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1. ÖZET  

 

Tezin başlığı : Annesütü Kaynakli Mikrokimerizmde Kimerik Hücrelerin Testiste 

Belirlenmesi, Kimyasal ve Fiziksel Hasar Modellerindeki Rolü 

Öğrencinin Adı Soyadı : Olgu Enis Tok 

Danışmanın Adı Soyadı : Prof. Dr. Feriha Ercan 

Programın Adı : Histoloji ve Embriyoloji Doktora Programı 

 

Amaç: Mikrokimerizm, immün yanıt gerçekleştirmeden bir bireye başka bir bireyden az 

miktarda hücresinin geçişidir. Gebelikte annenin hücrelerinin yavrulara geçmesine ise maternal 

mikrokimerizm adı verilir. Anne sütüne bağlı mikrokimerizm ile ilgili olarak oldukça az yayına 

rastlanmaktadır. Çalışmamızda hedef organ olan testis ile ilgili mikrokimerizm çalışması 

bulunmamaktadır. Bu projede emzirme yoluyla yavru testis dokusuna geçen kimerik hücrelerin 

tanımlanması ve kimyasal ve fiziksel hasar modellerindeki rolünün aydınlatılması amaçlandı. 

Gereç ve Yöntem: Farelerle gerçekleştirilecek proje temel olarak hücrelerindeki aktin 

filamentinde yeşil floresan protein (GFP) eksprese eden transgenik hayvanlar ile deney 

yapmaya dayanmaktadır. Bu bağlamda GFP+ transgenik anneden normal yavruya anne sütü 

aracılığıyla geçen kimerik hücreler 7, 30, 60 Günlük kontrol ve Busulfan, İskemi/Reperfüzyon 

gruplarında araştırıldı. GFP+ kimerik hücre gruplara ait testis doku örneklerinde akım 

sitometrisi ve qPCR metodu ile analiz edildi. Testis doku incelemeleri ise konfokal ve lightsheet 

mikroskopları aracılığya yapıldı. 

Bulgular: Yapılan qPCR ve akım sitometrisi analizleri sonucunda tüm gruplara ait testis 

dokularına anne sütü kaynaklı kimerik hücrelerin geçişi gözlemlendi. Konfokal ve lightsheet 

mikroskobik incelemelerde GFP+ kimerik hücrelerin testiste hem seminifer tübül içerisnde hem 

de interstisyal bağ doku içerisinde görüntülendi. Bütün analizler değerlendirildiğinde özellikle 

30 Günlük Kontrol ve Busulfan hasar grubunda daha fazla GFP+ kimerik hücre popülasyonu 

gözlemlendi. 

Sonuç: Anne sütü kaynaklı kök hücrelerin yavruya geçerek testis dokusuna göç ederek 

yerleştiği farklı metodlar kullanılarak ispatlandı. Hipotezimizi normal şartlarda bir hücrenin 

geçişi bile ispatlayacakken özellikle Busulfan hasar grubunda daha fazla sayıda bulundu. Anne 

sütü hücrelerinin girişimsel olmayan yöntemlerle elde edilebilmesi ve hücresel farklılaşma 

potansiyelleri göz önüne alındığında bu hücrelerin kullanımına yönelik araştırma ihtiyacı ortaya 

çıkmaktadır. Anne sütü yoluyla yavruya geçen hücrelerin, yavrunun dokularına geçebilme 

yeteneği, anne sütünün beklenenden daha büyük bir biyolojik öneme sahip olabileceğini 

düşündürmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Mikrokimerizm, anne sütü, anne sütü kaynaklı kök hücre, testis 
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2. SUMMARY  

Title of Thesis: Determination of Breastmilk Induced Microchimerism in Testis, Its Role in 

Chemical and Physical Damage Models 

Student Name, Surname: Olgu Enis Tok 

Supervisor Name : Prof. Dr. Feriha Ercan 

Program Name : Histology and Embryology PhD Program 

 

Objective: Microchimerism refers to the presence of a small number of cells from one organism 

in another organism without eliciting an immune response. Maternal microchimerism occurs 

when the mother's cells pass to the offspring during pregnancy. There is limited literature on 

microchimerism associated with breast milk. In our study, we aimed to investigate 

microchimerism related to breast milk, specifically focusing on the testis as the target organ. 

We aimed to detect chimeric cells that migrate from the mother to the offspring's testis through 

breastfeeding, characterize their phenotype and differentiation properties, and elucidate their 

role in chemical and physical damage models. 

Materials and Methods: The fundamental experimental approach of this project with mice 

relies on using transgenic animals that express green fluorescent protein (GFP) in all their cells. 

GFP+ chimeric cells transferred from GFP+ mothers to normal offspring through breastfeeding 

were investigated in control groups at 7, 30, and 60 days, as well as in Busulfan-induced damage 

and ischemia-reperfusion groups. Testis samples from the GFP+ chimeric cell groups were 

analyzed using flow cytometry and qPCR methods. Testis tissue examinations were conducted 

using confocal and lightsheet microscopes. 

Results: Analysis by qPCR and flow cytometry confirmed the presence of breast milk-derived 

chimeric cells in the testis tissues of all groups. Confocal and lightsheet microscopic 

examinations revealed the presence of GFP+ chimeric cells within seminiferous tubules and 

interstitial connective tissue in the testis. Overall, especially in the 30-Day Control and Busulfan 

damage groups, a higher population of GFP+ chimeric cells was observed. 

Conclusion: The migration and engraftment of stem cells from breast milk to the offspring's 

testis were demonstrated using different methods. Our hypothesis was supported by the 

presence of these cells, even though their numbers were particularly higher in the Busulfan 

damage group. Considering the non-invasive methods for obtaining breast milk cells and their 

potential for cellular differentiation, there is a need for further research on the use of these cells. 

The ability of cells transferred to the offspring's tissues through breastfeeding suggests that 

breast milk may have biological significance beyond current understanding. 

 

Keywords: Microchimerism, breastmilk, breastmilk derieved stem cell, testis 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Mikrokimerizm, bir bireye ait hücre ya da genetik materyalin, immün yanıt oluşturmadan 

genetik olarak farklı bireyde gözlenmesidir. Bu durumun en sık görüldüğü kaynak gebelik 

sürecidir. Gebelik sırasında, fetal hücreler kan dolaşımı ve plasenta yoluyla annenin dolaşımına 

geçer ve bu duruma fetal hücre mikrokimerizmi (FHM) denir. Maternal hücre mikrokimerizmi 

(MHM) ise gebelik süresince anneye ait hücrelerin yavruya geçişidir.  Gebelik sırasında iki 

fetüs arasındaki hücre geçişi mikrokimerizmin başka bir türüdür (van Dijk ve ark., 1996). 

Anne sütü ile beslenme sadece beslenme sürecinde değil, ilerleyen yaşlarda da olumlu etkiler 

sağlar. Anne sütü ile beslenme, enfeksiyon hastalıkları gibi birçok hastalığın görülme sıklığını 

azaltmaktadır (Gartner, 1997). Anne sütü, suyun yanı sıra çeşitli proteinler, vitaminler, 

mineraller ve yağlar gibi maddeler içerir. Ayrıca oligosakkaritler, hormonlar, enzimler, 

immünoglobülinler, laktoferrin, büyüme faktörleri, sitokinler, antienflamatuvar ajanlar ve 

mikrobiyal faktörler gibi immün sistem gelişiminde etkili olabilecek biyoaktif maddeleri de 

içerir (Walker, 2010). Anne sütü içerisinde meme bezini oluşturan hücrelerin yanı sıra kan 

dolaşımındaki hücreler de bulunabilir. Ayrıca, laktogenez sürecinde meme bezinin oluşumunu 

sağlayan kök hücrelerin de anne sütünde bulunduğu tespit edilmiştir (Hassiotou ve ark., 2012). 

Bu kök hücreler, pluripotent kök hücre belirteçlerini ifade ederek nöronlar, hepatositler, kalp 

kası hücreleri ve osteositler gibi farklı hücre tiplerine farklılaşabilme yeteneğine sahiptir 

(Hassiotou ve ark, 2012). Anne sütünde bu özellikteki kök hücrelerin farklılaşma potansiyelleri 

ve emzirme sonrası yavruyla olan ilişkilerinin araştırılması ilgi çekici bir konudur. Ayrıca, anne 

sütünün, yavrunun beslenme ihtiyacının ötesinde daha fazla etkisi olduğunu düşündürmektedir. 

Meme kök hücreleri (MKH) ve farklılaşma kapasiteleri ile igili çalışmalar yapılmıştır. 

MKH'nin meme bezinde bulunan alveolar hücrelere, kanal hücrelerine ve süt boşaltılmasına 

yardımcı olan miyoepitelyal hücrelere dönüşebildiği belirtilmektedir (Visvader ve ark., 2009). 

Transgenik olarak işaretlenmiş MKH'lerin farelere transplantasyonu yapıldığında, bu 

hücrelerden tamamen yeni bir meme oluşumu gözlemlenmiştir. Transplantasyon sonrasında 

MKH'lerinden miyoepiteliyal hücreler ve gebelik sırasında fonksiyonel hale gelebilen alveolar 

ünitelerin oluştuğu gösterilmiştir (Shackleton ve ark., 2006). Meme içindeki MKH'lerin epitel 

ve miyoepitel hücrelerin genel özelliklerine ve immünohistokimyasal işaretlenme 

kapasitelerine sahip olduğu bilinmektedir, ancak bu hücreler arasındaki gelişimsel etkileşimler 

hala belirsizliğini korumaktadır (Hassiotou ve ark., 2013). 
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Meme kök hücreleri (MKH) ve diğer meme hücreleri, hücre göçü, hücre döngüsü ve/veya 

emzirme sırasındaki mekanik etki yoluyla anne sütüne geçebilir. İnsan sütüyle yapılan 

çalışmalarda, anne sütü içinde meme bezi hücre işaretleyicileri (CK14, CK18, CK19 ve β-

casein) dışında embriyonik kök hücre işaretleyicileri (OCT4, SOX2, NANOG) ve nöronal kök 

hücre işaretleyicisi (nestin) ile işaretlenebilen hücrelerin varlığı gösterilmiştir (Cregan ve ark., 

2007). Bu bulgular, süt içinde bulunan kök hücrelerin lökositler gibi yavrunun dolaşımına 

katılarak çeşitli organlara göç edebilmesi ve orada farklı hücre tiplerine dönüşebilmesiyle 

mikrokimerizme yol açabileceğini düşündürmektedir. Anne sütü kaynaklı maternal 

mikrokimerizm hakkındaki bilgiler oldukça sınırlıdır. Süt yoluyla çeşitli hücrelerin ve hücresel 

materyallerin yavruya geçişi ile çeşitli sinyal aktive olabilmektedir. 

Anne sütünün yenidoğan bebekler için vazgeçilemez bir besin kaynağı olduğu şüphesizdir. 

Bununla ilgili anne sütünün besinsel içeri ve yavru için faydaları konusunda birçok çalışma 

yapılmıştır. Anne sütünün besinsel değerinin dışında hücresel içeriğinin şimdiye kadar 

bilinmeyen özellikleri ortaya çıkmaya başlamıştır. Özellikle son birkaç yılda anne sütünün 

hücresel içeriği ile ilgili çalışmalar hız kazanmaya başlamıştır. Bu konuda oldukça kısıtlı 

çalışma olmasına karşı anne sütü içerisindeki kök hücrelerin farklılaşma potansiyelleri üzerinde 

önemli bulgular elde edilmiştir. Bu veriler anne sütünün hücresel özellikleri ve bu hücrelerin 

çeşitli tedavi yöntemlerinde kullanılabilmesi konusunda kapsamlı araştırma gereğini ortaya 

koymuştur.  

Son yıllarda erkek infertilitesinde sperm üretim bozukluğunun olduğu olgularda hücresel tedavi 

yöntemleri büyük bir umut ışığı olmaktadır. Günümüzdeki hücresel tedavi yöntemleri ile ilgili 

girişimler ve araştırmalar düşünüldüğünde anne sütü içerisindeki kök hücrelerin de bu alandaki 

yöntemlerin geliştirilmesi ve olgunlaştırılmasında yer alması heyecan vericidir. Kök hücre 

alanındaki araştırmalara bakıldığında iPSC ve mezenşimal kök hücreler gibi konuların yanında 

anne sütü –son yıllarda ortaya çıkarılmış olması nedeniyle- gerektiği ilgiyi görememiştir. Bu 

alandaki çalışmalar da genellikle in vitro farklılaşma özellikleri ve fenotipik hücresel 

özelliklerin belirlenmesi ile kısıtlı kalmıştır.  

Anne sütü içerisindeki hücrelerin, doğal düzeninde olduğu gibi, anneden yavruya emzirme 

yoluyla geçiş mekanizmaları ve yavru içerisindeki organizasyonları belirsizliğini korumaktadır. 

Bu nedenle ilk olarak bu hücrelerin anne-yavru arasındaki fizyolojik işleyişinin ortaya 

çıkarılması gerekmektedir.  
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Çalışmamız ile bu konudaki temel eksikliklerin giderilerek bu hücrelerin anne-yavru arasındaki 

doğal sürecinin ortaya çıkarılarak kimerik hücrelerin testise yerleşimini göstermek 

amaçlamaktadır. Bu sürecin daha önce testiste incelenmemesi ve in vivo yöntemlerle 

çalışılacak olmasıyla bu alanda literatürdeki önemli bir boşluğun doldurulması 

planlanmaktadır. qPCR ve akım sitometrisi yöntemi ile miktarı az sayıda olan kimerik 

hücrelerin varlığı ispatlanmaktadır. Özellikle kulanacağımız doku şeffaflaştırma yöntemleri ve 

ileri mikroskopi görüntüleme teknikleri ile birlikte bu alanda daha önce hiç elde edilmemiş 

verilere ulaşılması sağlanacaktır. Hücre terapisi pek çok hastalıkta ümit vadeden yeni bir tedavi 

yöntemidir. Bu yöntemdeki stratejilerden biri dokudaki mevcut kök hücreleri hasar durumunda 

rejenerasyon ve restorasyonu için harekete geçirmektir. Bu projenin konusu olan anne sütü 

içerisindeki hücreler bu bağlamda yeni tedavi yöntemlerinin geliştirilmesi için bir başlangıç 

noktası olabileceği düşünülmektedir. 

Projenin birincil amacı, anne sütü içerisinde bulunan farklılaşma kapasitesine sahip 

mikrokimerik hücrelerin emzirme yoluyla yavrusuna ait testis dokusuna geçişini göstermek ve 

farklılaşma özelliklerini belirlemektir. İkincil amacı ise busulfan ile oluşturulmuş kimyasal 

hasar modelinde ve iskemi-reperfüzyon ile oluşturulmuş fiziksel hasar modelinde mikrokimerik 

hücrelerin yerleşim ve farklılaşma potansiyellerinin tanımlanmasıdır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

4.1 Meme Bezi ve Laktasyon 

Meme bezi, ergenlik ve üreme döngüsü sırasında epitel hücrelerinde çok sayıda değişiklikler 

meydana gelen oldukça dinamik bir organdır (Fu ve ark., 2020). Süt sentezi ve laktasyon, 

dallanmış epitelyal ekzokrin bir organ olan meme bezi tarafından sağlanır (Hannan ve ark., 

2023).  

4.1.1 Meme bezi histolojisi 

Meme bezleri, modifiye edilmiş tubuloalveolar apokrin ter bezleridir. Epidermisin içerisinde 

yer alan modifiye edilmiş ter bezlerinden türeyen tubuloalveolar meme bezleri, deri altı dokuda 

bulunur. İnaktif yetişkin meme bezi, fibroz bağ doku bantlarıyla ayrılmış 15 ila 20 düzensiz 

lobdan oluşur. Bu loblar meme başı veya etrafından yayılır ve terminal kanal lobüler birimleri 

(TDLU) olarak bilinen birçok lobüle bölünmüştür. Dermis ile bağlantılı olan süspansiyon veya 

Cooper bağları adı verilen bazı fibroz bantlar vardır. Yoğun bağ doku arasında, aralobüler 

alanlarda bol miktarda yağ dokusu bulunur (Ross, 2016) (Şekil 1). 

 

 

Şekil 1. Laktasyon döneminde kadın memesinin şematik çizimi (Ross, 2016). 
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Her bez, bir konstrikte açıklığa sahip olan bir laktiferöz kanal ile sonlanır ve meme başına açılır. 

Areola'nın altında, meme başını çevreleyen pigmentli bölge, her kanalın genişlemiş bir kısmı 

olan laktiferöz sinüsüne sahiptir. Laktiferöz kanallarının açıklıklarına yakın olan bölümleri, çok 

tabakalı yassılaşmış keratinize epitelyum ile kaplıdır. Kanalın epitelyal astarı, çok katlı yassı 

epitelden, laktiferöz sinüste iki katlı küboidal epitele ve kanal sisteminin geri kalanında tek katlı 

prizmatik veya küboidal epitele doğru dereceli geçiş gösterir (Ross, 2016). 

Yetişkin meme başı ve areolasının epidermisi oldukça pigmentlidir ve biraz kırışıktır ve derinin 

yüzeyine uzanan uzun dermal papillalar içerir. Keratinize olmuş çok tabakalı yassı epitelyum 

ile kaplıdır. Meme başının pigmantasyonu ergenlik döneminde artar ve meme başı daha belirgin 

hale gelir. Gebelik sırasında, areola daha büyük hale gelir ve pigmentasyon derecesi daha da 

artar. Areolanın ve meme başının derininde, yoğun bağ dokuda ve laktiferöz kanallar boyunca 

düzgün kas lifi demetleri radyal ve dairesel olarak düzenlenmiştir. Bu kas lifleri, meme başının 

çeşitli uyarıcılara tepki olarak dikleşmesini sağlar (Ross, 2016).  

Areola, yağ bezleri, ter bezlerini ve modifiye edilmiş meme bezlerini (Montgomery bezleri) 

içerir. Bu bezler, ter bezleri ile gerçek meme bezleri arasında bir yapıya sahiptir ve areola 

yüzeyinde küçük kabartılar oluştururlar. Montgomery bezlerinin cildin pH'ını değiştiren ve 

mikrobiyal büyümeyi engelleyen bir yağlama ve koruyucu salgı ürettiği düşünülmektedir. 

Meme başında birçok duyusal sinir ucu bulunurken, areola daha az duyusal sinir ucu içerir 

(Ross, 2016). 

Meme bezindeki TDLU’lar, süt bezinde küçük salgı yapan alveollerin (laktasyon durumunda) 

veya terminal kanalların (pasif bezde) intralobüler stroma ile çevrili kümelenmesini temsil eder. 

Laktiferöz kanalların ardışık dallanması TDLU’ya yol açar. Her TDLU, üzüm salkımına benzer 

küçük alveollerden oluşan bir lobülü oluşturan bir kümelenmeyi temsil eder ve terminal kanal, 

intralobüler toplama kanalı, intralobüler stromayı içerir (Şekil 2). Terminal kanallar, pasif 

bezde bulunur. Gebelik ve doğumdan sonra, sekretuar hücrelerle döşeli olan terminal kanalların 

epiteli, süt üreten tamamen işlevsel alveollere farklılaşır. İntralobüler toplama kanalı alveoler 

salgıları laktiferöz kanala taşır. İntralobüler stroma, terminal kanal ve alveollerin etrafını saran 

hormonal olarak duyarlı gevşek bağ dokusudur. İntralobüler bağ dokusu az miktarda yağ 

hücresi içerir (Ross, 2016). 

Meme bezi kanalları ve lobülleriyle ilişkili en önemli hücreler glandüler epitelyal ve 

miyoepitelyal hücrelerdir. Glandüler epitelyal hücreler kanal sisteminin içini döşerken, 

miyoepitelyal hücreler epitelyal hücrelerle bazal lamina arasında derinlemesine bulunurlar. 
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Sekretuar bezin hücrelerinden oluşan bu sepet benzeri ağ düzenlemesi, glandüler yapıların 

sekretuar bölgelerinde bulunur (Ross, 2016).  

Meme bezinin salgı yapan bölümünün morfolojisi menstrual döngüye bağlı olarak değişir. Pasif 

bezde, bez yapısı seyrek ve çoğunlukla kanallardan oluşur. Menstrual döngü sırasında, pasif 

meme hafif döngüsel değişikliklere uğrar. Folliküler fazın başlarında, intralobüler stroma daha 

az yoğundur ve terminal duktüller, kübik şekilli epitelyal hücreler tarafından oluşturulan 

lümensiz veya çok az lümenli kordonlar şeklinde görünür. Luteal faz sırasında, epitelyal 

hücreler boyca artar ve salgılar biriken küçük miktarda lümenlerde görünür. Ayrıca bağ 

dokusunda sıvı birikir. Bu, menstrual döngünün son birkaç gününde ani involüsyon ve apopitoz 

ile devam eder ve menstrual döngü başlamadan önce gerçekleşir. Gebelik sırasında, glandüler 

dokudaki değişiklikler bağ dokusu ve yağ dokusunun miktarında azalmaya neden olur (Ross, 

2016) (Şekil 2). 

 

 

Şekil 2. Meme bezi morfolojisinin şematik ve histolojik görünümü a. Terminal kanal lobüler 

birim (TDLU). b. İnaktif meme bezi. c. Aktif meme bezinde miyoepitel hücre (mEp) (Ross, 

2016). 

 

Meme bezinde salgı yapan hücreler, bol miktarda granüler endoplazmik retikulum, orta sayıda 

büyük mitokondri, supranükleer bir Golgi cisimciği ve bir dizi yoğun lizozom içerir. Süt 

üretiminde hem merokrin hem de apokrin salgıya katılır. Salgı durumuna bağlı olarak, apikal 

sitoplazmada büyük lipid damlacıkları ve salgı kesecikleri bulunabilir (Ross, 2016). 

4.1.2 Meme bezi gelişimi 

Meme bezi gelişiminin üç ana aşaması vardır: embriyonik, ergenlik ve üreme dönemi. 

Embriyogenez sırasında memeli bezi belirginleşmesi ve şekillenmesini sağlayan kesin süreçler 
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henüz belirsizdir, ancak mezenkimal hücrelere yönelik indüktif sinyaller, meme bezi 

hücrelerini oluşturmak için yerel göç veya agregasyonu yönlendirebilir (Fu ve ark., 2020). 

