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OZET

SICANLARDA CERRAHi OLARAK OLUSTURULAN TES_TiS HASARLARINDA
TESTIS KAYNAKLI STROMAL KOK HUCRELERIN TESTIS DOKUSUNA ETKIiSi

Faruk ALTINBASAK
Yuksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji AD
Tez Yoneticisi: Dr. Ogr. Uyesi Murat Serkant UNAL

Aralik 2022, 81 Sayfa

Azospermi, infertil erkeklerin %10-20’sinde bulunan ve ejakulat ile atilan semen
icerisinde spermatozoanin olmamasi olarak tanimlanir. Azospermi hastalarinda, sperm
elde edilmesi igin yapilan TESE ameliyatlarinda testislerde doku kayiplari ve hasar
meydana gelmektedir. Testislerde bu hasarin iyilesmesi uzun bir sire gerekmekte ve
testosteron seviyelerinin tekrar ylikselebilmesi aylarca surebilmektedir.

Bu calismadaki amacimiz testisin kendi mikrogevresine ait olan stromal kok hcreleri,
cerrahi olarak lezyon olusturdugumuz testis hasarinda transplante ederek etkilerini
incelemektir. Stromal kdk hicreler, bu lezyonlarin daha g¢abuk olarak iyilesmesine
neden olabilir.

Calismamizda 10 haftalik 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek sigan kullanildi. Sicanlar 3
gruba ayrildi. Kontrol grubu (n:6), Cerrahi Hasar grubu (CH), CH Sag ve CH Sol
seklinde (n:6) ve Testikuler Stromal Hicre grubu (TSC), TSC Sag Ve TSC Sol seklinde
ayrildi. (n:6). CH ve TSC gruplarinin, sol testisine hasar verirken sag testislerine higbir
uygulama yapilmadi. Cerrahi olarak hasar verdigimiz siganlara, testisten elde ettigimiz
testikiler stromal kok hicreler (TSC) transplante edildi. Daha sonra dokular
hematoksilen-eozin (H&E) ile boyandi ve Modifiye Johnsen skorlamasi ile fonksiyonel
yapilardaki iyilesme oranlari degerlendirildi. TSC'lerin testis dokusu Uzerindeki etkileri
Kaspas 3, BCL-2 ve BAX kullanilarak immunohistokimya teknigi ile gdsterildi. Testisteki
serum testosteron seviyeleri ise ELISA yontemi ile incelend..

15. gundn sonunda, CH Sol grubundaki bazi seminifer tabullerin germ hucrelerinde
dejenerasyon oldugu ve interstisyel alanlarin azaldigi, TSC Sol grubunda ise seminifer
tubdllerin  normal histolojisine yakin bir goérunime sahip oldugu belirlendi.
immiinohistokimyasal teknikle dokulardaki ekspresyonlar incelendiginde CH Sol
grubunda, Kaspas 3, BAX dizeylerinin arttigi Kontrol ve TSC Sol grubunda ise azaldigi
tespit edildi. BCL-2 duzeylerinin hasar grubunda arttigi, Kontrol ve TSC Sol grubunda
ise azaldigi izlendi (p<0.004). Serum testosteron seviyelerinde TSC grubunda, Kontrol
ve CH gruplarina gére artis olmasina ragmen bu artis istatiksel olarak anlamli degildi
(p>>0.119). Butun bunlara bagli olarak TSC'lerin testis dokusunda olugan cerrahi hasar
Uzerinde iyilestirici etkiler yaptigi gorulda.

Anahtar Kelimeler: Testis, Azospermi, infertilite, Testis hasari, Testikiiler stromal kok
hicre

Bu galigma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2021SBE006).
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ABSTRACT

THE EFFECT OF TESTICULAR STROMAL STEM CELLS ON TESTICULAR TISSUE
IN SURGICALLY INDUCED TESTICULAR INJURIES IN RATS

ALTINBASAK, Faruk
MSC Thesis in Histology and Embryology
Supervisor: Ast. Prof. Murat Serkant UNAL

December 2022, 81 Sayfa

Azoospermia is defined as the absence of spermatozoa in ejaculate semen, which is
found in 10-20% of infertile men. In azoospermia patients, tissue loss and damage
occur in the testicles in TESE surgeries performed to obtain sperm. This damage to the
testicles takes a long time to heal, and it can take months for testosterone levels to rise
again.

Our aim in this study is to examine the effects of transplanting stromal stem cells,
which belong to the microenvironment of the testis, in the testicular damage that we
have surgically created a lesion. Stromal stem cells can cause these lesions to heal
more quickly.

In our study, 21 10-week-old male Wistar-Albino rats were used. The rats were divided
into 3 groups. The control group (n:6) was divided into the Surgical Damage group
(CH), CH Right and CH Left (n:6), and the Testicular Stromal Cell group (TSC), TSC
Right and TSC Left. (n:6). While damaging the left testis of the CH and TSC groups, no
application was made to the right testis. Testicular stromal stem cells (TSC) obtained
from the testis were transplanted into rats that we had surgically damaged. Tissues
were then stained with hematoxylin-eosin (H&E) and recovery rates in functional
structures were evaluated with Modified Johnsen scoring. The effects of TSCs on
testicular tissue were demonstrated by immunohistochemistry technique using Kaspas
3, BCL-2 and BAX. Serum testosterone levels in the testis were analyzed by ELISA
method.

At the end of the 15th day, it was determined that there was degeneration in the germ
cells of some seminiferous tubules in the CH Left group and the interstitial areas were
reduced, while the seminiferous tubules in the TSC Sol group had an appearance close
to the normal histology. When the expressions in the tissues were examined by
immunohistochemical technique, it was determined that Kaspas 3 and BAX levels
increased in the CH Sol group and decreased in the Control and TSC Sol groups. It
was observed that BCL-2 levels increased in the damage group and decreased in the
Control and TSC Sol groups (p<0.004). Although there was an increase in serum
testosterone levels in the TSC group compared to the Control and CH groups, this
increase was not statistically significant (p>>0.119). As a result of all these, it was
observed that TSCs had curative effects on the surgical damage in the testicular tissue.

Keywords: Testis, Azoospermia, Infertility, Testicular damage, Testicular stromal stem
cell

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through project numbers 2021SBEO0Q6.
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1. GIRIS

Canlilarin varolus amaglari dikkate alindiginda, genetik bilgilerini nesilden nesile
aktararak soylarini devam ettirme i¢cglidistinde olduklari bilinmektedir. Amaci, soyunu
devam ettirmek olan bir canlinin, bu kabiliyetini kaybetmesi 6nemli bir sorun
olusturmaktadir. Guniumuzde tiketilen besin maddelerinin genetiginin degistiriimis
uranler olmasi, kemoterapi, radyoterapi, alkol ve sigara tuketimindeki yaygin kullanim,
bilingsiz ilag alimi ve genetik etkenler infertilitenin ana nedenleri olarak

nitelendiriimektedir (Dabaja ve Schlegel 2014).

Birey ve bireylerin yasam kalitesini olumsuz olarak etkileyen ve infertiliteye
sahip erkeklerin %10-15'inde goérllen azospermi, ejakulatta spermatozoanin olmamasi
olarak tanimlanir. Azospermi, tikanikliga bagl olan obstruktif (OA) ve tikanikhda bagli
olmayan nonobstruktif (NOA) olmak Uzere iki ¢esidi vardir. Klinik alanda nonobstruktif
azospermi (NOA) icin mikroTESE ydntemi ile sperm bulma imkani vardir (Aziz 2013).
Ancak bu tedavi yontemi her zaman olumlu sonuglar vermemektedir. infertilitenin en
siddetli sekli olan azosperminin, mikroTESE ile tedavisinin hem maliyet acisindan hem
de daha az farkh alternatiflerinin olmasi, bireyler igin endise kaynadi olmaya devam
etmektedir. Bunun disinda pre-kilinik agidan azosperminin tedavisi i¢in gen terapisi, in
vitro maturasyon ve mezenkimal kok hucreler kullaniimaktadir. Bu tedavi yéntemlerinin
arasinda mezenkimal kok hucrelerin, c¢odalma ve farkllagsma igin ylksek
potansiyellerinin olmasinin yani sira reparatif (tamir edici) ve rejeneratif (yenileyici)
etkilerinden dolayi bilim insanlari ve klinisyenler icin blyuk ilgi odagi olmustur (Kadam
vd. 2017). Azospermi modeli olusturulan canlilara nakledilen MKH’lerin, testisteki doku

hasarini onariminda énemli bir role sahip olduklari gdsterilmigtir.

Azospermili hastalarda, dusik seviyede bulunan testosteron miktari
spermatagonezin baglatiimasini ve devamlihdini olumsuz olarak etkilediginden dolayi

MKH’ler ile testosteron konsantrasyonu yukseltilerek esik dederine ulastirilir. Bu da



SKH’lerin Greme fizyolojisi agisindan dnemli bir rol oynadigi gorilmektedir (Meligy vd.
2019). Hatta bunun disinda testis mikrogevresinde germ hucrelerine farklilasma

kapasitelerinin olmasi, MKH’lerin tercih sebepleri arasindadir (Zahkook vd. 2014).

Yapilan birgok c¢alismada alinan sonuglar olumlu etkiler ortaya koysa da
arastirmalarin kisithligi ve klinik alandaki sonugsallik MKH’lerin infertiliteye sahip
bireyler ve daha birgok cesitli hastalik icin umut 111 tasidigi yonindedir. Bu
arastirmada klinik acidan deneysel hayvanlar tizerinde MKH’ler kullanilarak azospermili
sicanlardaki etkileri incelenerek literatlre pre-klinikten klinige gecis icin olumlu-olumsuz

sonugclari sunulmak istenmistir.

1.1. Amag

Bizim bu calismadaki amacimiz testikiler kaynakli stromal hicreleri, cerrahi
olarak lezyon olusturdugumuz sicanlarda testis hasari Uzerindeki sonuglarini incelemek

ve iyilestirici etkisini gdstermektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Anatomisi

insanlarda her testis, 2.5-3 cm kalinliginda ortalama 4-5 cm uzunlugunda ve 2-3
cm genisligindeki bir ¢ift oval sekilli organdir. Her bir testis 10-20 gr agirhdginda olup,
hacimsel olarak 15-25 ml arasindadir (Snell 2018)

Testisler, skrotum adi verilen fibromuskiler yapinin igerisinde, funiculus spermaticus
aracihgiyla asili haldedirler. Testisin;

= ki yani, margo anterior ve margo posterior

= ki yuizti, facies medialis ve facies lateralis

= |ki ucu ise margo anterior ve margo posterior olarak adlandiriimaktadir.

Margo posterior'un cevresinde epididimis ve epididimisin ortasinda funiculus
spermaticus yerlesmistir. Testisin visseral periton ile gevrelenmis kisimlari; iki yizi, én
yani ve uglari olup margo posteriorun sadece dis kismi periton ile kaplidir. Peritonun
olmadigi medial kisima, epididimis tutunur ve testise ait olan kan damarlari, sinirler ve
kanallar buradan geger (Arinci ve Elhan 1995).

Testis, U¢ tabakadan meydana gelmektedir. Bunlar; tunika vajinalis, tunika
albuginea ve tunika vaskulozadir. Testisler, abdominal kavitede retroperitoneal sekilde
gelisip skrotuma gé¢ ederken, peritondan kdken almis tunika vajinalisi de getirir. En
icteki tabaka olan tunika vajinalis, visseral yaprak ve pariyatel yaprak olmak Uzere iki
tabakadan olusur. Visseral yaprak, testise bakan kisma yakindir ve edidimisi 6rterken,
paryatel ise dig kisimda bulunur. Orta tabakadaki tunika albuginea, kalin ve kollojenden
yodun bag dokusuna sahip olup tunika vajinalisin visseral yapragi tarafindan
ortulmustur. Testisleri ¢cevreleyen bu tabaka, testisin posteriyor yuzeyinde kalinlagarak
mediastinum testisi meydana getirir. Tunika albugineadan ¢ikan fibréz uzantilar
(septum), testisi ortalama 250-300 adet lobule ayirir. Gorunim olarak piramite

benzeyen bu lobullerde, 1-4 adet kivrimli sekildeki seminifer tlbuller yer alir. Seminifer



tubuller rete testis ile devam eder. Tunika vaskiloza ise kapsulin en i¢ tabakasinda ki
gevsek bag dokusudur ve kan damarlarini bulundurur (Kuran 1983).

Testisi beslenmesinde rol oynayan ana damar testikiler artedir. Testisin gevresine
yaklastik¢ca kivrintisi artmaktadir. Bu damar énce spermatik kordon yapilarinda yer alir.
Birden fazla dallara da ayrilabilen testikiler arter, testisin posteriyor bdlgesine giderek
oblik haldeki tunika albuginea’nin i¢cinden gecip tunika vaskilozada dallanir. Testikiler
arterlerin dallanmasi temelde extremitas inferior'un ©n, orta ve Kkenarlarinda
gerceklesir. Daha sonra testikiler arterdeki dallarin bélinmesi devam eder ve seminifer
tibullerin arasinda bulunan interlobuller arteriolleri meydana getirir. Testikller arter
disinda testisi besleyen diger damarlar ise duktus deferentis arter ve kremasterik
arterdir.

Testislerdeki vendz drenaj, testisin posteriyor boélgesindeki birgcok venin, epididimis
kokenli dallar ile kaynasmasi sonucu zengin bir aga sahip plexus pampiniformis’i
meydana getirir. Plexus pampiniformis, abdominal venlere kanin tasinmasinda énemli
rol oynar. Sag testikller ven, dogrudan alt vena kava inferiora bosalirken, sol testikuler

ven ise sol renal venlere bosalir.

Testisteki lenfatikler, intertibller bdlimlerden baslayarak spermatik kord
icerisinden devam eder ve perikaval, paraaortik ve interaortokaval lenf nodlarina

bosalir. Seminifer tibdllerde lenfatik drenaj bulunmamaktadir (Arinci ve Elhan 1995).

Testislerin innervasyonu, sempatik ve parasempatik sinirlerden meydana gelir.
Bu sinirler, renal ve abdominal aort pleksususlarinin igerisinden geger. Daha sonra

testis arterleri seyri boyunca innervasyon noktasina kadar takip eder (Kuran 1983).

2.2. Testis Embriyolojisi

Cinsel gelisim, bir organizmanin yasamindaki temel evrelerden biridir.
Gelismekte olan gonadlardaki germ hicreleri, ergenlikle birlikte olgunlagsmasini
tamamlayarak, sonraki nesillere aktarilan tek genetik mirastir. Ureme sistemi
organlarinin cinsel farkllasmasi ve belirlenmesi, Y veya X kromozomunun varlidi ile
yonlendirilir. Bagka bir deyisle insan, fertilizasyon sonucunda, genetik olarak bir erkek
veya bir disi embriyo olarak gelismeye mahkdmdur. Bununla birlikte gonad geligiminin 7.

haftasina kadar, erkek ve disi gonad arasinda ayrim yapmak oldukc¢a imkansizdir. Bu



nedenle bu asamaya ‘farkhlasmamis safha’ denirken, gonadlara ise ‘farkhlagsmamig

gonad’ olarak isimlendiriimektedir (Moore vd. 2015).

Primordiyal germ hicreleri, epiblast tabakasindan kdken alir ve 4. haftada yolk
kesesinin allantoise yakin duvarindaki endodermal hicreleri arasinda bulunur.
Embriyonun katlamalari esnasinda vitellis kesesinin dorsal tarafi, embriyonun i¢
kismina yerlesir. Bu sirada primordiyal germ hicreleri, arka bagirsagin dorsal
mezenteri silresince gonadal kabartilara migrasyon yaparlar. Primordiyal germ

hucreleri altinci haftada, altindaki mezenkimi istila ederek gonadal kordonlara katilirlar.
Gonadlar, sperm ve oosit Uretmeye 6zellesmis organlardir ve li¢ kaynaktan gelisir:

= Arka karin duvarini kaplayan mezotelyum (mezodermal epitel)
= Alttaki stromal doku (embriyonik bag doku)

= Primordial germ hicreleri (farklanmamis cinsiyet hicreleri) (Sadler 1996).

