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ÖZET 

 

SIÇANLARDA CERRAHĠ OLARAK OLUġTURULAN TESTĠS HASARLARINDA 
TESTĠS KAYNAKLI STROMAL KÖK HÜCRELERĠN TESTĠS DOKUSUNA ETKĠSĠ 

 

Faruk ALTINBAġAK 
Yüksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji AD 

Tez Yöneticisi: Dr. Öğr. Üyesi Murat Serkant ÜNAL 
 

Aralık 2022, 81 Sayfa  
 

Azospermi, infertil erkeklerin %10-20‟sinde bulunan ve ejakülat ile atılan semen 
içerisinde spermatozoanın olmaması olarak tanımlanır. Azospermi hastalarında, sperm 
elde edilmesi için yapılan TESE ameliyatlarında testislerde doku kayıpları ve hasar 
meydana gelmektedir. Testislerde bu hasarın iyileĢmesi uzun bir süre gerekmekte ve 
testosteron seviyelerinin tekrar yükselebilmesi aylarca sürebilmektedir. 

Bu çalıĢmadaki amacımız testisin kendi mikroçevresine ait olan stromal kök hücreleri, 
cerrahi olarak lezyon oluĢturduğumuz testis hasarında transplante ederek etkilerini 
incelemektir. Stromal kök hücreler, bu lezyonların daha çabuk olarak iyileĢmesine 
neden olabilir. 

ÇalıĢmamızda 10 haftalık 21 adet Wistar-Albino cinsi erkek sıçan kullanıldı. Sıçanlar 3 
gruba ayrıldı. Kontrol grubu (n:6), Cerrahi Hasar grubu (CH), CH Sağ ve CH Sol 
Ģeklinde (n:6) ve Testiküler Stromal Hücre grubu (TSC), TSC Sağ Ve TSC Sol Ģeklinde 
ayrıldı. (n:6). CH ve TSC gruplarının, sol testisine hasar verirken sağ testislerine hiçbir 
uygulama yapılmadı. Cerrahi olarak hasar verdiğimiz sıçanlara, testisten elde ettiğimiz 
testiküler stromal kök hücreler (TSC) transplante edildi. Daha sonra dokular 
hematoksilen-eozin (H&E) ile boyandı ve Modifiye Johnsen skorlaması ile fonksiyonel 
yapılardaki iyileĢme oranları değerlendirildi. TSC‟lerin testis dokusu üzerindeki etkileri 
Kaspas 3, BCL-2 ve BAX kullanılarak immünohistokimya tekniği ile gösterildi. Testisteki 
serum testosteron seviyeleri ise ELISA yöntemi ile incelendi. 

15. günün sonunda, CH Sol grubundaki bazı seminifer tübüllerin germ hücrelerinde 
dejenerasyon olduğu ve interstisyel alanların azaldığı, TSC Sol grubunda ise seminifer 
tübüllerin normal histolojisine yakın bir görünüme sahip olduğu belirlendi. 
Ġmmünohistokimyasal teknikle dokulardaki ekspresyonlar incelendiğinde CH Sol 
grubunda, Kaspas 3, BAX düzeylerinin arttığı Kontrol ve TSC Sol grubunda ise azaldığı 
tespit edildi. BCL-2 düzeylerinin hasar grubunda arttığı, Kontrol ve TSC Sol grubunda 
ise azaldığı izlendi (p<0.004). Serum testosteron seviyelerinde TSC grubunda, Kontrol 
ve CH gruplarına göre artıĢ olmasına rağmen bu artıĢ istatiksel olarak anlamlı değildi 
(p>>0.119). Bütün bunlara bağlı olarak TSC‟lerin testis dokusunda oluĢan cerrahi hasar 
üzerinde iyileĢtirici etkiler yaptığı görüldü. 

Anahtar Kelimeler: Testis, Azospermi, Ġnfertilite, Testis hasarı, Testiküler stromal kök 
hücre 
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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 
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1. GĠRĠġ 

 

 

Canlıların varoluĢ amaçları dikkate alındığında, genetik bilgilerini nesilden nesile 

aktararak soylarını devam ettirme içgüdüsünde oldukları bilinmektedir. Amacı, soyunu 

devam ettirmek olan bir canlının, bu kabiliyetini kaybetmesi önemli bir sorun 

oluĢturmaktadır. Günümüzde tüketilen besin maddelerinin genetiğinin değiĢtirilmiĢ 

ürünler olması, kemoterapi, radyoterapi, alkol ve sigara tüketimindeki yaygın kullanım, 

bilinçsiz ilaç alımı ve genetik etkenler infertilitenin ana nedenleri olarak 

nitelendirilmektedir (Dabaja ve Schlegel 2014). 

Birey ve bireylerin yaĢam kalitesini olumsuz olarak etkileyen ve infertiliteye 

sahip erkeklerin %10-15‟inde görülen azospermi, ejakülatta spermatozoanın olmaması 

olarak tanımlanır. Azospermi, tıkanıklığa bağlı olan obstrüktif (OA) ve tıkanıklığa bağlı 

olmayan nonobstrüktif (NOA) olmak üzere iki çeĢidi vardır. Klinik alanda nonobstrüktif 

azospermi (NOA) için mikroTESE yöntemi ile sperm bulma imkânı vardır (Aziz 2013). 

Ancak bu tedavi yöntemi her zaman olumlu sonuçlar vermemektedir. Ġnfertilitenin en 

Ģiddetli Ģekli olan azosperminin, mikroTESE ile tedavisinin hem maliyet açısından hem 

de daha az farklı alternatiflerinin olması, bireyler için endiĢe kaynağı olmaya devam 

etmektedir. Bunun dıĢında pre-kilinik açıdan azosperminin tedavisi için gen terapisi, in 

vitro maturasyon ve mezenkimal kök hücreler kullanılmaktadır. Bu tedavi yöntemlerinin 

arasında mezenkimal kök hücrelerin, çoğalma ve farklılaĢma için yüksek 

potansiyellerinin olmasının yanı sıra reparatif (tamir edici) ve rejeneratif (yenileyici) 

etkilerinden dolayı bilim insanları ve klinisyenler için büyük ilgi odağı olmuĢtur (Kadam 

vd. 2017). Azospermi modeli oluĢturulan canlılara nakledilen MKH‟lerin, testisteki doku 

hasarını onarımında önemli bir role sahip oldukları gösterilmiĢtir. 

Azospermili hastalarda, düĢük seviyede bulunan testosteron miktarı 

spermatagonezin baĢlatılmasını ve devamlılığını olumsuz olarak etkilediğinden dolayı 

MKH‟ler ile testosteron konsantrasyonu yükseltilerek eĢik değerine ulaĢtırılır. Bu da 
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SKH‟lerin üreme fizyolojisi açısından önemli bir rol oynadığı görülmektedir (Meligy vd. 

2019). Hatta bunun dıĢında testis mikroçevresinde germ hücrelerine farklılaĢma 

kapasitelerinin olması, MKH‟lerin tercih sebepleri arasındadır (Zahkook vd. 2014). 