Ergenlik dönemine kadar hem dişi hem de erkek meme bezleri benzer şekilde gelişir. 

Erkeklerde ergenlik başlangıcında testosteron, mezenkimal hücreler üzerinde etki ederek meme 

bezlerinin daha fazla büyümesini engeller. Aynı zamanda, kadınlarda ise meme bezleri, 

östrojen ve progesteron hormonlarının etkisi altında daha fazla gelişir. Östrojen, mezenkimal 

hücrelerin daha fazla gelişmesini uyarır. Meme bezleri, interlobüler yağ dokusunun büyümesi 

nedeniyle daha da büyür. Kanallar, genişleyen bağ doku stromasına doğru uzar ve dallanır. 

Epitelyal hücrelerin çoğalması, epitelyum ile özelleşmiş intralobüler hormon duyarlı gevşek 

bağ dokusu stroması arasındaki etkileşimlerle kontrol edilir. Yetişkinlik dönemine 

gelindiğinde, meme bezinin tam kanal yapısı oluşmuştur. Meme bezleri, gebelik dönemine 

kadar pasif bir durumda kalır. Gebelik sırasında, meme bezleri morfolojik ve fonksiyonel 

olgunluğunu tamamlar. Bu, başlangıçta korpus luteumdan ve daha sonra plasentadan salgılanan 

östrojen ve progesteron, hipofiz bezinden salgılanan prolaktin ve adrenal korteksten üretilen 

gonadokortikoidler tarafından uyarılır. Gebeliğin sonunda, epitelyal hücrelerde salgı vezikülleri 

bulunur, ancak yüksek progesteron seviyeleri nedeniyle süt üretimi inhibe edilir. Süt 

salgılanmasının gerçek başlangıcı doğumdan hemen sonra, adenohipofiz tarafından salgılanan 

prolaktin tarafından indüklenir. Sütün memeden atılması, nörohipofiz tarafından salgılanan 

oksitosin tarafından uyarılır. Menopozdaki hormonal ortam değişikliğiyle birlikte, meme 

bezinin glandüler bileşeni geriler ve yağ ve bağ doku ile değiştirilir. (Ross, 2016) (Şekil 3). 

 

 

Şekil 3. Doğum sonrası meme bezi gelişimi şeması (Fu ve ark., 2020). 
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4.1.3 Laktasyon evreleri 

Laktogenez, süt salgılama yeteneğinin gelişme sürecidir ve alveolar hücrelerin olgunlaşmasını 

içerir. İki aşamada gerçekleşir: salgı başlangıcı ve salgı aktivasyonu. 

I. Aşama olan laktogenez (salgı başlangıcı), gebeliğin ikinci yarısında gerçekleşir (Pillay ve 

Davis, 2021). Meme bezinin kazein ve laktoz gibi belirli süt bileşenlerini salgılamak için 

yeterince farklılaşmasını sağlar. Artan laktos ve α-laktalbumin plazma konsantrasyonları 

ölçülerek tespit edilebilir (Arthur ve ark., 1991). Laktogenez I. aşaması tamamlandığında meme 

bezleri süt salgılamak için yeterince farklılaşmıştır (Kuhn, 1977). Plasenta, yüksek miktarda 

progesteron sağlar ve bu salgılanan progesteron yeterince farklılaşan meme bezlerinin daha da 

farklılaşmasını engeller (Pillay ve Davis, 2021). Gebeliği devam eden kadınların meme 

bezlerinden kolostrum adı verilen salgı ürünü alınabilir (Allen ve ark., 1991; Kulski ve 

Hartmann, 1981). Kolostrum içerisinde yüksek konsantrasyonda sodyum ve klorür bulunurken, 

immünglobülinler ve laktoferrin gibi koruyucu maddeler de içerir (Neville ve ark., 2001). Bu 

dönemde kolostrumda kazein bulunmaz (Chen ve ark., 1998; Patton ve ark., 1986), laktoz 

konsantrasyonu ise düşüktür (Allen ve ark., 1991). 

II. Aşama olan laktogenez (salgı aktivasyonu), doğumdan sonra bol miktarda süt üretimiyle 

başlar. Doğumda plasentanın çıkarılmasıyla progesteronun ilk 4 gün içinde yaklaşık 10 kat 

azalması (Chen ve ark., 1998; Neville ve ark., 1988), prolaktin, kortizol ve insülin seviyelerinin 

artışı bu aşamayı uyarır (Pillay ve Davis, 2021). Progesteronun yüksek oranda azalması meme 

epitelinde programlanmış bir dönüşümü tetikler, bu da doğumdan itibaren 5 gün boyunca 

yenidoğana günlük 500-750 ml arasında süt transferinin gerçekleşmesini sağlar (Chen ve ark., 

1998; Neville ve ark., 1988).  

Bu dönüşüm, epitel hücreleri arasındaki paraselüler yolun geçirgenliğindeki değişiklikler dahil 

olmak üzere çeşitli işlemlerde uyumlu bir değişiklik gerektirir; immünoglobulinler, laktoferrin 

ve kompleks karbonhidratlar gibi koruyucu maddelerin salgılanmasındaki değişiklikler, ve tüm 

süt bileşenlerinin artan salgılanma oranı (Neville ve ark., 2001). Genellikle doğum sonrası 2. 

veya 3. günlerde çoğu kadın meme şişmesi ve bol miktarda süt üretimi yaşar. Bu durumda 

laktogenezin II. aşaması, bol miktarda süt örneklerinin kolay elde edilebilmesi sayesinde, süt 

yapısındaki değişikliklerle izlenebilir (Neville ve ark., 1991). İlk 4 gün postpartum ve 

doğumdan sonraki 4 ila 10 gün arasındaki süreçte meme salgısı ürününü tanımlamak için 

geleneksel olarak kolostrum ve geçiş sütü terimleri kullanılmaktadır, ancak bu terimler süt 

bileşimindeki kesin zamansal değişiklikleri tanımlamaz ve yararlı ayrımlar değildir. Bunun 

yerine, doğum sonrası süt bileşiminde meydana gelen değişiklikler, doğumun ilk 4 gününde 



 

    11 

hızlı değişikliklerin ardından laktasyon süresince farklı bileşenlerde yavaş değişikliklerin 

meydana geldiği bir süreklilik olarak değerlendirilmelidir (Neville ve ark., 2001). 

 

4.2 Anne Sütü 

Anne sütü doğumla birlikte bebeklerin büyümesi ve gelişmesi için önemlidir (Agostoni ve ark., 

2009). Bu nedenle Dünya Sağlık Örgütü ve Birleşmiş Milletler Çocuklara Yardım Fonu, yeni 

doğan bebekler için anne sütünü ideal besin olarak tanımlayıp ilk altı ay sadece anne sütü ile 

beslenmesini önermektedirler (Organization, 2013). Amerikan Pediatri Akademisi en az 12 ay 

süreyle emzirmeyi önerirken (Eidelman, 2012), Beslenme ve Diyetetik Akademisi sadece anne 

sütü ile ilk altı ay ve altı aydan sonra en az 12 aya kadar tamamlayıcı gıdalarla birlikte 

emzirmenin ideal beslenme şekli olduğunu tanımlamıştır (Lessen ve Kavanagh, 2015). 

Kapsamlı veriler, sadece anne sütü ile beslenen çocukların, akut veya kronik pek çok hastalıkta 

daha düşük bir görülme sıklığına sahip olduğunu göstermektedir. Bunlar arasında, orta kulak 

iltihabı, akut ishal, alt solunum yolu enfeksiyonları, ani bebek ölüm sendromu, inflamatuar 

bağırsak hastalığı, juvenil lösemi, diyabet, obezite, astım ve atopik dermatit bulunmaktadır 

(Agostoni ve ark., 2009; Eidelman, 2012). Anne sütünün sindirim sistemi, bağışıklık sistemi ve 

beyin gelişimini değiştiren çeşitli makro ve mikro besin maddeleri, immün proteinler, 

hormonlar ve büyüme/farklılaşma faktörleri gibi biyoaktif maddeler, mikroRNA'lar, 

mikrobiyota ve kök hücreler içerdiği çok sayıda çalışma tarafından desteklenmektedir (Ballard 

ve Morrow, 2013; Geddes ve ark., 2021; Kim ve Yi, 2020; Savino ve ark., 2013) (Tablo 1, 2). 

Anne sütünde emzirme dönemine, ırka, emziren annenin diyetine ve bölgeye özgü çevresel 

kimyasallara göre değişimler gösterilmektedir (Kim ve ark., 2019; Martin ve ark., 2016). 

Doğumdan sonra salgılanan ilk süte kolostrum denir ve hacim, görünüm ve bileşim açısından 

farklıdır. Kolostrum, yaklaşık doğumdan sonraki ilk 5 gün boyunca düşük miktarlarda üretilen 

çok değerli bir besindir. Doğum sonrasındaki ilk günlerde düşük miktarlarda üretilen 

kolostrum, sekretuar IgA, laktoferrin, lökositler gibi immünolojik bileşenler ve epidermal 

büyüme faktörü gibi gelişimsel faktörler açısından zengindir ve olgun anne sütündeki yağ 

içeriğinden daha az yağ içermektedir (Castellote ve ark., 2011; Pang ve Hartmann, 2007). 

Doğumdan sonraki 6-15 gün arasında geçiş dönemi sütü üretilir ve hızla büyüyen bebeğin 

beslenme ve gelişimsel ihtiyaçlarını desteklemek için "artırılmış" süt üretimi dönemini temsil 

etmektedir. Bu dönemde, süt daha yüksek seviyelerde laktoz, yağ, su bazlı vitaminler ve daha 

az miktarda immünolojik bileşenlerle üretilir. Anneler arasındaki en yüksek bileşim 

değişkenliği geçiş sütünde gözlemlenmektedir. Anne sütü, doğumdan sonraki 15. günden 



 

    12 

itibaren neredeyse olgun ve doğumdan 4-6 hafta sonra tamamen olgun olarak kabul 

edilmektedir. (Fields ve Demerath, 2012). 

4.2.1 Anne sütü bileşimindeki makro besin maddeleri 

Elde edilen anne sütü, su hariç (%87-88) en temel bileşenleri olan karbonhidratlar, proteinler 

ve yağlar açısından zengindir (Kim ve Yi, 2020) (Şekil 4, Tablo 1). Bu makro besinler, bebek 

büyümesi ve gelişimi için gerekli olan temel besin desteğini sağlar ve 100 mL'de 65-70 kalori 

enerji sağlar. Anne sütünün bileşenleri, laktasyon dönemlerine ve tek bir beslenme sürecinde 

emzirme seanslarına göre dinamik olarak değişir ve laktasyonun durumuna veya çocuğun 

büyümesine göre çeşitli ihtiyaçlar için uygun hale gelmektedir (Martin ve ark., 2016).  

 

Şekil 4. Anne sütü bileşenleri (Kim veYi, 2020).  

 

Karbonhidrat, insan sütünün yaklaşık %7'sini (60-70 g/L) oluşturur ve toplam kalori rezervinin 

%40'ını oluşturur. İnsan sütündeki ana karbonhidrat laktoztur ve laktaz-flozin hidrolaz 

tarafından monosakkaritler (glukoz ve galaktoz) halinde ayrıştırılır ve emilir. Laktoz, insan 

beyninin yüksek enerji gereksinimlerini karşılar ve bebek kilo alımıyla pozitif ilişki gösterir. 

Ayrıca oligosakkaritler, mineraller ve kalsiyum gibi biyoaktif bileşenlerin emilimini ve 

bağlanmasını da kolaylaştırır ve insan sütünün osmolar+itesine büyük katkı sağlar. İnsan 

sütündeki laktoz konsantrasyonu, kolostrumdan geçiş sütüne ve olgun sütüne kadar hafifçe artar 

ve olgun sütte nispeten sabit bir konsantrasyonda kalır, böylece insan sütü sabit osmotik basıncı 

korur (Eriksen ve ark., 2018; Hester ve ark., 2012; Mosca ve Giannì, 2017). 

Anne sütü proteini whey, kazein ve çeşitli peptitlerin karışımından oluşan ve bebek büyümesi 

ve gelişmesi için zorunlu olan önemli amino asitleri, ayrıca birçok işlev için hayati öneme sahip 



 

    13 

biyoaktif protein ve peptitleri sağlar. Kazeinler, midede peynir veya pıhtı şeklinde var olan 

miseller halinde bulunur ve anne sütündeki kalsiyum ve fosfatın ana kaynağıdır. Whey protein 

ise çözelti halinde bulunur. Alfa-laktalbumin, beta-kazein, folat bağlayıcı protein, haptokorin, 

safra tuzu uyarılı lipaz, amilaz, alfa-1 antitripsin ve laktotransferrin gibi bazı proteinler, diğer 

besin maddelerinin sindirimi ve kullanımına yardımcı olurlar (De Luca ve ark., 2016; Mosca 

ve Giannì, 2017). Protein, anne sütünün yaklaşık %1'ini (8-10 g/L) oluşturur ve doğumun 

başlangıcında 14-16 g/L gibi yüksek miktarda bulunurken, 3-4 ayda 8-10 g/L'ye, 6 aydan sonra 

ise 7-8 g/L'ye düşer (Kim ve Yi, 2020). 

Bebeklerin besin kaynağının neredeyse %50'sini oluşturan yağ, anne sütündeki ikinci en yaygın 

makro besindir ve bebek büyümesi ve merkezi sinir sistemi gelişimi için önemlidir (Delplanque 

ve ark., 2015). Genel olarak, anne sütü %3,5-4,5 yağ içerir, bunun %95-98'i trigliserid 

formundadır. Yağ içeriği, beslenme alışkanlıklarındaki farklılıklar, anne diyeti, hamilelik 

sırasındaki kilo değişimi ve son emzirme zamanı dahil olmak üzere pek çok faktöre bağlıdır. 

Kolostrum, 15-20 g/L yağ içerir, ancak emzirme süresiyle artarak olgun sütte 40 g/L'ye kadar 

ulaşır (Saarela ve ark., 2005). Anne sütü aracılığıyla sağlanan ve az miktarda bulunan uzun 

zincirli çoklu doymamış yağ asitleri bebeklerin retina ve beyin korteks gelişimini etkiler (Mosca 

ve Giannì, 2017). Uzun zincirli çoklu doymamış yağ asitlerinin sütteki bulunma oranı bebek 

vücut yağ yüzdesi ile pozitif bir ilişki gösterir ve bebek adipositesini etkiler (Delgado-Noguera 

ve ark., 2015). Anne sütündeki kısa zincirli yağ asitleri, bebek büyümesi için önemli kalori 

kaynaklarından biridir ve gastrointestinal olgunlaşmada önemli rol oynar (Peng ve ark., 2009). 

4.2.2 Anne sütü bileşimindeki mikro besin maddeleri 

Anne sütü, bebek beslenmesi için normatif standartta makro besin sağlar, ancak, vitaminler ve 

mimeraller gibi birçok mikro besin, annenin diyetine ve vücut depolarına bağlı olarak 

değişmektedir (Tablo 1), (Greer, 2001). Anne sütü, bebek büyümesini desteklemek için çoğu 

vitamini yeterli miktarda içerirmesine rağmen D ve K vitaminleri açısından yetersizdir. Bu 

yüzden hamilelikte ve emzirme esnasında takviye olarak alınmaları önerilmektedir (Guo, 

2014). Yağda çözünen vitaminler, süt-yağ globül membranı içinde bulunurken, vitamin D whey 

proteine bağlı bulunmaktadır. İnsan sütü, vitamin A içeriğinde bulunan retinol esterleri ile 

zenginleştirilmiştir ve kriptoksantin, α ve β-karotenoidler ve karotenoid içerir. A vitamini 

içeriği anne diyetine duyarlıdır ve kolostromdan olgun süte doğru azalır. Anne sütünde vitamin 

E’nin alfa-tokoferol formu bol miktarda bulunur ve olgun sütte kolostruma göre daha yüksek 

miktardadır. Diğer önemli vitamin sınıfı ise suda çözünen vitaminlerdir. Bunlar C vitamini ile 

tiamin (B1), riboflavin (B2), niyasin (B3), piridoksin (B6), biyotin, pantotenik asit, folik asit ve 
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siyanokobalamin (B12) gibi sekiz B vitaminidir. Suda çözünen vitaminlerin konsantrasyonu, 

annenin diyetine ve vitamin takviyesi kullanımına bağlıdır. C vitamini konsantrasyonu, 

kolostrumdan olgun süte kadar büyük ölçüde değişmez (Krachler ve ark., 1998; Monaco ve 

ark., 2015). 

Anne sütü içerisindeki mineral ve iz element konsantrasyonları, laktasyon süreci boyunca 

değişiklik gösterir ve kolostrumda olgun sütten daha yüksek seviyededir. Mineral ve iz 

elementlerin taşınması sıkı bir şekilde düzenlenir ve genellikle annenin serum mineral 

konsantrasyonu veya diyet alımı ile anne sütü içeriği arasında bir ilişki bulunmamaktadır. 

Ancak selenyum, flor ve iyot gibi bazı özel durumlarda ilişki gözlemlenebilir. Anne sütü 

içerisindeki birçok mineral proteinlere bağlıdır, bu da onların biyoyararlanılabilirliklerini 

arttırmaktadır. Anne sütünün başlıca makromineral bileşenleri kalsiyum, fosfor, magnezyum, 

sodyum, potasyum ve kloriddir. Kalsiyumun çoğu whey proteininde bulunurken, %15'i kazein 

misellerinde fosfor ile bağlıdır. Kalsiyum ve fosfor arasındaki bağlantı yüksek kalsiyum 

biyoyararlanabilirliğine yol açar. Anne sütündeki iz elementler arasında demir, çinko, 

manganez, selenyum, bakır, krom, bor, flor ve iyot bulunur. Laktoferrin ve C vitamini, bu 

elementlerin anne sütünden alınmasını kolaylaştırabilir. Anne sütündeki demir konsantrasyonu 

düşüktür ama yüksek demir biyoyararlanabilirliği sayesinde ilk altı ay demir eksikliği ve 

kansızlık için koruyucu düzeydedir. Çinko ve manganez de laktasyonun ilk günlerinden sonra 

azalmaktadır. Ancak, selenyum, flor ve iyot gibi mineraller sütte, annenin gıda alımıyla 

ilişkilidir ve coğrafi konuma ve mineral açısından zengin gıdaların bulunabilirliğine bağlı 

olarak farklılık göstermektedir (Krachler ve ark., 1998; Monaco ve ark., 2015). 

Tablo 1. Kolostrum ve olgun sütteki makro ve mikro elementlerin miktarı (Kim ve Yi, 2020).  

Bileşenler (l-1) Kolostrum Olgun Süt 

Enerji (kcal) 535 578 

Toplam Karbonhidrat (g) 50-70 70-84 

Laktoz (g) 30-50 67-71 

Oligosakkaridler (g) 22-24 5-16 

Glikoz (g) 0.2-1.0 0.2-0.3 

Toplam Yağ (g) 15-20 35-47 

Trigliserid (g) 14.5-19.5 34-48 

Yağ Asitleri (g) 13-17 30-41 

Kolesterol (g) 0.2-0.3 0.1-0.2 

Kolesterol Esteri (g) 0.05 0.01 

Fosfolipidler ve sfingolipidler (g) N.R. 0.25-0.30 

Toplam Nitrojen (g) 3.0 1.91 

Nonprotein Nitrojen (g) 0.5 0.46 

Protein Nitrojen (g) 2.5 1.44 

Toplam Protein (g) 15-20 8-12 

Kazein (g) 3.8 3-5 
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  •β-Kazein (g) 2.6 3-4 

  •κ-Kazein (g) 1.2 1-2 

Whey Proteinleri (g) 11-15 5-7 

  •α-Laktalbumin (g) 3.7 2-3 

  •IgM (g) 0.02 0.01 

  •IgG (g) 0.01 0.05 

  •Laktoferrin (g) 3.5 1-3 

  •Lizozim (g) 0.1-0.2 0.1 

  •Sekretuar IgA (g) 2.0 0.5-1.0 

  •Serum Albumin 0.4 0.3 

Yağda Çözünebilen Vitaminler   

Vitamin A ve Karotenoidler   

Retinol Esterleri (mol) 1.45-2.0 1.21 

Toplam Karotenoidler (mol) 5.36 1.8-3.2 

  •α-Karoten (mol) 0.18 0.02-0.03 

  •β-Karoten (mol) 0.43 0.04-0.07 

  •β- kriptoksantin (mol) 0.22 0.03-0.06 

  •Lutein/zeaksantin (mol) 0.2 0.05-0.9 

  •Likopen (mol) 0.5 0.02-0.06 

Vitamin D3 (kolekalsiferol) (g) 0.1-0.3 0.5-2.0 

Vitamin E   

α-Tokoferol (mg) 15 3-5 

ɣ-Tokoferol (mg) 1.5 1.0 

Vitamin K   

Filokinon, K1 (g) 0.64-3.7 0.86-3.8 

Menakinon, K2 (g) 1.8-2.6 1.2-2.0 

Suda Çözünebilen Vitaminler   

Askorbik Asit (mg) 80-105 40-105 

Biotin (g) 4.5 5-9 

Vitamin B12 (g) 1.2-1.5 0.5-0.8 

Folat (g) 5-10 50-100 

Niasin (mg) 0.5 1.5-2.0 

Pantotenik Asit (mg) 2.5 2.0-2.4 

Piridoksin, B6 (g) 20-45 90-300 

Ribofilavin, B2 (g) 500 300-400 

Tiamin, B1 (g) 20 160-210 

Makromineraller   

Kalsiyum (mg) 250 200-250 

Klorür (mg) 600-850 400-450 

Magnezyum (mg) 30-35 30-35 

Fosfor (mg) 120-160 120-140 

Potasyum (mg) 600-650 400-550 

Sodyum (mg) 300-450 150-250 

Mikromineraller   

Bor (g) 30 28 

Krom (g) 17 25-75 

Bakır (mg) 0.5-0.8 0.1-0.3 

Florür (g) 5-20 4-15 

İyot (g) 40-55 140-150 

Demir (mg) 0.5-1.0 0.3-0.75 

Manganez (g) 5-12 3-4 

Selenyum (g) 25-33 10-25 

Çinko (mg) 5-12 1-3 
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4.2.3 Anne sütü bileşimindeki biyoaktif maddeler 

Biyoaktif maddeler, biyolojik süreçler veya maddeler üzerinde etkiler gösteren ve böylece 

vücut fonksiyonunu veya durumunu ve nihayetinde sağlığı etkileyen elementler olarak 

tanımlanır (Schrezenmeir ve ark., 2000). İnsan sütü, bu süreçleri düzenleyen büyüme faktörleri, 

hormonlar ve immünolojik faktörler gibi birkaç temel biyoaktif bileşen içermektedir (Tablo 2). 