Mezotelyum 5. haftada, mezonefrozun medialinde bir doku ¢ikintisi olan genital
kabartiy! olusturmak Uzere ¢ogalir. Goriinls olarak parmak seklini animsatan gonadal
kordonlar, altindaki mezenkime nufuz ederek buyurler. Farkhlasmamig gonadlar artik bir
medulla ve korteksten olusur. XX embriyolarda over korteksten kdken alacak ve medulla
gerileyecektir. XY embriyosunda medulla testislere donisecek ve korteks gerileyip
dejenere olacaktir. Gelismekte olan embriyo, genetik acgidan erkek ise primordiyal germ
hucreleri Y kromozomu tagimaktadir. Testis belirleyici faktor (Testis Detarmining Factor),
Y kromozomunun kisa kolundaki SRY geni tarafindan kodlanir. SRY tarafindan
dizenlenen testis belirleyici faktor (TDF), gonadal kordonlari, seminiferéz kordonlara
donusturur. TDF, seminiferéz kordonlari indikler ve bunlari farklanmamis gonadin
medullasinin i¢ kesimlerine dodru uzamasina sebep olur. Ardindan kordonlar dallanarak,
birbirleri ile anastomoz yapan bir aga ayrilir ve olgun spermin, testislerden ayrildigi bir
dizi yapinin ilki olan rete testisleri olusturur. Yogun bir fibr6z bag dokusu tabakasi olan
tunika albuginea, gelisimini tamamladiktan sonra gonadal kordonlarin ylzey epiteli ile
baglantilarini koparir. Testikuler gelisim icin tunika albugineanin gelisimi 6nemli bir
olaydir. Genisleyen testis, kademeli olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve
kendine has mezenteri olan mezorsiyum ile asili duruma gelir. Seminifer kordonlar, rete

testise, tubuli rekti ve seminifer tibullere farklanirlar (Partin vd. 2020).

interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) meydana getiren mezenkimden Seminiferéz
tubdller ayrilirlar. Gebeligin sekizinci haftasinda, Leydig hicreleri androjen olan
testosteron ve androstenedione uretimine baglar ve bdylelikle de mezonefrik kanallar
ile dig genital organlarin cinsel farklilasmasini indiikler. insan koryonik gonadotropin

hormonu (hCG) 8.haftayla birlikte, testosteron uretimini stimlle eder ve Uretilen hormon



miktari 8-12 haftalik ddbnemde maksimum degerine ulasir. Testosteron haricinde fetal
testislerde anti-Mullerian hormon (AMH) veya Mullerian inhibitor madde (MIS) olarak
isimlendirilen glikoprotein yapida bir hormon da salgillamaktadir. Sertoli hucreleri
(destek hiucreler) tarafindan salgilanan anti-Mdllerian hormon, puberteye kadar
salgisini devam ettirir ve daha sonra salgli miktari azalir. AMH, paramezonefrik
(Mullerian) kanallarin gelisimini baskilayarak uterus ve tuba uterinaya farklilagmasini
onler (Moore vd. 2015).

Puberte cagina kadar kati (solid) bir halde kalan seminifer tabdllerin Iimeni yoktur.
Puberte ile birlikte Iimen kazanirlar. Seminifer tibdullerin duvarinda, destek htcreleri
olan Sertoli hicreleri ile primordiyal germ hicrelerinden farklanan spermatogoyum

olmak Uzere iki tip hiicre bulunur (Sadler 1996).

Fetal testiste, seminifer tiibiil epitelinin bilyiik kismini Sertoli hiicreleri olusturur. ileri
ki fetal gelisim esnasinda, testisin ylzey epiteli dizleserek yetiskin testisin dis
yuzeyinde bulunan mezoteli meydana getirir. Duktuli efferentesleri olusturan rete testis,
15-20 adet mezonefrik tubullerle devam eder. Buradaki duktuliler, mezonefrik kanal
(Wolffian) ile birbirlerine baglanirlar. Ayrica Wolffian kanalini duktus epididimisi de

olusturur.

2.3. Testis Histolojisi

Testisler, spermatik kordon ile asili halde duran ve vicut boslugu disinda yer
alan, fibromuskiler yapidaki skrotum icerisindeki bir ¢ift organdir. Fetusun geligimi
sirasinda abdominal kaviteden skrotuma go¢ eden testisler, kendileri ile beraber kan ve
lenfatik damarlari, otonomik sinirleri ve testislerin anterolateral kismini kaplayan,
peritondan gelismis tunika vajinalisi de getirir. Testislerin skrotum igerisinde bulunma
sebebi, spermatogenez icin gerekli olan sicakhgin, vucut sicakliindan 2-3 derece
altinda olmasindan kaynaklidir. Bu durum hayati bir énem arz etmektedir. Fakat

hormon Uretimi (steroidogenez) igin gerekli degildir (Ross ve Pawlina 2011).

Testisler, kalin ve yogun bir bag dokusu kapsule sahip olan tunika albuginea
tarafinda gevrelenmigstir. Kapsuliin daha iginde yer alan tunika vaskuloza, gevsek bag
dokusu yapisinda olup kan damarlarina sahiptir. Tunika albuginea, testisin arka
yluzeyinde kalinlasarak, iceriye dogru mediastinum testisi olusturur. Her bir testis,

kapstulden uzanan ince bag dokusundaki fibréz uzantilar (septum) ile ortalama 250-300



adet lobule ayrilir. Her lobilde, Leydig hlcrelerini iceren gevsek bir bag dokusu bulunur
ve bu bag doku, spermatozoonlarin uUretildigi 1-4 adet seminifer tlbuli cevreler.
Lobildeki uzun, kivrimh ttbuller kangallar olusturarak kendi Uzerine katlanir. Testisin
mediastinumuna yakin bélumunde kangalin u¢ kisimlari kisalarak duz kisa segmentler
halini ahr. Bu bdélim diz tubul (tubulus rektus) olarak isimlendirilir. Testis
mediastinumda labirent seklinde birbiriyle baglantili olan ve epitel hicreleri ile doseli
kanallarin bulundugu rete testis ile devam eder (Sekil 2.3) (Gartner ve Hiatt 2012).

epididimisin
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[epidimicinggloery

Sekil 2.3: insan testisin ve epididimisinin bas ve gévdesinin H&E ile boyanmis sagital kesiti
(Ross ve Pawlina 2011).

2.3.1. Seminifer Tlibiiller

Seminifer tubdlller, spermatojenik germ hucrelerinin, bdlinlp olgunlasarak
spermatozoonlara farklilastigi yerdir. Yaklasik 150-250 pm c¢apinda, 30-70 cm
uzunlugunda olan tubullerin epitelini, ¢ok kath epitel désemektedir. Bu epitelde Sertoli
hlcresi olarak bilenen destek hicreleri ve olgun spermi olusturacak spermatojenik
hlcreler yer almaktadir. Sertoli hiicreleri, puberteye kadar ¢ogalan ve spermatojenik
seri hucrelerini saran uzamis pirimidal hicrelerdir. Bu hicrelerin tabanlari, seminifer
tibulin bazal laminasina otururken, apikal uglari ise Iimene dogru uzanir.

Spermatojenik hicreler ise bazal lamina ile limen arasinda yerlesen 4-8 katli hicre



serileridir. Bazal laminada spermatogonyum denilen olgunlasmamis (immatur) hucreler
bulunurken, limenin apikal kisminda ise olgun spermatid hicreler tutunurlar (Junqueira
2006).

Seminifer tibulld gevreleyen fibréz tunika propriya, ¢cok katmanhdir ve fibroblast
hicreleri icermez. Tunika propriyanin bazal laminasina bitisik olan icteki katmanda, bol
miktarda aktin filamenti icermesinden dolay! diiz kas fonksiyonuna sahip miyoid hlicre
bulunur. Bu hicreler seminifer tubullerdeki spermatozoolarin ve testis sivisinin
bosaltim kanallarina tasinmasinda rol oynayan peristaltik kasiimalar yapar (Sekil 2.3.1)
(Gartner ve Hiatt 2012).
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Sekil 2.3 1: Seminifer tibulin genel gérimu (enine kesit) (Eroschenko ve Di Fiore 2013).

2.3.2. Sertoli Hiicreleri (Destek Hiicreleri)

Testisin fonksiyonu i¢in 6nemli etkiye sahip olan Sertoli hucreleri, spermatojenik
hicreleri gevreleyen, uzun, pirimidal ve gogalamayan destek hucreleridir. Seminifer
tubuldn, bazal laminasindan Iimenine dogru uzanan bu hicrelerin ¢ekirdekleri, oval ve
centikli olup, az sayida granulli endoplazmik retikulumu (gER), ¢ok sayida diiz granulli
endoplazmik retikulumu (aER), iyi gelismis golgi kompleksi ve ¢ok sayida lizozom ile
mitokondriye sahiptir. Bunlarin digsinda lipid damlaciklar, vezikilleri, glikojen
grandullerini, filamentleri ve inklizyon cisimcikleri de icermektedir (Sekil 2.3.2) (Johnson
1991).

Sertoli hicrelerinin, testislerde ¢cok sayida énemli fonksiyona sahiptir. Bu fonksiyonlar;

= Gelisen spermatozoonlari besler, korur ve destekler.



= Yan yana olan Sertoli hucreleri, kendi aralarinda zonula okludens (siki baglanti)
seklindeki engelleyici baglantilar yaparak kan-testis bariyerini olugturur.

= Spermatidlerin spermiyogenez asamasinda fazla sitoplazmalarini ve ayrica
mutasyona ugramis germ hdcrelerini, gelismis lizozomlari sayesinde fagosite eder.

= Spermatozoonlarin seminifer tubullerden bosaltim kanalarina dogru iletilmesini
saglayan siviyi salgilayarak sekresyon yapar.

= Spermatozoonlarin, beslenmesi icin ihtiya¢g duydugu fruktozdan bol testikller sivi
salgilar.

= Testosteron ve follikil uyarici hormonun (FSH) kontroli altinda Sertoli hticreleri,
spermatogenez icin ihtiya¢ duyulan testosteronu, seminifer tibillerde yodunlastiran
androjen baglayici proteini (ABP) salgilar.

= Testosteronu dstrojene gevirerek az miktarda da olsa salgilanmasini saglar.

= On hipofiz bezinden FSH (retimini ve salinimini engelleyen inhibin hormonu
salgilar.

= Fetal gelisim esnasinda erkekte, Muller kanallarinin gerilmesine neden olan ve disi

ureme organlarinin gelisimini baskilayan AMH uretir (Ovalle ve Nahirney 2013).
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Sekil 2.3.2: Sertoli hiicresi ve etrafindaki hiicrelerin ince yapisi (Eroschenko ve Di Fiore 2013).

2.3.3. Spermatojenik Hiicreler

Spermatojenik hulcreler, seminifer tlbulin bazal laminasi ile limeni arasina

yerlesmis, 4-8 hicre katindaki ¢ok katl epitelin germ hucreleridir. Bazal laminadan
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itibaren ¢ogalan hicreler, seminifer tabulin Iimenine dogru ilerleyerek
spermatozoonlara dénusur ve epitel ile baglantilarini kopararak limende serbest
hale gelirler (Sekil 2.3.3).
Spermatogenez, primitif germ hilicresi olan spermatogonyumlarin, c¢ogalip
farklilasarak spermatozoonlari olusturdugu bir sirectir. Bu sdre¢ ¢ 3 evrede
meydana gelmektedir.
= Spermatogonyal faz: Spermatagonyumlar mitoz bolinmelerle c¢ogalip
farklilasarak, diploid sayidaki primer spermatositeleri meydana getirir.
= Spermatosit fazi (Mayoz): Primer spermatositlerin, Ust Uste iki defa mayoz
gecirerek DNA miktarlarini ve kromozom sayilarini azaltip, haploid sayidaki
spermatidleri olusturur.

= Spermatid fazi: Spermatidler, farklilasarak spermatozoonlara donisur (Ross ve
Pawlina 2011)

Geg spermiyogenez Geng spermatidler

- o 7&%7 Sekonder spermatositler
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baslangici
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i Sertoll N

#- hiicreg Primer spermatosit

Bazal Spermatogonyum
lamina
Fibroblast

Inlerstlsyel hiicreler

Sekil 2.3.3: Seminifer tibulde yer alan spermatojenik seri hicreleri (Junqueira 2006).

Spermatagonyum germ hucreleri, diploid kromozoma (44 otozom + XY) sahip,
bazal laminanin Ustinde yerlesmis ve puberte ¢agi ile birlikte mitoz bolinmeler
gecirerek yeni hlcreleri meydana getirirler. NUkleuslarinin géranusleri géz énune
alindiginda spermatogonyumlar, insanlarda; tip A koyu spermatogonyum, tip A acgik
spermatogonyum ve tip B spermatogonyum olmak Uzere 3’e ayrilmaktadir.

1. Tip A koyu spermatogonyumlar, oval bicimindeki koyu boyanan nukleuslara

sahiptir ve ince grandlli kromatinleri igcermektedirler. Bu hicreler, mitotik
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sikluslar gecirerek ya tip A koyu spermatogonyumlari olusturur ya da tip A acik
spermatogonyumlari meydana getirir.

2. Tip A acik spermatogonyumlarin, nikleuslari oval seklinde olup ag¢ik renkte
boyanma gdsterirler. Bu hicreler de art arda birgok mitoz bélinmeler gegirerek
tip A acik spermatogonyumlari ve tip B spermagonyumlari olustururlar.

3. Tip B spermatogonyumlar ise nuklear membrana bagh sekilde kimelenmis
heterokromatine sahip, yuvarlak nikleuslar icerir. Tip B spermatagonyumlar,
mitoz bolinmeler ile primer spermatositleri olusturacak oncul (progenitor)
hicrelerdir (Johnson 1991).

= Tip B spermatagonyumlarin, mitoz bélinme gecirmesi sonucu olusan primer
spermatositler, 4N DNA ve 46 kromozom (44+XY) icerirler. Bu hcreler
germinal epitelin orta boéliminde bulunur ve seminifer tibllde yer alan
spermatojenik serinin en buyuk hdcreleridir. Primer spermatositler, ilk mayoz
boélinmesini gecirerek 23 kromozoma (23+XY) sahip sekonder spermatositleri
olusturur. Kromozom sayisinin yariya dusmesi, hucrelerdeki DNA miktarinin da
(2N) yariya dusmesine neden olur. Sekonder spermatositler ise, primer
spermatositlere goére lUmene daha yakin olup yarisi kadar bir boyuta sahiptir.
Sekonder spermatositler meydana geldikten ¢ok kisa bir slre sonra
spermatidleri olusturmak icin ikinci mayoza girdiklerinden dolayi testis
kesitlerinde gériilmesi oldukga zordur. Ikinci mayoz sonucunda olusan
spermatidler, 23 kromozom sahip ve haploid (1N) sayidadirlar. Bunun nedeni
ise, sekonder spermatidlerin S fazina (DNA replikasyon) ge¢meden direkt
olarak ikinci mayozun profaz fazina girdiklerinden dolayidir. Spermatidler, hem
primer spermatosit hem de sekonder spermatosite gbre daha kiguUktir ve
Ilimene daha yakin konumdadirlar. Ayrica Sertoli hicreleri ile yakin baglanti
icerisindedirler. Bu baglanti, spermatidlerin Sertoli hiicrelerine siki baglanmasi
seklindedir. Spermatidlerin farkhlagmasi (metamorfoz) sonucunda meydana
gelen spermatozoonlarin, seminifer tibdllerin Iimenine saliveriimesi ve Sertoli
hicreleri ile spermatozoonlarin arasindaki baglantilarin kopmasi, spermiasyon

denilen sureg ile gerceklesir (Ross ve Pawlina 2011).