Yapılan birçok çalıĢmada alınan sonuçlar olumlu etkiler ortaya koysa da 

araĢtırmaların kısıtlılığı ve klinik alandaki sonuçsallık MKH‟lerin infertiliteye sahip 

bireyler ve daha birçok çeĢitli hastalık için umut ıĢığı taĢıdığı yönündedir. Bu 

araĢtırmada klinik açıdan deneysel hayvanlar üzerinde MKH‟ler kullanılarak azospermili 

sıçanlardaki etkileri incelenerek literatüre pre-klinikten kliniğe geçiĢ için olumlu-olumsuz 

sonuçları sunulmak istenmiĢtir.  

 

 

1.1. Amaç 

 

Bizim bu çalıĢmadaki amacımız testiküler kaynaklı stromal hücreleri, cerrahi 

olarak lezyon oluĢturduğumuz sıçanlarda testis hasarı üzerindeki sonuçlarını incelemek 

ve iyileĢtirici etkisini göstermektir. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

 

2.1. Testis Anatomisi 

 

Ġnsanlarda her testis, 2.5-3 cm kalınlığında ortalama 4-5 cm uzunluğunda ve 2-3 

cm geniĢliğindeki bir çift oval Ģekilli organdır. Her bir testis 10-20 gr ağırlığında olup, 

hacimsel olarak 15-25 ml arasındadır (Snell 2018) 

Testisler, skrotum adı verilen fibromusküler yapının içerisinde, funiculus spermaticus 

aracılığıyla asılı haldedirler. Testisin; 

 Ġki yanı, margo anterior ve margo posterior 

 Ġki yüzü, facies medialis ve facies lateralis   

 Ġki ucu ise margo anterior ve margo posterior olarak adlandırılmaktadır.  

Margo posterior‟un çevresinde epididimis ve epididimisin ortasında funiculus 

spermaticus yerleĢmiĢtir. Testisin visseral periton ile çevrelenmiĢ kısımları; iki yüzü, ön 

yanı ve uçları olup margo posterior‟un sadece dıĢ kısmı periton ile kaplıdır. Peritonun 

olmadığı medial kısıma, epididimis tutunur ve testise ait olan kan damarları, sinirler ve 

kanallar buradan geçer (Arıncı ve Elhan 1995). 

Testis, üç tabakadan meydana gelmektedir. Bunlar; tunika vajinalis, tunika 

albuginea ve tunika vaskülozadır. Testisler, abdominal kavitede retroperitoneal Ģekilde 

geliĢip skrotuma göç ederken, peritondan köken almıĢ tunika vajinalisi de getirir. En 

içteki tabaka olan tunika vajinalis, visseral yaprak ve pariyatel yaprak olmak üzere iki 

tabakadan oluĢur. Visseral yaprak, testise bakan kısma yakındır ve edidimisi örterken, 

paryatel ise dıĢ kısımda bulunur. Orta tabakadaki tunika albuginea, kalın ve kollojenden 

yoğun bağ dokusuna sahip olup tunika vajinalisin visseral yaprağı tarafından 

örtülmüĢtür. Testisleri çevreleyen bu tabaka, testisin posteriyor yüzeyinde kalınlaĢarak 

mediastinum testisi meydana getirir. Tunika albugineadan çıkan fibröz uzantılar 

(septum), testisi ortalama 250-300 adet lobüle ayırır. Görünüm olarak piramite 

benzeyen bu lobüllerde, 1-4 adet kıvrımlı Ģekildeki seminifer tübüller yer alır. Seminifer 
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tübüller rete testis ile devam eder. Tunika vasküloza ise kapsülün en iç tabakasında ki 

gevĢek bağ dokusudur ve kan damarlarını bulundurur (Kuran 1983). 

Testisi beslenmesinde rol oynayan ana damar testiküler artedir. Testisin çevresine 

yaklaĢtıkça kıvrıntısı artmaktadır. Bu damar önce spermatik kordon yapılarında yer alır. 

Birden fazla dallara da ayrılabilen testiküler arter, testisin posteriyor bölgesine giderek 

oblik haldeki tunika albuginea‟nın içinden geçip tunika vaskülozada dallanır. Testiküler 

arterlerin dallanması temelde extremitas inferior‟un ön, orta ve kenarlarında 

gerçekleĢir. Daha sonra testiküler arterdeki dalların bölünmesi devam eder ve seminifer 

tübüllerin arasında bulunan interlobüller arteriolleri meydana getirir. Testiküler arter 

dıĢında testisi besleyen diğer damarlar ise duktus deferentis arter ve kremasterik 

arterdir. 

Testislerdeki venöz drenaj, testisin posteriyor bölgesindeki birçok venin, epididimis 

kökenli dallar ile kaynaĢması sonucu zengin bir ağa sahip plexus pampiniformis‟i 

meydana getirir. Plexus pampiniformis, abdominal venlere kanın taĢınmasında önemli 

rol oynar. Sağ testiküler ven, doğrudan alt vena kava inferiora boĢalırken, sol testiküler 

ven ise sol renal venlere boĢalır. 

Testisteki lenfatikler, intertübüler bölümlerden baĢlayarak spermatik kord 

içerisinden devam eder ve perikaval, paraaortik ve interaortokaval lenf nodlarına 

boĢalır. Seminifer tübüllerde lenfatik drenaj bulunmamaktadır (Arıncı ve Elhan 1995). 

Testislerin innervasyonu, sempatik ve parasempatik sinirlerden meydana gelir. 

Bu sinirler, renal ve abdominal aort pleksususlarının içerisinden geçer. Daha sonra 

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

 

 

2.2. Testis Embriyolojisi 

 

Cinsel geliĢim, bir organizmanın yaĢamındaki temel evrelerden biridir. 

GeliĢmekte olan gonadlardaki germ hücreleri, ergenlikle birlikte olgunlaĢmasını 

tamamlayarak, sonraki nesillere aktarılan tek genetik mirastır. Üreme sistemi 

organlarının cinsel farklılaĢması ve belirlenmesi, Y veya X kromozomunun varlığı ile 

yönlendirilir. BaĢka bir deyiĢle insan, fertilizasyon sonucunda, genetik olarak bir erkek 

veya bir diĢi embriyo olarak geliĢmeye mahkûmdur. Bununla birlikte gonad geliĢiminin 7. 

haftasına kadar, erkek ve diĢi gonad arasında ayrım yapmak oldukça imkânsızdır. Bu 
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nedenle bu aĢamaya „farklılaĢmamıĢ safha‟ denirken, gonadlara ise „farklılaĢmamıĢ 

gonad‟ olarak isimlendirilmektedir (Moore vd. 2015). 

Primordiyal germ hücreleri, epiblast tabakasından köken alır ve 4. haftada yolk 

kesesinin allantoise yakın duvarındaki endodermal hücreleri arasında bulunur. 

Embriyonun katlamaları esnasında vitellüs kesesinin dorsal tarafı, embriyonun iç 

kısmına yerleĢir. Bu sırada primordiyal germ hücreleri, arka bağırsağın dorsal 

mezenteri süresince gonadal kabartılara migrasyon yaparlar. Primordiyal germ 

hücreleri altıncı haftada, altındaki mezenkimi istila ederek gonadal kordonlara katılırlar. 

Gonadlar, sperm ve oosit üretmeye özelleĢmiĢ organlardır ve üç kaynaktan geliĢir:  

 Arka karın duvarını kaplayan mezotelyum (mezodermal epitel) 

 Alttaki stromal doku (embriyonik bağ doku) 

 Primordial germ hücreleri (farklanmamıĢ cinsiyet hücreleri) (Sadler 1996). 