Bazı biyoaktif moleküller memenin epitelyumu tarafından üretilir ve salgılanırken, bazıları 

anne sütü içerisindeki hücreler tarafından üretilir ve diğerleri maternal serumdan gelir ve 

reseptör aracılığıyla memenin epitelyumundan geçebilirler (Vass ve ark., 2019). Bebeğin 

ihtiyaçlarına yanıt olarak, bu biyoaktif bileşenlerin varlığı, yokluğu ve miktarı, prematüre ve 

zamanında doğumda veya emzirme sürecinde değişebilir. Bu bileşenlerin bağışıklık 

fonksiyonunu, enfeksiyona yanıtı, bağırsak bakteri kolonizasyonunu ve gelişimi düzenlediği 

düşünülmektedir (Cheng ve ark., 2021). 

               Tablo 2. Anne sütünde bulunan biyoaktif bileşenler (Cheng ve ark., 2021). 

Anne Sütünde Bulunan Biyoaktif Bileşenler 

 

Epidermal Büyüme Faktörü İmmunoglobinler 

Nöronal Büyüme Faktörü Hormonlar 

  •Beyin Kaynaklı Nörotrofik Faktör Anne Sütü Oligosakkaridleri 

  •Hücre Hattı Kaynaklı Nörotrofik Faktör Beyaz Kan Hücreleri 

  •Siliyer Nötrotrofik Faktör, S100B Proteini Peptidler 

İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü Üst Ailesi Sitokinler 

Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü Kemokinler 

Eritropoietin miRNA 

Adiponektin  

 

İnsan sütü, sindirim sistemi, damar sistemi, sinir sistemi ve endokrin sistem üzerinde geniş 

etkilere sahip birçok büyüme faktörü içermektedir. Epidermal büyüme faktörü (EGF) bağırsak 

ve mukoza olgunlaşması için önemlidir ve sağlam bir bağırsak bariyer fonksiyonunun 

gelişimine katkı sağlayıp hem anne sütünde hem de amniyotik sıvıda bulunur (Wagner ve ark., 

2008). EGF' nin anne sütündeki konsantrasyonu, laktasyon süresince azalmaktadır. Çok erken 

doğan bebeklerin annelerinin sütündeki EGF konsantrasyonu, tam zamanında doğan bebeklerin 

annelerinin sütündeki konsantrasyona göre %50-80 daha yüksektir ve bu, prematüre bebeklerde 

mukoza olgunlaşmasının iyileşmesiyle doğrudan ilişkilidir (Dvorak, 2010; Dvorak ve ark., 

2003). İnsülin benzeri büyüme faktörü-I (IGF-I), IGF-II ve IGF bağlayıcı proteinler (IGFBP) 

de insan sütünde bulunur ve oksidatif stres kaynaklı bağırsak hasarını önlemede rol 

oynamaktadırlar (Blum ve Baumrucker, 2002). IGF seviyeleri kolostrumda en yüksek 
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düzeydedir ve laktasyon süresi boyunca azalır (Hoeflich ve Meyer, 2017). Ayrıca, lenfatik 

damar gelişimi için önemli olan vasküler endotel büyüme faktörü (VEGF) de anne sütünde 

bulunur. VEGF'nin konsantrasyonu kolostrumda en yüksek seviyededir (Secker ve Harvey, 

2015). Yenidoğan bağırsağının olgunlaşmamışlığı, enteral sinir sisteminin de olgunlaşmamış 

olmasını gerektirir ve bu olgunlaşma için beyinden türeyen nörotrofik faktör (BDNF) ve gliyal 

hücre kökenli nörotrofik faktör (GDNF) gerekmektedir (Rodrigues ve ark., 2011). BDNF, 

prematüre bağırsakta bozulan peristaltizmi artırabilir (Boesmans ve ark., 2008). BDNF, GDNF 

ve ilgili bir protein olan silier nörotrofik faktör (CNTF), doğumdan sonra 90 güne kadar insan 

sütünde tespit edilmektedir (Fichter ve ark., 2011; Li ve ark., 2011). 

Eritropoietin (Epo) de anne sütünde bulunmaktadır ve konsantrasyonu laktasyon süresince 

artar. İlk 1-2 ayda 4-5 mU/mL aralığındayken, laktasyon süresi boyunca 100-150 mU/mL'ye 

yükselmektedir (Kling ve ark., 1998; Semba ve Juul, 2002). Epo bağırsak sıkı bağlantılarını 

artırarak bariyer fonksiyonunun ve bağırsak gelişiminin sağlanmasına katkıda bulunur, ayrıca 

nekrotizan enterokolitin önlenmesiyle ilişkilidir (Shiou ve ark., 2011). Adiponektin, anne 

sütünde büyük miktar bulunur ve bağırsak bariyerini geçerek metabolizmayı düzenler ve 

enflamasyonu inhibe eder (Newburg ve ark., 2010). Kalsitonin ve öncülü prokalsitonin, sütte 

büyük miktarlarda bulunmaktadır (Struck ve ark., 2002). Enterik sinir hücreleri, gebeliğin son 

dönemlerinden başlayarak bebeklik dönemine kadar kalsitonin reseptörü immünoreaktivitesini 

ifade eder (Wookey ve ark., 2012). Anne sütünde etkili miktarlarda bulunan leptin, resistin ve 

ghrelin gibi diğer metabolizmayı düzenleyen hormonlar enerji dönüşümünü, vücut 

kompozisyonunu ve iştah kontrolünü düzenlemede önemli bir rol almaktadır (Savino ve 

Liguori, 2008). 

İmmünoglobülinler ve sitokinler anne sütünde bulunan önemli biyoaktif maddelerdendir. 

Sekretuvar IgA (sIgA), anne sütünde en bol miktarda bulunan ve biyolojik olarak aktif olan 

immünoglobülindir. sIgA, mikrobiyal antijenlere bağlanarak patojenlerin epitelyal hücrelere 

yapışmasını engeller, fagositozu artırır ve yerel bağışıklık fonksiyonunu düzenler. IgG ve IgM 

ise anne sütünde çok daha az miktarlarda bulunur. İmmün ve sindirim sistemlerinin gelişimini 

uyarıcı şekilde etkileyebilen birçok sitokin anne sütünde bulunur. Bunlar IL-1β, 4, 5, 6, 8, 10,12, 

13, TGF-β ve TNF-α iken, sitokinlerin meme bezinde üretilmektedir (Monaco ve ark., 2015). 

Anne sütündeki en önemli biyoaktif maddelerden biri insan sütü oligosakkaritleri (İSO) 

yenidoğan bağışıklığının oluşumunda önemli rol oynamaktadır. İSO'lar, laktozdan sonra en 

yaygın bulunan karbonhidratlardır ve insan sütündeki en yaygın üçüncü bileşendir (Plaza-Díaz 
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ve ark., 2018). Doğumdan hemen sonra çeşitli enfeksiyonlara karşı bir bağışıklık sistemi 

oluşturmak, bebeklerin sindirim sisteminin steril olması nedeniyle önemlidir. İSO'lar, neonatal 

ince bağırsakta hidrolize dirençlidir, bu nedenle emilmezler ve kalın bağırsağa büyük ölçüde 

bozulmadan ulaşabilmektedirler (Thurl ve ark., 2017). İSO'lar, prebiyotikler ve metabolik 

substratlar olarak görev yaparlar, faydalı bağırsak bakterilerinin ve konak savunmasının 

büyümesini desteklerler  (Jantscher-Krenn ve ark., 2012).  

4.3 Anne Sütünde Bulunan Hücre Popülasyonları 

Anne sütü farklı hücre tiplerini içeren biyolojik bir sıvıdır. Anne sütünün hücresel bileşimi 

dinamiktir ve farklı hücre tiplerinin oranı laktasyon dönemi, sağlık durumu ve bebeğin 

beslenmesi gibi birçok faktör tarafından değişmektedir. Kolostrumda yaklaşık 1 milyon 

hücre/mL hücre bulunurken, doğumdan sonraki haftalarda bu sayı yaklaşık olarak 1000 

hücre/mL'ye düşmektedir (Molès ve ark., 2018). Anne sütü çok sayıda yararlı probiyotik 

bakteriler ile birlikte süt hücresi olarak isimlendirilen farklı kökenli heterojenik hücre 

popülasyonu içermektedir. Süt hücreleri meme bezi kaynaklı ve kan kaynaklı olacak şekilde 

sınıflandırılmaktadır. Kan kaynaklı hücre populasyonu bebeğin bağışıklık sistemini 

destekleyen çeşitli immüm hücreler, hematopoetik kök hücreler ve muhtemel kan kaynaklı 

diğer hücrelerden oluşmaktadır. Meme bezi kaynaklı hücre populasyonu ise anne sütünün 

üretiminde önemli rol oynayan meme bezi epiteli kökenli hücreleri (laktositler ve miyoepitelyal 

hücreler) ve farklı tipte öncül/kök hücreleri içermektedir (Şekil 5), (Witkowska-Zimny ve 

Kaminska-El-Hassan, 2017). 

 

Şekil 5. Anne sütünde bulunan hücre tipleri (Witkowska-Zimny ve Kaminska-El-Hassan, 

2017). 



 

    19 

4.3.1 Kan kaynaklı hücreler 

4.3.1.1 İmmün hücreler 

Anne sütündeki immün hücreler, yeni doğanın bağışıklık sistemi gelişirken lümen içindeki 

patojenlere karşı koruma sağlamaktadır (Cacho ve Lawrence, 2017). Anne sütü lökositlerinin 

bebeğin sindirim sistemi geçişini sağladığını ve ardından sindirim sistemi üzerinden sistemik 

dolaşım aracılığıyla kan, lenf düğümleri, dalak ve karaciğer gibi uzak bölgelere taşınmaktadır 

(Cabinian ve ark., 2016). Aynı zamanda, fagositoz yoluyla patojenlere karşı savaşarak ve 

biyoaktif bileşenler üreterek yeni doğan bağışıklık sisteminin gelişimine yardımcı olarak veya 

bebeğin sindirim sistemi mikroortamını değiştirerek aktif bağışıklık sağladıkları bilinmektedir 

(Hanson, 2000). 

İnsan kolostrumunda baskın lökositler makrofajlardır (%40-50), onları polimorfonükleer 

nötrofiller (%40-50) ve lenfositler (%5-10) takip eder (Hassiotou ve Geddes, 2015). 

Lenfositlerin çoğunluğunu T hücreleri oluşturur (%80'den fazla) ve B hücreleri daha azdır 

(Vieira Borba ve ark., 2018). 

Laktasyon döneminde, sütteki lökosit kompozisyonunda önemli değişiklikler 

gerçekleşmektedir. Kolostrum yaklaşık 146.000 hücre/ml içerirken, geçiş döneminde 

(doğumdan sonraki 8-12. gün) ve olgun sütte (doğumdan sonraki 26-30. gün) sırasıyla 27.500 

ve 23.650 hücre/ml'ye düşmektedir (Trend ve ark., 2015). Tanımlanan hücreler arasında, en 

yaygın lökositler miyeloid öncü hücreler (%9-20), nötrofiller (%12-27), olgunlaşmamış 

granülositler (%8-17) ve sitotoksik olmayan T hücreleridir (%6-7). Laktasyonun ilerlemesi ile 

major CD45+ lökosit konsantrasyonunu, eozinofilleri, miyeloid ve B hücre öncülerini ve CD16− 

monositleri azalmaktadır. Nötrofillerin ve olgunlaşmamış granülositler ise kolostruma kıyasla 

olgun sütte önemli ölçüde artmaktadır. Hem emziren annenin enfeksiyon geçirdiği durumlarda 

(Hassiotou, Hepworth, ve ark., 2013) hem de bebeğin enfeksiyon geçirdiği durumlarda  (Riskin 

ve ark., 2012) anne sütü lökositlerinde artış olmaktadır. 

4.3.1.2 Hematopoetik kök hücreler 

Kan kökenli lökositlere ek olarak, anne sütünde maternal dolaşımdan köken alan hematopoetik 

kök hücrelerin varlığı gösterilmektedir (Indumathi ve ark., 2013). İnsan kolostrumunda CD33, 

CD45 ve CD117 yüzey işaretleyicilerini içeren hematopoetik kök hücreler bulunmaktadır 

(Goudarzi ve ark., 2020). Bu hücrelerin özellikleri, rolü, maternal kandan anne sütüne transfer 

mekanizması, bebeğin immün sisteminin gelişimine katkıda bulunup bulunmadığı ve hangi 

koşullarda etkili oldukları bilinmemektedir. 
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4.3.2 Meme bezi kaynaklı hücreler 

İnsan anne sütü meme bezi kaynaklı, laktositler (süt salgılayan hücreler), miyoepitelyal hücreler 

(memenin kanalları ve alveollerinden) ve progenitör/kök hücrelerin hiyerarşisini içeren 

heterojen hücre popülasyonlarını içermektedir (Hassiotou ve ark., 2014). 

4.3.2.1 Epitelyal hücreler  

Epitelyal kökenli olan lüminal hücreler, miyoepitelyal hücreler ve laktositler sağlıklı koşullarda 

insan anne sütünde bulunan immün olmayan hücre tiplerinin yaklaşık %98'ini oluştururlar 

(Hassiotou ve ark., 2013). Bu hücreler meme epitelyal hücrelerinin farklılaşma belirteçleri olan 

sitokeratin 5, 14 ve 18 membran yüzey antijenini ifade ederler. Miyoepitelyal hücreler, 

alveollerin etrafını saran düz kas liflerini oluşturur ve kasılması ile alveollerden sütün süt 

kanallarına atılmasını sağlanır. Lüminal hücreler epitelyal hücre adezyon molekülü (EPCAM) 

ifade ederken, miyoepitelyal hücreler düz kas aktin (SMA) ve sitokeratin 14 (CK14) ifade eder. 

Laktositler, insan meme bezinin alveollerini döşerler ve sütün sentezinden ve alveolar lümene 

salgılanmasından sorumludurlar. Laktositler sitokeratin 18 (CK18) eksprese eder. Aynı 

zamanda sentezledikleri α-laktalbumin ve ß-kazein gibi süt proteinleri laktositlere özgü 

işaretleyici olarak tanımlanır (Twigger ve ark., 2015). Hem lüminal hem de miyoepitelyal hücre 

tipleri α6 integrin (CD49f) ve sitokeratin 5 (CK5) eksprese etmektedirler (Patki ve ark., 2010).  

4.3.2.2 Kök hücreler  

Anne sütünde kök hücrelerin varlığı ispat edilmiştir ve bu hücre populasyonu genel olarak insan 

anne sütü kök hücreleri (hBmSC) olarak adlandırılmaktadır (Cregan ve ark., 2007). Anne 

sütünden elde edilen kök hücrelerin nöral hücre hatlarına farklılaşma yeteneğine sahiptirler ve 

embriyonik ve mezenkimal kök hücrelere benzerlik göstermektedirler. Anne sütünden elde 

edilen hücre popülasyonunun in vitro olarak nörojenik ortamda farklılaştırılması ile nöron 

belirteci olan ß -tubulin ifade eden nöronlara, O4 belirteci ifade eden oligodendrositler ve GFAP 

belirteci ifade eden astrositlere farklılaşmaktadırlar (Hosseini ve ark., 2014). 

İnsan anne sütünde mezenkimal kök hücreler bulunmaktadır ve CD44, CD73, CD90, CD105, 

CD146 ve CD271 gibi tipik MKH belirteçlerini ifade eden hücreler sütten izole edilmiştir 

(Kaingade ve ark., 2016; Patki ve ark., 2010; Sani ve ark., 2015). İnsan anne sütünde küçük bir 

populasyonun embriyonik kök hücre işaretleyicileri olan Oct4, Sox2, TRA 60-1 ve Nanog 

eksprese etmektedirler ama SSEA1 ve SSEA4 işaretleyicileri bulundurmamaktadırlar (Hosseini 

ve ark., 2014; Sani ve ark., 2015). 
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İnsan anne sütünde kendini yenileme kapasitesine sahip ve ektoderm, mezoderm ve endoderm 

olmak üzere üç germ tabakasına farklılaşabilen pluripotent kök hücreler içermektedir. 

Mezodermal yolak üzerinden osteoblast benzeri hücrelere, kondrositlere, adipositlere ve 

kardiyomiyositlere farklılaşabilmektedirler. Ayrıca insülin üreten pankreatik beta benzeri 

hücreler ve albümin üreten hepatosit benzeri hücreler gibi endodermal kökenli hücrelere 

farklılaşırlar. Nöronal özgül işaretleyicileri ifade eden gliya benzeri ve nöron benzeri hücreler 

de dahil olmak üzere çeşitli ektodermal kökenli hücrelere farklılaşabildiği gösterilmiştir 

(Hassiotou ve ark., 2012; Patki ve ark., 2010; Twigger ve ark., 2013). 

4.3.3 Probiyotik Bakteriler 

Anne sütü tamamen steril değildir ve günlük 800 ml anne sütü tüketen bir bebek, günde yaklaşık 

107-108 bakteri hücresi alabilmektedir. Erken dönem konak-mikrop etkileşimlerinin 

değerlendirilmesinde süt bakterileri tarafından gerçekleştirilen bebeğin bağırsaklarının erken 

dönem kolonizasyonunun çocuklarda hastalık önleme ve ileriki sağlık üzerinde etkili 

olabileceğini düşündürmektedir (Boix-Amorós ve ark., 2016). İnsan sütünde en sık bulunan 

bakteriler, Staphylococcus, Acinetobacter, Streptococcus, Pseudomonas, Lactococcus, 

Enterococcus ve Lactobacillus türlerine aittir. L. gasseri, L. salivarius, L. rhamnosus, L. 

plantarum ve L. fermentum gibi diğer türler, Avrupa Gıda Güvenliği Otoritesi (EFSA) 

tarafından probiyotik türler olarak kabul edilmektedirler (Martín ve ark., 2003). 

Maternal gastrointestinal mikrobiyotanın seçilmiş bakterilerinin entero-meme bezi yoluyla 

meme bezinin içine ulaşabilmektedir. Bu mekanizma, dendritik hücreler ve CD18+ hücrelerini 

içerir, bu hücreler bağırsak içeriğinden nonpatojenik bakterileri alarak emziren memeye 

taşımaktadırlar (Langa ve ark., 2012; Rescigno ve ark., 2001). Hamile ve emziren farelerde 

bakteriyel translokasyonun bağırsaktan mezenterik lenf düğümlerine ve meme bezlerine olduğu 

gözlemlenmektedir. Sağlıklı bir konakta bakteriyel translokasyonun ekstraintestinal dokulara 

olumlu bir fizyolojik olay olduğu ve neonatal bağışıklık sisteminin olgunlaşmasıyla ilişkili 

olabileceği öne sürülmektedir (Perez ve ark., 2007). 

4.4 Mikrokimerizm 

Mikrokimerizm, genetik olarak farklı bir bireyin küçük bir hücre popülasyonunun veya 

DNA’sının başka bir bireyde bulunması durumudur (Müller ve ark., 2015). Gebelik, anne ve 

fetüs arasında plasentadan iki yönlü hücre trafiğiyle doğal mikrokimerizmin başlıca nedenidir. 

Çeşitli hücre dışı maddelerin yanı sıra bazı hücrelerin de gebelik sırasında değiş tokuş edildiği 

ve mikrokimerizmin annede ve onun soyundaki bireylerde onlarca yıl sonra bile devam ettiği 
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bilinmektedir. Gebelik sırasında transfer edilen mikrokimerik hücrelerin varlığı ve işlevleri tam 

olarak belirlenememiştir. Bu hücrelerin insan sağlığına faydalı mı yoksa zararlı mı olduğu 

konusu hala tartışmalı olmasına rağmen otoimmün hastalıklar, kanser, yara iyileşmesi vb. gibi 

birçok nedenden dolayı günümüzde ilgi gören bir konudur (Shrivastava ve ark., 2019). 

Mikrokimerik hücrelerin doğal ve yapay olmak üzere iki olası kökeni vardır. Doğal 

mikrokimerizm başlıca kaynağı gebelik olmakla beraber düşük yapma ve ikiz doğurma 

durumlarını da içermektedir. Yapay mikrokimerizm ise organ/doku nakli ve kan transfüzyonu 

yoluyla gerçekleşmektedir (Boyon ve ark., 2011; Galofré, 2012). 

Normal gebelik sürecinde, anne, fetus ve plasentadan hücrelerin geri dönüşümlü olarak transferi 

olur. Doğal mikrokimerizm genel olarak iki kategoriye ayrılır. Gebelikte fetuse ait hücre yada 

DNA’nın anneye geçişi fetal mikrokimerizm, anneye ait hücrelerin veya DNA’nın fetüse 

geçmesi ise maternal mikrokimerizm olarak adlandırılır. İkizlerde ya da çoğul gebeliklerde de 

rahim içinde fetusler arasında hücre alışverişi olmasıyla mikrokimerizm gerçekleşir (Cómitre-

Mariano ve ark., 2022). 

4.4.1 Fetal mikrokimerizm 

Fetal mikrokimerizm, hücre ya da DNA materyalinin fetüsten gebelik sırasında anneye 

geçmesidir. Doğal mikrokimerizmin en yaygın şeklidir ve bu aktarım tüm gebeliklerde 

meydana gelir ve gebelik yaşı ilerledikçe artar.  