2.3.4. Spermiyogenez

Spermiyogenez, spermatidlerin morfolojik olarak farkililasma gegirmesi sonucu
spermatazoonlari (olgun sperm) olusturdugu son asamadir. Spermiyogenez 4

safhaya ayrilir:
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Golgi safhasi: Spermatidin niikleus ¢evresine yakin olan Golgi kompleksinde, PAS
pozitif granul olan proakrozomal granuller birikir. Ardindan proakrozomal granuller
akrozomal vezikulleri olusturmak Uzere bir araya gelir. Akrozomal vezikil Golgiden
kaynakli bir membran ile sarilidir. Ayrica bu safhada akrozomal vezikil buylyerek
icerigini artirir.

Kep safhasi: Akrozomal vezikul, yogun halde olan nukleusun 6n yuzeyinin yaklasik
yarisini 6rtecek kadar yayilir. Bu yapi akrozomal kep adini alir.

Akrozom safhasi: Bu safhada spermatid, kendi konumunu degistirerek bas kismini
Sertoli hicresinin icerisine gémer. Olgunlasmasini devam ettiren flagellum ise
Ilimene yobnelir. Spermatid nukleusu, yassi bir gérinim alarak uzar. Akrozom,
hyaluronidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve etki olarak tripsinle ayni goérev goéren
akrozin gibi hidrolitik enzimleri barindirir. NUkleus ve akrozom, plazma
membraninin 6n bolumine yakin bir konuma go6¢ ederken mikrotubuller ise
akrozomun arkasindan, spermatidin arka kutup bolgesine kadar ilerleyen silindirik
kilif olan manseti meydana getirir. Gelismekte olan flagellumu, plazma membrani
kusatmak Uzere posteriyora go¢ ederken, manset yok olur ve mitokondriyonlar da
flagellumun proksimal tarafinda heliks seklinde bir kilif olusturmak Uzere
toplanarak, spermatidin orta parcasini olusturur. Orta parganin distalindeki fibréz
kilif esas pargay! cevreleyerek flagellumun u¢ kismina kadar ilerler. Fibroz kilifin
distalinde kalan kuyruk bolimua son pargcayl meydana getirir.

Olgunlasma (Maturasyon) safhasi: Flagellanin c¢evresindeki fazla sitoplazma
azaltilarak spermatozoonlar olusur. Geriye kalan artik sitoplazma olan rezidiel
cisimcik ise Sertoli hicrelerinin fagosite 6zelligi ile ortadan kaldirlir. Spermatidler
arasindaki baglantilar koparak, Sertoli hucreleri araciligiyla seminifer tabulin

Iimenine serbest birakilir (Ross ve Pawlina 2011).

2.3.5. Olgun (Matiir) Sperm

50-70 um uzunlugundaki olgun sperm hcresi, hareketli olup DNA'yI iceren bas,

orta parga ve hareketten sorumlu kuyruktan olugsmaktadir. Sperm basi 3 um

genisgliginde, 4,5 pm uzunlugunda ve 1 um kalinhgindaki sivri, yassi seklindedir.

Nukleusun 2/3’lik kismi zarla kusatiimis olan akrozom igerir. Akrozom; hyaluronidaz,

néraminidaz, asit fosfataz ve akrozin gibi hidrolitik enzimleri icerir. Bu enzimler

fertilizasyon igin hayati dnem tasimaktadir. Ozellikle zona pellusidanin gegilmesinde

buyuk rol oynarlar. Bunun diginda oosit ile spermin ilk temasinda, akrozomal reaksiyon



13

baglayarak akrozom enzimleri salinir, bdylelikle hem fertilizasyon kolaylasir hem de
oosite, birden fazla spermin girmesine engel olunur.

Olgun spermin kuyrugu, periferde 9 ¢iftli, santralde ise 2 tane tekli mikrotibdl icerir.
Boyun, orta, esas ve son pargadan olusmaktadir. Boyun kismi spermatozoonun bas
bdlgesi ile orta parcasini birbirine baglayarak eklem goérevi gorir. Orta parga, spermin
hareketliligi igin gerekli enerjiden sorumlu olan mitokondriyonlari barindirir. Esas parca
ise kalin fiberler, aksonemal kompleks ve fibroz kilifi barindiran ve spermatozoonin
ilerletiimesinde rol oynar. Son parca 9 c¢ift mikrotibul icerir ve yalniza aksonemal
kompleksi barindirir (Ovalle ve Nahirney 2013).

Sekil 2.3.5: Olgun spermatozoanin yapisi (Ross ve Pawlina 2011).

2.4. Spermatogenezin Hormonal Kontrolii

Spermatogenez, gonadotropin saliniminin artirmasi sonucu puberte c¢aginda
baslar ve FSH, luteinizan hormon (LH), ABP ve testosteron hormonlarinin etkisi altinda
kontrol edilir. FSH, hipofizin 6n bezinden salgilanarak, seminifer tibdldeki Sertoli
hicrelerinin uyariimasini saglar. Béylelikle spermatogenezin baglatiimasina ve ABP
hormonun salgilanmasina neden olur. Hipofizin 6n lobundan salgilanan bir diger
hormon olan LH, interstisyumdaki Leydig hicrelerindeki LH reseptérelerinin
uyariilmasini saglayarak steroid yapidaki testosteronun sekresyonuna neden olur.
Testosteron, sekonder seks karakterlerinin gelismesi ve surekliligi icin gerekli olan
onemli bir hormondur.

FSH ve LH’in aksine testosteron, kan-testis bariyerinden difiizyon araciligiyla rahatlikla
gecebilmektedir. Sertoli hucrelerinden salgilanan ABP, testosterona baglanarak
testosteronun seminifer tibulin lGmenine taginmasini ve spermlerin olgunlagmasi igin
gerekli yogunlagsmayi saglar. Sertoli hlcrelerinden ayrica FSH salinimi engelleyen
inhibin ve az duzeyde de olsa Sertoli hucrelerinin testosteronu donigtirmesi sonucu

olusan dstrojen salgilanir (Sofikitis vd. 2008).
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2.5. interstisyum ve Leydig Hiicreleri

Testisin interstisyum dokusu, seminifer tibdllerin bosluklarinda bulunan, kollajen
lifleri, kan ve lenf damarlari ile birlikte sinirleri iceren ve androjen Uretimi igin dnemli
isleve sahip bag dokusudur. Bu dokuda; Leydig hicreleri, mast hicreleri, makrofajlar,
fibroblastlar ve farklilasmamis stromal hicreler bulunmaktadir. interstisyumun ana
hicresi olan Leydig hicreleri, poligonal veya yuvarlak olup, bol miktarda kiguk lipid
damlaciklari iceren ve sitoplazma acisindan eozinofilik 6zellige sahip hicrelerdir.
insanlardaki Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda ek olarak, Reinke kristalleri adi
verilen lipofuskin pigmente sahip ve ¢ubuk gérinimuindeki kristallere sahiptir. Leydig
hicrelerinin en buylk goérevi steroid yapisindaki testosteron Gretimi olup, bu hormon;
= Embriyoda, gonadlarin geligimi,
= Pubertede, spermatogenezin baglatilmasi, cinsiyet bezlerinin sekresyonu ve

sekonder seks karakterlerinin geligmesi,
= Yetigkinlerde ise spermatogenezin, sekonder seks karakterlerinin, cinsiyet

bezlerinin ve bosaltim kanallarinin sirekliligi icin gereklidir (Ross ve Pawlina 2011).

Leydig hicreleri, erkeklerde fetal dénemin erken periyodundan itibaren
farklilasmaya baslar ve testosteron uretimindeki azalma ile birlikte, 5. ayda inaktif hale
gelir. Bu durumdaki Leydig hucreleri, fibroblastlardan ayirt edilemeyecek kadar benzer
bir gérinime sahip olurlar. Puberte ¢agina gelindiginde ise, gonadotropin hormonunun
sekresyonu ile uyarilan inaktif durumdaki Leydig hlcreleri, aktif hale gelerek androjen

uretimine tekrar devam ederler (Sekil 2.5) (Junqueira 2006).
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Sekil 2.5: Komsu seminifer tibdllerin arasinda kalan interstisyumdaki Leydig hicreleri (Ross ve
Pawlina 2011).

2.6. Testis Histofizyolojisi

Spermatogenez gergeklesebilmesi igin testis isisinin, vicut sicakligi olan 37
°C’den diisiik olmasi gerekmektedir. Viicut sicakligi, spermatozoonlarin hem gelisimini
hem de olgunlasmasini negatif yonde etkilemektedir. Skrotum iceresindeki testisin
Isisi, yaklasik olarak 35 °C olup bu isinin kontrolii gesitli mekanizmalarla dengede
tutulmaktadir. Bu mekanizmalardan ilki; venlerin meydana getirdigi pampiniform
pleksusun, kivrintili olan testikiiler arteri cevrelemesidir. ikincisi ise testise gelmekte
olan arteriyal kanin, testisten giden soguk ven6z kan ile Ters Akim Isi Degisim Sistemi
(CHES) olan bir mekanizma ile sogutulmasidir. Ayrica testis sicakligi 35 °C’den daha
dusuk bir dereceye indiginde, testiste bulunan kremaster kasi ve dartos kaslarinin
kasilmasi sonucu, testisleri abdominal kaviteye vyaklagtirarak, sicakhgin normal
seviyeye gelmesini saglar. Embriyonik dénemde, bir veya her iki testisin inmedigi bir
durumda (kriptorsidizm), testisler abdominal kavitede kalir. Bu durum testislerin 37
°C’'de kalmasina bagli olarak spermatogenezin gerceklesmesini engeller (Ross ve
Pawlina 2011).
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Hem endokrin hem de ekzokrin fonksiyon sahip testis, hormonlarin kontroli
altinda caligmaktadir. Ekzokrin salgisi, Leydig hucrelerinin Urettigi testosterondur.
Testosteron, spermatogenezin baglamasini, sekonder seks karakterlerin gelismesini ve
kan-testis bariyeri ile cinsiyet bezlerinin uyarilmasini saglar. Bu hormonun kontroll, 6n
hipofiz bezinden salgilanan LH'in, Leydig hucrelerinde bulunan LH reseptorleri ile
etkilesmesi sonucu saglanir. Eger testosteron miktari, normal seviyelerin Gzerinde ise
LH salinimi durur. On hipofizden salgilanan FSH, testosteronu etkileyen diger bir
hormondur. FSH, seminifer tubullerdeki Sertoli hicrelerini uyarmasi sonucu ABP
Uretimine neden olur. ABP, testosterona baglanarak bu hormonun yogunlasmasini
saglar ve seminifer tibllin limenine gitmesine aracilik eder. Sertoli hlicrelerinden
Uretilen inhibin ise, FSH salinimi inhibe eder (Weinbauer vd. 2010).

Testisin endokrin salgisi, ejakulasyon ile atillan spermatozoonlardir. Bu germ
hicrelerinin testislerdeki tretimi, glinde yaklasik olarak 200 milyondur. Meydana gelen
semen miktari ise 2.5 ml olup igerisinde ortalama 40-100 milyon/ml spermatozoon
bulunmaktadir. Eger bu yogunluk, 20 milyon/mI’den az ise oligozoospermi denen sorun
ortaya c¢ikmaktadir. Ek olarak semen igerisinde spermatozoon bulunmadiginda
durumda ise azospermi adi verilen rahatsizlik meydana gelmektedir (Ilacqua vd. 2018).

Spermatogenez  sonucu olusan  spermatozoonlarin, sayisal acidan
azalmasinda, mutasyona ugramasinda veya bozuk olarak (Uretilmesinde, alkol,
uyusturucu, kemoterapi, radyoterapi, sigara ve bilingsiz ila¢g kullanimi gibi faktérlerin
etkisi oldukca fazladir. Bu etmenlerin sonucunda, spermatozoonlarda herhangi bir

sorun olmasi, erkeklerde infertiliteye neden olmaktadir (llacqua vd. 2018).

2.7. Azospermi

Azospermi terimi, Diinya Saglik Orguti (DSO) gére Eliason tarafindan ilk kez
1981'de "santrifljlenmis bir semen numunesinin pelletinde spermatozoa bulunmamasi”
olarak tanimlamistir. Amerikan Uroloji Dernegi ise, daha detayli bir tanim yaparak "15
dakika boyunca 3000x g'da santrifijlemeden sonra pelletin incelenmesi sonucunda
spermin bulunmamasi” seklindedir. Temel olarak azosperminin; nonobstriktif
(tikanikhda bagh olmayan) ve obstruktif (tikanikhga bagl) olmak uzere iki tipi vardir
(Aziz 2013). Obstriktif azospermide (OA), seminifer tlbullerde spermatogenez
olmasina ragmen iletici kanallardaki sorunlar nedeniyle sperm c¢ikisl

gerceklesememektedir. Nonobstruktif azospermi (NOA) ise spermatogenezin olmamasi
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sebebiyle, ejakulatta sperm bulunmamasi olarak tanimlanir ve erkek kisirhiginin en
siddetli seklidir (Baker ve Sabanegh Jr 2013).

2.7.1. Azosperminin Etiyolojisi

Azosperminin birgok sebebi olmasina ragmen, bu sorunun etiyolojisi OA ve
NOA olmak Uzere iki genel kategoriye ayrilir. OA’nin olusmasina sebep olan durumlar;
vas deferens konjenital yoklugu vazektomi, herni tamiri, ejakilatér kanal obstriksiyonu,
epididimal kist ¢ikariimasi, prostatektomi ve idiyopatik olaylardir (Baker ve Sabanegh Jr
2013). NOA’ya neden olan sebepler; Klinefelter, Y kromozomundaki AZF
mikrodelesyonlari ve Kallman sendromu, testis torsiyonu, inmemis testis (Kriptorsizm),
radyoterapi ve kemoterapi, testikiler travma ve idiyopatik olabilmektedir (Cocuzza vd.
2013).

2.7.2. Azosperminin Epidemiyolojisi

Azospermi, infertiliteye sahip erkeklerde %210-15'inde gorilir ve dinyadaki
erkek erkek nufusunun %7’lik dilimini olusturur. Azosperminin tanisi i¢in hastanin
Oykusu, fizik muayene ve cinsel gelisimin takibinin yapilmasi gerekir. Ayrica testis
boyutlarinin kontroli olduk¢a dnemlidir. Saghkl yetiskin testisi, 2.5-3 cm kalinhginda,
4-5 cm uzunlugunda, 2-3 cm genigliginde ve 15-25 ml hacminde degigskenlik gosterir.
Testis hacminin %85'i spermatogenez ile iligkili oldugundan, testis boyutundaki azalma,
spermatojenik potansiyelin bozulmus oldugunu gdsterir. NOA’lI hastalarinin testisleri,
saghkh bir yetiskine kiyasla daha az élgllecek olup edidimisleri de diiz olacaktir. Klinik
tani parametreleri g6z o6nine alindiginda OA, NOA'ya gbére daha kolay ayirt
edilmektedir. OA’ll hastalarin %96’sinin FSH seviyeleri, 7.6 mlU/ml veya daha az ve
testisin uzunlugu ise 4-5 cm’den daha buydktir. Aksine NOA’ll hastalarin FSH
dizeyleri 7.6 mIU/m buyuk olup testis uzunluklari 4-5 cm’den daha kiguktar (Wosnitzer
vd. 2014).

Endokrin  degerlendirmesi, infertilite tanilarinin ve tedavi yontemlerinin
belirlemesine yardimci olur. Serum testosteron ve FSH seviyeleri baz alindiginda
sperm sayisi 10 milyon/ml’nin altinda olmasi klinik agidan anlamli bir endokrin taramasi
oldugunu gosterir. EJer testosteron seviyesinde bir dusukluk gozlemlenirse LH,

prolaktin ve &strojen seviyelerinin de analizi ile genel bir degerlendirme yapilmasi
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gerekir. Tam bir endokrin taramasi, etiyolojinin aydinlatiimasina yardimci olmaktadir.
Endokrinin yani sira 3-4 hafta ile yapilan iki semen analizi, azospermi teshis i¢cin dnemili
bir faktordur. Hacimsel olarak 1.5 ml'den az olan ejekllatlarda, sperm analizleri
tekrarlanir. Taninin konulmasinin en keskin yolu ise testis biyopsisinin histolojik olarak
incelemektir. Boylelikle testis dokusunun heterojenligi ve seminifer tubullerdeki

spermatogenezin gerceklesip gerceklesmedigi rahatlikla gorulir (Cocuzza vd. 2013).