Mezotelyum 5. haftada, mezonefrozun medialinde bir doku çıkıntısı olan genital 

kabartıyı oluĢturmak üzere çoğalır. GörünüĢ olarak parmak Ģeklini anımsatan gonadal 

kordonlar, altındaki mezenkime nüfuz ederek büyürler. FarklılaĢmamıĢ gonadlar artık bir 

medulla ve korteksten oluĢur. XX embriyolarda over korteksten köken alacak ve medulla 

gerileyecektir. XY embriyosunda medulla testislere dönüĢecek ve korteks gerileyip 

dejenere olacaktır. GeliĢmekte olan embriyo, genetik açıdan erkek ise primordiyal germ 

hücreleri Y kromozomu taĢımaktadır. Testis belirleyici faktör (Testis Detarmining Factor), 

Y kromozomunun kısa kolundaki SRY geni tarafından kodlanır. SRY tarafından 

düzenlenen testis belirleyici faktör (TDF), gonadal kordonları, seminiferöz kordonlara 

dönüĢtürür. TDF, seminiferöz kordonları indükler ve bunları farklanmamıĢ gonadın 

medullasının iç kesimlerine doğru uzamasına sebep olur. Ardından kordonlar dallanarak, 

birbirleri ile anastomoz yapan bir ağa ayrılır ve olgun spermin, testislerden ayrıldığı bir 

dizi yapının ilki olan rete testisleri oluĢturur. Yoğun bir fibröz bağ dokusu tabakası olan 

tunika albuginea, geliĢimini tamamladıktan sonra gonadal kordonların yüzey epiteli ile 

bağlantılarını koparır. Testiküler geliĢim için tunika albugineanın geliĢimi önemli bir 

olaydır. GeniĢleyen testis, kademeli olarak dejenere olan mezonefrozdan ayrılır ve 

kendine has mezenteri olan mezorĢiyum ile asılı duruma gelir. Seminifer kordonlar, rete 

testise, tubuli rekti ve seminifer tübüllere farklanırlar (Partin vd. 2020). 

Ġnterstisyel hücreleri (Leydig hücreleri) meydana getiren mezenkimden Seminiferöz 

tübüller ayrılırlar. Gebeliğin sekizinci haftasında, Leydig hücreleri androjen olan 

testosteron ve androstenedione üretimine baĢlar ve böylelikle de mezonefrik kanallar 

ile dıĢ genital organların cinsel farklılaĢmasını indükler. Ġnsan koryonik gonadotropin 

hormonu (hCG) 8.haftayla birlikte, testosteron üretimini stimüle eder ve üretilen hormon 
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miktarı 8-12 haftalık dönemde maksimum değerine ulaĢır. Testosteron haricinde fetal 

testislerde anti-Müllerian hormon (AMH) veya Müllerian inhibitör madde (MIS) olarak 

isimlendirilen glikoprotein yapıda bir hormon da salgılamaktadır. Sertoli hücreleri 

(destek hücreler) tarafından salgılanan anti-Müllerian hormon, puberteye kadar 

salgısını devam ettirir ve daha sonra salgı miktarı azalır. AMH, paramezonefrik 

(Müllerian) kanalların geliĢimini baskılayarak uterus ve tuba uterinaya farklılaĢmasını 

önler (Moore vd. 2015). 

Puberte çağına kadar katı (solid) bir halde kalan seminifer tübüllerin lümeni yoktur. 

Puberte ile birlikte lümen kazanırlar. Seminifer tübüllerin duvarında, destek hücreleri 

olan Sertoli hücreleri ile primordiyal germ hücrelerinden farklanan spermatogoyum 

olmak üzere iki tip hücre bulunur (Sadler 1996).  

Fetal testiste, seminifer tübül epitelinin büyük kısmını Sertoli hücreleri oluĢturur. Ġleri 

ki fetal geliĢim esnasında, testisin yüzey epiteli düzleĢerek yetiĢkin testisin dıĢ 

yüzeyinde bulunan mezoteli meydana getirir. Duktuli efferentesleri oluĢturan rete testis, 

15-20 adet mezonefrik tübüllerle devam eder. Buradaki duktuliler, mezonefrik kanal 

(Wolffian) ile birbirlerine bağlanırlar.  Ayrıca Wolffian kanalını duktus epididimisi de 

oluĢturur. 

 

 

2.3. Testis Histolojisi 

 

Testisler, spermatik kordon ile asılı halde duran ve vücut boĢluğu dıĢında yer 

alan, fibromusküler yapıdaki skrotum içerisindeki bir çift organdır. Fetusun geliĢimi 

sırasında abdominal kaviteden skrotuma göç eden testisler, kendileri ile beraber kan ve 

lenfatik damarları, otonomik sinirleri ve testislerin anterolateral kısmını kaplayan, 

peritondan geliĢmiĢ tunika vajinalisi de getirir. Testislerin skrotum içerisinde bulunma 

sebebi, spermatogenez için gerekli olan sıcaklığın, vücut sıcaklığından 2-3 derece 

altında olmasından kaynaklıdır. Bu durum hayati bir önem arz etmektedir. Fakat 

hormon üretimi (steroidogenez) için gerekli değildir (Ross ve Pawlina 2011). 

Testisler, kalın ve yoğun bir bağ dokusu kapsüle sahip olan tunika albuginea 

tarafında çevrelenmiĢtir. Kapsülün daha içinde yer alan tunika vasküloza, gevĢek bağ 

dokusu yapısında olup kan damarlarına sahiptir. Tunika albuginea, testisin arka 

yüzeyinde kalınlaĢarak, içeriye doğru mediastinum testisi oluĢturur. Her bir testis, 

kapsülden uzanan ince bağ dokusundaki fibröz uzantılar (septum) ile ortalama 250-300 
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adet lobüle ayrılır. Her lobülde, Leydig hücrelerini içeren gevĢek bir bağ dokusu bulunur 

ve bu bağ doku, spermatozoonların üretildiği 1-4 adet seminifer tübülü çevreler. 

Lobüldeki uzun, kıvrımlı tübüller kangallar oluĢturarak kendi üzerine katlanır. Testisin 

mediastinumuna yakın bölümünde kangalın uç kısımları kısalarak düz kısa segmentler 

halini alır. Bu bölüm düz tübül (tubulus rektus) olarak isimlendirilir. Testis 

mediastinumda labirent Ģeklinde birbiriyle bağlantılı olan ve epitel hücreleri ile döĢeli 

kanalların bulunduğu rete testis ile devam eder (ġekil 2.3) (Gartner ve Hiatt 2012). 

 

 

ġekil 2.3: Ġnsan testisin ve epididimisinin baĢ ve gövdesinin H&E ile boyanmıĢ sagital kesiti 
(Ross ve Pawlina 2011). 

 

2.3.1. Seminifer Tübüller 

 

Seminifer tübüller, spermatojenik germ hücrelerinin, bölünüp olgunlaĢarak 

spermatozoonlara farklılaĢtığı yerdir. YaklaĢık 150-250 μm çapında, 30-70 cm 

uzunluğunda olan tübüllerin epitelini, çok katlı epitel döĢemektedir. Bu epitelde Sertoli 

hücresi olarak bilenen destek hücreleri ve olgun spermi oluĢturacak spermatojenik 

hücreler yer almaktadır. Sertoli hücreleri, puberteye kadar çoğalan ve spermatojenik 

seri hücrelerini saran uzamıĢ pirimidal hücrelerdir. Bu hücrelerin tabanları, seminifer 

tübülün bazal laminasına otururken, apikal uçları ise lümene doğru uzanır. 