Fetal hücrelerin anneye geçişi, insanlarda gebeliğin dördüncü ve altıncı haftaları arasında 

(Ariga ve ark., 2001), farelerde 11. gününde (Yutaka ve ark., 2009) ve rhesus maymunlarında 

dördüncü haftada başladığı bildirilmiştir ve gebelik süresince artarak doğumdan önceki 

günlerde maksimum düzeye ulaşmaktadır. Fetal hücrelerin çoğu, doğumdan sonraki ilk 

haftalarda kademeli olarak maternal dolaşımdan kaybolur ve maternal bağışıklık sistemi 

tarafından ortadan kaldırılır. Ancak birkaç fetal hücre, insanlarda doğumdan sonra 30 yıl 

boyunca (Chan ve Nelson, 2013) ve farelerde 8 ay boyunca (Dawe ve ark., 2007) maternal 

dokulara entegre olduğu bulunmuştur. 

Fetal hücreler plasental bariyeri geçerek maternal dolaşıma girer ve burada hayatta kalabilir, 

göç edebilir ve farklı maternal dokulara entegre yerleşebilmektedirler. Hayvan modellerinde, 

fetal mikrokimerik hücreler kemik iliği, deri, hipofiz bezi, karaciğer, beyin, omur ilik, akciğer, 

kalp, tiroid, böbrek, böbrek üstü bezi, timus, pankreas gibi çeşitli organlarda tespit edilmiştir 

(Fujiki ve ark., 2009; Jimenez ve ark., 2005; Pritchard ve ark., 2012; Vojdani ve ark., 2018; 
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Zeng ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2014). İnsanda ise fetal mikrokimerik hücreler deri, dalak, 

karaciğer, beyin, akciğer, böbrek, memetiroid, lenf nodları, tükürük bezleri bağırsak, mesane 

ve uterus gibi organlarda gözlemlenmiştir (Broestl ve ark., 2018; Fett, 2011; Fugazzola ve ark., 

2011; Huerta Sil ve Medrano Ramírez, 2006; Khosrotehrani ve Bianchi, 2005; Khosrotehrani 

ve ark., 2004; Koopmans ve ark., 2005). 

Maternal ve plasental patolojilerde yüksek oranda fetal mikrokimerik hücre olduğu 

açıklanmıştır (Lambert, 2007). Ayrıca melenoma, kolorektal, meme, serviks, mesane ve akciğer 

kanseri gibi kanserlerde de bulunmaktadır (Fugazzola ve ark., 2011; Kamper-Jørgensen ve ark., 

2012; Korkmaz ve ark., 2015). Bir yandan bu hücrelerin meme kanseri (Broestl ve ark., 2018) 

ve mesane kanseri (Nguyen Huu ve ark., 2009) riskini azaltma ile ilişkilidir. Aynı zamanda 

maternal sağlıkta faydalı (koruyucu ve rejeneratif) bir rol oynayabilir, doku onarımı ve 

rejenerasyonuna, hücre değişimine ve maternal homeostatik düzenin sürdürülmesine katkıda 

bulunabilmektedirler (Boddy ve ark., 2015). Örneğin iltihaplı maternal dokularda bulunarak 

anjiyogenik ve iyileştirme süreçlerinde rol aldıklarını düşündürmektedir (Nguyen Huu ve ark., 

2009). 

4.4.2 Maternal mikrokimerizm 

Mikrokimerizm süreci çift yönlüdür ve anneden fetal dolaşıma az sayıda hücre veya DNA 

geçişine maternal mikrokimerizm denir. Bu geçiş embriyogenez sırasında (örneğin farelerde 

yaklaşık E12.5'te) plasenta aracılığıyla ve doğumdan sonra anne sütü yoluyla gerçekleşmektedir 

(Aydın ve ark., 2018; Vernochet ve ark., 2007). Maternal mikrokimerizm, tüm hücresel alt 

gruplarda fetal mikrokimerizmden daha az yaygındır. Maternal mikrokimerik hücrelerin yaşam 

boyunca kalıcı olduğu düşünülse de, doğumdan sonra herhangi bir potansiyel rolü olup 

olmadığı henüz netleştirilmemiştir. 

Çeşitli organlarda farklı maternal hücre tipleri tanımlamış ve olası rollerini belirlemişlerdir. 

Fetal yaşam ve erken neonatal dönemde, maternal mikrokimerik hücreler cilt, timus, dalak, 

karaciğer ve tiroid gibi çeşitli organlarda bulunmuştur (Galofré, 2012). Maternal mikrokimerik 

hücrelerin büyük çoğunluğunu miyeloid hücreler ve granülositler oluşturmaktadır. Ayrıca, 

maternal mikrokimerik hücrelerin mikroglial hücreler, fibroblastlar, astrositler ve epitelyal 

hücreler gibi çeşitli farklılaşma durumları da bildirilmiştir (Fujimoto ve ark., 2022).  

Maternal hücreler belirli patolojik durumlarla da ilişkilendirilmiştir. Örneğin, tip I diyabet 

hastalarında insülin salgılayan beta hücrelerinin tanımlanması (Nelson ve ark., 2007), hasarlı 

dokuların yenilenmesine katkıda bulunma olasılığını göstermiştir. Öte yandan, biliyer atrezi ve 
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Graves hastalığı gibi iltihabi hastalıklara sahip hastalarda CD8+ T hücreleri gibi maternal 

sitotoksik bağışıklık hücrelerinin artması, maternal mikrokimerik hücrelerin bu tür hastalıkların 

oluşumuna veya kötüleşmesine katkıda bulunabileceğini düşündürmektedir (Muraji ve ark., 

2008). 

Farklılaşmış maternal hücrelerin soyundan gelen mikrokimerik hücrelerin muhtemelen 

biyolojik ev sahibinin bir nişinde depolanan bir kök hücre hattından kaynaklandığı ve bu 

yüzden maternal hücrelerin uzun ömürlü olduğu düşünülmektedir (Karlmark ve ark., 2021). Bu 

kadar fazla farklılaşmış maternal hücrenin gözlemlenmesi, farklılaşmış hücrelerin kök hücre 

potansiyeline sahip maternal mikrokimerik hücrelerden kaynaklanmış olabileceği gibi zaten 

göçten önce farklılaştığını düşündürmektedir. 

4.4.3 Anne sütündeki maternal mikrokimerik hücrelerin göçü 

Maternal hücrelerin, plesantadan fetüse geçişinin dışında doğum sonrası emzirilen yavrulara 

süt aracılığıyla geçişi de gerçekleşmektedir. Bu geçiş anne sütü kaynaklı maternal 

mikrokimerizm olarak isimlendirilir ve anne sütü kaynaklı mikrokimerik hücreler yavruya 

geçerek farklı organlara yerleşebilmektedir. Bu geçiş tam olarak açıklanmamış olsada anne sütü 

kaynaklı hücrelerin gastrointestinal sistemin duvarını aşarak yavru dolaşım sistemine girdiği ve 

farklı organlara bu şekilde ulaştıktan sonra tamamen işlevsel hale gelebildiği gösterilmiştir 

(Şekil 6), (Hassiotou ve ark., 2014).  

 

Şekil 6. Anne sütü kaynaklı hücrelerinin emzirilen yavru vücuduna yayılması (Hassiotou ve 

ark., 2014). 
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Yaşamın ilk haftalarında, anne sütündeki maternal hücrelerin, yeni doğan bağırsağındaki 

bariyeri etkilemeden geçebilecekleri benzersiz bir uygun ortam bulunmaktadır. Bu durum, 

düşük sindirim enzim aktivitesi, bebek midesindeki hipoklorhidri (hidroklorik asit eksikliği) ve 

bağırsak hücreleri arasındaki gevşek bağlantılar sonucunda parasellüler boşlukların 

oluşmasından kaynaklanır. Bu durum, maternal süt hücrelerinin transferini ve hayatta kalmasını 

mümkün kılar. Süt-tükürük etkileşimleri sırasında oluşan hücresel kompleksler, mide 

transitindeki asitlikten anne sütü hücrelerini korumada önemli bir rol oynamaktadır. Örnek 

olarak, süt makrofajları, oral uygulama sonrasında bebek farelerin sindirim sisteminde birkaç 

saat hayatta kalabilmektedirler (Southern, 1998). Hücre transferinin en olası mekanizması, 

zayıflamış interepitelyal bağlantılar aracılığıyla anne sütü hücrelerinin paraselüler geçişiyle 

gerçekleşir. Bağırsak epitelinden submukoza tabakasına geçen hücreler buradan hem lenf hem 

de kan dolaşımına katılmaktadırlar. Canlı lenfositlerin neonatal mide mukozası tarafından aktif 

bir şekilde alındığı gösterilmiştir (Seelig ve Head, 1987).  

Anne sütü kaynaklı immün hücrelerin ve öncül/kök hücrelerin fetal dolaşıma katılması ile farklı 

organlara göçü birçok çalışma ile desteklenmektedir. Anne sütü kaynaklı lökositler, doğumdan 

sonraki ilk hafta yavrunun karaciğerinde tespit edilmiştir (Zhou ve ark., 2000). Ayrıca, immün 

yetmezliği olan farelerde IgG salgılayan B lenfositlerinin varlığı anne sütüyle beslenme 

sonrasında gösterilmiştir (Arvola ve ark., 2000). 

Süt ile beslenen tavşanlar üzerinde yapılan çalışmalar, PKH26 kırmızı floresan hücre 

bağlayıcısı ile işaretlenmiş süt kaynaklı kök hücrelerin yavru organlarına tutunduğunu ve 

karaciğer, kıkırdak, kemik ve on iki parmak bağırsağında tespit edildiği gösterilmiştir (Abd 

Allah ve ark., 2016). Bir başka çalışmada yeşil floresan protein (GFP+) ifade eden transgenik 

dişi farelerin normal yavruları emzirmesi sonucunda GFP+ hücreleri yavrunun kanında ve 

beyin dokusunda tespit edilmiştir. Ayrıca, mikrokimerik hücrelerin beyinde hem sinirsel hem 

de gliyal hücre tiplerine farklılaştıkları belirtilmiştir. Bu veriler, GFP+ hücrelerin süt 

aracılığıyla yavrulara ulaştığını ve farklı hücre tiplerine farklılaşabildiğini güçlü bir şekilde 

göstermektedir (Aydın ve ark., 2018). 

4.5. Testis ve Gelişimi 

Erkek üreme sistemi, testisler, genital atım kanalları, yardımcı seks bezleri ve penisi ve 

skrotumu içeren dış genital organlardan oluşur. Yardımcı seks bezleri arasında seminal 

veziküller, prostat ve bulbouretral bezler bulunur. Testisin iki temel fonksiyonu spermatogenez 

ve steroidogenez (androjenlerin sentezi)dir. Androjenler, özellikle testosteron, spermatogenez 
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için önemlidir, erkek embriyonun fenotipik erkek fetüse dönüşmesinde embriyonik gelişimde 

önemli bir rol oynar ve cinsiyet dimorfizminin (erkek cinsiyetine ait fiziksel ve davranışsal 

özelliklerin) sorumlusudur (Ross, 2016). 

4.5.1 Testis morfolojisi 

Yetişkin testisler, vücut boşluğunun dışında yer alan skrotum içinde bulunan çift elips 

şeklindeki organlardır. Her bir testis, uzunlamasına bir kasılı-fasiyal kese içinde asılı durur ve 

bu kese, ön karın duvarının tabakalarıyla sürekli bir halde olup skrotuma doğru uzanır. Testisler, 

sperm kanalları aracılığıyla karın duvarına bağlanır ve skrotuma skrotal ligamentler aracılığıyla 

bağlanır; bu ligamentler, gubernaculumun kalıntılarıdır (Ross, 2016).  

Her bir testisin üzerini kalın, yoğun bağ dokusu kapsülü olan tunika albuginea örter. Bu 

kapsülün iç kısmı olan tunika vasküloza, kan damarlarını içeren gevşek bağ dokusu tabakasıdır. 

Her bir testis, kapsülden uzanan, kesikli bağ doku septaları tarafından yaklaşık olarak 250 

lobüle bölünmüştür. Testisin arka yüzeyi boyunca, tunika albuginea kalınlaşır ve mediastinum 

testis olarak içeri doğru uzanır. Kan damarları, lenfatik damarlar ve genital atım kanalları, 

testise girerken veya ayrılırken mediastinum içinden geçer (Şekil 7) (Ross, 2016). 

 

Şekil 7. İnsan testisinin midsagital şematik çizimi (Ross, 2016). 

 

Her bir testis lobülü, sperm üretildiği seminifer tübülleri ve testosteron üreten Leydig 

(interstisyel) hücrelerinin bulunduğu bağ dokusu stromasından oluşur. Lobül içindeki her tübül, 

bir döngü oluşturur ve uzunluğu nedeniyle oldukça kıvrımlıdır ve aslında lobül içinde kendi 
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üzerinde kıvrılır. Döngünün uçları, testisin mediastinumuna yakın bir konumdadır ve burada 

kısa ve düz bir yol izlerler. Bu seminifer tübülün bir kısmına düz tübül (tubulus rectus) denir. 

Bu tübül, testisin mediastinumunda bulunan anastomoz kanal sistemi olan rete testise bağlanır. 

Seminifer epiteli, iki temel hücre popülasyonundan oluşan, olağandışı ve karmaşık bir tabakalı 

epiteldir. Sertoli hücreleri, destekleyici veya sürdürme hücreleri olarak da bilinir. Bu hücreler 

ergenlik döneminden sonra çoğalmazlar. Sertoli hücreleri, yan yana yer alan spermatojenik 

hücreleri çevreleyen ve aralarında bulunan geniş apikal ve lateral uzantılara sahip sütun 

şeklindeki hücrelerdir. Sertoli hücreleri, seminifer tübüllerin tam kalınlığı boyunca uzanırlar ve 

tübüllerin yapısal düzenini sağlarlar (Şekil 8) (Ross, 2016). 

Spermatojenik hücreler, olgun sperm hücrelerine düzenli olarak çoğalan ve farklılaşan 

hücrelerdir. Bu hücreler, testisin erken gelişimi sırasında gonadal sırtlara yerleşen yolk 

kesesinden kaynaklanan primordial germ hücrelerinden türetilirler. Spermatojenik hücreler, 

bitişik Sertoli hücreleri arasında ilerleyici gelişimin belirsiz tabakalarında düzenlenmiştir. En 

olgunlaşmamış spermatojenik hücreler, spermatogon adı verilenler, bazal lamina üzerinde 

dinlenir. En olgun hücreler olan spermatidler, Sertoli hücresinin apikal kısmına bağlıdır ve 

tübülün lümeni ile sınır oluştururlar. Tunika (lamina) propria, peritübüler doku olarak da 

adlandırılan, tipik fibroblastları içermeyen çok katmanlı bir bağ dokusudur. İnsanda, seminifer 

epitelin bazal laminasının dışında, üç ila beş katmanlı miyoid hücrelerden (peritübüler 

kasılabilen hücreler) ve kollajen fibrillerden oluşur. Miyoid hücreler, düz kas hücreleriyle 

ilişkili özellikler gösterir; bunlar arasında bir bazal lamina ve aktin filamentlerinin büyük 

miktarda bulunması bulunur. Ayrıca tipik fibroblastların olmadığı durumlarda kollajen 

sentezinde rol oynadıklarını gösteren önemli miktarda pürüzlü endoplazmik retikulum 

sergilerler. Miyoid hücrelerin ritmik kasılmaları, peristaltik dalgalar oluşturur ve spermlerin ve 

testiküler sıvının seminifer tübüllerden atım kanal sistemine kadar hareket etmesine yardımcı 

olur. Bu kasılmalar, spermatozoaların ve testiküler sıvının seminifer tübüllerden atım kanal 

sistemine doğru ilerlemesine yardımcı olan peristaltik dalgalar oluşturur (Şekil 8) (Ross, 2016). 
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               Şekil 8. İnsan seminifer epitelinin şematik çizimi (Ross, 2016). 

 

Leydig hücreleri (interstisyel hücreler), tipik olarak lipid damlacıkları içeren büyük, çokgen, 

eosinofilik hücrelerdir. Diğer steroid salgılayan hücreler gibi, Leydig hücreleri karmaşık bir 

düz endoplazmik retikuluma sahiptir ve bu özellik eosinofiliye neden olur. Kolesterolün 

testosteron sentezi için gerekli olan enzimler düz endoplazmik retikulum ile ilişkilidir. Steroid 

salgılayan hücrelerin diğer bir özelliği olan tübüloveziküler kristalarla mitokondriler de Leydig 

hücrelerinde bulunur. Leydig hücreleri, erken fetal yaşamda farklılaşırlar ve testosteron 

salgılarlar. Testosteron salgısı, embriyonik gelişim, cinsel olgunlaşma ve üreme fonksiyonu 

sırasında gereklidir (Ross, 2016).   

Sperm üretiminin gerçekleştiği spermatogenez, karmaşık ve benzersiz bir dizi olayı içeren bir 

süreçtir. Bu süreç, ergenlik döneminden kısa bir süre önce, hipofiz gonadotropinlerinin artan 

seviyelerinin etkisiyle başlar ve yaşam boyunca devam eder. Spermatogenez üç ayrı evreye 

ayrılır; spermatogonyal evre, spermatosit evresi, spermatid evresi. Spermatogonyal evre, 

spermatogonilerin mitoz bölünme geçirerek bir popülasyon oluşturduğu ve sonunda birincil 

spermatositlere dönüştüğü evredir. Spermatosit evre (mayoz), burada birincil spermatositler, 

spermatid adı verilen haploid hücreler üretmek üzere hem kromozom sayısını hem de DNA 

miktarını azaltmak için iki mayotik bölünmeye maruz kalır. Spermatid evresi (spermiyogenez), 

spermatidlerin olgun sperm hücrelerine farklılaştığı evredir. Spermatogenezin sonunda, 

spermatidler son olgunlaşmalarını geçirir ve spermiasyon adı verilen bir süreçte destekleyici 

Sertoli hücrelerinden seminifer tübülün lümenine salınır (Ross, 2016). 
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4.5.2 Cinsiyet belirlenmesi ve testis gelişimi 

Genetik cinsiyet, döllenme sırasında Y kromozomunun varlığı veya yokluğuyla belirlenir. 

Bununla birlikte, testisler embriyonik gelişimin yedinci haftasına kadar oluşmaz. Gonadal 

cinsiyet, Y kromozomunun kısa kolundaki cinsiyet belirleyici bölgede bulunan SRY geninin 

varlığıyla belirlenir. SRY geninin erken embriyonik gelişimdeki ifadesi, gonadların cinsel 

farklılaşmasını tetikler ve dolayısıyla cinsiyet belirlemeden sorumludur. Y kromozomunda 

kodlanan olan genetik bilgi, erkek gonadlarının karmaşık gelişimini yönlendirmek için yeterli 

değildir. Bunun yerine, SRY geni, otozom 9, 11, 17 ve 19 ve X kromozomunda bir dizi gen 

aktivasyonunu kontrol eden bir ana anahtar olarak işlev görür. SRY geni tarafından kodlanan 

bir transkripsiyon faktörü olan testis belirleyici faktör (TDF), DNA'nın belirli bir bölgesine 

bağlanan bir moleküler domaine sahiptir ve yapısını değiştirir. Etkilenen DNA, diğer 

transkripsiyon faktörlerinin bağlanmasına izin veren bir döngü oluşturur. Bunlar da sadece 

testislerin değil, diğer erkek üreme organlarının da oluşumunu başlatan diğer genlerin ifadesine 

neden olur. SRY geniyle aynı zamanda birkaç başka gen ifade edilir (Ross, 2016). 

Testisler, karın boşluğunun arka duvarında, üriner sistemle yakın ilişki içinde retroperitoneal 

olarak gelişir. Testisler (ovaryumlar gibi) üç kaynaktan türetilir; orta mezoderm, mezodermal 

epitelyum, primordial germ hücreleri. Orta mezoderm, karın arka duvarında ürogenital 

çıkıntıları oluşturarak Leydig hücreleri (interstisyel hücreler) ve miyoid hücreleri (peritübüler 

kasılabilen hücreler) meydana getirir. Mezodermal epitelyum (şölomik mezotelyum), 

ürogenital çıkıntıları belirler ve birincil cinsiyet kordonları denilen parmak benzeri epitelyal 

kordonlar oluşturur. Bu kordonlar altta yatan orta mezoderme doğru büyür ve primordial germ 

hücreleri tarafından kolonize edilir. Birincil cinsiyet kordonları ayrıca Sertoli hücrelerini de 

meydana getirir. Primordial germ hücreleri, gelişim esnasında yolk kesesinden gelişen 

gonadlara geçerek birincil cinsiyet kordonlarına dahil edilir. Burada bölünür ve spermatogonya 

şeklinde farklılaşır. Daha önce belirtildiği gibi, primordial germ hücrelerinin genital çıkıntılara 

göçü, ürogenital çıkıntılardaki mezodermal hücreleri ve şölomik mezotelyum hücrelerini 

çoğalmaya ve birincil cinsiyet kordonlarını oluşturmaya teşvik eder. Bu aşamada, bu kordonlar, 

primordial germ hücreleri, öncül Sertoli hücreleri ve çevresindeki bir miyoid hücre 

tabakasından oluşur. Daha sonra, birincil cinsiyet kordonları seminifer tüplere farklılaşır, bunlar 

da seminifer tüpleri, düz tüpler ve testis ağını meydana getirir (Şekil 9) (Ross, 2016).  
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Şekil 9. Testis gelişim aşamalarının şematik diyagramı (Ross, 2016). 

 

Gelişimin ilk aşamasında, testisler her iki cinsiyette de benzer olan ürogenital çıkıntıların 

belirsiz öncülünden, karın arka duvarında gelişir. Bu belirsiz aşamada, embriyo hem erkek hem 

de dişi olarak gelişme potansiyeline sahiptir. Bununla birlikte, SRY geninin ifadesi, yalnızca 

ön-Sertoli hücrelerinde, embriyonun erkek gelişimini düzenler. Erkek gelişiminin erken 

aşamalarında, seminifer tüpleri ayıran mezankim, testis gelişimine uyarıcı olan testosteron 

üreten Leydig (interstisyel) hücrelerini meydana getirir. Testosteron aynı zamanda erkek genital 

ekscurrent kanallarına dönüşen mezonefrik (Wolffian) kanalların büyümesi ve 

farklılaşmasından da sorumludur. Ayrıca bu erken aşamada, seminifer tüpler içinde gelişen 

Sertoli (destekleyici) hücreleri, Müllerian-inhibisyon faktörü (MIF) adı verilen başka bir önemli 

hormonal madde üretir. MIF'nin moleküler yapısı, dönüştürücü büyüme faktörü- (TGF-) ile 

benzerdir. Bu, paramesonefrik (Müllerian) kanallarının hücre bölünmesini inhibe ederek, dişi 

üreme organlarının gelişimini engeller. Testisler, gebeliğin yaklaşık 26. haftasında karından 

skrotuma inerler (Ross, 2016).  
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5. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

5.1 Deney Hayvanları ve Deney Modeli 

Çalışmamızda eritrositler ve kıllar hariç vücudundaki tüm hücrelerinde yeşil floresan protein 

(GFP) üretebilme yeteneğine sahip C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J tür trasgenik fareler ve 

C57BL/6J türü normal fareler kullanıldı. C57BL/6-Tg (CAG-EGFP)1Osb/J tür fareler The 

Jackson Laboratory firmasından (The Jackson Laboratory, ME, USA, #003291) temin edildi. 