Nonobstriktif azospermi olgularinda sperm uretimi olmadidi igin, daha énceleri
en sik olarak testikller sperm ekstraksiyonu (TESE) tercih edilmekteydi. Ancak son
yillarda mikroTESE islemi daha sik olarak yapilmaya baslanmistir. Bunun en buyuk
nedeni TESE operasyonunda daha fazla doku kaybi olmasidir. MikroTESE igleminde
ise daha klgUk miktarda tabdl alindigi icin doku kaybi daha az olmaktadir. Bu
operasyon mikroskop ile yapilmakta ve vaskuler yapilar korunmaktadir (Unal ve Ozer
2019).

2.8. Kok Hiicreler

Kok hcreler, bir organizmanin herhangi bir hicresine farklilasabilen, kendini
yenileme yetenegine sahip ve bolinmesi uzun olan 6zellesmemis hucrelerdir. Bir
hicrenin bilimsel alanlarda, kok hicre olup olmadigini belirlemek icin bes olgut

kullaniimaktadir.

1) Uzun zaman dilimi slresince hem bélinip hem de kendini yenileyebilme
kabiliyetinde olmalidir.

2) Ozellesmemis hiicreler olmalidr.

3) Farklilasma kapasiteleri oldukga guglidar.

4) Bir doku hasar gorduginde, fonksiyonel olarak tekrardan yapilandirilarak
cogaltilabilmelidir.

5) in vitro ortamda, herhangi bir hasar olmadigi durumda dahi, farklilagsma kabiliyetine

sahiptirler (Ural 2006).

Zigotun art arda 5-6 kez bolunmesi sonucu meydana gelen blastokistin, i¢ hlcre
kitlesinde bulunan hlcrelerine, embriyonik kok hicre adi verilmektedir. Embriyonik kok
hucreler, ¢ germ tabakasina (endoderm, mezoderm ve ektoderm) ve bu germ
tabakalarindan koken alan, organlari olusturma kabiliyetindeki hucrelerdir. Gelisim

surecindeki bir organizmada, kemik iligi 6ncelikli olup, bircok organda ve yine bu
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organlarin dokularinda, ihtiyag olmasi durumunda bdlinebilen ve farklilasabilen
hicreler bulunmaktadir. Bu hicrelere yetigkin kdk hicreler denmektedir. Yetiskin kok
hicreler, embriyonik kok hlcrelerin aksine totipotent 6zelligine sahip degillerdir. Bu
yuzden bazi zaman, 6ncu hlcre (progenitor) olarak yorumlanir. Bu kok hucrelerin
disinda erkeklerdeki spermatozoonlari olusturan spermatogunyumlari, disilerde ise
oositlerin 6ncisl olan oogonyumlari meydana getiren koék htcreler vardir. Bu kok
hicreler, primordiyal germ hicreleri olarak isimlendiriimektedir ve epiblast
tabakasindan koken alirlar. Ayrica insan gelisiminin 4. haftasinda ilk kez vitellis
kesesinde gbzlemlenir (Girlovanu vd. 2015). Son zamanlarda fetls kok hicresi olarak
bilenen bir kék hicre grubunun, doku hasari ve onarimsal tipta ilgisinin artmasi
sonucu, fetlisten koken alinarak izole edilmekte ve muhafaza edilebilmektedir. Gobek
kordonu, plasenta ve amniyon sivisi kék hicreleri, fetis kok hicre grubundaki
hucrelerdir (Watt ve Driskell 2010).

2.8.1. Kok Hiicrelerin Ozellikleri

2.8.1.1. Plastisite (Farklanma)

Kok hicrelerin en dnemli 6zelliklerinden biri olan farklanma, birgok sirecin i¢ ice
gectigi karmasik bir islemler dizisidir. Gelisim slrecinde siki kontrol altinda olan
farklanma, yasam boyunca c¢ok hucreli canlilarin dokularinda devam etmektedir.
Farklanma evresindeki hicre, hem bolinmeyi sonlandirirken hem de etrafindan gelen
uyarilara cevap vermeye hazirlanir. Hucrelerde ileri farklanma slreci, ¢odunlukla
¢ogalma evresinin bittigi andan itibaren baslamaktadir. ilk énce hiicreler sayisal
anlamda vyeterli dizeye gelir, daha sonra cogalarak ilgili hiicre yuzeyi ve huicre ici
yolaklari kapatir ve farklanmaya ait mekanizmalar igin igine girer. Bu olay, hlcre
siklusundan kalici veya gegici bir sekilde ¢ikilmasi (Goy) manasina gelir. Farklanmayi
baslatan ve devam ettiren etmenlerin ortadan kalkmasi, ¢ok sayida ki hicrenin

tekrardan hucre siklusuna girmesine neden olur (G;) (Hale 2019).

in vitro ortamda, bazi kimyasal ve fiziksel etkenlerle veya hiicrenin genetik
modifikasyonlar sonucu, kék hucrelerin belirli bir ydnde farklanmasi saglanir. Yetigkin
bir kék hilcreyi, yagd hucresine farklanmasini saglamak icin besiyeri ortamina
deksametazon, indometazin, izobutil metilksantin ve insulin gibi hormonlar ile birlikte

bazi kimyasallar verilmektedir. Ancak bu hormonlarin ve kimyasallarin in vitro ortamda
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yag hucrelerine farklanmasini sagladigini tam olarak bilinmemektedir. Birkag hafta

sonunda, yag hucreleri in vivo olarak karsilastirilabilecek olgunluguna kavusmaktadir.

Bir hiicre kendisini yenilerken, bircok genini aktif hale getirir fakat gen
ekspresyonu oldukca azdir. Bunun aksine farklanma surecindeki bir hiicrede, aktif gen
sayisi az iken gen ekspresyonu fazla olarak goézlemlenir. Bir hicrede gen
ekspresyonun fazla olmasi, o hicrede protein sentezinin de fazla olmasi anlamina
gelir. Artik hiicre hem fonksiyonel hem de yapisal olarak tim 6zelliklerini elde etmek
icin kendine has proteinler Uretip sekresyon yapar. Ornegin; embriyonik kdk hiicreler,
U¢c germ tabakasina ait proteinlerini sentezleme potansiyeli varken, yetiskin kok
hicrelerde ise ¢ germ tabaksindan yalnizca bir tanesine ait proteini ekspre eder
(Tekeli vd. 2016).

Bir kok hucreyi diger hucrelerden farkli kilan en 6nemli 6zelligi, farklanma
olgularinin oldukga yuksek olmasidir. Boylelikle de organizmanin Uretim ve onarim

durumlarinda, azalan hucreleri restorasyonunu yapmak igin imkan saglar.

2.8.1.2. Kok Hiicrelerin Kendini Yenilemesi, Boliinme Sekilleri, Kok Hiicre Nisi ve
Koklilik

Kok hdcrelerin, muazzam bir kendini yenileme kapasitesi vardir. Kok
hlcrelerin, yasamlari boyunca kok hucre havuzunu surdlurecek sekilde bolunur ve
intiyac olmasi durumunda, hem organ hem de dokuya has progenitdr hicrelere
farklilagirlar (Fuchs ve Chen 2013).

Huacrelerin  bolinmelerini sinirlandirmada en o6nemli etmen olan telomer,
kromozomlarin terminal bélgesinde bulunur ve gen kodlamayan ¢ok sayida kisa tekrar
dizileri igceren DNA zinciridir. Telomer, kromozomun baska bir kromozomla flizyon
olmasina, kromozom ugclarinin kirilmasina ve rastgele rekombinasyonlara engel olur.
Bdylelikle de kromozomlarin stabilitesi saglanir. Telomerler, her hiicre bélinmesiyle
kisaldigindan, telomer uzunlugunun islevsel ve saglikli olmasi igin ribonlkleoprotein
yapisindaki telomeraz’a ait iki alt Gnite icermesi gerekir. Bunlar; aslinda bir reverse
transkriptaz olan ve telomerin katalitik aktivitesinin gosterdigi buyuk protein yapisi olan
insan telomeraz reverse trankriptazi (hnTERT) ile tekrar eden dizilimin ¢odalmasi igin
gerekli olan ve hTERT e Uzerinde aktivitesini gosterebilecegi RNA sablonu olusturan
nukleotid dizilimi olan insan telomeraz RNA (hTR)'dir (Zhao vd. 2015). Bir hicre, her

bolunmeden sonra telomer yapilari 50-200 nukleotid kadar kisalmaktadir. Vucut
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hucrelerinde, telomeraz aktif olmadigindan, telomerler kisalir. Bununla birlikte, germ
hicrelerinde, kanser hicrelerinde ve embriyonik kok hlcrelerde telomeraz aktivitesi

bulunmaktadir.

Kok hucreler, simetrik ve asimetrik bolinme olmak Uzere iki farkli tir bolinme
gegirebilir. Simetrik bolinme, kdk hicre havuzunun, surekliligini saglamak amaciyla
yapilan boélinme seklidir. Asimetrik bélinme ise DNA, sitoplazma ve hicre zarinin
asimetrik bélinmesi sonucu meydana gelirken, olusan yavru hiicrelerden biri kdk hlicre

olarak kalirken, digeri diferansiye olur (Tekeli vd. 2016).

Kok hucrelerin bulundugu mikro-cevrede ¢cogalmayi destekleyen, kendi kendini
yenileyebilen ve farklilagsmay! onleyen 6zellikleri tagiyan duzenleyici ortam, nis olarak
adlandirilir. Bu ortamin o6zellikleri degismesi ile kok hulcrelerde farklilagsma sureci
indUklenebilir. Bir kék hicre niginin, mikro-gevre ve kok hicre olmak Gzere iki temel
bileseni vardir ve bunlarin her birinin iglevi digerine baghdir. Mikro-cevre, hticrelerin
farkhlasmasini engelleyen kok hicrelere uyari veya sinyaller yayar. Yani, hicreleri
cesitli hlcrelere donustirmeyi saglar. Bu sinyallerin bazilari nigi kaplayan hicrelerden
kaynaklanir ve diger durumlarda ise hicre disi matris uyartilari saglar. Ek olarak, kok
hicrenin kendisinden gelen otokrin sinyalleri, hicreleri farkllasmamis durumlarinda
tutabilir. Nis icinde kalan koék hucreler, vicudun diger hucrelerini olusturmak igin
tetiklenebilecek bir hiicre havuzu saglar. Kok hucre nisinde hicreler biterse, dokularin
yenilenmesi icin hi¢bir dncu yoktur. Buna karsilik, asiri cogalmaya neden olan, yani ¢cok
fazla kok hicre olusturan hicre disi bir ortam, timorlere yol acgabilir. Bu nedenle,

uygun nig islevi bir denge gerektirir (Clark ve Pazdernik 2016).

Koklalik, kendini yenilemenin ve farklilasmis yavru hicrelerin olusumunun,
temel kok hucre O6zelliklerinin altinda yatan molekller sureclerini ifade eder. Bu
suregler, translasyon sonrasi modifikasyonlar ya da 6zgun gen ekspresyonlarini igerir.
Bdylelikle kok hucreler, kendine has fonksiyonlarini ve yapilarini saklarlar. Diger bir
deyisle, embriyonun U¢ germ tabakasi ve bunun diger yapilarina farklilasabilme
kapasitesidir (Tekeli vd. 2016).

2.8.2. Kok Hiicre Belirtegleri

Bir kok hdcrenin tirind tanimlamak icin kullanilan en sik yéntem, kok hucre
belirtecgleridir. Hucrelerin yuzeyini kaplayan, diger sinyal molekullerine secici olarak

baglanabilen veya bunlara yapisabilen bu 6zel belirteclerden ¢ogu ‘CD’ (Farklanma
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Kumeleri=Clusters of Differentiation) olarak tanimlanir ve her hiicreye ¢esidine 6zgln
olarak bulunur (Tekeli vd. 2016). Mezenkimal kok hicreler igin en sik kullanilan CD
belirtecleri CD29, CD73 ve CD105’tir. Hematopoetik kdk hiicrelerde ise CD34 ve CD45

kullanilir.

2.9. Mezenkimal Kok Hucreler (MKH)

Mezenkimal Kok Hucreler (MKH), farkhlasma potansiyeli olan ve kendi kendini
yenileyebilen fibroblast benzeri heterojen hicre popullasyonudur. Bu &zellikleri
sayesinde hicre tedavileri icin uygun bir alternatif olmustur. MKH’ler; kemik iligi, yag
dokusu, kikirdak, dis, kordon kani, plasenta (wharton jeli) ve testis gibi bircok dokudan
izole edilmektedir (Kadam vd. 2017). MKH’ler, heterojen bir popllasyona sahip
olduklari i¢in tanimlanmalari zor olmustur. Bu yizden Uluslararasi Hicresel Tedavi

Dernegi (ISCT), MKH’leri tanimlamak igin 3 kriter dnermistir. Bunlar;

1. Standart kultdr kosullarinda muhafaza edildiginde hucreler, plastige yapisik
olmaldir.

2. MKH’ler CD105, CD90 ve CD73 gibi ylizey molekiillerini ekspre ederken, CD14,
CD19, CD34 ve CD45 ylzey belirteglerini ekspre etmemelidir.

3. in vitro ortamda, adipositlere, kondroblastlara ve osteoblastlara farklilasma

kapasitesine sahip olmalidir (Sekil 2.9) (Dominici vd. 2006).

MKH’ler, doku onarimi ve rejenerasyonda o6nemli rol oynamaktadir. Yara
onariminda MKH'lerin kullaniimasi; antifibrotik, antiinflamatuar ve dokunun restore
edilmesi gibi yanitlarinin dizenlenmesinde dnemli rollere sahip oldugu gdsterilmistir
(Rastegar vd. 2010). Ayrica MKH'er, hem dogal hem de adaptif bagisiklik
sistemlerinde bagisiklik hucreleri ile etkilesim yoluyla genis bagisiklik duzenleyici
Ozelliklere sahiptir. MKH'ler tarafindan salgilanan c¢ok sayida biyoaktif molekdl,
MKH'lerin fizyolojik sureglerini module eden otokrin/parakrin etkiler uygular (Wang M.
vd. 2018). MKH'lerin bu paha bigilmez erdemleri, doku hasari ve inflamatuar
potansiyelli tedavilere yeni bir bakis agisi saglar. Ozellikle, kapsamli imminosupresif
Ozellikleri, bagisiklik  bozukluklarinda umut verici terapOtik uygulamalarin
arastirilmasina araci olmustur. MKH'ler, B hucreleri, T hicreleri, dendritik hicreler

(DH), dogal éldurtcu (NK) hacreler, nétrofil ve makrofajlar dahil olmak Uzere birgok
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tirde bagisikhk hicresi ile etkilesime girme yetenedine sahiptir. Etkilesim
mekanizmalarinin, MKH tarafindan dizenlenen immunosupresyonu indiklemek igin
¢6zunur immaun faktorlerin salgilanmasiyla ig birligi iginde ¢alisan hicre-hlcre temasina
dayanir. Cok sayida immin modulatér faktor, sitokin ve buydme faktort dahil olmak
tizere bu spesifik modiilatérler, inflamatuar yanitlari modiile eder. insan imminolojik
hastaliklarini tedavi etmek i¢cin MKH'leri kullanan birgok klinik ¢alisma halen devam
etmektedir. Bununla birlikte, MKH'lerin immunosupresif etkisine aracilik eden molekuler
mekanizma hala belirsizdir ve MKH'lerin hastalarda kullaniminin guivenliginin, daha
fazla teyit edilmesi gerekmektedir (P De Miguel vd. 2012).