Spermatojenik hücreler ise bazal lamina ile lümen arasında yerleĢen 4-8 katlı hücre 
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serileridir. Bazal laminada spermatogonyum denilen olgunlaĢmamıĢ (immatur) hücreler 

bulunurken, lümenin apikal kısmında ise olgun spermatid hücreler tutunurlar (Junqueira 

2006). 

Seminifer tübülü çevreleyen fibröz tunika propriya, çok katmanlıdır ve fibroblast 

hücreleri içermez. Tunika propriyanın bazal laminasına bitiĢik olan içteki katmanda, bol 

miktarda aktin filamenti içermesinden dolayı düz kas fonksiyonuna sahip miyoid hücre 

bulunur. Bu hücreler seminifer tübüllerdeki spermatozooların ve testis sıvısının 

boĢaltım kanallarına taĢınmasında rol oynayan peristaltik kasılmalar yapar (ġekil 2.3.1) 

(Gartner ve Hiatt 2012). 

 

 

ġekil 2.3 1: Seminifer tübülün genel görümü (enine kesit) (Eroschenko ve Di Fiore 2013). 

 

2.3.2. Sertoli Hücreleri (Destek Hücreleri) 

 

Testisin fonksiyonu için önemli etkiye sahip olan Sertoli hücreleri, spermatojenik 

hücreleri çevreleyen, uzun, pirimidal ve çoğalamayan destek hücreleridir. Seminifer 

tübülün, bazal laminasından lümenine doğru uzanan bu hücrelerin çekirdekleri, oval ve 

çentikli olup, az sayıda granüllü endoplazmik retikulumu (gER), çok sayıda düz granüllü 

endoplazmik retikulumu (aER), iyi geliĢmiĢ golgi kompleksi ve çok sayıda lizozom ile 

mitokondriye sahiptir. Bunların dıĢında lipid damlacıkları, vezikülleri, glikojen 

granüllerini, filamentleri ve inklüzyon cisimcikleri de içermektedir (ġekil 2.3.2) (Johnson 

1991). 

Sertoli hücrelerinin, testislerde çok sayıda önemli fonksiyona sahiptir. Bu fonksiyonlar; 

 GeliĢen spermatozoonları besler, korur ve destekler. 
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 Yan yana olan Sertoli hücreleri, kendi aralarında zonula okludens (sıkı bağlantı) 

Ģeklindeki engelleyici bağlantılar yaparak kan-testis bariyerini oluĢturur. 

 Spermatidlerin spermiyogenez aĢamasında fazla sitoplazmalarını ve ayrıca 

mutasyona uğramıĢ germ hücrelerini, geliĢmiĢ lizozomları sayesinde fagosite eder.  

 Spermatozoonların seminifer tübüllerden boĢaltım kanalarına doğru iletilmesini 

sağlayan sıvıyı salgılayarak sekresyon yapar. 

 Spermatozoonların, beslenmesi için ihtiyaç duyduğu fruktozdan bol testiküler sıvı 

salgılar. 

  Testosteron ve follikül uyarıcı hormonun (FSH) kontrolü altında Sertoli hücreleri, 

spermatogenez için ihtiyaç duyulan testosteronu, seminifer tübüllerde yoğunlaĢtıran 

androjen bağlayıcı proteini (ABP) salgılar. 

 Testosteronu östrojene çevirerek az miktarda da olsa salgılanmasını sağlar. 

 Ön hipofiz bezinden FSH üretimini ve salınımını engelleyen inhibin hormonu 

salgılar. 

 Fetal geliĢim esnasında erkekte, Müller kanallarının gerilmesine neden olan ve diĢi 

üreme organlarının geliĢimini baskılayan AMH üretir (Ovalle ve Nahirney 2013). 

 

 

ġekil 2.3.2: Sertoli hücresi ve etrafındaki hücrelerin ince yapısı (Eroschenko ve Di Fiore 2013). 
 

 

2.3.3. Spermatojenik Hücreler 

 

Spermatojenik hücreler, seminifer tübülün bazal laminası ile lümeni arasına 

yerleĢmiĢ, 4-8 hücre katındaki çok katlı epitelin germ hücreleridir. Bazal laminadan 
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itibaren çoğalan hücreler, seminifer tübülün lümenine doğru ilerleyerek 

spermatozoonlara dönüĢür ve epitel ile bağlantılarını kopararak lümende serbest 

hale gelirler (ġekil 2.3.3).  

Spermatogenez, primitif germ hücresi olan spermatogonyumların, çoğalıp 

farklılaĢarak spermatozoonları oluĢturduğu bir süreçtir. Bu süreç üç 3 evrede 

meydana gelmektedir. 

 Spermatogonyal faz: Spermatagonyumlar mitoz bölünmelerle çoğalıp 

farklılaĢarak, diploid sayıdaki primer spermatositeleri meydana getirir. 

 Spermatosit fazı (Mayoz): Primer spermatositlerin, üst üste iki defa mayoz 

geçirerek DNA miktarlarını ve kromozom sayılarını azaltıp, haploid sayıdaki 

spermatidleri oluĢturur. 

 Spermatid fazı: Spermatidler, farklılaĢarak spermatozoonlara dönüĢür (Ross ve 

Pawlina 2011) 

 

ġekil 2.3.3: Seminifer tübülde yer alan spermatojenik seri hücreleri (Junqueira 2006). 

 

Spermatagonyum germ hücreleri, diploid kromozoma (44 otozom + XY) sahip, 

bazal laminanın üstünde yerleĢmiĢ ve puberte çağı ile birlikte mitoz bölünmeler 

geçirerek yeni hücreleri meydana getirirler. Nükleuslarının görünüĢleri göz önüne 

alındığında spermatogonyumlar, insanlarda; tip A koyu spermatogonyum, tip A açık 

spermatogonyum ve tip B spermatogonyum olmak üzere 3‟e ayrılmaktadır. 

1. Tip A koyu spermatogonyumlar, oval biçimindeki koyu boyanan nükleuslara 

sahiptir ve ince granüllü kromatinleri içermektedirler. Bu hücreler, mitotik 
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sikluslar geçirerek ya tip A koyu spermatogonyumları oluĢturur ya da tip A açık 

spermatogonyumları meydana getirir. 

2. Tip A açık spermatogonyumların, nükleusları oval Ģeklinde olup açık renkte 

boyanma gösterirler. Bu hücreler de art arda birçok mitoz bölünmeler geçirerek 

tip A açık spermatogonyumları ve tip B spermagonyumları oluĢtururlar.  

3. Tip B spermatogonyumlar ise nüklear membrana bağlı Ģekilde kümelenmiĢ 

heterokromatine sahip, yuvarlak nükleuslar içerir. Tip B spermatagonyumlar, 

mitoz bölünmeler ile primer spermatositleri oluĢturacak öncül (progenitör) 

hücrelerdir (Johnson 1991). 