İstanbul Medipol Üniversitesi Tıbbi Araştırma Merkezinde (MEDİTAM) deney grupları için 

ihtiyaç olan farelerin üretimi yapıldı. Aynı anda normal erkek fareler ile GFP+ ve normal dişi 

fareler çifleştirildi. Doğum sonrası GFP+ anne yavrularından ayrılarak normal anneden doğan 

yavruları emzirdi. Böylece GFP+ anneden geçen GFP+ kimerik hücreler normal yavrularda 

gözlemlendi (Şekil 10). Çalışmamızın etik kurul onayı İstanbul Medipol Üniversitesi Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 25.09.2019 tarihli 65 karar numarası ile alındı. 

 

Şekil 10. Deney grupları için gerekli farelerin elde edilmesi (Aydın ve ark., 2016). 

 

5.2 GFP+ Farelerin Mikroskop Altında Doğrulanması ve Genotipleme 

C57BL/6-Tg (CAG-EGFP)1Osb/J tür transgenik fareler C57BL/6 tür normal fareler ile 

çaprazlanarak yeni fareler üretildi. Doğan yavrular floresans ataçmanlı ZEISS Axio Zoom.V16 

stereo mikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) altında 488 nm dalga boyunu geçirecek 

uygun filtre ile incelenerek GFP ışıma yapan yavrular seçildi.  

Seçilen yavruların GFP+ olduğunu doğrulamak için anestezi altında kulağından “punch 

biopsisi” ile doku örnekleri alınıp genotipleme yapmak için hazırlandı. Dokulardan alınan 
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örnekler, 0.2 ml'lik PCR tüplerine 75 µl, 25mM NaOH/EDTA içeren bir çözelti ile aktarıldı. 

PCR tüpleri, Thermal Cycler (ThermoFisher Scientific) cihazında 98 C'de 1 saat boyunca 

bekletildi. 1 saat sonunda 75 µl, 40mM Tris/HCl eklenerek 3 dakika 4000 rpm’de santrifüj 

edilen dokulardan 100 µl alınarak yeni PCR tüplerine aktarıldı. DNA içeren örnekler elde 

edildikten sonra PCR karışımı hazırlandı ve analiz yapıldı (Tablo 3, 4, 5). 

Tablo 3. Tek bir örnek için PCR karışımı. 

Bileşenler Konsantrasyon             Miktar µl 

ddH2O   3 

OneTaq® 2X Master Mix with Standard 

Buffer 

 
6 

10 uM Transgen Primer ileri  0.4 uM 0.5 

10 uM Transgen Primer geri 0.4 uM 0.5 

10 uM Kontrol Primer ileri 0.4 uM 0.5 

10 uM Kontrol Primer geri 0.4 uM 0.5 

DNA   1 

Toplam miktar  12 

 

Tablo 4. Kullanılan primer dizileri. 

Primer Dizi 5’ → 3’ Primer Tipi 

oIMR0872 AAG TTC ATC TGC ACC ACC G  Transgen 

oIMR1416 TCC TTG AAG AAG ATG GTG CG Transgen 

oIMR7338 CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT 
İç Pozitif Kontrol 

Forward 

oIMR7339 GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C 
İç Pozitif Kontrol 

Reverse 
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Tablo 5. Thermal Cycler PCR protokolü. 

Aşama Sıcaklık oC Zaman Not 

1 95 1 dk  

2 95 30 sn  

3 60 30 sn  

4 68 1 dk  

5   
2-4 no’lu aşamaları 38 kere 

tekrarlanması 

6 72 5 dk  

7 4  Durdurma 

 

PCR sonrası örneklerin jele yüklenip görüntülenmesi için 3 gr agaroz tartıldı ve üzerine 100 µl 

1X TAE tampon çözeltisi eklenerek karıştırıldı. Bu karışım mikrodalga fırında 3 dakika 

boyunca 200 °C'de kaynatıldı. Kaynadıktan sonra içerisine 5 µl SafeView™ (Applied 

Biological Materials Inc., Richmond, BC, Kanada) eklendi. Hazırlanan karışım kasete 

dökülerek 30 dakika boyunca donması beklendi. Jel donduktan sonra, jel tankına yerleştirildi 

ve tankın içerisine 1X TAE tampon çözeltisi dolduruldu. PCR ürünlerinden 10 µl alınarak 

içerisine 2 µl yükleme boyası eklenerek karıştırıldı. İlk kuyuya 5 µl işaretleyici (marker) 

konuldu ve ardından hazırlanan kontroller ve örnekler sırayla diğer kuyulara yerleştirildi. Daha 

sonra 30 dakika boyunca 80 Volt'ta elektroforez işlemi gerçekleştirildi. Yürütülen jel 

ChemiDoc™ MP System (Bio Rad, CA, A.B.D.) cihazı ile görüntülendi. Görüntüleme sonunda 

çift bant görülen örnekler transgenik (GFP+) olarak değerlendirildi. Genotiplemesi yapılan 

GFP+ fareler yetişkin hale geldikten sonra normal yavruları emzirecek anne adayları olarak 

kullanıldı. 

5.3 Deney Grupları 

Deney gruplarında belirlenen süreler farelerin gelişim evreleri göz önünde bulundurularak 

belirlendi. 7. gün, anneden yavruya emzirmeye bağlı hücre geçişinin erken evrede, emzirme 

dönemi içerisinde, tespit edilebilmesi açısından belirlendi. Aynı zamanda farelerde testis 

dokusunda seminifer tübülü oluşturan hücrelerin organizasyonu yaklaşık 13.-14. günde 

tamamlandığı ve bu süre zarfında kan-testis bariyeri oluşmaya başladığından dolayı 

fonksiyonel testis oluşmadan da hücre geçişinin gözlenmesi planlandı. 30. gün, farelerin yaşam 

döngüsüne bağlı olarak genç birey oldukları dönemde hücrelerin tespit edilebilmesi açısından 

belirlendi. Sperm üretimi için gerekli olan spermatogenez olayı ise farelerde 21. günde başlar. 
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Böylece 30 günlük farelerde spermatogenezin erken evrelerindeki hücre geçişinin de 

gözlenmesi planlandı. 60. gün, farelerin yetişkin birey oldukları dönemdeki hücrelerin tespiti 

açısından belirlendi. Çalışmamızda sadece 60 günlük farelere hasar modelleri uygulanarak 

yetişkin fare testisinde hasar sonrası hücre geçişinde artış olup olmadığı incelendi. Hasar 

gruplarında hasardan sonra 21 gün beklenmesinin sebebi de spermatogenezin sıçanlarda 21 

günlük periyotlarda tamamlanmasıdır.  

Kimyasal hasar modeli için hem kemoteröpatik bir ajan olan hem de üreme organları için toksik 

etkilere sahip olduğu bilinen Busulfan (1, 4-butanediol dimethanesulfonate) kullanıldı. 

Busulfan uygulaması ile testis dokusunda seminifer tübüllerde spermatogenezin gerilemesi ile 

oligospermi ve azospermi meydana gelmesinden dolayı testis için uygun kimyasal hasar 

modelidir. Bu model de hedef hücre olarak seminifer tübül içerisinde bulunan Sertoli hücresi 

ve sperm üretiminde progenitör hücre olan spermatogonya etkilenerek spermatogenez 

gerilemektedir. Çalışmamızda her deney hayvanına (n:10) 30 mg/kg olacak şekilde dimetil 

sülfoksit (DMSO) içerisinde çözülerek tek doz Busulfan  ip yoldan verildi (Xie ve ark., 2020). 

Enjeksiyon sonrası 21 gün bekledikten sonra fareler dekapite edildi. 

Fiziksel hasar modeli için iskemi/reperfüzyon (IR) modeli kullanıldı. Testiküler arter 

klemplenerek kan akışı engellendi. 6 saat iskemi uygulandıktan sonra klemp sökülerek 

reperfüzyon gerçekleştirildi ve 21 gün sonra fareler dekapite edildi (Hirai ve ark., 2017). Bu 

metodla kan akışı kesilerek öncelikle interstisyal dokuda bulunan Leydig hücreleri etkilenip 

testosteron seviyesinde düşüşe sebep olup spermatogenez gerileyip reaktif oksijen türlerinin 

(ROS) artması ile de spermatogenik seri hücreleri hasar görerek spermatogenezin gerilemesi 

planlandı. 

Bütün bu uygulamalar için deney grupları aşağıdaki şekilde belirlendi (Şekil 11); 

7 Günlük Kontrol Grubu (n=6) : Bu gruptaki yavru fareler GFP+ transgenik anneler 

tarafından doğumdan itibaren emzirildi. Postnatal 7. günde sakrifiye edilip testis dokusu alındı. 

30 Günlük Kontrol Grubu (n=6) : Bu gruptaki yavru fareler GFP+ transgenik anneler 

tarafından doğumdan itibaren emzirildi. Postnatal 30. günde sakrifiye edilip testis dokusu 

alındı. 

60 Günlük Kontrol Grubu (n=6) : Bu gruptaki yavru fareler GFP+ transgenik anneler 

tarafından doğumdan itibaren emzirildi. Postnatal 60. günde sakrifiye edilip testis dokusu 

alındı. 
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Busulfan Grubu (n=8) : Bu gruptaki yavru fareler GFP+ transgenik anneler tarafından 

doğumdan itibaren emzirildi. Postnatal 39. günde tüm yavrulara 30 mg/kg olacak şekilde tek 

doz busulfan ip olarak veridi. Postnatal 60. günde sakrifiye edilip testis dokusu alındı. 

IR Grubu (n=8) : Bu gruptaki yavru fareler GFP+ transgenik anneler tarafından doğumdan 

itibaren emzirildi. Postnatal 39. günde tüm yavrulara 6 saat boyunca testiküler arter 

klemplenerek iskemi uygulandıktan sonra reperfüzyon yapıldı. Postnatal 60. günde sakrifiye 

edilip testis dokusu alındı. 

Her bir deney grubundaki GFP+ transgenik anneleri emen yavruların pozitif ve negatif kontrolü 

yapıldı. Pozitif kontrol için GFP+ anneyi emen GFP+ yavrular, negatif kontrol için ise normal 

anneyi emen normal yavrular kullanıldı. Bu yavrulara da aynı deney modelleri uygulandı. 

 

Şekil 11. Deney gruplarının ve uygulamalarının şematik gösterimi. 

 

5.4 DNA İzolasyonu ve Kantitatif PCR (qPCR) Yöntemi 

Bütün gruplardan alınan testis dokusu örnekleri çıkarıldıktan hemen sonra kuru buz üzerine 

alınarak donduruldu. Dondurulan dokular PCR tüplerine alınarak -80°C’de deney protokolü 

uygulanana kadar saklandı. Her gruptaki testis dokularında GFP+ hücre varlığının ve göreceli 

miktarının tespiti için hazır ticari kitlerle DNA izolasyonu yapıldı. Qiagen DNeasy kiti (Qiagen, 

Valencia, CA, USA) kullanılarak testis dokusu örneklerinin DNA izolasyonu gerçekleştirildi. 

Testis dokusu örnekleri küçük parçalara bölünüp üretici firmanın önerdiği protokole uygun 

olaracak şekilde 1,5 ml mikrosantrifüj tüpü içerisine koyuldu. Üzerine 180 µl ATL tampon 
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solusyonu ve 20 µl proteinaz K eklenip karıştırıldıktan sonra üzerine 200 µl ATL tampon 

solusyonu eklendi. Karışım 56 C’de 10 dk bekletilip üzerine 200 µl saf etanol eklendi. DNeasy 

Mini spin kolonlarına koyulan süspansiyon 6.000g’de 1 dk santrifüj edildi. Kolon altında 

toplanan solüsyon atılarak 500 µl AW1 tampon solusyonu üzerine eklendi ve 6.000g’de 1 dk 

santrifüj edildi. Kolon altında toplanan solüsyon atıldıktan sonra üzerine 500 µl AW2 tampon 

solusyonu eklendi. Daha sonra 17.000g’de 5 dk santrifüj edildi. Kolon altında toplanan 

solüsyon atılıp spin kolon yeni 1,5 mikrosantrifüj tüpü içerisine alındı. Üzerine 200 µl AE 

tampon solusyonu eklenerek 6.000g’de 1 dk santrifüj edildi. Elde edilen saf DNA tüp içerisinde 

toplanıp saklandı. 

qPCR analizleri Bio-Rad CFX Connect™ (Bio Rad, CA, A.B.D.) cihazı kullanılarak 

gerçekleştirildi. Eşik döngü (CT) değerleri her amplifikasyonda hesaplanarak, hedeflenen gen 

bölgelerinin miktarı CFX Manager™ Software programı ile otomatik olarak analiz edildi. 

Pozitif kontrol olarak konsantrasyonu bilinen deneye özgü plazmid standartları kullanılırken, 

negatif kontrol olarak da moleküler çalışmalara uygun su kullanıldı. Standart eğrinin 

oluşturulabilmesi için GFP geni içeren plazmidler (pEGFP-N3) kullanıldı (Şekil 12). Plazmid 

konsantrasyonu Qubit® 2.0 Fluorometer kullanılarak ölçüldü. Elde edilen ortalama değerler 

aşağıdaki formül kullanılarak ng/µL‘den kopya/µL değerine çevrildi (Joshi ve ark., 2008). 

m = [n] [
1mol

6,02 ∗ 1023
] [
660g

mol
] = [n] [1,096 ∗ 10−21

g

bç
] 

n = DNA boyu, bç= baz çifti, m = kütle, 1 mol çift sarmal DNA molekülünün ortalama 

moleküler ağırlığı = 660 g/mol 

 

Şekil 12. pEGFP-N3 plazmidine ait restriksiyon haritası ve klonlama bölgeleri. 
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Standart eğri oluşturmak için plazmidler su ile 2, 20, 200, 2.000, 20.000 ve 200.000 kopya/µl 

aralığında seyreltildi. Daha sonra qPCR analizi yapılarak örneklere ait elde edilen CT değerleri 

ve oluşturulan standart eğri denklemi kullanılarak örneklerdeki GFP kopya sayısı belirlendi 

(Joshi ve ark., 2008). qPCR analizi için Tablo 6’daki karışım ve Tablo 7’deki reaksiyon 

koşulları kullanıldı. 

                          Tablo 6. GFP gen amplifikasyonu için qPCR bileşenleri. 

Bileşenler Miktar 

SsoAdvanced Universal Probes Supermix (2x) 5 µl 

 

GFP ileri (F) primer (10µM stok) 

5’ AGT GCT TCA GCC GCT ACC 3’ 

0.5 µl 

 

GFP geri (R) primer (10µM stok) 

5’ GAA GAT GGT GCG CTC CTG 3’ 

0.5 µl 

GFP Probe 

5’ FAM TTC AAG TCC GCC ATG CCC GAA 

NON-FLUORESCENT QUENCHER 3’ 

DNA 

0.25 µl 

 

 

1 ul 

Su 2.75 µl 

Toplam miktar 10 µl 

 

                          Tablo 7. qPCR döngü koşulları. 

Program 
Döngü 

Sayısı 
Sıcaklık (oC) Süre 

Polimeraz aktivasyonu 

/ DNA Denatürsayonu 

1 95 
10 dk 

Denatürasyon 50 95 10 sn 

Bağlanma / Uzama  60 1 dk 

 

Bütün gruplara ait testis doku örneklerinden elde edilen DNA qPCR yöntemi kullanılarak 

kimerik hücrelerin varlığı gen ekspresyonu seviyesinde incelendi. 

5.5 Akım Sitometrisi Analizi 

Testis dokusu farklı tipte hücre popülasyonları içerdiğinden ve yoğun bağ dokusu içeriğinden 

dolayı akım sitometrisi yöntemi için zor bir dokudur. Deney sonucunda çok az popülasyona 

sahip hücre grubu (GFP+ kimerik hücre) arandığından minimum hücre kaybına sahip protokol 
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denemeler sonucunda belirlendi. Aşağıdaki basamakları içeren protokol uygun metod olarak 

belirlenerek bütün deney gruplarına uygulandı. 

Protokol: 

1. Çıkarılan testis dokusu 15ml konik tüp içerisine alınarak DMEM solüsyonunda buz 

üstünde bekletildi. 

2. 3ml DMEM/kollejenaz I + 10 ul DNase I solüsyonu içerisinde 120 rpm, 33 °C’de 15 dk 

boyunca seminifer tübüller ayrışana kadar inkübatörlü karıştırıcı içerisinde inkübe edildi. 

3. 15ml konik tüp dikey olarak oda ısında 2 dk bekletilip süpernatant kısmı ayrılıp saklandı 

(Bu kısım somatik hücre bakımından zengin). 

4. Kalan kısım 2 ml DMEM/kollejenaz I + 10 ul DNase I + 50 ul Tripsin solüsyonu 

içerisinde 1000 ul’lik mikropipet ile 10 defa tritüre edildikten sonra 120 rpm, 33°C’de 15 dk 

boyunca inkübatörlü karıştırıcı içerisinde inkübe edildi. 

5. İnkübasyon sonrası 1000 µl’lik mikropipet ile 10 defa tritürasyon yapıldı. 

6. Tritürasyon sonrası üzerine 10 µl DNase I + 30 µl Tripsin solüsyonu eklenerek 33 °C’de 

15 dk inkübe edildi. 

7. İnkübasyon sonrası 200 µl’lik mikropipet ile 10 defa tritürasyon yapıldı. 

8. Tritürasyon sonrası elde edilen hücre süspansiyonu 100 µm’lik hücre ayrıştırıcısından 

(cell strainer) geçirildi. Böylece hücre süspansiyonu hücre dışı birikinti ve kümeleşmiş 

hücrelerden ayrıştırılmış oldu. 

9. Hücre süspansiyonunun üstüne 400 µl FBS eklenerek 200 µl’lik mikropipet ile 10 defa 

tritürasyon yapıldı. 

10. Son olarak hücre süspansiyonu 40 µm’lik hücre ayrıştırıcısından geçirilerek buz üstünde 

30-60 dk arasında bekletilerek FACS analizi için hazır hale getirildi. 

11. Hücreler canlılığını koruduğu için Hoechst ile nukleuslar işaretlenerek analize başlandı. 

Akım sitometrisi cihazının (BD Biosciences, BD Influx™ Cell Sorter with Bioprotect IV Safety 

Cabinet) lazer kalibrasyonu için 8 boyalı parlak floresan ışıma veren boncuklar (BD 

Biosciences, BD Rainbow Calibration Particles 8 peaks, 559123), hücre ayrıştırma (sort) 

kalibrasyonu için parlak floresan ışıma veren boncuklar (BD Biosciences, BD FACS AccuDrop 
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Beads, 345249) kullanıldı. Polipropilen tüpler (Corning Inc., 352002) içerisindeki hücre 

süspansiyonları akım sitometrisi cihazına yüklendi. Örneklerdeki GFP sinyalinin otofloresan 

ışımalardan ayırt edilebilmesi için negatif kontrol (C57BL/6) ve pozitif kontrol (C57BL/6-

Tg(CAG-EGFP)) hayvanlara ait hücre örnekleri kullanıldı. 

Örneklerdeki hücre çiftleri ve hücre kümelerinin analiz dışı bırakılması (doublet and multiplet 

discrimination) için sırasıyla Side Scattered-W (SSC-W)/SSC-H değerlendirmesi ve Forward 

Scattered-W (FSC-W)/FSC-H değerlendirmesi yapılarak yalnızca tekli hücreler elde edildi. 

Hücre süspansiyonlarının hazırlık aşamaları sırasında fiziksel ve kimyasal etkilere bağlı olarak 

parçalanan hücrelerden açığa çıkan hücre artıklarının tespit edilmesi amacıyla büyüklükleri 

hücrelerden küçük olan partiküller FSC/SSC değerlendirmesi yapılarak analiz dışı bırakıldı. 

Akım sitometrisi analizi sırasında örnekler içerisindeki hücre dışı partiküllerin analiz dışında 

bırakılması için yalnızca nükleusları Hoechst ile işaretlenmiş olan hücreler alt grup olarak 

seçilerek daha sonraki incelemeler bu hücreler içerisinden yapıldı. Analiz sırasında aynı anda 

Hoechst ve GFP sinyali veren GFP+ hücreler 460/40[355]/FSC ve 530/40[488]/FSC 

değerlendirmeleriyle alt kapılara (gate) alınarak gruplandırıldı. Gruplanan hücreler, anne sütü 

yoluyla yavruya geçen GFP+ hücreler olarak belirlendi. Grafikte orta hatta yoğunlaşmış 

hücreler otofloresans hücre grubu olarak belirlenip üstünde kalan alt kapıdaki bütün hücreler 

GFP+ hücre olarak kabul edildi. Belirlenen hücrelerin (20.000 hücre) tüm hücre popülasyonu 

içerisindeki oranları istatistiksel olarak belirlendi. Hücrelerin mikroskobik olarak incelenmesi 

için belirlenen hücreler tüm hücre süspansiyonu içerisinden ayrı bir tüpe sort edilerek alındı. 

5.6 Mikroskobik İnceleme 

FACS sonrası elde edilen hücreler, testis dokusuna ait kalın kesitler ve total testis dokusu farklı 

metodlar ile hazırlanarak GFP+ kimerik hücrelerin varlığı lazer taramalı konfokal mikroskop 

ve lightsheet mikroskobu ile incelendi. 