2.10. Spermatojenik Kok Hiicreler

Spermatojenik kdk hicreler (SKH), seminifer tlblllerde bulunan ve germ
hucrelerin Uretilmesi icin surekli olarak bolinen, dogumdan sonra hareket yetenegi
olmayan progenitor hicrelerden kéken alir. Bu hiicreler yetigkin bir testiste hem kendini
yenileme hem de farklilagsmis soylari Uretebilme gibi dnemli yeteneklere sahiptir.
SKH’lerin sahip oldugu kendini yenileme ve farklilagsma arasindaki bu denge, sadece
hicrenin i¢ faktdrlere bagh olmayip ayni zamanda dis faktdrlere de (Leydig hucreleri,
peritibdler myoid hcreleri, makrofajlari ve vaskiler yapilari) baglidir. Bu faktorler
MKH’lerin aktivitesine yardimci olarak bu hicrelerin bélinme, olgunlagsma ve sperme
farkllasma asamalarinda, hlicresel ve molekiller etkilesimlerin korunmasini
saglamaktadir. Leydig htcreleri, insulin blyime faktort (IGF1) ve koloni stimile edici
faktor1’i (CSF1) sekrete ederek spermatogonial kdk hicrelerin fonksiyonlarini duzenler.
Makrofajlar, CSF1 ve retinoik asit (RA) salgilariyla SKH’lerin ¢ogalmasini
(proliferasyon) ve farklilagsmasini (diferansiyasyon) saglar. Vaskuler yapilar, CSF1 ve
endotelyal blyume faktoéri (VEGF) salgilariyla; peritibuler myoid hicreler, glial hiicre
hattindan koken alan norotrofik faktér (GDNF) ve CSF1 sekresyonlariyla MKH'in
kendini yenilemesi (self-renewal) ve ¢ogalmasinda etkili olurlar. SKH’lerin nisinde
bulunan seminifer tlbul hicreleri, intrinsink faktorler olarak katkida bulunurken, nigin
disindaki interstisyum hucreleri de ekstrinsink faktorler olarak MKH'’in fonksiyonlarinin

dizenlenmesinde 6nemli roller oynar (Sekil 2.10) (Potter ve DeFalco 2017).
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Sekil 2.10: interstisyel/peritiibller hiicrelerin SKH nisine katkilari (Potter ve DeFalco 2017).

2.11. Testikiiler Stromal Kok Hiicreler

SKH’ler, testis dokusunda en yaygin kok hucre cesidi olarak kabul goérur ve

germ hucrelerinin Uretilmesi igin surekli olarak bolinir. Son zamanlarda yapilan

arastirmalar testiste, SKH'lerden ziyade SKH’lere benzeyen kok hiicre kaynagdi izole

edildi. Testikuler stromal kdk hiicre olarak adlandirilan bu htcreler; insan, maymun ve

fareden izole edilerek birgok ¢alismada kullanildi. TSC'ler ile yapilan ilk ¢alisma, 2009

yiinda Gonzalez ve ark.| tarafindan olup insan testisinden izole etmislerdir ve bu

hucreler gonadal kok hucre (GKH) adini vermislerdir (Gonzalez vd. 2009). Bunun yani

sira fare testisinden ilk izole edilen ¢alisma ise 2017 yilinda Ahmed ve ark.’| tarafindan

yapilmistir (Ahmed vd. 2017). Ayrica Eildermann ve ark. marmoset maymununun testis

dokusundan, testis kaynakli multipotent stromal hiicreleri izole etmeyi basarmislardir

(Tablo 2.11) (Eildermann vd. 2012).
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Tablo 2.11: Farkli canhlardan elde edilen TSC'ler ile ilgili yapilan ¢alismalar.

Canlilar

Farklilagma potansiyelleri

Referanslar

insan

Marmoset Maymun

Fare

2.12. Hipotezler

Adipojenik, kondrojenik ve osteojenik

Adipojenik, kondrojenik ve osteojenik

Adipojenik ve kondrojenik

Adipojenik, kondrojenik ve osteojenik

Adipojenik, kondrojenik ve osteojenik

Adipojenik ve kondrojenik

Hipotezlerimiz sunlardir:

Gonzalez ve ark.

Chikhovskaya ve ark.

De Chiara ve ark.

Smith ve ark.

Eildermann ve ark.

Ahmed ve ark.

Kim ve ark.

1) Azospermi hastalarinda, sperm elde edilmesi icin yapilan TESE ve mikroTESE

ameliyatlarinda testislerde doku kaybi ve hasar meydana geldigi géz éninde

buluduruldugunda, cerrahi hasarin; seminifer tlbullere, spermatojenik hiicrelere

ve interstisyel alanda bulunan hiicrelere de hasar verir.

2) Seminifer tubullerdeki bu hasarin onarilmasinda, TSC'lerin terapotik etkisi

oldugu disinilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul ve Bilimsel Arastirma Proje Destegi

Bu calisma Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan
01.04.2021 tarihinde PAUHDEK-2021/03 numarasiyla arastirma projesi olarak onay
almigtir. Proje  Pamukkale  Universitesi  Bilimsel  Arastirmalar  Projeleri
Koordinatorliglince (BAP No: 2021SABE006) desteklenmistir.

3.2. Deney Hayvanlari ve Bakim Sartlan

Calismamizda, toplam 21 adet, 10 haftalik saglkh, Wistar Albino cinsi 15015
gram agirhginda erkek sican kullanildi. Siganlar deney suresince, ortam sicakligi (21 £
3 ° C) ve havalandiriimasi (65-70%) kontrol edilen, 12 saat 1sik-karanlik dénglsiinde
ve sessiz bir odada, ayri kafeslerde bulunduruldu. Deney hayvanlari, %21 protein

iceren pelet yemi ve gesme suyu ile ad libitum olarak beslendi.

3.3. Testikiiler Stromal Kok Hiicrelerin izolasyonu ve Kiiltiire Edilmesi

23-25 gunluk 3 adet erkek prepubertal Wistar Albino sigcanin, testisleri eksize
edildi. Alinan testisler Phosphate Buffered Saline (PBS) ¢dzeltine atilarak yikanmasi
saglandi ve igerisinde Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Fetal Bovine
Serum (FBS), Penisilin-Streptomisin barindiran santriftj tlplerine alinarak steril

kosullarda laboratuvara getirildi.

Testis dokulari, steril olan bisturi yardimiyla, i¢inde besiyeri bulunan (DMEM; 50

U/ml penisilin, 50 yg/mL streptomisin, %10 FBS) petri kabinda ayrilabilecek en ufak
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parcalara ayrildi. Klguk pargalar halindeki testis dokularin Gzerlerine 12 ml DMEM
eklenerek %5 nem ve 37°C’de olan inkibatére kaldirildi. 24 saat sonunda hicreler
kontrol edildi. 5 glin boyunca her gln besiyeri degisimi yapildi. Daha sonra gin asiri
besiyeri degisimi yapildi. inkiibasyona birakildiktan sonraki 3. giinde hiicrelerin testis
dokularindan gogleri (migrasyon) ve c¢ogalmalari takip edildi. Flasklarda bulunan
hicreler konfluent (%70-80) duruma geldikten sonra tripsinize edilerek (%0.25 tripsin
bulunduran, 1 mM EDTA) kaplarin ylzeyine yapismis hticreler kaldiriimasi saglandi.
Bu hucreler farkli flasklara ekildi ve tekrarlayan pasaijlar ile gogalmalari incelendi. (Sekil
3.3).

Flow sitometri analizi ile farklilagmayan TSC’lerinin tanimlanmasi igin, Kocaeli
Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezinde Sysmex
Cube 8 Model kullanilarak, mezenkimal kok hucre belirtecleri (CD29, CD54 ve CD90)
ve hematopoietik yuzey belirtegleri (CD45) incelendi.

Kiiciik parcalara Dokudan gic eden

Orsiektomi ayrma | Besiyeri ekleme | TSH'ler

Sekil 3.3: Testis dokusundan TSC’lerin izole edilmesi.



3.3. Deneysel Uygulamalar

3.3.1. Deney Gruplari
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21 adet Wistar Albino cinsi sigan; kontrol, cerrahi testis hasari ve cerrahi testis

hasari + testisikller stromal kék hlcre olmak Uzere, 3 gruba rastgele olacak sekilde

ayrilmistir (Tablo 3.3.1).

Tablo 3.3.1: Deney Gruplari
Gruplar

Grup Basina Diusen Hayvan Adedi

Kontrol Grubu

Cerrahi Testis Hasari Grubu (Hasar Grubu->
CH Sag Ve CH Sol Olarak Ayrildi).

Cerrahi Testis Hasari + Testiskller Stromal
K&k Hucreler (TSC Grubu >TSC Sag Ve
TSC Sol Olarak Ayrildi.)

Testis Dokudan Stromal Kok Hucrelerin
Izolasyonu

Kullanilan Toplam Hayvan Sayisi

6

21

CH grubunda ve TSC grubunda bulunan siganlara, makas yardimiyla sol

testislerinde 1 adet 0.5 mm buyukliginde lezyon olusturuldu. Daha sonra sadece TSC

grubuna, testis lezyonu olugturulduktan sonra, testis dokusundan 3. pasaj sonunda

elde ettigimiz stromal kdk htcreler (Her bir testise 1.00.000 stromal koék hicreleri
0.01ml PBS igerisinde) testis dokusuna enjekte edildi (Sekil 3.3.1). CH Sag ve TSC

Sag testislerine herhangi bir uygulama yapilmadi.



Cerrahi olarak
verilen testis hasari

Sekil 3.3.1: Testis dokusunda verilen cerrahi hasarda TSC'lerin etkisinin incelenmesi.

3.3.2. Testis Dokusunun Cikariimasi

Hasarl bolgeye
TSH’lerin
enjeksiyonu
(1x10%)
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TSC grubuna TSC’lerin enjeksiyonu yapildiktan 15 giin sonra, tim gruplardaki

sicanlar, anestezi (Xylazine hidroklorir ve Ketamin hidroklorlr) altinda sakrifiye edildi.

Sicanlarin alt abdomen duvarinda, skrotal insizyon yapilarak, her iki testis skrotumdan

disari ¢ikarildi ve formalin solisyonuna alindi (Sekil 3.3.2).
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Sekil 3.3.2: Cerrahi lezyon olusturulan testisler

3.3.3. Soliuisyonlarin Hazirlanmasi

Bouin Soliisyonun Hazirlanisi:

A saturated aqueous solution of Picric Acid.............. 1500 ml
%37’lik Formaldehit.........ccooveviii e 500 ml
Glacial acetiC aCid.........ovveeeiiee e, 100 ml

%10 ‘luk Formaldehit Sollisyonun Hazirlanis::

Hassas terazide tartilan 8 gram Sodyum dihidrojen fosfat ve 13 gram Sodyum fosfat
dibasic 1800 ml saf suda ¢cozduirildikten sonra Gzerine 200 ml formaldehit eklendi ve

¢ozdurulmesi saglandi.

3.3.4. Histolojik inceleme igin Dokularin Hazirlanmasi

Testisleri, etrafindaki dokulardan izole etmek i¢in diseksiyon yapildi. Elde edilen
dokularin tespitini yapmak i¢in dnce 1 saat boyunca bouin ¢ozeltisinde fiksasyonu
saglandi. Bouin soliisyonundan alinan testis dokulari, bisturi yardimiyla ¢ esit parcaya

bollindlkten sonra 2 saat boyunca yine bouin solisyonunda bekletildi. 2 saatin
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sonunda ¢ikarilan testis dokulari %10’luk formaldehit ¢dzeltisinde 48 saat boyunca
bekletildi. 3 par¢a halinde olan dokular, kasetlere alinarak 6zel kodlar ile etiketlendi ve
her doku icin parafin bloklari hazirlandi. Parafin bloklar haline gelen dokulardan,
mikrotom yardimiyla 5 ym kalinhginda seri kesitler alindi. Elde edilen kesitlerden,
histolojik inceleme yapmak icin Hematoksilen-Eozin boyama yapildi. Ayrica BAX, BCL-
2 ve Kaspas 3 primer antikorlar ve bu antikorlara 6zgl sekonder antikorlar kullanilarak

immunohistokimyasal boyama uygulanarak degerlendirildi.

3.4. Serum Testosteron Diizeyinin Olgiilmesi

1. Sicanlarin kalbinden alinan kan orneklerinin hemolize olmasi dnlenecek sekilde
steril antikoagulanli tlplere aktarildi.

2. Santriflj cihazlarina konulan antikoagulanli tipler, 10 dakika boyunca 1500 rpm’de
santrifijlendi.

3. Santriflj sonrasi cikarilan o6rneklerden pellet kismi atildi ve pipet araciligiyla
supernatant kismi alinarak eppondorflara aktarildi.

4. Santrif(j cihazina konulan eppendorf tlplerindeki drnekler, 10 dakika 2500 rpm’de
santrifijlendi.

5. Butun orneklerdeki pelletler atildi, pipet yardimiyla stipernatant kismi cekildi ve
once -20°C’de 1 saat bekletilen érnekler daha sonra -80 °C’de saklandi.

6. Calismanin yapilacagi zaman -80 °C’den ¢ikarilan 6rneklerin ¢ozmek igin 37 °C'de
bekletildi.

7. Testosteron seviyelerini 6lgmek igin testosteron kiti (Testosteron kiti, Sunred,

China) yontemi kullanildi.
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3.5. Uygulanan Yoéntemler

3.5.1. Doku Takibi Teknigi

© ©® N o g bk D

=
N RO

Once 3 saat boyunca bouin ¢dzeltisinde ve daha sonra da 48 saat formaldehitte
bekletilen kasetler icerisindeki testis dokulari akar ¢cesme suyunda 1 giin boyunca
yikandi.

Akarsudan alinan dokular 1 saat boyunca %70’lik etil alkolde bekletildi.

1 saat boyunca %80’lik etil alkolde bekletildi.

1 saat boyunca %96’lik etil alkolde bekletildi.

1 saat boyunca %100’luk etil alkolde bekletildi.

1 saat boyunca %100’lUk etil alkolde bekletildi.

1 saat boyunca Ksilen I'de bekletildi.

1 saat boyunca Ksilen II'de bekletildi.

1 saat boyunca Parafin I'de bekletildi.

. 1 gece boyunca Parafin II'de bekletildi.
. Dokular parafine gémilerek bloklandi ve etiketlendi.

. Bloklanan dokulardan 5 pm kalinhginda seri kesitler alindi ve lam U(zerine

yerlegtirildi.

3.5.2. Hematoksilen-Eozin Boyama

Kesitler, 1 saat etlivde bekletildikten sonra 1 saat boyunca ksilende bekletildi.

Bir saatin ardindan ksilenden c¢ikarilan preparatlar, azalan alkol serilerinden (%2100,
%96, %80, %70 ve %50 etil alkol)15’er dakika bekletildi.

Preparatlar alkolden ¢ikarilip akarsuda yikandi.

Daha sonra preparatlar hematoksilende 1 dakika bekletildi ve akarsuya alindi.

Once %1’lik asit-alkol ¢ozeltisine batirilip gikarilan dokular akarsuda yikandiktan
sonra %1’lik amonyakli suya batirilip ¢ikarilarak yine akarsuya alindi.

Preparatlar 10 saniye boyunca eozinde bekletilerek akarsuya alindi.

Artan alkol serilerde (%50, %70, %80, %96 ve %100’lik etil alkolde) 3-5 dakika
bekletildikten sonra once ksilen II’ de 5 dakika, sonra ksilen I'de 5 dakika kadar
bekletildi.

Lamlarin Gzerlerine entallan damlatilarak lamellerle kapatildi.
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3.5.3. immiinohistokimyasal Tekniginin Uygulanmasi

Histolojik takibi biten testis dokularindan mikrotom cihazi kullanilarak 5 pm

kalinhiginda seri kesitler alind1 ve agsagidaki protokoller uygulandi:

1.

10.

11.

12.
13.

14.
15.

16.
17.
18.
19.

20.

Alinin 5 pm’luk kesitler lamlarin Gzerine alindi ve tasima sepetine siralandi.
Sepetteki lamlar, 60 °C’de 1 gece boyunca etlivde bekletildi.