 Tip B spermatagonyumların, mitoz bölünme geçirmesi sonucu oluĢan primer 

spermatositler, 4N DNA ve 46 kromozom (44+XY) içerirler. Bu hücreler 

germinal epitelin orta bölümünde bulunur ve seminifer tübülde yer alan 

spermatojenik serinin en büyük hücreleridir. Primer spermatositler, ilk mayoz 

bölünmesini geçirerek 23 kromozoma (23+XY) sahip sekonder spermatositleri 

oluĢturur. Kromozom sayısının yarıya düĢmesi, hücrelerdeki DNA miktarının da 

(2N) yarıya düĢmesine neden olur. Sekonder spermatositler ise, primer 

spermatositlere göre lümene daha yakın olup yarısı kadar bir boyuta sahiptir. 

Sekonder spermatositler meydana geldikten çok kısa bir süre sonra 

spermatidleri oluĢturmak için ikinci mayoza girdiklerinden dolayı testis 

kesitlerinde görülmesi oldukça zordur. Ġkinci mayoz sonucunda oluĢan 

spermatidler, 23 kromozom sahip ve haploid (1N) sayıdadırlar. Bunun nedeni 

ise, sekonder spermatidlerin S fazına (DNA replikasyon) geçmeden direkt 

olarak ikinci mayozun profaz fazına girdiklerinden dolayıdır. Spermatidler, hem 

primer spermatosit hem de sekonder spermatosite göre daha küçüktür ve 

lümene daha yakın konumdadırlar.  Ayrıca Sertoli hücreleri ile yakın bağlantı 

içerisindedirler. Bu bağlantı, spermatidlerin Sertoli hücrelerine sıkı bağlanması 

Ģeklindedir. Spermatidlerin farklılaĢması (metamorfoz) sonucunda meydana 

gelen spermatozoonların, seminifer tübüllerin lümenine salıverilmesi ve Sertoli 

hücreleri ile spermatozoonların arasındaki bağlantıların kopması, spermiasyon 

denilen süreç ile gerçekleĢir (Ross ve Pawlina 2011). 

 

2.3.4. Spermiyogenez 

 

Spermiyogenez, spermatidlerin morfolojik olarak farkılılaĢma geçirmesi sonucu 

spermatazoonları (olgun sperm) oluĢturduğu son aĢamadır. Spermiyogenez 4 

safhaya ayrılır: 
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 Golgi safhası: Spermatidin nükleus çevresine yakın olan Golgi kompleksinde, PAS 

pozitif granül olan proakrozomal granüller birikir. Ardından proakrozomal granüller 

akrozomal vezikülleri oluĢturmak üzere bir araya gelir. Akrozomal vezikül Golgiden 

kaynaklı bir membran ile sarılıdır. Ayrıca bu safhada akrozomal vezikül büyüyerek 

içeriğini artırır.  

 Kep safhası: Akrozomal vezikül, yoğun halde olan nükleusun ön yüzeyinin yaklaĢık 

yarısını örtecek kadar yayılır. Bu yapı akrozomal kep adını alır. 

 Akrozom safhası: Bu safhada spermatid, kendi konumunu değiĢtirerek baĢ kısmını 

Sertoli hücresinin içerisine gömer. OlgunlaĢmasını devam ettiren flagellum ise 

lümene yönelir. Spermatid nükleusu, yassı bir görünüm alarak uzar. Akrozom, 

hyaluronidaz, nöraminidaz, asit fosfataz ve etki olarak tripsinle aynı görev gören 

akrozin gibi hidrolitik enzimleri barındırır. Nükleus ve akrozom, plazma 

membranının ön bölümüne yakın bir konuma göç ederken mikrotübüller ise 

akrozomun arkasından, spermatidin arka kutup bölgesine kadar ilerleyen silindirik 

kılıf olan manĢeti meydana getirir. GeliĢmekte olan flagellumu, plazma membranı 

kuĢatmak üzere posteriyora göç ederken, manĢet yok olur ve mitokondriyonlar da 

flagellumun proksimal tarafında heliks Ģeklinde bir kılıf oluĢturmak üzere 

toplanarak, spermatidin orta parçasını oluĢturur. Orta parçanın distalindeki fibröz 

kılıf esas parçayı çevreleyerek flagellumun uç kısmına kadar ilerler. Fibröz kılıfın 

distalinde kalan kuyruk bölümü son parçayı meydana getirir. 

 OlgunlaĢma (Maturasyon) safhası: Flagellanın çevresindeki fazla sitoplazma 

azaltılarak spermatozoonlar oluĢur. Geriye kalan artık sitoplazma olan rezidüel 

cisimcik ise Sertoli hücrelerinin fagosite özelliği ile ortadan kaldırılır. Spermatidler 

arasındaki bağlantılar koparak, Sertoli hücreleri aracılığıyla seminifer tübülün 

lümenine serbest bırakılır (Ross ve Pawlina 2011). 

 

2.3.5. Olgun (Matür) Sperm 

 

50-70 μm uzunluğundaki olgun sperm hücresi, hareketli olup DNA‟yı içeren baĢ, 

orta parça ve hareketten sorumlu kuyruktan oluĢmaktadır. Sperm baĢı 3 µm 

geniĢliğinde, 4,5 µm uzunluğunda ve 1 µm kalınlığındaki sivri, yassı Ģeklindedir. 

Nükleusun 2/3‟lük kısmı zarla kuĢatılmıĢ olan akrozom içerir. Akrozom; hyaluronidaz, 

nöraminidaz, asit fosfataz ve akrozin gibi hidrolitik enzimleri içerir. Bu enzimler 

fertilizasyon için hayati önem taĢımaktadır. Özellikle zona pellusidanın geçilmesinde 

büyük rol oynarlar. Bunun dıĢında oosit ile spermin ilk temasında, akrozomal reaksiyon 
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baĢlayarak akrozom enzimleri salınır, böylelikle hem fertilizasyon kolaylaĢır hem de 

oosite, birden fazla spermin girmesine engel olunur.  

Olgun spermin kuyruğu, periferde 9 çiftli, santralde ise 2 tane tekli mikrotübül içerir. 

Boyun, orta, esas ve son parçadan oluĢmaktadır. Boyun kısmı spermatozoonun baĢ 

bölgesi ile orta parçasını birbirine bağlayarak eklem görevi görür. Orta parça, spermin 

hareketliliği için gerekli enerjiden sorumlu olan mitokondriyonları barındırır. Esas parça 

ise kalın fiberler, aksonemal kompleks ve fibröz kılıfı barındıran ve spermatozoonın 

ilerletilmesinde rol oynar. Son parça 9 çift mikrotübül içerir ve yalnıza aksonemal 

kompleksi barındırır (Ovalle ve Nahirney 2013). 

 

 

ġekil 2.3.5: Olgun spermatozoanın yapısı (Ross ve Pawlina 2011). 

 

 

2.4. Spermatogenezin Hormonal Kontrolü 

 

Spermatogenez, gonadotropin salınımının artırması sonucu puberte çağında 

baĢlar ve FSH, luteinizan hormon (LH), ABP ve testosteron hormonlarının etkisi altında 

kontrol edilir. FSH, hipofizin ön bezinden salgılanarak, seminifer tübüldeki Sertoli 

hücrelerinin uyarılmasını sağlar. Böylelikle spermatogenezin baĢlatılmasına ve ABP 

hormonun salgılanmasına neden olur. Hipofizin ön lobundan salgılanan bir diğer 

hormon olan LH, interstisyumdaki Leydig hücrelerindeki LH reseptörelerinin 

uyarılmasını sağlayarak steroid yapıdaki testosteronun sekresyonuna neden olur. 