5.6.1 Akım sitometrisi sonrası elde edilen hücrelerin konfokal mikroskobik incelenmesi 

Akım sitometrisi yönteminde FACS cihazı ile ayrılan GFP+ hücreler lazer taramalı konfokal 

mikroskobu ile görüntülendi. FACS sonrası ayrılan hücreler %2 PFA (paraformaldehit) ile 3 

saat fikse edildi. Fikse edilen hücre populasyonu 5 mM kakodilat tamponu içerisinde 2 x10 

dakika olacak şekilde yıkandıktan sonra aynı tampon içerisinde +4 C’de saklandı. Bütün 

gruplara ait hücre popülasyonlarından alınan örnekler cam tabanlı hücre kültürü kapları 

içerisine konularak Zeiss LSM 800 lazer taramalı konfokal mikroskobu (Carl Zeiss, 

Oberkochen, Almanya) ile incelendi.  
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5.6.2 Testis dokusundan alınan kalın kesitlerin konfokal mikroskobik incelenmesi 

Testis içerisinde farklılaşmış hücreleri ve hücrelerin bulundukları bölgedeki fenotiplerinin 

belirlenmesi amacıyla deney sonunda farelerden çıkarılan testis örneklerine doku şeffaflaştırma 

işlemi uygulandı. Böylece testis dokusu mikrotom ile ince kesitler almaya gerek olmadan 

vibratom ile 400 µm kalınlığında alınan kesitler üzerinden mikroskobik olarak incelendi. Farklı 

doku şeffaflaştırma teknikleri içerisinde uygulama kolaylığı, süresi ve immünohistokimyasal 

olarak boyanma kapasitesi için en uygun yöntem olan iDisco metodu kullanıldı (Azaripour ve 

ark., 2016). 

Şeffaflaştırma işlemi için fareden çıkarılan testis dokusu uygun parçalara bölünerek %4’lük 

paraformaldehit içerisinde +4C’de gece boyunca bekletildi. Fikse edilen doku oda sıcaklığında 

3 kere 30 dk PBS ile yıkandı. Yıkama sonrası vibratom ile 400 µm kalınlığında kesitler alındı. 

Alınan kesitler sırası ile 1’er saat metanol serisinden (%20, %40, %60, %80, %100) 

geçirildikten sonra gece boyu %66 diklorometan/%33 metanol karışımında oda ısısında 

bekletildi. 2 kere %100 metanol ile yıkandıktan sonra %5’lik H2O2 içerisinde gece boyu 

+4C’de bekletilecektir. Sırası ile 1’er saat azalan metanol serisinden (%80, %60, %40, %20) 

geçirildikten sonra PBS içerisine alındı. İmmünohistokimyasal olarak boyama için örnekler 

permeabilizasyon solüsyonunda (0,1% Triton X-100 içeren 1 M sodyum borat tamponu) 

37C’de 1 gün tutuldu. Ardından bloklama solüsyonu içerisinde 37oC’de bir gün tutulduktan 

sonra primer antikor içerisinde uygun dilüsyonda 37C’de 3 gün süreyle inkübe edildi. 

Ardından 1 gün boyunca PBS ile yıkandı. Bu işlemler floresan bağlı sekonder antikorlarla tekrar 

edildi. İmmünohistokimyasal olarak boyanan doku 1’er saat metanol serisinden (%20, %40, 

%60, %80, %100) geçirilerek gece boyu %100 metanol içerisinde tutuldu ve %66 

diklorometan/%33 metanol karışımı içerisinde 3 saat bekletildi. Ardından %100’lük 

diklorometan içerisinde yıkandı. Dibenzil eter içerisine alınarak şeffaflaşma işlemi tamamlanıp, 

mikroskopta incelenene kadar ağzı kapalı şişede hava ile temas etmeden saklandı. Testis 

dokusuna ait şeffaflaştırılmış kalın kesitler cam tabanlı kaplar içerisine konularak Zeiss LSM 

880 lazer taramalı konfokal mikroskobu (Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) ile incelendi.  

5.6.3 Testis dokusunun lightsheet mikroskobu ile incelenmesi 

Hem kalın doku kesitleri hem de total organ görüntülemeleri için uygun olan uDISCO 

protokolü, lightsheet mikroskobu ile total organ görüntülenmesi için uygun şeffaflaştırma 

metodu olarak seçildi (Pan ve ark., 2016). Çalışmamızda lightsheet mikroskobu ile görüntüleme 

yapacağımız bütün testis dokuları bu yöntem ile şeffaflaştırıldı. 
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Fareler, intrakardiyak perfüzyondan önce midazolam/medetomidin/fentanil üçlü 

kombinasyonu ile intraperitoneal enjeksiyonla derin anestezi altına alındı. Daha sonra fareler, 

oda sıcaklığında heparinize 0.1 M PBS (10 U/ml heparin, Ratiopharm) ile 5-10 dakika boyunca 

kan yıkanana kadar 100-125 mm Hg basınçta intrakardiyak olarak perfüze edildi ve 0.1 M PBS 

içinde %4 paraformaldehit (pH 7.4) ile 20 dakika boyunca perfüze edildi. Disekte edilen testis 

doku örnekleri 2 gün boyunca %4 paraformaldehit içinde +4°C'de postfiksasyon yapıldı. Daha 

sonra, dokular bir kez 5 dakika boyunca PBS ile yıkandı. Bütün testis içerisine solüsyonların 

daha iyi penetre olması için testis yüzeyindeki kalın tunika albuginea tabakası çıkarıldı. Tüm 

inkübasyon adımları, hafif dönüşlü veya sallama ile birlikte inkübatörlü çalkalayıcı içinde 

gerçekleştirildi. Tüm fare testisleri 15 ml tüpler (Eppendorf, 0030 119.401) içerisine 

alınıpmetoda ait bütün basamaklar uygulandı. Örnekler karanlıkta bekletilmek için alüminyum 

folyo ile kaplandı. 

Şeffaflaştırma öncesi GFP+ kimerik hücreleri doğrulamak için anti-GFP antikoru ile 

immünohistokimyasal boyama yapıldı. Bu protokolde bir önceki kalın kesitler için uygulanan 

immünohistokimyasal boyama metodunun aynısı kullanıldı. 

Şeffaflaştırma işlemi, 15 ml hacimde tert-bütanol (%30, %50, %70, %80, %90, %96 ve %100) 

içinde 34-35 °C'de yapılan ardışık inkübasyonlardan oluşur. Bu adımlar, dokuyu dehidre etmek 

için yapıldıktan sonra, lipitleri çıkarmak için oda sıcaklığında 45-60 dakika boyunca 

diklorametane içinde bekletildi. Son olarak, örnekler en az 2 saat boyunca oda sıcaklığında 

(benzil alkol+benzil benzoat 1 :2 ve difenil eter) BABB-D içinde inkübe edilerek şeffaf hale 

gelene kadar bekletildi. Örnekler, görüntülemeye kadar oda sıcaklığında karanlıkta BABB-D 

içinde saklandı. 
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6. BULGULAR 

 

6.1 qPCR Sonuçları 

Ardaşık konsantrasyonlu plazmidlerin (2 -200.000 kopya/µl) seyreltilip qPCR analizi sonucu 

elde edilen CT değerleri ile standart eğri grafiği ve standart eğri denklemi oluşturuldu (Şekil 

13). 

 

Şekil 13. pEGFP-N3 plazmidi ile elde edilen standart eğri grafiği. Standart eğri denklemi : y = 

-3,345 × + 42,334; amplifikasyon etkinliği : R2=0,9878. 

 

Bütün deney gruplarına ait testis dokularından elde edilen DNA örneklerinin analiz sonrası 

belirlenen GFP CT (y) verileri ile « y=-3,345× + 42,334 » denkleminin kullanılmasıyala Log 

GFP kopya sayısı (x) hesaplandı. Her bir gruptaki örneklerin (n=6) ortalama CT değerleri 3 

tekrarlı analiz yapılarak belirlendi. Her gruba ait bir örnekteki 100 ng DNA içerisindeki kopya 

sayıları ve hücre sayıları belirlendi. 

Negatif kontrol olarak kullanılan su ve normal fare DNA’sına ait örneklerde GFP CT değeri, 

kopya sayısı ve GFP+ kimerik hücre sayısı 0 olarak ölçüldü. Bunun sonucunda negatif kontrol 

örneklerinde GFP+ kimerik hücre bulunmadı (Tablo 8). 

Pozitif kontrol olarak kullanılan GFP+ fare DNA’sına ait örneklerde GFP CT değeri 25,23±1,7 ; 

kopya sayısı 5,11±0,5 ve GFP+ kimerik hücre sayısı 1,2x106±1,4x106 olarak bulundu (Tablo 

8). 
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7 Günlük Kontrol grubunda GFP CT değeri 38,11±0,3 ; kopya sayısı 1,26±0,1 ve GFP+ kimerik 

hücre sayısı 93±21 ; 30 Günlük Kontrol grubunda GFP CT değeri 37,13±0,5 ; kopya sayısı 

1,55±0,1 ve GFP+ kimerik hücre sayısı 188±64 ; 60 Günlük Kontrol grubunda GFP CT değeri 

38,71±0,6; kopya sayısı 1,08±0,2 ve GFP+ kimerik hücre sayısı 66±32 olarak bulundu. 

Busulfan grubunda GFP CT değeri 35,6±0,4 ; kopya sayısı 2,01±0,1 ve GFP+ kimerik hücre 

sayısı 533±147 ; IR grubunda GFP CT değeri 39,09±0,6 ; kopya sayısı 0,96±0,2 ve GFP+ 

kimerik hücre sayısı 49±17 olarak bulundu (Tablo 8). 

Tablo 8. qPCR analizi sonuçları 

Sonuçlar değerlendirildiğinde bütün gruplara ait farelerde GFP+ annenin sütünden geçen GFP+ 

kimerik hücre populasyonları gözlemlendi. Testis dokusuna anne sütü kaynaklı hücre geçişi 

qPCR yöntemi ile bütün deney gruplarımızda değişik oranlarda gösterilmiş oldu. GFP+ kimerik 

hücre popülasyonları özellikle 30 Günlük Kontrol ve Busulfan gruplarında daha yoğun olarak 

gözlemlendi. Diğer deney gruplarımızda geçen hücre popülasyonunun oranı düşük olmasına 

rağmen tek bir hücrenin bile geçişi hipotezimizi doğrulamaktadır.  

qPCR analizi sonucu elde ettiğimiz veriler istatistiksel olarak değerlendirildiğinde GFP+ 

annenin sütünden geçen GFP+ kimerik hücre sayısı negatif kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

bütün deney gruplarında anlamlı şekilde arttı (p<0.0001).  

7 Günlük Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 30 Günlük Kontrol (p=0.006) ve Busulfan 

gruplarında (p<0.0001) anlamlı şekilde artarken IR grubunda (p=0.0025) anlamlı şekilde 

Örnek Ortalama CT  

GFP 

Log Kopya 

Sayısı 

/100 ng 

GFP+ kimerik 

hücre sayısı 

/100 ng 

Negatif kontrol: su - - - 

Negatif kontrol: normal fare 

DNA’sı 
- - - 

Pozitif kontrol: GFP+ fare DNA’sı  25,23±1,7  5,11±0,5  1,2x106±1,4x106 

7 Günlük Kontrol Grubu 38,11±0,3  1,26±0,1 93±21  

30 Günlük Kontrol Grubu 37,13±0,5 1,55±0,1 188±64 

60 Günlük Kontrol Grubu 38,71±0,6 1,08±0,2 66±32  

Busulfan Grubu 35,6±0,4  2,01±0,1 533±147 

IR Grubu 39,09±0,6  0,96±0,2 49±17 
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azaldı. 60 Günlük Kontrol grubunda ise anlamlı bir farklılık gözlemlenmedi (p=0.11), (Şekil 

14). 

30 Günlük Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 60 Günlük Kontrol (p=0.0018) ve IR 

gruplarında (p=0.0004) anlamlı şekilde azalırken Busulfan grubunda (p=0.0004) anlamlı 

şekilde arttı (Şekil 14). 

60 Günlük Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında Busulfan grubu (p<0.0001) anlamlı şekilde 

artarken IR grubunda anlamlı bir farklılık gözlemlenmedi (p=0.295). Busulfan grubu ile 

karşılaştırıldığında ise IR grubunda anlamlı bir azalma gözlemlendi (p<0.0001), (Şekil 14). 

 

Şekil 14: qPCR analizine göre deney gruplarındaki GFP+ kimerik hücrelerin sayısı. Negatif 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında **** p<0.0001; 7 Günlük Kontrol Grubu ile 

karşılaştırıldığında ++ p<0.01, ++++ p<0.0001; 30 Günlük Kontrol Grubu ile 

karşılaştırıldığında ## p<0.01, ### p<0.001; 60 Günlük Kontrol Grubu ile karşılaştırıldığında 

tttt p<0.0001; Busulfan grubu ile karşılaştırıldığında ^^^^ p<0.0001 
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6.2 Akım Sitometrisi Analizi 

Testis dokusu örneklerinde GFP+ kimerik hücrelerin tespiti için uygun kapılar belirlendi. 

Hatasız analiz yapılabilmesi için normal fare testis dokusu kullanılarak GFP+ hücre varlığının 

olmadığı kapı seçildi. Böylece deney gruplarında yapılan analizlerde bu kapı içerisinde bulunan 

GFP+ hücre populasyonunun varlığının ispatlanması amaçlandı. Normal fare testis dokusu 

örneğinde bulunan hücre kümeleri ve hazırlık aşamasında hasar görmüş hücre artıkları Side 

Scattered/Forward Scattered değerlendirmesi yapılarak analiz dışı bırakıldı (Şekil 15A). Örnek 

içerisindeki hücre dışı partiküllerin akım sitometrisi analizi sırasında analiz dışı tutmak için 

Hoechst ile çekirdekleri işaretli hücreler alt grup olarak seçildi (Şekil 15B). Daha sonra yapılan 

incelemeler Hoechst ile işaretlenmiş alt gruptaki hücre popülasyonu içerisinden yapıldı. En son 

seçilen kapıdaki hücre grubu hem GFP+ hücrelerin ayırt edilebilmesi için 488 nm dalga 

boyunda hem de başka dalga boyunda ışıma veren hücrelerin tayini içinde phycoerythrin (PE) 

kanalından (561 nm) analiz yapıldı. Aynı anda iki farklı dalga boyu ile ışıma yapan hücre 

popülasyonu, analiz sonucunda grafikte orta hatta yoğunlaşmış hücre grubu olarak belirlenip 

otofloresans ışıma yapan hücreler olarak tanımlandı. Bu otofloresans ışıma yapan hücre 

grubunun üstünde kalan alt kapıdaki bütün hücreler GFP+ hücre olarak kabul edildi.  Uygun 

kapıyı belirlemek için kullanılan örnek normal fare testis dokusuna ait olduğu için seçilen 

kapıda GFP+ hücre populasyonu (%0) gözlenmedi (Şekil 15C). 
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Şekil 15. GFP+ hücre analizi için gerekli olan kapıların seçilmesi. Normal farelerden alınan 

testis doku örnekleri içerisindeki tüm yapılar SSC-FSC grafiğinde görülmektedir. P1 bölgesi 

çok büyük hücre kümelenmeleri ve çok küçük partiküller dışındaki yapıları içermektedir (A). 

Grafikde görülen P2 bölgesi nükleusları Hoechst ile boyanan hücreleri göstermektedir (B). 

Grafiğin orta hattında yer alan yoğun alan otofloresan hücre topluluğunu, üstünde yer alan P3 

bölgesi ise GFP+ hücrelerin bulunduğu alanı göstermektedir (C). 

Negatif kontrol için normal ve pozitif kontrol için GFP+ fareye ait testis hücre 

süspansiyonlarının analizi yapıldı. Normal fareye ait testis hücre süspansiyonun analizinde %0 

oranında GFP+ hücre popülasyonu (Şekil 16A), GFP+ fareye ait testis hücre süspansiyonun 

analizinde ise %95,9 oranında GFP+ hücre popülasyonu (Şekil 16B) elde edildi. Elde edilen bu 

oranlar seçilen kapıların ve analizin doğruluğunu ispatlamaktadır. 
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Şekil 16. Negatif ve pozitif kontrol testis dokularının akım sitometrisi analizi. Normal 

farelerden alınan testis doku örneği analizinde P1 bölgesi GFP+ hücre içermemektedir (A).  

GFP+ farelerden alınan testis doku örneği analizinde P1 bölgesi GFP+ hücreleri içermektedir 

(B).  

GFP+ anneden süt emmiş 7 Günlük Kontrol grubuna ait testis hücre süspansiyonun analizinde 

%0,09 oranında GFP+ hücre popülasyonu (Şekil 17), 30 Günlük Kontrol grubuna ait testis 

hücre süspansiyonun analizinde %0,18 oranında GFP+ hücre popülasyonu (Şekil 18) ve 60 

Günlük Kontrol grubuna ait testis hücre süspansiyonun analizinde %0,03 oranında GFP+ hücre 

popülasyonu (Şekil 19) elde edildi. 

 

Şekil 17. 7 Günlük Kontrol grubuna ait testis dokusunun akım sitometrisi analizi. P1 bölgesi 

GFP+ hücreleri içermektedir. 
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Şekil 18. 30 Günlük Kontrol grubuna ait testis dokusunun akım sitometrisi analizi. P1 bölgesi 

GFP+ hücreleri içermektedir. 

 

 

Şekil 19. 60 Günlük Kontrol grubuna ait testis dokusunun akım sitometrisi analizi. P1 bölgesi 

GFP+ hücreleri içermektedir. 
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GFP+ anneden süt emmiş farelere kimyasal ve fiziksel hasar modelleri uygulandı. Busulfan 

grubuna ait testis hücre süspansiyonun analizinde %2,28 oranında GFP+ hücre popülasyonu 

(Şekil 20), İskemi grubuna ait testis hücre süspansiyonun analizinde %0,05 oranında GFP+ 

hücre popülasyonu (Şekil 21) elde edildi. 

 

 

Şekil 21. IR grubuna ait testis dokusunun akım sitometrisi analizi. P1 bölgesi GFP+ hücreleri 

içermektedir. 

Şekil 20. Busulfan grubuna ait testis dokusunun akım sitometrisi analizi. P1 bölgesi GFP+ 

hücreleri içermektedir. 
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Sonuçlar değerlendirildiğinde bütün deney gruplarında GFP+ annenin sütünden testis dokusuna 

geçen GFP+ kimerik hücreler gözlemlendi. 7, 30 ve 60 Günlük Kontrol gruplarında düşük 

popülasyonda GFP+ kimerik hücreler gözlemlendi.  Kontrol grupları içerisinde 30 Günlük 

Kontrol grubunda daha fazla GFP+ kimerik hücre populasyonun varlığında artış gözlendi. 

Busulfan hasar grubunda ise GFP+ kimerik hücre sayısında belirgin bir artış gözlemlendi.  IR 

grubunda ise çok düşük GFP+ kimerik hücre popülasyonunun varlığı tespit edildi. Sonuç olarak 

testis dokusuna anne sütü kaynaklı hücre geçişi akım sitometrisi yöntemi ile farklı gruplarda 

değişik oranlarda gösterilmiş oldu. Geçen hücre popülasyonunun oranı düşük olmasına rağmen 

tek bir hücrenin bile geçişi hipotezimizi doğrulamaktadır. 

Akım sitometrisi analizi sonucu elde ettiğimiz veriler istatistiksel olarak değerlendirildiğinde 

GFP+ annenin sütünden geçen GFP+ kimerik hücre sayısı negatif kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında bütün deney gruplarında anlamlı şekilde arttı (p<0.0001). Kontrol grupları 

ile karşılaştırıldığında ise Busulfan grubunda anlamlı bir artış gözlemlendi (p<0.0001). Diğer 

deney grupları ise kendi aralarında karşılaştırıldığında anlamlı bir farklılık gözlemlenmedi 

(Şekil 22). 

 

Şekil 22. Akım sitometrisi analizine göre deney gruplarındaki GFP+ kimerik hücrelerin oranı. 

Negatif kontrol grubu ile karşılaştırıldığında **** p<0.0001 ; Kontrol grupları ile 

karşılaştırıldığında ++++ p<0.0001. 
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Akım sitometrisi analizine göre deney gruplarındaki GFP+ kimerik hücrelerin oranı 7 Günlük 

Kontrol grubunda 0,0711±0,02 ; 30 Günlük Kontrol grubunda 0,12±0,04 ; 60 Günlük Kontrol 

grubunda 0,02±0,01; Busulfan grubunda 1,3±0,5 ve IR grubunda 0,04±0,02 olarak bulundu. 

6.3 Mikroskobik Bulgular 

6.3.1 Akım sitometrisi ile elde edilen hücrelerin konfokal mikroskopi bulguları 

Testis dokusu örneklerinde akım sitometrisi analizi sonrası belirlenen GFP+ kimerik hücreler 

FACS cihazı ile ayrıldı. Konfokal mikroskop ile yapılan incelemelerde ayrılan hücre 

populasyonunun çekirdek boyası Hoechst ile işaretli olduğu ve az sayıda GFP+ kimerik 

hücreler içerdiği gözlemlendi. GFP+ kimerik hücreler konfokal mikroskobunda farklı bir 

dalgaboyu (594 nm) ile uyarılarak otofloresan ışıma yapıp yapmadığı kontrol edildi. Bütün 

gruplara ait örneklerdeki GFP+ kimerik hücrelerde otofloresan ışıma gözlenmedi. Böylece 

GFP+ hücrelerin sadece GFP eksprese eden kimerik hücreler olduğu doğrulandı. 