1 gece sonunda etuvden alinan lamlar, deparafinizasyon metodunu uygulamak icin
once ksilende I'de 30 dakika, daha sonra ksilen II'de 30 dakika boyunca bekletildi.
Kesitler azalan alkol serilerinde (%100, %100, %90, %80, %70 ve %50 olmak
Uzere) 10 dakika boyunca bekletildi.

Son alkol serisinden gegen kesitler, distile suda 3 defa 5 dakika boyunca yikandi.
Yikanan kesitler Sitrat Buffer icerisine konuldu ve mikrodalgada kaynayana kadar
bekletildi.

Daha sonra kesitler PBS’'te 3x5 olmak lzere 15 dakika boyunca bekletildi.

%3'lik H,0, ‘da 15 dakika boyunca bekletildi

3x5 olmak Uizere PBS’te yikanan kesitler daha sonra PAP pen ile isaretlendi.
isaretlenen dokularin (zerine Ultra V Block damlatilarak 30 dakika boyunca
bekletildi.

30 dakikanin sonunda primer antikor eklendi ve 1 gece boyunca +4’te bekletildi.
Kullanilan primer antikorlar Kaspas 3 (FineTest Catalog no: FNab01289, dilte 1:50,
China), BCL-2 (FineTest Catalog no: FNab00839, dilie 1:50, China), BAX
(FineTest Catalog no: FNab00810, dilie 1:50, China)

PBS igerisinde 15 dakika bekletildi.

Ardindan dokularin Gzerlerine biotinlenmis afinitite 6zelligindeki sekonder antikor
eklenerek 30 dakika boyunca muamelesi saglandi.

15 dakika boyunca PBS’te yikandi.

PBS’'ten arindirilan dokulara, Streptavidin Peroxidase (HRP-SA) damlatildi ve 30
dakika boyunca beklendi.

Kesitler son defa 15 dakika suresince PBS ile yikandi.

Kromojen boyasi olan DAB damlatilarak 20 dakika boyunca muamale edildi.

15 dakika boyunca distile suda bekletildi.

Distile sudan alinan kesitleri zit boyama yapmak icin Hematoksilen ile boyanmasi
saglandi.

Daha sonra artan alkol serilerinde (%50, %70, %80, %90, %100, %100) 2’ser
dakika bekletildi.
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21. Alkol serilerinden alinan dokular once ksilen II'de 3 dakika, daha sonra ksilen I'de 3
dakika bekletildi.

22. 3 dakikanin sonunda ksilen I'den alinan dokular hemen entallan ile kapatildi.

23. Yapilan immunohistokimyasal boyamayi degerlendirmek icin asagidaki skala
kullanildi.

BCL2, BAX ve Kaspas 3’ln ifadesi, H skoru [H SCORE=}Pi (I1+1)] ile semikantitatif
bir bicimde degerlendiriimesi saglandi. |: boyanma yogunlugu (0: ekspresyon yok, 1:
zayIf, 2: orta ve 3: kuvvetli) (Tablo 3.4.2). H skorunun degerlendiriimesi ise ImagedJ

programi ile gergeklestirildi.

Tablo 3.5.3: BCL-2, BAX ve Kaspas 3’lUn boyanma ekspresyonlarinin degerlendiriimesi.

Derece Karsihgi
3 Kuvvetli Ekspresyon
2 Orta Derece Ekspresyon
1 Zayif Ekspresyon
0 Ekspresyon yok

3.6. Modifiye Johnsen Skorlanmasi

Seminifer tubdller boyunca karsilagilan spermatojenik hucre tiplerinin varligina
veya yokluguna gore, spermatogenizin basarisini degerlendirmeye yardimci olan ve 12
skorluk bir puanlama sistemine sahip Modifiye Johnsen skorlamasi kullanildi (Tablo
3.5) (Yoshida vd. 1997).



Tablo 3.6: Modifiye Johnsen Skoru.
SKOR

1

10

11

12
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HISTOLOJIK KRITERLER

Seminifer tlbillerde hicreninin bulunmamasi, skleroz
var.

Seminifer tlbillerde germ hicrelerinin olmamasi ve
sadece Sertoli hiicrelerinin olmasi.

Tdblllerde germ  hicreleri arasinda  yalnizca
spermatogonyumlar bulunmasi (< %10)

Cok sayida spermatogonyumun bulunurken, sekonder
spermatosit, spermatid ve spermatozoanin
g6zlemlenmemesi (=2%10)

Birka¢g primer spermatosit bulunurken, sekonder
spermatositlerin, spermatidlerin ve spermatozoalarin
olmamasi (£ %10)

Cok sayida primer spermatosit bulunurken, sekonder
spermatositlerin, spermatidlerin ve spermatozoalarin
bulunmamasi (2%10)

Birkag sekonder spermatosit bulunurken, spermatidlerin
ve spermatozoalarin olmamasi (< %10)

Cok sayida sekonder spermatosit bulunurken,
spermatidlerin  ve spermatozoalarin  bulunmamasi
(2%10)

Birka¢ round spermatid bulunurken, ge¢ spermatidlerin
ve spermatozoa gézlemlenmemesi (< %10)

GCok sayida round spermatid bulunurken, gec¢
spermatidlerin ve spermatozoa gdzlemlenmemesi
(2%10)

Birkag tane spermatozoa vel/veya ge¢ spermatid
bulunmasi (< %10)

Cok sayida spermatozoa vel/veya ge¢ spermatid
bulunmasi (=%10)

Johnsen skorunun 11 veya 12 olmasi seminifer tubullerde normal histolojiyi

aciklarken, 10 puan olmasi hipospermatogenezin oldugunu kanitlar, 3-9 puan olmasi

ise maturasyon durmasi anlamina gelir, 2 skorunda yalnizca Sertoli hucre olmasi ve

germ hucrelerinin olmamasi germinal hucre aplazisini gosterirken 1 skoru tubuler

sklerozu ifade eder. Tum testislerde, 25 adet seminifer tibilin germinal epitelyumu

incelendi.
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3.8. istatiksel Analiz

Tanimlayici istatistikler nicel degiskenler icin ortanca (minimum-maksimum)
degerler olarak sunulmustur. Testosteron dizeylerinin ve Immiinohistokimyada H
skorunun gruplar arasinda kiyaslanmasinda Kruskal-Wallis testi kullaniimistir. Kruskal-
Walllis testi SPSS (Statistical Package for Social Sciences, Version 15.0, Chicago, IL)
ile degerlendirilmistir. Kontrol, CH ve TSC grubundaki ratlarin 25 seminifer tubullerine
iliskin Johnsen skoru karsilastirmasinda her bir rat bir kime olarak degerlendirilip
Kimelenmis veriler icin Wilcoxon Sira Toplami Testi (Wilcoxon Sum Rank Test)
gergeklestirilmistir. ikiserli karsilastirmalar yine bu test ile degerlendirildikten sonra p
degerleri Uzerinde Bonferroni dizeltmesi (karsilastirma sayisi =3) gergeklestirilmistir.
Analiz, RStudio (Version 1.2.5033, RStudio, Inc., Boston, MA) programi yardimiyla
gergeklestirilmis olup “clusrank” paketi (Datta-Setten metodu) kullanilmistir. istatistiksel

anlamhlik seviyesi tim analizlerde 0,05 olarak kabul edilmistir (Jiang vd. 2020).

4. SONUGLAR

4.1. Testikiler Stromal Kék Huicrelerin Kililtiirii ve Karakterizasyonu

Faz-kontrast mikroskobisi ile yapilan incelemede, TSC’lerin 3. glinde testis
dokusundan migrasyona basladi ve kiltlr kaplarina yapistiklari goértldad. 9. ginde ise
hicreler konflue oldu. 3. Pasaja gelindiginde mikroskobi ile yapilan sayimda yaklasik
her kiiltir kabinda 1,5x10%-2x10° hiicrenin Uredigi belirlendi. Ayrica hiicrelerin
morfolojik gérinumlerinin ig sekildelinde ve fibroblast benzeri oldugu tespit edildi (Sekil
4.1.1).
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Sekil 4.1.1: Sican testisinden Uretilen stromal kék hlcrelerin morfolojisi. a) 5. glin sonunda
testis dokusundan go¢ eden TSC'ler. b) 9. glinde konflue olan TSC’ler.

Flow sitometri analizinde testikiler stromal kok htcrelerin; CD90’1 %99.97

oraninda, CD 54’lU %99.93 oraninda hematopoetik kdk hiicre belirteci olan CD45'i ise
%100.00 oraninda ekspre etti. CD54 ve CD90’1 birlikte %79.85 oraninda ekspre ettigi
belirlendi. Ayrica CD29'u %28.07 oraninda ve MHC II'yi (RT1D) ise %4.65 ekspre ettigi
tespit edildi. (Sekil 4.1.2, 4.1.3). Bu sonuglar, bizim mezenkimal 6zellikteki stromal kdk

hlcreleri elde ettigimizi gdstermektedir.
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Sekil 4.1.3: Testisten izole edilen stromal kok hiicrelere ait flow sitometri analizi sonuglarinin
grafik géruntuleri.

4.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Sonuglari

Kontrol grubunda interstisyel alan ve seminifer tibdiller histolojik olarak normal
gorunume sahipti. Seminifer tubdllerdeki spermatojenik seri hlcrelerinin, bazalden
Ilimene dogru dizenli bir organizasyona sahip oldugu izlendi. Her tubilde normal bir
spermatogenezin oldugu tespit edildi. Spermatozoonlarin bas kisimlarinin Sertoli
hicrelerinin arasinda, kuyruk kisimlarinin ise limene dogru oldudu saptandi.
interstisyel alanda ise normal goériiniime sahip Leydig hiicreleri ve vaskiiler yapilar
gorilda (Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1: Kontrol grubundan alinan testis kesitinde normal gériinime sahip seminifer tibdaller
ve interstisyel aralik. a) X10, b) X40, c) X60; spermatojenik seri hicreler (kalin ok), interstisyel
aralik (ince ok), seminifer tibulin dolu limeni (ok basi), H&E boyasi.
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CH Sol grubunda yapilan incelemelerde testis dokusu histolojisinin Kontrol
grubuna benzer oldugu goruldid. Dokunun bazi bdlimlerinde seminifer tabdller
arasinda aciklklarin bulundugu tespit edildi. Bazi seminifer tlbullerde ise
spermatojenik seri hucrelerinin olmadigi ve yer yer sadece spermatogonyumlarin
varhgi ile karsilasildi. Ayrica yine bazi seminifer tibullerde, spermatojenik serideki
diizenli siralamanin ve tiibiil yapisinin bozuldugu gdzlendi. interstisyel alandaki Leydig

hucrelerinde hafif dizeyde azalma oldugu gézlendi.

Av s av
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Sekil 4.2 2: CH Sol grubundan alinan testis kesitinde (a-b), Kontrol grubuna benzerlik gosterse
de bazi alanlarda seminifer tiblllerdeki spermatojenik seri bozulmus ve limen bostu. Hatta
bazi seminifer tublllerde sadece spermatogonyumlarin varligi ile karsilasildi (c-d). Ayrica
interstisyel alandaki dokuda ve Leydig hicrelerinde azalma oldugu gortlmektedir. a) X10, b)
X20, ¢) X40, d) X60; spermatojenik seri (kalin ok), interstisyel aralik (ince ok), seminifer tibulin
Iimeni (ok basi), H&E boyasi.

TSC Sol grubunda boyanan kesitler 1sik mikroskobunda incelendi ve testis
dokusunun genel gériiniminun Kontrol grubuna benzedigi tespit edildi. Seminifer tibdal
acikliklarin  azaldigi, spermatojenik hicrelerin daha duzenli oldugu saptandi.
interstisyel alanda yer alan Leydig hiicrelerin ve vaskiler yapilarinda korundugu

saptandi.
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Sekil 4.2.3: TSC sol grubundan alinan testis kesitinde, seminifer tibullerdeki spermatojenik
serinin diizgiin oldugu ve seminifer tibullerdeki agikliklarin azaldigi gorildi. Ayrica tiibuldeki
limellerin spermatazoa kuyruklari ile dolu oldugu goérildu. interstisyel alanlar ve vaskdler
yapilar korunmustur. a) X10, b) X40, c) X60; spermatojenik seri (kalin ok), interstisyel aralik
(ince ok), seminifer tibdlin [imeni (ok basi), H&E boyasi.
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CH Sag ve TSC Sag grubunda yapilan histolojik gézlemlemede, Kontrol
grubunda elde edilen bulgular ile ayni sonuglar elde edildi. Seminifer tibuller arasinda
sinirlarin normal oldugu ve tubdl iceresindeki germ hlcre organizasyonu, bazalden
spermatogonyumlardan baslayip limende yer alan spermatozoalara dogru dizenli bir
bicimde oldugu gdzlendi. interstisyel alandaki Leydig hicrelerin ise yine Kontrol

grubunda oldugu gibi normal bir gériiniim sergiledi.
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elde edildi. Seminifer tibuldeki spermatojenik seri hiicrelerin dizilisinin normal oldugu ve tibdil
limenlerinde spermatozoolarin kuyruklariyla dolu oldugu goérilmektedir. interstisyel alanda
Leydig hucreleri normal goriiniime sahipti. a) CH sag X10, b) CH sag X40, c) TSC sag X10, d)
TSC sag X40; spermatojenik seri (kalin ok), interstisyel aralik (ince ok), seminifer tlibllin limeni
(ok basi), H&E boyasi.

4.3. Modifiye Johnsen Skorunun Degerlendiriimesi

Her siganin testisinden enine olarak alinan kesitlerde, 25 adet seminifer
tibulan, epitel tabakasi degerlendirildi. Yapilan degerlendirmede, CH grubu, Kontrol ve
TSC grubu ile kargilastirdiinda istatiksel agidan anlamli oldugu bulundu (p<0,002,
p<0,015). Kontrol grubu ile TSC grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p<0.149) (Tablo 4.3 ve Sekil 4.3).
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Tablo 4.3: Modifiye Johnsen Skorunun karsilastiriimasi.

Gruplar Ortalama = SD Medyan (Minimum- p degeri
Maksimum)
Kontrol (n=6) 11,90 £ 0,089 11.90 (11,72-11,96)* <0.001
CH Sol (n=6) 10.12 £ 0,689 10.12 (8.92-11.00)"
TSC Sol (n=6) 11.64 £ 0,184 11.64 (11.52-11.92)%

a,b: Farkh notasyona sahip gruplar arasinda 0,05 anlamllik dizeyinde istatistiksel olarak
anlamli farklihk s6z konusu iken ayni notasyona sahip gruplar arasinda fark yoktur.

12.00

10.00

8.00

6.00

4.00

Ortalama Modifiye Johnsen Skoru

2.00

Kontrol CH Sag CH Sol TSC Sag TSC Sol

Sekil 4.3: Gruplarin Modifiye Johnsen Skor ortalamalari

4.4. immiinohistokimyasal Boyama Sonuglari

4.4.1. BAX Ekspresyonu

BAX ile boyanan testis kesitlerinde, Kontrol, CH sag ve TSC sag gruplarinda
hem seminifer tabuldeki spermatojenik seri hicrelerde hem de interstisyel alandaki
Leydig hicrelerinde sitoplazmik boyanma agisindan genel olarak negatif ekspresyon
gbzlendi. Ancak bazi seminifer tlbullerde zayif ekspre olan hicrelerin de varligi ile
karsilagildi (Sekil 4.4.1.1).
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Sekil 4.4.1.1: Gruplara ait BAX ekspresyon gorintuleri. a) Kontrol X40, b) CH sag X40, c) TSC
Sag X40; zayif ekspresyon gosteren hiicreler (ok ucu), orta ekspresyon gosteren hiicreler (ince
ok).
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CH sol grubunda yapilan incelemelerde, spermatojenik seri hicreler arasinda
en fazla spermatogonyum ve primer spermatositlerin sitoplazmalarinda zayif
ekspresyon gorllirken yer yer orta ve ylksek ekspresyon reaksiyon izlendi. Sekonder
spermatosit ve spermatozoalarin ise bazilarinda zayif ekspresyon tespit edildi.
interstisyel alandaki bazi Leydig hiicrelerinde de zayif ekspresyon gdsterdi (Sekil
4.4.1.2, Sekil 4.4.3). Yapilan H skoru analizinde, CH sol grubu, Kontrol ve TSC sol
gruplari ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli fark vardi (p<0.007, p<0.022).