Testosteron, sekonder seks karakterlerinin geliĢmesi ve sürekliliği için gerekli olan 

önemli bir hormondur. 

FSH ve LH‟in aksine testosteron, kan-testis bariyerinden difüzyon aracılığıyla rahatlıkla 

geçebilmektedir. Sertoli hücrelerinden salgılanan ABP, testosterona bağlanarak 

testosteronun seminifer tübülün lümenine taĢınmasını ve spermlerin olgunlaĢması için 

gerekli yoğunlaĢmayı sağlar. Sertoli hücrelerinden ayrıca FSH salınımı engelleyen 

inhibin ve az düzeyde de olsa Sertoli hücrelerinin testosteronu dönüĢtürmesi sonucu 

oluĢan östrojen salgılanır (Sofikitis vd. 2008). 
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2.5. Ġnterstisyum ve Leydig Hücreleri 

 

Testisin interstisyum dokusu, seminifer tübüllerin boĢluklarında bulunan, kollajen 

lifleri, kan ve lenf damarları ile birlikte sinirleri içeren ve androjen üretimi için önemli 

iĢleve sahip bağ dokusudur. Bu dokuda; Leydig hücreleri, mast hücreleri, makrofajlar, 

fibroblastlar ve farklılaĢmamıĢ stromal hücreler bulunmaktadır. Ġnterstisyumun ana 

hücresi olan Leydig hücreleri, poligonal veya yuvarlak olup, bol miktarda küçük lipid 

damlacıkları içeren ve sitoplazma açısından eozinofilik özelliğe sahip hücrelerdir. 

Ġnsanlardaki Leydig hücrelerinin sitoplazmalarında ek olarak, Reinke kristalleri adı 

verilen lipofuskin pigmente sahip ve çubuk görünümündeki kristallere sahiptir. Leydig 

hücrelerinin en büyük görevi steroid yapısındaki testosteron üretimi olup, bu hormon; 

 Embriyoda, gonadların geliĢimi,  

 Pubertede, spermatogenezin baĢlatılması, cinsiyet bezlerinin sekresyonu ve 

sekonder seks karakterlerinin geliĢmesi, 

 YetiĢkinlerde ise spermatogenezin, sekonder seks karakterlerinin, cinsiyet 

bezlerinin ve boĢaltım kanallarının sürekliliği için gereklidir (Ross ve Pawlina 2011). 

Leydig hücreleri, erkeklerde fetal dönemin erken periyodundan itibaren 

farklılaĢmaya baĢlar ve testosteron üretimindeki azalma ile birlikte, 5. ayda inaktif hale 

gelir. Bu durumdaki Leydig hücreleri, fibroblastlardan ayırt edilemeyecek kadar benzer 

bir görünüme sahip olurlar. Puberte çağına gelindiğinde ise, gonadotropin hormonunun 

sekresyonu ile uyarılan inaktif durumdaki Leydig hücreleri, aktif hale gelerek androjen 

üretimine tekrar devam ederler (ġekil 2.5) (Junqueira 2006). 
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ġekil 2.5: KomĢu seminifer tübüllerin arasında kalan interstisyumdaki Leydig hücreleri (Ross ve 
Pawlina 2011). 

 

 

2.6. Testis Histofizyolojisi 

 

Spermatogenez gerçekleĢebilmesi için testis ısısının, vücut sıcaklığı olan 37 

0C‟den düĢük olması gerekmektedir. Vücut sıcaklığı, spermatozoonların hem geliĢimini 

hem de olgunlaĢmasını negatif yönde etkilemektedir. Skrotum içeresindeki testisin 

ısısı, yaklaĢık olarak 35 0C olup bu ısının kontrolü çeĢitli mekanizmalarla dengede 

tutulmaktadır. Bu mekanizmalardan ilki; venlerin meydana getirdiği pampiniform 

pleksusun, kıvrıntılı olan testiküler arteri çevrelemesidir. Ġkincisi ise testise gelmekte 

olan arteriyal kanın, testisten giden soğuk venöz kan ile Ters Akım Isı DeğiĢim Sistemi 

(CHES) olan bir mekanizma ile soğutulmasıdır. Ayrıca testis sıcaklığı 35 0C‟den daha 

düĢük bir dereceye indiğinde, testiste bulunan kremaster kası ve dartos kaslarının 

kasılması sonucu, testisleri abdominal kaviteye yaklaĢtırarak, sıcaklığın normal 

seviyeye gelmesini sağlar. Embriyonik dönemde, bir veya her iki testisin inmediği bir 

durumda (kriptorĢidizm), testisler abdominal kavitede kalır. Bu durum testislerin 37 

0C‟de kalmasına bağlı olarak spermatogenezin gerçekleĢmesini engeller (Ross ve 

Pawlina 2011). 
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Hem endokrin hem de ekzokrin fonksiyon sahip testis, hormonların kontrolü 

altında çalıĢmaktadır. Ekzokrin salgısı, Leydig hücrelerinin ürettiği testosterondur. 

Testosteron, spermatogenezin baĢlamasını, sekonder seks karakterlerin geliĢmesini ve 

kan-testis bariyeri ile cinsiyet bezlerinin uyarılmasını sağlar. Bu hormonun kontrolü, ön 

hipofiz bezinden salgılanan LH‟ın, Leydig hücrelerinde bulunan LH reseptörleri ile 

etkileĢmesi sonucu sağlanır. Eğer testosteron miktarı, normal seviyelerin üzerinde ise 

LH salınımı durur. Ön hipofizden salgılanan FSH, testosteronu etkileyen diğer bir 

hormondur. FSH, seminifer tübüllerdeki Sertoli hücrelerini uyarması sonucu ABP 

üretimine neden olur. ABP, testosterona bağlanarak bu hormonun yoğunlaĢmasını 

sağlar ve seminifer tübülün lümenine gitmesine aracılık eder. Sertoli hücrelerinden 

üretilen inhibin ise, FSH salınımı inhibe eder (Weinbauer vd. 2010). 

Testisin endokrin salgısı, ejakülasyon ile atılan spermatozoonlardır. Bu germ 

hücrelerinin testislerdeki üretimi, günde yaklaĢık olarak 200 milyondur. Meydana gelen 

semen miktarı ise 2.5 ml olup içerisinde ortalama 40-100 milyon/ml spermatozoon 

bulunmaktadır. Eğer bu yoğunluk, 20 milyon/ml‟den az ise oligozoospermi denen sorun 

ortaya çıkmaktadır. Ek olarak semen içerisinde spermatozoon bulunmadığında 

durumda ise azospermi adı verilen rahatsızlık meydana gelmektedir (Ilacqua vd. 2018). 

Spermatogenez sonucu oluĢan spermatozoonların, sayısal açıdan 

azalmasında, mutasyona uğramasında veya bozuk olarak üretilmesinde, alkol, 

uyuĢturucu, kemoterapi, radyoterapi, sigara ve bilinçsiz ilaç kullanımı gibi faktörlerin 

etkisi oldukça fazladır. Bu etmenlerin sonucunda, spermatozoonlarda herhangi bir 

sorun olması, erkeklerde infertiliteye neden olmaktadır (Ilacqua vd. 2018).  