7 Gün, 30 Gün, 60 Gün Kontrol ve IR grubunda GFP+ kimerik hücre oranı düşük olduğundan 

dolayı konfakal mikroskobik incelemelerde her bir grupta daha az sayıda GFP+ kimerik hücre 

varlığına rastlandı (Şekil 23,24,25,27). Akım sitometrisi analizi sonuçlarında GFP+ kimerik 

hücre oranı fazla bulunan Busulfan grubunda ayrılan hücrelerin konfakol mikroskobik 

incelemesinde de daha fazla GFP+ kimerik hücreler gözlendi (Şekil 26). Akım sitometrisi 

analizi sonrası elde edilen konfokal mikroskobik görüntüler ile GFP+ kimerik hücrelerin varlığı 

doğrulandı. 
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Şekil 23. 7 Günlük Kontrol grubunda akım sitometrisi analizi sonrası elde edilen hücrelerin 

konfokal mikroskobik görüntüsü. Hem çekirdeği boyalı (mavi) hem de GFP (yeşil) ışıması 

yapan GFP+ kimerik hücreler (ok) görülmektedir. 594 nm dalga boyunda otofloresan ışıma 

görülmemektedir. Bar : 50µm 

 

Şekil 24. 30 Günlük Kontrol grubunda akım sitometrisi analizi sonrası elde edilen hücrelerin 

konfokal mikroskobik görüntüsü. Hem çekirdeği boyalı (mavi) hem de GFP (yeşil) ışıması 

yapan GFP+ kimerik hücre (ok) görülmektedir. 594 nm dalga boyunda otofloresan ışıma 

görülmemektedir. Bar : 50µm 
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Şekil 25. 60 Günlük Kontrol grubunda akım sitometrisi analizi sonrası elde edilen hücrelerin 

konfokal mikroskobik görüntüsü. Hem çekirdeği boyalı (mavi) hem de GFP (yeşil) ışıması 

yapan GFP+ kimerik hücreler (ok) görülmektedir. 594 nm dalga boyunda otofloresan ışıma 

görülmemektedir. Bar: 20µm 

 

Şekil 26. Busulfan grubunda akım sitometrisi analizi sonrası elde edilen hücrelerin konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Hem çekirdeği boyalı (mavi) hem de GFP (yeşil) ışıması yapan GFP+ 

kimerik hücreler (ok) görülmektedir. 594 nm dalga boyunda otofloresan ışıma 

görülmemektedir. Bar : 20µm 
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Şekil 27. IR grubunda akım sitometrisi analizi sonrası elde edilen hücrelerin konfokal 

mikroskobik görüntüsü. Hem çekirdeği boyalı (mavi) hem de GFP (yeşil) ışıması yapan GFP+ 

kimerik hücre (ok) görülmektedir. 594 nm dalga boyunda otofloresan ışıma görülmemektedir. 

Bar : 50µm 

6.3.2 Testis doku örneklerinin konfokal mikroskopi bulguları 

400 µm’ lik kalın testis dokusu örneklerinin şeffaflaştırılması sonucunda konfokal mikroskobu 

ile görüntülendi. GFP+ anneler tarafından emzirilen yavrulara ait testis dokularında anti-GFP 

işaretlemesi ile doğrulanan GFP+ kimerik hücrelerin farklı hücre tiplerine testis dokusunun 

farklı bölgelerine yerleştikleri gözlendi. Hoechst ile boyanan çekirdeklerin yardımıyla genel 

testis morfolojisi belirlenip seminifer tübüllerin sınırları belirlendi. Yapılan incelemelerde 30 

Günlük Kontrol grubunda GFP+ kimerik hücrelerin seminifer tübülün bazal kompartmanında 

spermatogonyumların arasına yerleştiği gözlendi (Şekil 28). Busulfan grubunda ise GFP+ 

kimerik hücre seminifer tübül içerisinde germinal epitelin lümenal kompartmanında gözlendi. 

Kimerik hücre bu pozisyonunda bölünme aşamasında yakalanarak bölünebilen aktif hücre 

özelliğinde olduğu belirlendi (Şekil 29).  Busulfan grubuna ait başka bir örnekte ise GFP+ 

kimerik hücre seminifer tübüller arasında lokalize olan intersitisyel bağ doku içerisinde 

gözlemlendi (Şekil 30).  
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Şekil 28. 30 Günlük Kontrol grubuna ait testis dokusundan alınan konfokal mikroskobu 

görüntüsü. Seminifer tübüllerin bazal kısmı beyaz kesikli çizgiler ile belirlenmiştir. Hoechst 

işaretli bütün çekirdekler (mavi) genel morfolojinin anlaşılmasını sağlamaktadır. Seminifer 

tübül içerisinde bazal kompartmanda GFP+ kimerik hücre (ok) görülmektedir. S: 

spermatogonya, 1°: primer spermatosit. Bar : 50µm 

 

Şekil 29. Busulfan grubuna ait testis dokusundan alınan konfokal mikroskobu görüntüsü. 

Seminifer tübüllerin bazal kısmı beyaz kesikli çizgiler ile belirlenmiştir. Hoechst işaretli bütün 

çekirdekler (mavi) genel morfolojinin anlaşılmasını sağlamaktadır. Seminifer tübül içerisinde 

lüminal kompartmanda bölünen GFP+ kimerik hücre (ok) görülmektedir. 1°: primer 

spermatosit, 2°: sekonder spermatosit. Bar : 50µm 
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Şekil 30. Busulfan grubuna ait testis dokusundan alınan konfokal mikroskobu görüntüsü. 

Seminifer tübüllerin bazal kısmı beyaz kesikli çizgiler ile belirlenmiştir. Hoechst işaretli bütün 

çekirdekler (mavi) genel morfolojinin anlaşılmasını sağlamaktadır İntersitisyel bağ dokusu 

içerisinde GFP+ kimerik hücre (ok) görülmektedir. *: interstisyel bağ doku, ST : seminifer 

tübül. Bar : 50µm 

 

6.3.3 Testis doku örneklerinin lightsheet mikroskobu bulguları 

qPCR ve akım sitometrisi bulgularının desteklediği gibi GFP+ kimerik hücre varlığı en çok 30 

Günlük Kontrol ve Busulfan gruplarında gösterildi. Tüm mikroskobik analizlerde bu gruplarda 

GFP+ kimerik hücre varlığı daha kolay tespit edildi. 

30 Günlük Kontrol grubunda lightsheet mikroskobu ile bütün testis dokusunun görüntüsü 

alınarak 3 boyutlu görüntü analizi yapıldı. Yapılan analiz sonucunda farklı lokasyonlarda GFP+ 

kimerik hücre popülasyonu gözlendi (Şekil 31A). Alınan görüntü daha büyük büyütmede 

incelenmesinde seminifer tübül içerisinde germinal epitelin orta sırasında konumlu 2 adet GFP+ 

kimerik hücre gözlenip x, y, z ekseninde görüntüleri alındı. (Şekil 31B). Başka lokasyonlarda 

seminifer tübül içerisinde germinal epitelin farklı seviyelerine yerleşmiş 7 adet (Şekil 32) ve 2 

adet (Şekil 33) annesütü kaynaklı GFP+ kimerik hücreler görüldü. 
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Şekil 31. 30 Günlük Kontrol grubuna ait testis dokusundan alınan lightsheet mikroskobu 

görüntüsü. Lightsheet mikroskobu ile alınan 3 boyutlu görüntüde sarı ile işaretli alan içerisinde 

annesütü kaynaklı testis dokusuna yerleşen anti-GFP işaretli (pembe) GFP+ mikrokimerik 

hücreler görülmektedir. Bar : 200µm (A). 3 boyutlu görüntü üzerinden seçilen alana ait 

görüntüde seminifer tübüllerin bazal kısmı sarı kesikli çizgiler ile belirlenmiştir. Orta alanda 

bulunan seminifer tübül içerisinde germinal epitelin orta seviyesine yerleşik iki adet anti-GFP 

işaretli (pembe) GFP+ kimerik hücrelerin x, y ve z eksenindeki görüntüsü görülmektedir. 

Hoechst işaretli bütün çekirdekler gri renkte görülmektedir. Bar : 50µm (B). 
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Şekil 32. 30 Günlük Kontrol grubuna ait testis dokusundan alınan lightsheet mikroskobu 

görüntüsü. Lightsheet mikroskobu ile alınan 3 boyutlu görüntü üzerinden seçilen alana ait 

görüntüde seminifer tübüllerin bazal kısmı sarı kesikli çizgiler ile belirlenmiştir. Hoechst 

işaretli bütün çekirdekler (gri) genel morfolojinin anlaşılmasını sağlamaktadır. Seminifer tübül 

içerisinde germinal epitelin lümene yakın bölgesine yerleşik iki adet anti-GFP işaretli (pembe) 

GFP+ kimerik hücrelerin x, y ve z eksenindeki görüntüsü görülmektedir. Bar : 100µm. 
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Şekil 33. 30 Günlük Kontrol grubuna ait testis dokusundan alınan lightsheet mikroskobu 

görüntüsü. Lightsheet mikroskobu ile alınan 3 boyutlu görüntü üzerinden seçilen alana ait 

görüntüde seminifer tübüllerin bazal kısmı sarı kesikli çizgiler ile belirlenmiştir. Hoechst 

işaretli bütün çekirdekler (gri) genel morfolojinin anlaşılmasını sağlamaktadır. Seminifer tübül 

içerisinde germinal epitelin farklı seviyelerine yerleşik yedi adet anti-GFP işaretli (pembe) 

GFP+ kimerik hücrelerin x, y ve z eksenindeki görüntüsü görülmektedir. Bar : 100µm. 
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Busulfan grubunda, qPCR ve akım sitometrisi analizlerine ait sonuçlara benzer şekilde 

lightsheet mikroskobik incelemede de GFP+ kimerik hücrelerin sayısında artış gözlendi. 

Annesütü kaynaklı hücrelerin yavruya geçerek hasarlı testis dokusuna yerleştiği ve hasar 

sonrası sayıca artttığı görülmektedir. Yapılan analiz sonucunda farklı lokasyonlarda GFP+ 

kimerik hücre popülasyonu gözlendi. Alınan görüntünün daha büyük büyütmede 

incelenmesinde seminifer tübül içerisinde germinal epitelin bazalinden başlayıp lümene kadar 

uzanan farklı seviyelerde yerleşik çok sayıda GFP+ kimerik hücreler gözlenip x, y, z ekseninde 

görüntüleri alındı (Şekil 34). Başka lokasyonda da seminifer tübül içerisinde germinal epitelin 

farklı seviyelerine yerleşmiş 11 adet annesütü kaynaklı GFP+ kimerik hücreler görüntülendi 

(Şekil 35). 
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Şekil 34. Busulfan grubuna ait testis dokusundan alınan lightsheet mikroskobu görüntüsü. 

Lightsheet mikroskobu ile alınan 3 boyutlu görüntüde sarı ile işaretli alan içerisinde annesütü 

kaynaklı testis dokusuna yerleşen anti-GFP işaretli (pembe) GFP+ mikrokimerik hücreler 

görülmektedir. Bar : 200µm (A). 3 boyutlu görüntü üzerinden seçilen alana ait görüntüde 

seminifer tübüllerin bazal kısmı sarı kesikli çizgiler ile belirlenmiştir. Orta alanda bulunan 

seminifer tübül içerisinde germinal epitelin farklı seviyelerine yerleşik onbir adet anti-GFP 

işaretli (pembe) GFP+ kimerik hücrelerin x, y ve z eksenindeki görüntüsü görülmektedir. 

Hoechst işaretli bütün çekirdekler gri renkte görülmektedir. Bar : 50µm (B). 
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Şekil 35. Busulfan grubuna ait testis dokusundan alınan lightsheet mikroskobu görüntüsü. 

Lightsheet mikroskobu ile alınan 3 boyutlu görüntü üzerinden seçilen alana ait görüntüde 

seminifer tübüllerin bazal kısmı sarı kesikli çizgiler ile belirlenmiştir. Hoechst işaretli bütün 

çekirdekler (gri) genel morfolojinin anlaşılmasını sağlamaktadır. Seminifer tübül içerisinde 

germinal epitelin farklı seviyelerine yerleşik 11 adet anti-GFP işaretli (pembe) GFP+ kimerik 

hücrelerin x, y ve z eksenindeki görüntüsü görülmektedir. Bar : 100µm. 
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7. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Çalışmamızda, anne sütü yoluyla yavruya geçen hücrelerin testis dokusuna geçerek hangi 

bölgelere lokalize olduğu ve testiste oluşan hasar durumunda rejenerasyonda görev alıp 

miktarlarında farklılaşma olmasına yönelik araştırmalar yapılmıştır. Literatürde, anne sütünden 

yavruya hücre geçişiyle ilgili birkaç çalışma mevcuttur. Bu çalışmalardan birinde, hücrelerin 

yavrunun karaciğer dokusuna geçtiği gösterilmiştir, ancak bu hücrelerin farklılaşma özellikleri 

açıklanmamıştır. (Zhou ve ark., 2000). Cabinian ve ark. (2016), anne sütü kaynaklı lenfosit 

tiplerinin emzirme ile yavru bağırsağındaki Peyer plaklarına yerleştiğini göstermişlerdir. 

Ayrıca, anne sütü içinde kök hücre özellikleri gösteren hücrelerin var olduğu ve bu hücrelerin 

in vitro olarak çeşitli dokuların hücrelerine dönüşebildiği gösterilmiştir (Hassiotou ve ark., 

2012). Çalışmamızda, anne sütündeki hücrelerin yavruya geçişi belirlenmiştir ve testis dokusu 

içinde farklı hücre tiplerine dönüşebildiği ilk kez gösterilmiştir. 

Mikrokimerizm, gebelikte doğal olarak gözlenebildiği gibi kan transferi, kök hücre ve doku 

transplantasyon gibi sonradan kazanılan durumlarda da meydana gelebilir (Gammill ve Nelson, 

2010; Konuma ve ark., 2016; Stikvoort ve ark., 2016). Mikrokimerizm üzerine yapılan 

çalışmaların çoğu, sonradan kazanılan mikrokimerizmle ilişkili olduğu düşünülen hastalıklar 

ve çeşitli hematolojik hastalıklar üzerinde yoğunlaşmaktadır. Gebelik sürecinde doğal olarak 

gerçekleşen mikrokimerizm hakkında ise sınırlı sayıda literatür bilgisi mevcuttur. 

Mikrokimerizm meme kanseri ile ilişkili olabileceği gibi (Nemescu ve ark., 2016), tiroid 

kanseri (Cirello ve Fugazzola, 2014) ve yara iyileşmesi gibi durumlarda koruyucu ve pozitif 

etkilere sahip olabileceğini gösteren çalışmalar da bulunmaktadır (Mahmood ve O'Donoghue, 

2014). Çalışmamızda, anne sütünden yavrunun testis dokusuna geçen kimerik hücrelerin hem 

seminifer tübül içerisinde germinal epitel hücrelerine dönüştüğü hem interstisyal bağ 

dokusunda bulunabildiği belirlenmiştir. Bu hücrelerin spesifik farklılaşma işaretleyicileri 

işaretlenip fizyolojik veya patolojik olaylarla ilişkisi ve rejenerasyondaki görevleri tam 

bilinmese de, bu hücrelerin mevcut hücre popülasyonunu destekleyebileceği düşünülmektedir. 

Bu bilgiler, mikrokimerizmin bireyler üzerinde olası olumlu veya olumsuz etkileri konusundaki 

belirsizlikleri devam ettirmektedir.  

Zhou ve ark. (2000) tarafından yapılan bir çalışmada, anne sütündeki lökositlerin yavru 

karaciğerinde en yüksek seviyeye 5. ve 6. günlerde ulaştığı ve 9. günden sonra tespit 

edilemediği belirtilmiştir. Cabinian ve ark. (2016) ise anne sütündeki CD4+ ve CD8+ 

lökositlerin yavrunun bağırsaklarında Peyer plaklarında emzirme başlangıcından 18 gün sonra 
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bile tespit edilebildiğini göstermiştir. Yapılan bir diğer çalışmada ise anne sütü yoluyla 

yavrunun bağırsak, dalak ve timus dokularına geçen hücrelerin emzirmenin 1. ve 2. haftalarında 

bu dokularda bulunduğu belirtilmiştir (Ma ve ark., 2008). Hassiotou ve ark. (2014) tarafından 

yapılan bir çalışmada ise anne sütü içerisinde bulunan Oct4+, Nanog+ ve CD49f+ kök 

hücrelerin emzirme yoluyla yavruya aktarıldığı ve doğumdan 3 hafta sonrasında mide 

duvarında ve timus dokusunda yerleştiği gösterilmiştir. Aydın ve ark. (2016) ise anne sütü 

kaynaklı kimerik hücrelerin beyin dokusunda 7. ve 30 günlerde tespit etmiş ve hem nöron hem 

de glial hücrelere farklılaştığını ispatlamıştır. Çalışmamızda anne sütü kaynaklı hücrelerin ilk 

defa emzirmeden sonra 7 günlük sürede testis dokusuna göçü gerçekleşebildiği gibi 30 ve 60 

gün sonunda da tespit edilmiştir. Literatürdeki diğer çalışmalara göre emzirme sonrası 60 gün 

gibi geç dönemde de anne sütü kaynaklı GFP+ kimerik hücrelerin varlığını koruyabildiği hatta 

busulfan hasarından sonra sayılarında artışın olduğu gözlenmektedir.  

İlk çalışmalarda, süt yoluyla anne sütündeki hücre geçişini tespit etmek için geleneksel boyama 

yöntemleri kullanılmıştır. Fare yavrularına rodamin ve floresan isotiyosiyanat (FITC) ile işaretli 

hücreler içeren süt verilerek işaretli lenfositler yavru farelerde tespit edilmiştir (Weiler ve ark., 

1983). Günümüzde ise anne ve yavru arasındaki hücre transferinin deneysel hayvanlarda 

araştırılması için transgenik hayvanlar tercih edilmektedir, çünkü bu hayvanlarda çeşitli 

işaretleyicilere sahip hücreler bulunmaktadır. Transgenik hayvanlar, mikroskopik inceleme ve 

dokudaki hücre yerleşimi hakkında bilgi sağlama açısından özellikle etkili bir yöntemdir. En 

yaygın kullanılan floresan protein olan GFP hücrelere toksik etkisi olmaması, mavi dalga 

boyunda spesifik bir ışıma yayması, mikroskop ve akım sitometrisi ile analiz edilebilmesi gibi 

avantajlara sahiptir (Chalfie ve ark., 1994). GFP pozitif transgenik hayvanlar kullanılarak 

yapılan çalışmalarda, gebelik sürecinde anne ve yavru arasında iki yönlü hücre geçişinin 

gerçekleştiği gösterilmiştir (Vernochet ve ark., 2007). Başka bir çalışmada ise gebelik ve 

emzirme döneminde anne sütü aracılığıyla GFP+ lenfositlerin yavruya geçtiği belirtilmiştir 

(Zhou ve ark., 2000). Çalışmamızda, dişi farelerde β-aktin'e bağlı olarak GFP üretebilen 

hücrelerin kullanıldığı bir transgenik fare modeli kullanılmıştır. Transgenik farelerde, GFP 

molekülü hücrelerin temel iskelet elemanı olan β-aktin'e bağlı olarak üretilir. Bu nedenle, GFP+ 

hücreler mitoz bölünme geçirir veya farklı bir hücre tipine farklılaştığında dahi GFP üretme 

yeteneklerini korur ve bulundukları dokuda tespit edilebilirler. Emzirme yoluyla yavrulara 

geçen GFP+ hücreler, çeşitli yöntemlerle araştırılmış ve bu hücrelerin anneden geçtiği kesin 

olarak belirlenmiştir. 
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Mikrokimerizm ile ilgili yapılan araştırmalarda genellikle mikroskobik inceleme, PCR ve akım 

sitometrisi gibi yöntemler kullanılmaktadır. Akım sitometrisi ve PCR, yaygın kullanılan 

metodlardır. Mikroskobik inceleme yöntemleri ise az miktarda kimerik hücrenin dokularda 

tespit edilmesi zorluğu nedeniyle daha az kullanılmaktadır. Transgenik hayvanlar kullanılarak 

yapılan çalışmalarda, LacZ veya luciferaz gibi floresan veya enzimatik işaretleyicilere sahip 

hücreler kullanılmıştır. Bu çalışmalarda, gebelik sırasında anneden yavrunun timus, dalak, 

karaciğer ve kemik iliği gibi organlarına LacZ+ veya luciferaz+ hücrelerin geçtiği gösterilmiştir 

(Marleau ve ark., 2003; Piotrowski ve Croy, 1996). Bu analizler genellikle qPCR yöntemiyle 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmamızda, anne sütünden yavruya geçen hücrelerin tespiti için 

mikroskobik inceleme, qPCR ve akım sitometrisi yöntemlerini bir arada kullanıldı. 

Mikroskobik inceleme yöntemiyle yavrunun dokularında bulunan nadir kimerik hücrelerin 

tespiti oldukça zorlu bir süreç olmakla birlikte, doku şeffaflaştırma metodlarıyla birlikte 

konfokal ve lightsheet mikroskobu görüntülemeleri sayesinde bu hücrelerin morfolojileri ve 

yerleşimleri gibi diğer tekniklerle elde edilemeyen bilgiler çalışmamızda elde edildi. 

Literatürde bu teknikler farklı organlar üzerinde kullanılmış olsada annesütü kaynaklı 

mikrokimerizmde testis dokusu içerisinde kimerik hücre varlığını ilk defa tanımlamaktayız. 