- ‘ - S o ‘ oy 2
Sekil 4.4.1.2: CH Sol grubuna ait BAX ekspresyon gorintisu X40; zayif ekspresyon gosteren

hiicreler (ok ucu), orta ekspresyon gosteren hicreler (ince ok), yiksek ekspresyon gosteren
hicreler (kalin ok).

TSC sol grubu BAX boyanmasi agisindan Kontrol grubu ile benzerlik gdsterdi.
Seminifer tlbul hicrelerinde ve interstisyel dokuda bulunan Leydig hicrelerinde
genelde sitoplazmik ekspresyon negatifti. Kontrol grubunda oldugu gibi yer yer zayif
ekspresyon gosteren germ hucrelerinde oldugu goérildi (Sekil 4.4.1.3). Kontrol ve TSC
Sol gruplari kendi aralarinda karsilastirildiyinda istatiksel agidan bir fark yoktu
(p<1.000) (Tablo 4.4.1, Sekil 4.4.3).
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hicreler (ok ucu), orta ekspresyon gosteren hicreler (ince ok), yiksek ekspresyon gosteren
hacreler (kalin ok).

Tablo 4.4.1: Gruplar arasindaki BAX ekspresyonun H skor analiz sonuglari.

Gruplar Ortalama * SD Medyan (Minimum-Maksimum) p degeri
Kontrol (n=6) 118.54 £ 12.30 117.28 (101.18 - 101.18)* <0.004
CH Sol (n=6) 165.45 + 22.77 22.77 (140.53 - 140.53)"

TSC Sol (n=6) 115.05+9.74 111.99 (104.22 - 129.98)*

a,b: Farkh notasyona sahip gruplar arasinda 0,05 anlamlilik dizeyinde istatistiksel olarak
anlamli farklilk s6z konusu iken ayni notasyona sahip gruplar arasinda fark yoktur.

4.4.2. BCL-2 Ekspresyonu

BCL-2 boyamasi yapilan kesitlerde, Kontrol, CH sag ve TSC sag gruplarinda
spermatojenik seri hicreleri ve Leydig hucrelerinin niklueslarinda ve sitoplazmalarinda
ekspresyon genel olarak negatif olarak belirlendi. Bazi spermatojenik hicrelerde zayif
ekspersyon gozlendi (Sekil 4.4.2.1, Sekil 4.4.3).
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Sekil 4.4.2.1: Gruplara ait BCL-2 ekspresyon gorintileri. a) Kontrol X40, b) CH sag X40, c)
TSC Sag X40; zayif ekspresyon gosteren hicreler (ok ucu), orta ekspresyon gosteren hicreler
(ince ok).

CH sol grubunda seminifer tlbul hicrelerinde en fazla spermatogonyum ve

primer spermatositlerin nlkleuslarinda ve sitoplazmalarinda zayif ekspresyon
gorulurken, bazi sekonder spermatosit spermatozoa ve interstisyel alanda bulunan
Leydig hucrelerin nukleuslarinda orta ve yuksek derecede ekspresyon gdzlendi (Sekil
4.4.2.2, Sekil 4.4.3). BCL-2 ekspresyonun H skoru analizinde CH sol grubu, Kontrol ve
TSC sol gruplari ile karsilastirildiginda istatiksel agidan fark anlamh bulundu (p<0.005,
p<0.035).
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Sekil 4.4.2.2: CH sol grubuna ait BCL-2 ekspresyon goérintisi. X40; zayif ekspresyon gdsteren
hicreler (ok ucu), orta ekspresyon goésteren hicreler (ince ok), yiksek ekspresyon goésteren
hicreler (kalin ok).

TSC sol grubunda boyanma siddeti, seminifer tlbuldeki spermatojenik
hicrelerde ve Leydig hicrelerin nukleuslarinda ve sitoplazmalarinda ekspresyon
negatif reaksiyon gosterse de az sayida germ hiicresinde zayif ekspresyon vardi (Sekil
4.4.2.3). Kontrol ve TSC sol gruplari kendi aralarinda kargilastirildiginda ise istatiksel
olarak anlaml fark bulunamadi (p<1.000) (Tablo 4.4.2, Sekil 4.4.3).
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Sekil 4.4.2.3:TSC Sol grubuna ait BCL-2 ekspresyon gorintisi X40; zayif ekspresyon

gOsteren hiicreler (ok ucu), orta ekspresyon gosteren hicreler (ince ok).

Tablo 4.4.2: Gruplar arasindaki BCL-2 ekspresyonun H skor analiz sonuglari.

Gruplar Ortalama = SD Medyan (Minimum-Maksimum) = p degeri
Kontrol (n=6) 107.42 £ 8.20 103.51 (100.26 - 119.29)% <0.004
CH Sol (n=6) 179.31 + 16.13 179.42 (160.85 - 204.29)"

TSC Sol (n=6) 116.31 + 13.76 114.18 (100.59 - 138.44)%

a,b: Farkh notasyona sahip gruplar arasinda 0,05 anlamhhk diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli farklilk s6z konusu iken ayni notasyona sahip gruplar arasinda fark yoktur.

4.4.3. Kaspas 3 Ekspresyonu

Testis kesitlerinin Kaspas 3 ekspresyonlari Kontrol, CH sag ve TSC sag
gruplarinin hem seminifer tublldeki spermatojenik seri hicrelerin hem de Leydig
hicrelerin sitoplazmalarinda genel olarak negatif olarak reaksiyon gosterdi. Ancak zayif

reaksiyon veren germ hicrelerinde oldugu izlendi (Sekil 4.4.3.1, Sekil 4.4.3).
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Sekil 4.4.3.1: Gruplara ait Kaspas 3 ekspresyon gorintuileri. a) Kontrol X40, b) CH sagd X40, c)
TSC Sag X40; zayif ekspresyon gosteren hiicreler (ok ucu), orta ekspresyon gdsteren hiicreler
(ince ok).

CH sol grubunda yapilan incelemede, Kaspas 3’Un boyanma siddeti seminifer
tubldl hucreleri arasinda en ¢ok primer spermatositlerde goérulurken, az sayida
spermatogonyum ve sekonder spermatositlerin sitoplazmalarinda zayif ekspresyon
gOzlendi. Bazi germ hicrelerinde ise orta ve ylksek ekspresyon tespit edildi (Sekil
4.4.3.2, Sekil 4.4.3). H skoru yapilan Kaspas 3 boyanmis testis kesitlerinde CH sol



51

grubu, Kontrol ve TSC sol gruplari ile karsilastirildiginda istatiksel fark anlamli bulundu
(p<0.007, p<0.024).

Sekil 4.4.3.2: CH Sol grubuna ait Kaspas 3 ekspresyon goriuntisi. X40; zayif ekspresyon
gosteren hicreler (ok ucu) orta ekspresyon gosteren hicreler (ince ok) yiksek ekspresyon
gosteren hucreler (kalin ok).

TSC sol grubu Kaspas 3 boyanmasi agisindan Kontrol grubu ile benzer
sonuclar gosterdi. Seminifer tublldeki seri hucreler ve Leydig hucrelerin
sitoplazmalarinda ekspresyon genelde negatif olup yer yer zayif ekspresyon olan
hicrelerinde oldugu goéruldid. Kontrol ve TSC sol gruplari kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise istatiksel acidan bir fark bulunamadi (p<1.000) (Tablo 4.4.3,
Sekil 4.4.3.4).
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gosteren hiicreler (ok ucu) orta ekspresyon gosteren hiicreler (ince ok).

Tablo 4.4.3: Gruplar arasindaki Kaspas 3 ekspresyonun H skor analiz sonuglari.

Gruplar Ortalama * SD Medyan (Minimum-Maksimum) p degeri
Kontrol (n=6) 120.46 £ 10.88 123.12 (100.16 - 132.24)% <0.004
CH Sol (n=6) 177.01 + 20.26 185.24 (142.44 - 193.46)"

TSC Sol (n=6) 117.94 £ 15.81 126.83 (100.51 - 131.43)*

a,b: Farkh notasyona sahip gruplar arasinda 0,05 anlamllik dizeyinde istatistiksel olarak
anlamli farklilk s6z konusu iken ayni notasyona sahip gruplar arasinda fark yoktur.
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Sekil 4.4.3: Gruplar arasindaki BAX, Kaspas 3 ve BCL-2 ekspresyonlarinin H skor analiz
sonuglarinin grafik gérintisa.

4.5. Serum Testosteron Seviyelerinin Karsilagtiriimasi

Testosteron seviyeleri agisindan Kontrol grubu, CH grubu ve TSC grubu, kendi
aralarinda karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,119)
(Tablo 4.3 ve Sekil 4.3).

Tablo 4.4: Serum Testosteron seviyelerinin kargilastiriimasi.

Gruplar Ortalama + SD Medyan (Minimum- p degeri
Maksimum)
Kontrol (n=6) 530.9+101.2 547.7 (409.0-683.5) >0.119
CH Sol (n=6) 505.1 + 25.4 509.2 (464.50-540.5)

TSC Sol (n=6) 593.4 +105.8 586.7(418.0-723.0)



54

400

200

Ortalama Testosteron (ng/ml)

CH TSC

Kontrol

Sekil 4.5: Gruplarin serum testosteron seviye ortalamalari.




55

5. TARTISMA

Hava Kkirliligi, iklim degisiklikleri ve tarlerin soylarinin tlkenmesi, dnemli bir
kiiresel sorun olarak bilinse de infertilite, 6zellikle son zamanlarda kiresel bir endise
haline gelmistir. Bircok genetik faktoriin yani sira sagliksiz beslenmenin de neden
olabildigi bu hastalik, kisinin Greme sistemi ile ilgili tim konularda fiziksel, psikolojik ve

sosyal hayatini olumsuz yénde etkileyebilmektedir (Wu vd. 2022).

Dlnyada, infertiliteli erkek nidfusunun %10-15’ini olusturan ve toplam erkek
nufusunun %1’lik kismini olusturan azospermi, ejakulasyonla atilan semen igerisindeki
sperm yoklugudur (Unal ve Ozer 2019). infertilitenin bu derece énemli bir sorun olmasi,
arastirmalarin bu konu Uzerinde odaklanmasina neden olmustur. Cerrahi ve hormonal
tedaviler sik olarak kullanilan ydntemler olsa da son zamanlarda kék hlicre alaninda
yapilan aragtirmalar, infertilitenin tedavisi icin yeni bir umut kaynagi olmustur (Fazeli
vd. 2018).

Nonobstruktif azospermide sperm elde etmek icin cerrahi yontemler yaygin
olarak tercih edilse de son zamanlarda mikroTESE (microdissection testicular sperm
extraction) yéntemi yeni bir alternatif olarak ortaya ¢ikmigtir. Fakat mikroTESE’den
once kullanilan TESE yonteminde testis dokusundan fazla miktarda tubadl alindigindan
bu durum doku kaybina neden olmaktadir. Ayrica sperm edinme ylizdesi mikroTESE
daha yuksektir. TESE’nin dezavantajlarinin olmasi mikroTESE’nin tercih edilmesinin en
buyidk nedeni olmustur. Yapilan hem TESE hem de mikroTESE islemleri sonunda

androjen salinimi gegici ya da kalici sekilde disebilir (Unal ve Ozer 2019).

Kanser tedavisinde siklikla tercih edilen kemoterapi ajanlar, erkek hastalarin
germ hucrelerinde gonadal toksisiteye neden olarak gecici, uzun sureli ya da kalici
infertiliteye ve azospermiye sebebiyet vermektedir. Bu ajanlar, spermatogonyumlara,
kan-testis bariyerini gecerek ulasir ve hem doza hem de zamana bagh olarak hasara

neden olur (Okada ve Fujisawa 2019). Bu toksik etki, bir hastanin gocuk sahip olma



56

yetenegdi Uzerinde 6nemli bir etkiye neden olarak, gocuk sahibi olmak isteyen kanser
hastalari igin endise yaratici bir durum olugturur (Meistrich 2013). Son yillarda yapilan
¢alismalarda, genellikle kemoterapdtik ilaglar kullanilarak azospermi modeli olusturulan
deney hayvanlarinda, farkli dokulardan elde edilen mezenkimal kdék hlcreler tedavi
amacgh uygulanmistir. Arastirmacilar, testis dokusunun patolojik degisimlerini
Hematoksilen-Eozin ile boyanmis preparatlarda incelemiglerdir. Cakici ve ark.’i
sicanlarda busulfan ile olusturduklari azospermi modelinde adipoz dokudan uretilen
mezenkimal kok hucrelerin potansiyel kullanimini géstermiglerdir. Busulfan verilen
sicanlarda, seminifer tibullerin buylik cogunlugunun spermatojenik seri hcreleri
acisindan bos oldugunu tespit etmiglerdir. Bizim tez ¢alismamizda, cerrahi testis hasari
uyguladigimiz sicanlarin bazi seminifer tibdullerinde de limenlerin bos oldugunu
gorduk. Cakici ve ark.1 adipoz doku kaynakh mezenkimal kok hicre nakledilen
gruplara ait testis kesitlerinde, tubdllerin spermatojenik hicrelerle dolu olduklarini fakat
bu oranin duasik oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica seminifer tlbil lGmeninde
spermatozoalari da gézlemlemislerdir (Cakici vd. 2013). Biz ise ¢calismamizda hasar
verdigimiz testislerde, naklettigimiz TSC’lerin seminifer tlbullerdeki spermatojenik seri
hucrelerin onarimina katki sagladigini ve limende spermatozoalarin var oldugunu

tespit ettik. Bu durum Cakici ve ark. ‘nin galismalari ile benzerlik géstermektedir.

Mehrabani ve ark.’1 busulfan ile azospermi modeli olusturulan siganlarda,
adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hucrelerin (MKH) nakledilmesinden sonra
seminifer tlbdllerde germinal hicrelerin miktarini ve onarimini degerlendirmiglerdir.
Model grubunda, seminifer tlbdllerinin bos oldugu ve spermatogenezin olmadidini
g6stermislerdir.  Transplante edilen MKH’ler testis dokusunu restore etmis ve
sicanlarin seminifer tubdllerinde spermatogenezi induklemistir. Tedavi edilen testis
kesitlerinde, seminifer tlbullerin spermatogonyum, primer spermatositler, spermatidler
ve spermatozoalar ile dolu olduklarini géstermiglerdir (Mehrabani vd. 2015). Tez
calismamizda verilen hasar TESE islemine benzer sekilde minimal ve lokal oldugu icin
busulfan ile yapilan deney modelinin kan-testis bariyerini gegerek testis dokusunun
tamami Uzerindeki olumsuz etkisi ile es deger olmadigi degerlendirme yapilirken g6z
ondnde bulundurulmustur. Dolayisiyla galismamizda ¢ok az sayida seminifer tibllde
spermatogenezin olmadigini tespit ettik. TSC’ler, hasarli seminifer tubdllerde
spermatojenik seri hucreleri onarmis ve buna bagl olarak spermatogenezi

indUklemistir.

MKH’ler, farklilasma potansiyeli olan, kendi kendini yenileyebilen ve morfolojik
olarak fibroblastlara benzeyen, stromal kokenli heterojen hucre populasyonudur.