 

 

2.7. Azospermi 

 

Azospermi terimi, Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) göre Eliason tarafından ilk kez 

1981'de "santrifüjlenmiĢ bir semen numunesinin pelletinde spermatozoa bulunmaması" 

olarak tanımlamıĢtır. Amerikan Üroloji Derneği ise, daha detaylı bir tanım yaparak "15 

dakika boyunca 3000x g'da santrifüjlemeden sonra pelletin incelenmesi sonucunda 

spermin bulunmaması‟‟ Ģeklindedir. Temel olarak azosperminin; nonobstrüktif 

(tıkanıklığa bağlı olmayan) ve obstrüktif (tıkanıklığa bağlı) olmak üzere iki tipi vardır 

(Aziz 2013). Obstrüktif azospermide (OA), seminifer tübüllerde spermatogenez 

olmasına rağmen iletici kanallardaki sorunlar nedeniyle sperm çıkıĢı 

gerçekleĢememektedir. Nonobstrüktif azospermi (NOA) ise spermatogenezin olmaması 
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sebebiyle, ejakülatta sperm bulunmaması olarak tanımlanır ve erkek kısırlığının en 

Ģiddetli Ģeklidir (Baker ve Sabanegh Jr 2013).  

 

2.7.1. Azosperminin Etiyolojisi 

 

Azosperminin birçok sebebi olmasına rağmen, bu sorunun etiyolojisi OA ve 

NOA olmak üzere iki genel kategoriye ayrılır. OA‟nın oluĢmasına sebep olan durumlar; 

vas deferens konjenital yokluğu vazektomi, herni tamiri, ejakülatör kanal obstrüksiyonu, 

epididimal kist çıkarılması, prostatektomi ve idiyopatik olaylardır (Baker ve Sabanegh Jr 

2013). NOA‟ya neden olan sebepler; Klinefelter, Y kromozomundaki AZF 

mikrodelesyonları ve Kallman sendromu, testis torsiyonu, inmemiĢ testis (KriptorĢizm), 

radyoterapi ve kemoterapi, testiküler travma ve idiyopatik olabilmektedir (Cocuzza vd. 

2013). 

 

2.7.2. Azosperminin Epidemiyolojisi 

 

Azospermi, infertiliteye sahip erkeklerde %10-15‟inde görülür ve dünyadaki 

erkek erkek nüfusunun %1‟lik dilimini oluĢturur. Azosperminin tanısı için hastanın 

öyküsü, fizik muayene ve cinsel geliĢimin takibinin yapılması gerekir. Ayrıca testis 

boyutlarının kontrolü oldukça önemlidir. Sağlıklı yetiĢkin testisi, 2.5-3 cm kalınlığında, 

4-5 cm uzunluğunda, 2-3 cm geniĢliğinde ve 15-25 ml hacminde değiĢkenlik gösterir. 

Testis hacminin %85'i spermatogenez ile iliĢkili olduğundan, testis boyutundaki azalma, 

spermatojenik potansiyelin bozulmuĢ olduğunu gösterir. NOA‟lı hastalarının testisleri, 

sağlıklı bir yetiĢkine kıyasla daha az ölçülecek olup edidimisleri de düz olacaktır. Klinik 

tanı parametreleri göz önüne alındığında OA, NOA‟ya göre daha kolay ayırt 

edilmektedir. OA‟lı hastaların %96‟sının FSH seviyeleri, 7.6 mIU/ml veya daha az ve 

testisin uzunluğu ise 4-5 cm‟den daha büyüktür. Aksine NOA‟lı hastaların FSH 

düzeyleri 7.6 mIU/m büyük olup testis uzunlukları 4-5 cm‟den daha küçüktür (Wosnitzer 

vd. 2014). 

Endokrin değerlendirmesi, infertilite tanılarının ve tedavi yöntemlerinin 

belirlemesine yardımcı olur. Serum testosteron ve FSH seviyeleri baz alındığında 

sperm sayısı 10 milyon/ml‟nin altında olması klinik açıdan anlamlı bir endokrin taraması 

olduğunu gösterir. Eğer testosteron seviyesinde bir düĢüklük gözlemlenirse LH, 

prolaktin ve östrojen seviyelerinin de analizi ile genel bir değerlendirme yapılması 
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gerekir. Tam bir endokrin taraması, etiyolojinin aydınlatılmasına yardımcı olmaktadır. 

Endokrinin yanı sıra 3-4 hafta ile yapılan iki semen analizi, azospermi teĢhis için önemli 

bir faktördür. Hacimsel olarak 1.5 ml‟den az olan ejekülatlarda, sperm analizleri 

tekrarlanır. Tanının konulmasının en keskin yolu ise testis biyopsisinin histolojik olarak 

incelemektir. Böylelikle testis dokusunun heterojenliği ve seminifer tübüllerdeki 

spermatogenezin gerçekleĢip gerçekleĢmediği rahatlıkla görülür (Cocuzza vd. 2013). 

Nonobstrüktif azospermi olgularında sperm üretimi olmadığı için, daha önceleri 

en sık olarak testiküler sperm ekstraksiyonu (TESE) tercih edilmekteydi. Ancak son 

yıllarda mikroTESE iĢlemi daha sık olarak yapılmaya baĢlanmıĢtır. Bunun en büyük 

nedeni TESE operasyonunda daha fazla doku kaybı olmasıdır.  MikroTESE iĢleminde 

ise daha küçük miktarda tübül alındığı için doku kaybı daha az olmaktadır. Bu 

operasyon mikroskop ile yapılmakta ve vasküler yapılar korunmaktadır (Ünal ve Özer 

2019). 

 

 

2.8. Kök Hücreler 

 

Kök hücreler, bir organizmanın herhangi bir hücresine farklılaĢabilen, kendini 

yenileme yeteneğine sahip ve bölünmesi uzun olan özelleĢmemiĢ hücrelerdir. Bir 

hücrenin bilimsel alanlarda, kök hücre olup olmadığını belirlemek için beĢ ölçüt 

kullanılmaktadır. 

1) Uzun zaman dilimi süresince hem bölünüp hem de kendini yenileyebilme 

kabiliyetinde olmalıdır. 

2) ÖzelleĢmemiĢ hücreler olmalıdır. 

3) FarklılaĢma kapasiteleri oldukça güçlüdür. 

4) Bir doku hasar gördüğünde, fonksiyonel olarak tekrardan yapılandırılarak 

çoğaltılabilmelidir. 

5) Ġn vitro ortamda, herhangi bir hasar olmadığı durumda dahi, farklılaĢma kabiliyetine 

sahiptirler (Ural 2006). 

