | N=Normale
+=Gering Abn=Ab- +=Gering | Abn=Klein | Spermato- |Verhouding=
verdik Normale ++=Erg Fibroblasto- Genese 1:13
++=Erg Vorms en agtig, Donker | +!=Gering Sertoli:
verdik Klein Granules onder druk Kiemselle
Deursnit ++|=Erg Abn=Ab-
onder druk Normale
Verhouding
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AANHANGSEL 4

Elektronmikroskopiese afdrukke van spermatozoa wat normale
morfologiese kenmerke van spermkoppe en aksoneem 9+9+2

patroon aandui.
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