Geleneksel histolojik kesit teknikleri, doku örnekleri içindeki anatomik yapılar ve hücresel 

bileşenler hakkında iki boyutlu bilgi sağlamaktadır (Seo ve ark., 2016). Bu nedenle, üç boyutlu 

(3D) görüntüleme, bütün vücut ve bütün organ hücre profillemesi için önemli bir tekniktir 

(Matsumoto ve ark., 2019). Son zamanlarda ortaya çıkan doku şeffaflaştırma teknikleri, bütün 

organları veya hatta bütün vücutları hızlı bir şekilde 3D olarak görüntülemeyi mümkün 

kılmaktadır. Doku şeffaflaştırma tekniği, dokuyu optik olarak şeffaf hale getirir ve şeffaf hale 

getirilen dokulara ışığın derinlemesine nüfuz etmesine izin verir, bu da bütün vücut 

görüntüleme çalışmalarının ilerlemesini hızlandırmaktadır (Tian ve ark., 2021). Bir diğer doku 

şeffaflaştırma metodu olan iDISCO kullanarak Alzheimer hastalığı fare modelinde plak 

oluşumu incelendi. Beta-amiloid plakların 3D mekansal dağılımını, mikroglia ve damar 

yapılarıyla birlikte görüntülendiler (Liebmann ve ark., 2016). Doku şeffaflaştırma yöntemi, 

damar yapıları, böbrek, pankreas ve organoidler gibi yumuşak dokularda da yaygın olarak 

uygulanmaktadır. Genç farelerin şeffaf pankreasını optik şeffaflaştırma ajanı (RapiClear) 

kullanarak hazırladılar ve pankreas mikroyapısının, adacık dağılımının, nörovasküler ağın ve 

hastalıktaki sinir ağının 3D panoramik olarak görüntülenmiştir (Tang ve ark., 2018). Bütün fare 

akciğerlerinde yüksek çözünürlükle 3 boyutlu lifsi kollajen ağını ortaya çıkararak bütün 

akciğerler boyunca hava yolunun düzeyinde kollajen birikimi gösterilmiştir (Ochoa ve ark., 
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2018). Hücresel ve detaylı analiz yapılan bir başka çalışmada ise CUBIC tabanlı kanser analizi 

kullanılıp 13 farklı fare modelinde kanser metastazını detaylı bir şekilde incelenmiştir (Kubota 

ve ark., 2017). Aydın ve arkadaşları da doku şeffaflaştırma yöntemini kullanarak beyin 

dokusunda GFP+ kimerik hücrelerin varlığını göstermiştir. Doku şeffaflaştırma metodları 

bütün dokuda tek hücre analizini ve hücresel lokalizasyonun daha kolay anlaşılabilir olmasını 

kolaylaştırmaktadır. Çalışmamızda miktarı oldukça az olan ve mikroskobik olarak standard 

metodlarla tespiti oldukça güç olan anne sütü kaynaklı kimerik hücrelerin tespiti için doku 

şeffaflaştırma metodu kullanılmıştır. Bu sayede kimerik hücrelerin varlığı hem kalın doku 

kesitlerinde hem de bütün testis dokusunda kolaylıkla gösterilmiştir. Testis dokusunda bu 

metod kullanılarak ilk defa kimerik hücrelerin varlığı ispatlanmıştır. 

Kemoterapötik ajan olarak busulfan, guanin alkile edip DNA çapraz bağını ve tek zincir 

kırılmalarını indükleyerek hücre proliferasyonunu inhibe eder. Busulfan tedavisi, germ 

hücrelerini hasara uğratır, sperm hareketliliğini ve testis ağırlığını azaltır, sperm anomalisi 

oranını artırır ve sonunda infertileye neden olmaktadır (Panahi ve ark., 2015). Busulfan, redoks 

dengesini bozarak ve oksidatif hasara yol açarak spermatogonya apoptozuna neden olduğu 

gösterilmiştir (Ganjalikhan Hakemi ve ark., 2019). Ayrıca, spermatogonyal kök hücrelerin 

farklılaşmasını engelleyen BMP4/Smads yolakları aracılığıyla busulfanın spermatogonya 

farklılaşmasını engellemektedir (Carlomagno ve ark., 2010). Yetişkin sıçanlarda busulfan ile 

tedavi, Sertoli hücrelerinin bazal bölgesinde bulunan vimentin filamentlerin yıkılmasına neden 

olarak Sertoli hücreleri ile spermatogonya arasındaki bağlantıyı ayırmaktadır (ElGhamrawy ve 

ark., 2014). Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), kan-testis bariyeri fonksiyonunu 

düzenleyen Sertoli ve germ hücre adhezyon proteinidir ve farede intraperitoneal busulfan 

enjeksiyonuyla miktarı belirgin bir şekilde azalmaktadır (Cai ve ark., 2016). Ayrıca, busulfan 

tedavisi Sertoli hücrelerinde toll-benzeri reseptörlerin aktivasyonunu ve inflamatuar faktörlerin 

(makrofaj kemotaktik protein 1 ve tümör nekroz faktör-α gibi) ifadesini artırarak fare 

testislerinde endojen inflamasyona neden olmaktadır (Zhang ve ark., 2013). Busulfan kaynaklı 

oluşan testis inflamasyonunun kan-testis bariyeri ile ilişkili proteinlerin ekspresyonunu ve 

lokalizasyonunu etkilediği, kan-testis bariyerinin yapısını ve işlevini bozduğu ve seminifer 

tübül içindeki mikroçevreye zarar verdiği ve sonuç olarak spermatogenez bozukluğuna neden 

olmaktadır (Zhao ve ark., 2023).  

Busulfan tedavisi tamamlandığında, testis dokusunda inflamasyon ve doku onarımı 

gerçekleşerek testisdeki rejenerasyon süreci tamamlanarak spermatogenez normale 

dönmektedir. Hasar sonrası testis dokusuna veya seminifer tübüllerin içine nakledilen kök 
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hücreler, seminifer tübüllerde yerleşerek kendilerini çoğaltırak spermatogenez sürecini 

başlatabilmektedir (Qian ve ark., 2020). Seminifer tübüllere dışarıdan kök hücre geçişi, 

spermatogonyal kök hücre nakli gibi yapay bir yöntemle sağlanabileceği gibi, bazı durumlarda 

endojen kök hücrelerin de seminifer tübüllere doğal olarak geçebildiği gözlemlenmiştir. 

Farelerdeki hasarlı seminifer tübüllerde endojen spermatogonyal kök hücrelerin aktif hale 

geldiği ve hasarlı bölgeye yerleşerek sperm üretimine katkıda bulunduğu gösterilmiştir 

(Kanatsu-Shinohara ve ark., 2013). Busulfan tedavisini takiben NGN3+ farklılaşma eğilimli 

progenitör hücrelerin tekrar kök hücre durumuna dönebildiği ve bu popülasyonun rejeneratif 

yanıta önemli katkılarda bulunduğu gösterilmiştir (Nakagawa ve ark., 2007). Farelerdeki 

seminifer tübül hasarı sonrasında, spermatogonyal kök hücrelerin hasarlı bölgelere migrasyon 

gösterdiği ve bu kök hücrelerin hasarlı tübüllerde yeniden spermatogenez başlatabildiği 

gösterilmiştir (Hermann ve ark., 2010). Anne sütü kaynaklı kimerik hücrelerin hedef organa 

nasıl göç ettikleri ve farklılaşma mekanizması tam olarak bilinmemektedir. Pluripotent kök 

hücre özelliği göstermelerinden dolayı hasarlı bölgeye diğer kök hücrelerin göç edişi şeklinde 

gerçekleştiği düşünülmektedir. Çalışmamızda busulfan enjeksiyonu ile oluşan testis hasarı 

sonrasında tüm tekniklerde anne sütü kaynaklı GFP+ kimerik hücrelerin sayısının arttığı 

gösterilmiştir. Bu sonuç hasar sonrası testis rejenerasyonunda GFP+ hücrelerin etkin rol 

aldığını desteklemekle beraber kimerik hücrelerin rejenerasyondaki aktif rolünü ispatlamak için 

detaylı çalışmalara ihtiyaç vardır. 

Testiküler iskemi-reperfüzyon, endotelyal hücrelerde hücre içi sinyalleme kaskadını 

tetikleyerek nötrofil rekrütasyonuna, hücre içi reaktif oksijen türlerinin (ROS) artmasına ve 

sonunda germ hücrelerine özgü apoptoza yol açmaktadır (Lysiak ve ark., 2003). Dolayısıyla 

testis dokusunda IR ile yapılan çalışmalar anti-oksidan ajanların kullanımıyla daha çok 

koruyucu mekanizmalar üzerinedir (Şener ve ark., 2015). IR sonrası endojen kök hücre göçü 

ve farklılaşması ile ilgili çalışma bulunamamıştır. Ancak IR sonrası tedavi amaçlı izole edilen 

mezenkimal kök hücrelerin seminifer tübül içine enjeksiyonu ile bu hücrelerin spermatogonyal 

kök hücrelere farklılaşıp spermatogenezde aktif rol aldıkları gösterilmiştir (Sharifian ve ark., 

2022). Çalışmamızda IR sonrası testis dokusunda GFP+ kimerik hücre populasyonun varlığı 

gösterilmiştir. Ancak diğer konrol gruplarına benzer oranda GFP+ kimerik hücre bulunup hasar 

sonrası artış gözlenmemiştir. Bunun sebepi reperfüzyon sonrası sürenin uzun olup erken 

dönemde rejenerasyonun tamamlanmış olması olabilir. Busulfan grubundaki GFP+ kimerik 

hücre sayısının IR grubuna göre fazla olmasının sebebi busulfanın direk olarak spermatogonya 

üzerine etkili olmasından kaynaklanabilir. 
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İnfertilite son yıllarda artan ciddi bir sağlık sorunudur ve çiftlerin yaklaşık %20’sinde gözlenir. 

Erkek kısırlığı, tüm infertilite vakalarının yaklaşık yarısını oluşturur ve obstrüktif olmayan 

azospermi en şiddetli şeklide görülen vakadır. Azospermi genetik faktörlerin yanı sıra, 

yaralanmalar, toksik maddelere maruz kalma, immünsüpresyon ilaç kullanımı ve kanser 

tedavisi nedeniyle de ortaya çıkabilmektedir. Bununla birlikte, infertil erkeklerin büyük bir 

kısmı, insanlarda spermatogenezi ve sperm fonksiyonunu düzenleyen mekanizmaların hala tam 

olarak açıklanamayan yönlerini gösteren, açıklanamayan infertilite olarak tanımlanmaktadır 

(Fang ve ark., 2019). Günümüz yardımlı üreme teknikleri kullanılarak erkek infertilitesi birçok 

yönüyle tedavi edilebilmekte ve çiftler çocuk sahibi olabilmektedir. Ancak Klinefelter 

sendromu ve Y kromozom delesyonu gibi genetik faktörler, aşırı derecede toksik ajanlara 

maruz kalma ve kanser tedavisi spermatogenezde geri dönüşü olmayan hasarlara neden 

olmaktadır ve bu durumlarda yardımlı üreme teknikleri yetersiz kalmaktadır (Tüttelmann ve 

Gromoll, 2010). Bu nedenlerden dolayı son yıllarda üreme biyolojisi alanında çalışan 

araştırmacılar kök hücre tedavisi üzerine yoğunlaşmışlardır. Anne sütü kaynaklı olup testis 

dokusuna ait hücrelere farklılaşabilen kök hücrelerin izole edilip saklanması önerilebilir. 

Yüksek farklılaşma potansiyeli olan bu hücreler, infertilite tedavi yöntemlerinde kök hücreden 

farklılaştırma metodlarıyla kullanılabilir. 

Embriyonik kök hücrelerinin (EKH) in vitro ortamda erkek germ hücreleri oluşturabildiği 

gösterilmiştir. Kemik morfogenik protein 4 ile indüklenen germ hücrelerinin testiste seminifer 

tübüllere nakledildiğinde spermatogenezde rol oynayabileceği gösterilmiştir (Toyooka ve ark., 

2003). Busulfan ile oluşturulan infertil fare modelinde kemik iliği kaynaklı kök hücrelerin 

testise verilmesi ile bu hücrelerin germ, Sertoli ve Leydig hücrelerine farklılaştığı bildirilmiştir 

(Lue ve ark., 2007). Kök hücre araştırmalarının güncel konularından biri embriyonik bir kök 

hücre gibi davranması için yeniden programlanan farklılaşmış yetişkin hücreler olan uyarılmış 

pluripotent kök hücreler (iPSC)’dir (Kumar ve ark., 2015). Farelerin indüklenmiş pluripotent 

kök hücreleri, geç dönem germ hücrelerine (spermatozoa) farklılaşma yeteneğine ve 

potansiyeline sahip olduğu gösterilerek bu kök hücrelerin infertil testislere nakli ile erkek 

infertilitesinin tedavisinde potansiyel uygulamaya sahip olabilmektedir (Zhu ve ark., 2012).  

Kök hücre teknolojisinin hızla gelişmesiyle ve bu alanda yapılan çalışmalar ışığında gametlerin 

insan pluripotent kök hücrelerinden türetilmesi olasılığı, kısır çiftler için yeni terapötik 

stratejiler sağlayabilir. Ancak hem insan embriyonik kök hücre kullanımının önündeki yasal ve 

etik sınırlamalar hem de kök hücre elde etmesi ve uygulanmasındaki zorluklar ve bazı 

bilinmeyenler bu alanda çalışmayı sınırlandırmaktadır. İnsan embriyonik kök hücrelerinin etik 
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nedenlerle araştırmalarda kullanılamaması, anne sütünden elde edilebilecek embriyonik kök 

hücre benzeri özellikteki kök hücre tedavi yöntemleri kapsamında kullanılabilmesi açısından 

son derece önemlidir. Buna bağlı olarak bu alanda hücresel tedavi yöntemleri bir umut ışığı 

olmaktadır. Günümüzde kök hücre ile ilgili çalışmaların yoğunlaştığı iPSC ve insan 

mezenkimal kök hücreleriyle ilgili olarak karşılaşılan önemli bir problem, bu tipteki hücrelerin 

transplantasyon sonrası kontrolsüz bir şekilde tümör oluşumuna sebebiyet vermeleridir (Hentze 

ve ark., 2009). Buna karşın sütten izole edilen kök hücrelerin immün-yetersiz farelere 

enjeksiyonu sonucunda herhangi bir tümör oluşumuna rastlanmadığı bildirilmiştir (Hassiotou 

ve ark., 2012). Bu önemli verilerin yanında bu hücrelerin hücresel tedavi yöntemleri gibi 

amaçlarla kullanılması için henüz yeterince bilgi mevcut değildir. Bu kök hücrelerin her ne 

kadar in-vitro ortamdaki farklılaşma yetenekleri gösterilmiş olsa da in vivo olarak taşınabilme 

potansiyelleri ve dokularla olan ilişkileri belirsizliğini korumaktadır.  

Çalışmamızda elde etiğimiz anne sütü kaynaklı kimerik hücrenin testis dokusuna yerleşip 

seminifer tübül içerisinde gözlenmesi dikkat çekici bir sonuçtur. Somatik bir hücrenin göç 

ederek seminifer tübül içerisine yerleşmesi de çalışmamızın ilgi çekici sonuçlarındandır. 

Sonuçlarımızda seminifer tübül içerisinde germinal epitelin orta seviyesinde bölünme 

aşamasında olan bir kimerik hücrenin varlığı göç eden bu hücrelerin bulundukları yerde aktif 

olduğunu düşündürmektedir. Spermatogonyal kök hücreleri olmayan infertil erkeklerde sperm 

elde etmek için tek seçenek, hastaya özgü somatik hücrelerin pluripotent kök hücrelere 

dönüştürülmesi ve ardından genetik olarak ilişkili haploid gametlere diferansiyasyonudur. Fare 

pluripotent kök hücrelerinden erkek gametlere diferansiyasyonla canlı yavrular elde edilmiştir. 

Activin A ve kemik morfogenetik proteinler (BMP) 4 ve 8b'nin yanı sıra yaygın olarak 

kullanılan büyüme faktörleri olan bazal fibroblast büyüme faktörü (bFGF), epidermal büyüme 

faktörü (EGF), lösemi inhibe edici faktör (LIF) ve kök hücre faktörü (SCF) ile elde edilen 

hücreler fare testisine nakledilerek tam spermatogenez gerçekleşmiş ve yavrular elde edilmiştir 

(Hayashi ve ark., 2011). Bir diğer çalışmada ise in vitro olarak petri kabında somatik kökenli 

farklılaşmış gametlerden tam spermatogenez elde edilmiş ve üretilen fare spermatid benzeri 

hücrelerden ICSI sonrasında canlı yavrular elde edilmiştir (Zhou ve ark., 2016). Bu sonuçlar 

çalışmamızda gözlemlediğimiz somatik kaynaklı anne sütü kimerik hücrelerin seminifer tübül 

içerisine yerleşip farklılaşmasını destekleyebilmektedir. 

Gelişim esnasında XX kromozomlu primordial germ hücreleri testiküler kordlara yerleşip pro-

spermatogonyaya farklılaşmaktadır. Ancak tüm XX pro-spermatogonya doğumdan sonraki 

birkaç gün içinde dejenere olmaktadır (Bronson ve ark., 1995). 46 XX erkek (Chapelle) 
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sendromunda normal fenotipte erkek bireyler gözlenmekte olup bu bireylerde spermatogenez 

oldukça sınırlıdır. Düşük spermatogenez kapasitesinden dolayı infertil bireyler genellikle 

oligoastenoteratozoospermi (OAT) özelliktedir. Bu gibi sendromlu durumlarda da XX 

kromozomlu spermatogonya seminifer tübül bazal kompartmanında görülmektedir (Adrião ve 

ark., 2020). Bir başka çalışmada ise, 46,XX/46,XY tetragametik kimerizm durumunda 

oligospermik erkeklerden alınan testis ve deri örneklerinde  kısa tandem tekrar dizileri (STR) 

analizi sonucunda XX kromozomlu hücrelere rastlanmıştır (Magharehabed ve ark., 2019). XX 

kromozomlu gametlerin seminifer tübül içerisine yerleşimi sendrom ya da kimerizm 

durumlarında da olsa mümkün gözükmektedir. Bu durum çalışmamızdaki anne sütü kaynaklı 

GFP+ kimerik hücrelerin testise yerleşme potansiyelini desteklemekle beraber GFP+ hücrelerin 

detaylı kromozomal incelemelerinin yapılmasına ihtiyaç duyulmaktadır. 

Anne sütü kaynaklı kök hücrelerin, cerrahi bir müdahaleye gerek duyulmadan sadece emzirme 

yoluyla ulaşılabilmesi, hem insanlar hem de hayvanlar üzerinde çalışma yapma açısından 

önemli bir avantajdır. Bu bilgiler, sütte bulunan kök hücrelerin rejeneratif tedavilerde 

kullanılabilmesi için yeni fırsatlar sunmaktadır. Kök hücrelerin sütteki farklılaşma 

yeteneklerinin ve herhangi bir hasar durumunda nasıl işlev görebileceklerinin ayrıntılı olarak 

araştırılması özellikle testis hücreleri üzerinde önemlidir. 

Çalışmamızda annesütü kaynaklı kimerik hücrelerin testis dokusunda görülme olasılığı çok 

düşüktür. Bu durum yaptığımız qPCR ve akım sitometrisi analizleri sonuçları ile 

desteklenmektedir. Her iki analiz sonucunda da annesütü kaynaklı kimerik hücrelerin varlığına 

düşük oranda rastlanılmış olsa da bu hücrelerin testis dokusundaki varlığı mikroskobik 

incelemeler ile ispatlanmıştır. Bütün bir testis dokusunda birkaç adet bulunan annesütü kaynaklı 

GFP+ kimerik hücrelerin varlığını konfokal mikroskop altında 20 µm’lik seri kesitler ile 

incelemek oldukça zor ve uzun zamanlara ihtiyaç olan bir metoddur. Bu yüzden hem 

şeffaflaştırılmış kalın testis doku kesitlerinin konfokal mikroskobu hem de şeffaflaştırılmış total 

testis dokusunun lightsheet mikroskobu ile incelenmesi bu süreci hızlandırmaktadır. Böylece 

çalışmamızda önemli bir yere sahip olan mikroskobik analiz kısmında yaşadığımız problem 

ileri görüntüleme teknikleri ve mikroskopları kullanılarak aşıldı.  

Çalışmamızda yer alan limitasyondan biri hem seminifer tübül içerisinde hem de interstisyel 

bağ doku içerisinde bulunan hücrelere ait özgün işaretleyiciler kullanılarak testis dokusuna 

yerleşen annesütü kaynaklı GFP+ kimerik hücrelerin hücre tiplemelerinin yapılamamış 

olmasıdır. Diğer bir limitasyon ise kimerik hücrelerin göç ediş mekanizmasının erken dönemde 

araştırılmamış olmasıdır. Annesütü kaynaklı kimerik hücreler doğum sonrası erken dönemde 
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(ilk 5 gün) doğumdan itibaren gün aşırı takip edilerek testis dokusuna yerleşim mekanizmasının 

açıklığa kavuşturulmasına ihtiyaç duyulmaktadır. Testis dokusunda bulunan GFP+ kimerik 

hücrenin önce mikroskop altında tespit edilip daha sonra aynı hücrenin özgün işaretleyiciler ile 

boyanarak kimerik hücrenin testise özgü bir hücre tipine dönüşüp dönüşmediğini ispatlamak 

önem arz etmektedir. Böylece testis dokusuna yerleşen kimerik hücrenin farklılaşma 

potansiyelleri araştırılmalıdır. Busulfan hasarı sonrası gözlemlediğimiz kimerik hücre 

sayısındaki artışa neden olan mekanizma hasar sonrası erken dönemde detaylı olarak 

incelenmelidir. Hasar sonrası gözlemlenen kimerik hücrelerin kaynağının testis dokusuna ait 

bir kimerik hücre mi yoksa dışarıdan göç ederek testis dokusuna yerleşen başka bir kimerik 

hücre mi olduğunun gösterilmesi araştırılmalıdır. Çalışmamızda testis dokusuna yerleşen 

kimerik hücrelerin annesütü kaynaklı olduğu birçok yöntem ile ispat edilmiştir. Çalışmamızdan 

elde ettiğimiz veriler ışığında, kimerik hücrelerin hem göç hem de farklılaşma mekanizmasını 

aydınlatmak için ileri görüntüleme  ve moleküler teknikler kullanılarak gösterilebilir. Bu 

hücrelerin anneye  ait olduğu genetik olarak yapılan analizler ile de desteklenmesi 

gerekmektedir. 

Sonuç olarak, bu çalışmada annesütü kaynaklı kimerik hücrelerin testis dokusuna göç ettiği 

moleküler ve ileri mikroskopi teknikleri ile ilk kez bu çalışmada gösterilmiştir. Emzirme sonrası 

kontrol gruplarında hem erken dönemde hem de yetişkin dönemde fare testis dokularında GFP+ 

kimerik hücrelerin varlığı ispatlanmıştır. Aynı zamanda Busulfan hasarı sonrası daha çok 

olmakla beraber IR grubunda da kimerik hücrelerin varlığı gözlenmiştir. Anne sütü kaynaklı 

kök hücrelerin migrasyon ve farklılaşma kapasiteleri ile hasar modellerinde testis dokusunun 

rejenerasyonuna katkı sağladığı düşünülmektedir. Bu yüzden ileriki çalışmalarda testis 

rejenerasyonuna katkısı, mekanizması ve hangi hücre tiplerine farklılaştığı detaylı olarak 

araştırılmalıdır. 
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