MKH’lerin hem parakrin/otokrin etkileri hem de farklilasma kapasitelerinin ylksek
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olmasi, infertilite tedavisinde umut kaynagi olmasinin en buyuik nedenidir (Qian X. vd.
2020). Son zamanlarda bir¢cok arastirmaci, TSC’leri klinik &ncesi calismalarda
kullanmak igin in vitro ortamda, hem insandan hem de farkli tir memelilerden elde
ederek cogaltmayi ve farklilasma potansiyellerini karakterize etmeye calismiglardir
(Ghabriel ve Amleh 2018). 2008 yilinda, Kim ve ark.’1 fare testis stromal hiicrelerinden
eksplant yontemle JK1 olarak adlandirdiklari, CD34 pozitif bir hiicre hatti Gretmislerdir.
Faz konstrat mikroskop ile yapilan goéruntilemelerde bu hicre hattindaki hicrelerin
kiltdr kaplarina yapisik oldugu ve yapilan flow sitometri analizinde CD34’(i eksprese
ettikleri bildirilmistir (Kim vd. 2008). Yaptigimiz tez calismasinda da si¢an testislerinden
eksplant yontemle elde edilen TSC’lerin morfolojik ve fenotipik 6zellikleri Kim ve ark.’s
tarafindan yapilan calisma verileri ile uyumluluk gostermektedir. Ayrica yapmis
oldugumuz flow sitometri analizde, elde ettigimiz TSC’lerin hematopoetik kok hlicre
belirteci olan CD45'i pozitif olarak eksprese etmeleri Kim ve ark.’nin bulgulariyla
benzerdi. Bu flow sitometri sonucumuz, testisten elde ettigimiz hicrelerin mezenkimal
kok hicreden ziyade mezenkimal karakterdeki stromal kok hucreler oldugunu

disUndirmektedir.

Ahmed ve ark.1 testikiler stromal kok hucreleri, ilk kez fare testisinden
enzimatik yontemle izole etmiglerdir. Bu hlcrelerin morfolojik yapilarinin fibroblastlara
benzer oldugunu ve yapilan flow sitometri analizinde CD44, CD73 ve CD29 igin pozitif,
CD45 igin negatif ekspresyona sahip olduklarini géstermislerdir (Ahmed vd. 2017). Tez
¢alismamizda elde ettigimiz testikiler stromal kdk hlcrelerin Ahmed ve ark.’nin elde
ettikleri fibroblast benzeri hicreler gibi oldugu gértlmastir. Yapilan flow sitometri
analizinde TSC’lerin CD29'u ekspre etmedigi ve CD45’ i ise ekspre ederek Ahmed ve
ark.’nin verileri ile tam tersi sonuglar elde ettik. Gonzalez ve ark.’1 yetigkin insan
testisinden, mezenkimal kdk hicre (MKH) 6zelligindeki gonadal kok hicreler (GSC)
olarak adlandirilan hucreleri izole etmislerdir. Enzimatik ydntemle kulturd yapilan
GSC'’lerin, MKH’ler ile ayni morfolojiye sahip olduklarini ve CD105, CD73, CD166 igin
ekspresyonun pozitif oldugunun, CD11b, CD19, CD34, CD45 ve HLA-DR igin
ekspresyonun negatif oldugunu gdstermislerdir. Ayrica MKH’lerde ekspre olan CD44,
CD90 ve STRO-1'i yuksek seviyede ekspre oldugunu bildirmiglerdir (Gonzalez vd.
2009). Yaptigimiz calismada TSC’lerin Gonzalez ve ark.’nin elde ettigi GSC'’ler ile ayni
morfolojiye sahipti. TSC’lerin flow sitometri analizde Gonzalez ve ark.’nin aksine CD45’i
ekspre etmigtir. TSC’ler mezenkimal koék hucre belirtegleri olan CD90’1 ekspre ederek
Gonzalez ve ark.’nin verileri ile tutarhlik gdstermistir. Cakici ve ark.I siganlarda
azospermi tedavisinde adipoz dokudan elde ettikleri mezenkimal kok hicrelerin

potansiyel kullanimini gdstermislerdir. Elde ettikleri MKH’lerin i§ seklinde olduklarini
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ifade etmiglerdir. Bu sonug, bizim ¢aligmamizdaki TSC’lerin morfolojileri ile tutarhlik
gOstermektedir. Flow sitometri analizinde ise adipoz kaynakli MKH’lerin CD29, CD54
ve CD90'l ifade ettidi, ancak CD45 ve CD106'y! ifade etmedigini belirtmiglerdir. Tez
¢alismamizin flow sitometri sonucunda TSC’lerin Cakici ve ark.’i ile uyumlu olarak
CD54 ve CD90'1 ifade etmigtir. Ancak farkli olarak TSC’lerimizin CD29'u ifade etmeyip
CD 45’ise ifade etmigtir (Cakici vd. 2013). Caligsmalarda farkli deney hayvanlarinin
testisinden ve izole edilen testikiler stromal kok hiicrelerin ve adipoz dokudan Uretilen
mezenkimal kok hlcrelerin karakterizasyonlarinin yapiimasi sonucunda bu hcrelerin
mezenkimal karakterde oldugu belirtilmistir. Flow sitometri analizlerine baktigimizda bu
hicrelerin mezenkimal 6zellik gosteren testikiler stromal kdk hicreler oldugunu tespit
ettik. Literatirde testikiler stromal kok hicrelerin karakterizasyonu ve kullanilan

belirteclerle ile ilgili olarak farkli bilgiler mevcuttur.

Klinikte, 24 saaten uzun slren siddetli germ hicre hasari bireylerde kalici
infertiliteye yol acmaktadir (Mansbach vd. 2004). Infertii bireylerin, testis
biyopsilerinden sonra patolojik infertiliteyi yorumlamak igin Modifiye Johnsen skoru
kullaniimaktadir. Modifiye Johnsen skorunda, 12 puan tam spermatogenezi, 11 puan
ise ¢ok sayida ge¢ spermatid ve az sayida spermatozoayl temsil eder. Modifiye
Johnsen skorunun 10 olmasi hipospermatogenezi gdsterirken, 10 puanin altinda
olmasi ise infertilite anlamina gelir. Yaptigimiz ¢alismada CH Sol grubunun Modifiye
Johnsen skor ortalamasi 10,05 olup TSC uygulamasi (TSC Sol) sonrasinda skor
ortalamasini 11,68’e yukseldigi goéruldi. TSC'lerin, cerrahi testis hasarinda Modifiye
Johnsen skorunu yukselterek hipospermatogenezi duzeltmeye katki saglayabilecegi

dasunaldd.

Arastirmacilar, azospermi modelini olustururken kemoterapdtik ajanlar
kullanmig ve bu ajanlar, testisteki germ hucrelerine zarar vererek spermatogenezi
inhibe etmigtir. Seminifer tibuldeki germ hiicreler arasinda bu toksik etkiden en fazla
etkilenen hiucre spermatogonyumlardir. Leydig ve Sertoli hiicreleri, toksik etkiden sonra
hayatta kalabilen en direncli hicrelerdir (Shetty ve Meistrich 2005). Toksik etkilerin
disinda seminifer tibullerde, normal sartlarda gergeklesen spermatogenez asamasinda
da hucre 6limU gerceklesebilmektedir. Bu hucre 6lim mekanizmasi, programli hicre
0lumua adini alan apoptozistir (Kaczanowski 2016). Apoptozisde, hiicreyi 6lume goturen
veya bu Olumu baskilayan cesgitli antiapoptotik ve proapoptotik genlerin rol
oynamaktadir. Hucreleri apoptoza gotiren BAX, Puma, Bad gibi genler proapoptotik
etki gosterirken, BCL-2, Bcl-xlI ve Mcl-1 genleri ise antiapoptotik etki gosterir (D’Arcy
2019). BCL-2 ailesi apopitozisin reglle edilmesinde kritik rol oynamaktadir. Bu rol bir

hicrenin yasam ile 6lum arasindaki dengeyi olusturmaktadir. BCL-2’nin aksine BAX
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geni ise hicreleri apoptozise goétlirmektir. BAX, herhangi bir faktor ile indiklendiginde
hicrenin  sitoplazmasindan, dis mitokondriyal membrana dogru ilerleyerek
mitokondriyal gecirgenligin artmasina neden olur. BCL-2, bu apoptotik sinyal iceren
molekdllerin salinimini azaltmak igin sitokrom ¢ salinmasina sebep olarak, BAX ile
micadeleye girer (Ouyang vd. 2012). Sitokrom c salinimi, sirasiyla Caspas 9 ve 6lim

Caspas’l adini alan Kaspas 3’0 uyarir (Palmer vd. 2000).

Wang ve ark.1 sicanlarda kadmiyum kaynakli testis hasarinda kemik iligi
kaynakli MKH’lerin terapétik etkisini incelemislerdir. Yapilan immunohistokimyasal
analizde, BAX ve Kaspas 3 antikorlarinin ekspresyon dizeyleri model grubunda, tedavi
ve kontrol grubuna gore 6nemli derece arttigini tespit etmislerdir. BCL-2 antikorunun
diger antikorlara oranla model grubunda ekspresyon dizeyinin dustigunu, kontrol ve
tedavi grubunda ise arttigini bulmuslardir (Wang Y.-J. vd. 2017). Bulgularimizda BAX,
BCL-2 ve Kaspas 3 antikorlarinin CH grubunda zayif derecede ekspre olurken, az
sayida orta ve yiksek ekspresyon gosteren germ hucrelerinin oldugunu H skoru ile
go6sterdik. Kontrol ve TSC grubunda ekspresyonun derecesi genel olarak negatif
reaksiyon goéstermis ama baz tlblllerde az miktarda orta ve yuksek ekspresyon
gorulmustur. Wang ve ark.’nin BAX ve Kaspas 3 antikorlarinin ekspresyon sonuglari,
bizim bulgularimiz ile uyumluluk gdsterirken, BCL-2 ekspresyonumuz ise tam tersi

sonug vermistir.

Meligy ve ark.’nin yapmis oldugu bir caligmada, sisplatin ile hasar verilen sigan
testislerinde Kaspas 3 ekspresyonun azaldidini ancak adipoz kaynakh MKH’ler ile
tedavi edilen siganlarda bu ekspresyonun anlamli derecede azaldigini tespit etmiglerdir
(Meligy vd. 2019). Latif ve ark.1 ise kadmiyumun neden oldudu testis hasari
calismasinda, kemik iliginden izole edilen MKH’lerin Kaspas 3'Un immun
eskpresyonunu azalttigini géstermistir (Abdel Latif vd. 2020). Gultekin yapmis oldugu
bir calismada sisplatinin, sican testislerinde BAX ekspresyonunu arttigini gostermistir.

Bu sonuglar bizim bulgularimiz ile tutarliik gostermistir (Gultekin 2013).

immiinohistokimyasal bulgularimiz, CH grubundaki seminifer tiibillerde yer alan
spermatojenik seri hicrelerin sitoplazmalarinda Kaspas 3 ve BAX aktivitelerinin Kontrol
ve TSC grubuna gore anlamli bir artis oldugunu gosterdi. Bu artis spermatogenezin
bozulmasi ile iligskilendirilebilir (Saral vd. 2016). Verilen cerrahi hasar, Kaspas 3 ve
BAX'In neden oldugu apoptotik yolaklarin aktivasyonunu saglayarak germ hucreleri ve
Leydig hucrelerinin apoptozisi ile sonuglanmistir. TSC’lerin apoptozisi azalttiyi yapilan
H skoru analizi ile gosterilmistir. BCL-2 ekspresyonun CH grubunda ekspresyon
seviyesinin yiuksek olmasi beklenilenin aksine bir sonu¢ olmustur. Verilen cerrahi

hasari 15. 30. ve 45. giin olacak sekilde gruplara ayirip TSC’lerin etkisini incelemek ve
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lezyon sayisini  arttirmak BCL-2 ekspresyon dizeyini belirlemek igin tekrar

degerlendirelebilir.

Spermatogenezde 6nemli role sahip olan testosteron, testisin interstisyum
alaninda yer alan Leydig hlcreleri tarafinda salgilanmaktadir. Yapilan birgok ¢calismada
verilen testis hasarlarinda testosteron seviyelerinin dustugu gosterilmistir. Farkli
dokulardan izole edilen mezenkimal kok hicrelerle yapilan tedavilerle bu seviyelerin
normale dondugu calismalar literatirde bulunmaktadir. Hasio ve ark.1 testis
torsiyonunda orbital yagdan uretilen mezenkimal kdk hiicrelerin etkisini incelemiglerdir
(Hsiao vd. 2015). Yapilan ELISA deneyinde, CH grubunda 3. ve 7. glinlerde serum
testosteron seviyelerinde azalma oldugunu, MKH grubunda ise 3. glinde testosteron
seviyesinin onemli Ol¢cide arttigini ancak 7. gunde normal seviyelere déndugunu
gostermislerdir. Bizim calismamizda 15 gun sonunda elde edilen testosteron
seviyelerinin CH grubunda, Kontrol grubuna gére ¢ok dusik duzeyde azaldigi goérilse
de aralarindaki fark anlamli degildi. Ayrica TSC grubunun testosteron seviyesi kontrol
grubuna goére ylksek olmasina ragmen istatiksel olarak fark bulunmadi. Ancak TSC
grubunda testosteron seviyesinin Kontrole gére daha ylksek olmasinin, TSC’lerin germ
hucrelerinin  yani sira interstisyel alandaki Leydig hucrelerine de farkhlastigini

disUndirmektedir.

Meligy ve ark.’1 adipoz dokudan Uretilen mezenkimal kok hucreleri Cisplatin
kaynakli testis hasarinda kullanmiglardir. Cisplatinin testosteron seviyesini anlamli
sekilde dlistrdigund ancak kok hicre verilen grupta kontrol grubuna gére anlamli bir
fark olmadigini tespit etmislerdir (Meligy vd. 2019). Bizim ¢alismamizda ise testosteron
seviyelerinde, TSC grubunda kontrol grubuna gdére anlamli bir fark olmadigi
g6rilmektedir. Qian ve ark.’1 busulfanin neden oldugu testis toksisitesine karsi insan
amniyon mezenkimal kok hiicrelerini tedavi amach kullanmiglardir. Yapilan ¢alismada
insan amniyon mezenkimal kok hucrelerinin testosteron seviyesini ilk haftada hafif
dizeyde artirirken, doérduncu haftada ise ileri diizeyde artis gézlemlemiglerdir (Qian C.
vd. 2020). Bizim galismamizda ise 15 gun sonunda testosteron seviyelerinde anlaml
bir farkin olmadigi goérdlmustur. Calismamizda uygulanan deney modeli klinik ile
uyumlu olacak sekilde testislere minumum hasar verecek sekilde gerceklestirildiginden
gruplar arasindaki farkin anlamli olmadigini dustunmekteyiz. Planlanacak gelecek
calismalarda cerrahi hasarin buyuklugu veya hasar verilen bolge miktarinin arttiriimasi,
deney grubunda verilen TSC'lerin etkisinin daha net sekilde incelenmesine olanak
saglayacaktir. Ayrica uygulanacak stromal hiicre sayisinin ve deney silresinin
arttinlmasi  da TSC'lerin  testis mikrogevresindeki terapdtik  potansiyelinin

degerlendiriimesinde daha etkili olabilecedi disuntlmektedir.
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6. SONUG

Cerrahi olarak olusturulan testis hasarlarinda, histolojik kesitlerde, seminifer
tubdllerin  ve interstisyel alandaki yapilarin hasara ugradigi gosterilmigtir.
immunohistokimyasal tekniklerle gésterilen, dokulardaki BAX ve Caspas 3 ekspresyon
duzeylerinin artigi ise cerrahi hasarin apoptozisi indtkledigini dogrulamistir. Testikuler
stromal kok hicre transplantasyonundan sonra yapilan sayimla (Modifiye Johnsen
skoru) ve immunohistokimyasal tekniklerle elde edilen bulgular, bu hicrelerin hasarl
dokulardaki iyilesmeyi hizlandigini gdstermektedir. ileride bu calismanin pre-klinikten
klinige geciriimesi, 6zellikle azospermi tanisi almis hastalarda TESE operasyonu
sonrasinda dokularin daha hizl iyilesmesi yonunde yeni bir tedavi se¢cenegi olarak

karsimiza c¢ikabilir.
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