Zigotun art arda 5-6 kez bölünmesi sonucu meydana gelen blastokistin, iç hücre 

kütlesinde bulunan hücrelerine, embriyonik kök hücre adı verilmektedir. Embriyonik kök 

hücreler, üç germ tabakasına (endoderm, mezoderm ve ektoderm) ve bu germ 

tabakalarından köken alan, organları oluĢturma kabiliyetindeki hücrelerdir. GeliĢim 

sürecindeki bir organizmada, kemik iliği öncelikli olup, birçok organda ve yine bu 
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organların dokularında, ihtiyaç olması durumunda bölünebilen ve farklılaĢabilen 

hücreler bulunmaktadır. Bu hücrelere yetiĢkin kök hücreler denmektedir. YetiĢkin kök 

hücreler, embriyonik kök hücrelerin aksine totipotent özelliğine sahip değillerdir. Bu 

yüzden bazı zaman, öncü hücre (progenitör) olarak yorumlanır. Bu kök hücrelerin 

dıĢında erkeklerdeki spermatozoonları oluĢturan spermatogunyumları, diĢilerde ise 

oositlerin öncüsü olan oogonyumları meydana getiren kök hücreler vardır. Bu kök 

hücreler, primordiyal germ hücreleri olarak isimlendirilmektedir ve epiblast 

tabakasından köken alırlar. Ayrıca insan geliĢiminin 4. haftasında ilk kez vitellüs 

kesesinde gözlemlenir (Girlovanu vd. 2015). Son zamanlarda fetüs kök hücresi olarak 

bilenen bir kök hücre grubunun, doku hasarı ve onarımsal tıpta ilgisinin artması 

sonucu, fetüsten köken alınarak izole edilmekte ve muhafaza edilebilmektedir. Göbek 

kordonu, plasenta ve amniyon sıvısı kök hücreleri, fetüs kök hücre grubundaki 

hücrelerdir (Watt ve Driskell 2010). 

 

 

2.8.1. Kök Hücrelerin Özellikleri 

 

2.8.1.1. Plastisite (Farklanma) 

 

Kök hücrelerin en önemli özelliklerinden biri olan farklanma, birçok sürecin iç içe 

geçtiği karmaĢık bir iĢlemler dizisidir. GeliĢim sürecinde sıkı kontrol altında olan 

farklanma, yaĢam boyunca çok hücreli canlıların dokularında devam etmektedir. 

Farklanma evresindeki hücre, hem bölünmeyi sonlandırırken hem de etrafından gelen 

uyarılara cevap vermeye hazırlanır. Hücrelerde ileri farklanma süreci, çoğunlukla 

çoğalma evresinin bittiği andan itibaren baĢlamaktadır. Ġlk önce hücreler sayısal 

anlamda yeterli düzeye gelir, daha sonra çoğalarak ilgili hücre yüzeyi ve hücre içi 

yolakları kapatır ve farklanmaya ait mekanizmalar iĢin içine girer. Bu olay, hücre 

siklusundan kalıcı veya geçici bir Ģekilde çıkılması (G0) manasına gelir. Farklanmayı 

baĢlatan ve devam ettiren etmenlerin ortadan kalkması, çok sayıda ki hücrenin 

tekrardan hücre siklusuna girmesine neden olur (G1) (Hale 2019). 

Ġn vitro ortamda, bazı kimyasal ve fiziksel etkenlerle veya hücrenin genetik 

modifikasyonlar sonucu, kök hücrelerin belirli bir yönde farklanması sağlanır. YetiĢkin 

bir kök hücreyi, yağ hücresine farklanmasını sağlamak için besiyeri ortamına 

deksametazon, indometazin, izobutil metilksantin ve insülin gibi hormonlar ile birlikte 

bazı kimyasallar verilmektedir. Ancak bu hormonların ve kimyasalların in vitro ortamda 
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yağ hücrelerine farklanmasını sağladığını tam olarak bilinmemektedir. Birkaç hafta 

sonunda, yağ hücreleri in vivo olarak karĢılaĢtırılabilecek olgunluğuna kavuĢmaktadır. 

Bir hücre kendisini yenilerken, birçok genini aktif hale getirir fakat gen 

ekspresyonu oldukça azdır. Bunun aksine farklanma sürecindeki bir hücrede, aktif gen 

sayısı az iken gen ekspresyonu fazla olarak gözlemlenir. Bir hücrede gen 

ekspresyonun fazla olması, o hücrede protein sentezinin de fazla olması anlamına 

gelir. Artık hücre hem fonksiyonel hem de yapısal olarak tüm özelliklerini elde etmek 

için kendine has proteinler üretip sekresyon yapar. Örneğin; embriyonik kök hücreler, 

üç germ tabakasına ait proteinlerini sentezleme potansiyeli varken, yetiĢkin kök 

hücrelerde ise üç germ tabaksından yalnızca bir tanesine ait proteini ekspre eder 

(Tekeli vd. 2016). 

Bir kök hücreyi diğer hücrelerden farklı kılan en önemli özelliği, farklanma 

olgularının oldukça yüksek olmasıdır. Böylelikle de organizmanın üretim ve onarım 

durumlarında, azalan hücreleri restorasyonunu yapmak için imkân sağlar.  

 

2.8.1.2. Kök Hücrelerin Kendini Yenilemesi, Bölünme ġekilleri, Kök Hücre NiĢi ve 

Köklülük 

 

Kök hücrelerin, muazzam bir kendini yenileme kapasitesi vardır.  Kök 

hücrelerin, yaĢamları boyunca kök hücre havuzunu sürdürecek Ģekilde bölünür ve 

ihtiyaç olması durumunda, hem organ hem de dokuya has progenitör hücrelere 

farklılaĢırlar (Fuchs ve Chen 2013).  

Hücrelerin bölünmelerini sınırlandırmada en önemli etmen olan telomer, 

kromozomların terminal bölgesinde bulunur ve gen kodlamayan çok sayıda kısa tekrar 

dizileri içeren DNA zinciridir. Telomer, kromozomun baĢka bir kromozomla füzyon 

olmasına, kromozom uçlarının kırılmasına ve rastgele rekombinasyonlara engel olur. 

Böylelikle de kromozomların stabilitesi sağlanır. Telomerler, her hücre bölünmesiyle 

kısaldığından, telomer uzunluğunun iĢlevsel ve sağlıklı olması için ribonükleoprotein 

yapısındaki telomeraz‟a ait iki alt ünite içermesi gerekir. Bunlar; aslında bir reverse 

transkriptaz olan ve telomerin katalitik aktivitesinin gösterdiği büyük protein yapısı olan 

insan telomeraz reverse trankriptazı (hTERT) ile tekrar eden dizilimin çoğalması için 

gerekli olan ve hTERT‟e üzerinde aktivitesini gösterebileceği RNA Ģablonu oluĢturan 

nükleotid dizilimi olan insan telomeraz RNA (hTR)‟dır (Zhao vd. 2015). Bir hücre, her 

bölünmeden sonra telomer yapıları 50-200 nükleotid kadar kısalmaktadır. Vücut 
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hücrelerinde, telomeraz aktif olmadığından, telomerler kısalır. Bununla birlikte, germ 

hücrelerinde, kanser hücrelerinde ve embriyonik kök hücrelerde telomeraz aktivitesi 

bulunmaktadır.  

Kök hücreler, simetrik ve asimetrik bölünme olmak üzere iki farklı tür bölünme 

geçirebilir. Simetrik bölünme, kök hücre havuzunun, sürekliliğini sağlamak amacıyla 

yapılan bölünme Ģeklidir. Asimetrik bölünme ise DNA, sitoplazma ve hücre zarının 

asimetrik bölünmesi sonucu meydana gelirken, oluĢan yavru hücrelerden biri kök hücre 

olarak kalırken, diğeri diferansiye olur (Tekeli vd. 2016). 

Kök hücrelerin bulunduğu mikro-çevrede çoğalmayı destekleyen, kendi kendini 

yenileyebilen ve farklılaĢmayı önleyen özellikleri taĢıyan düzenleyici ortam, niĢ olarak 

adlandırılır. Bu ortamın özellikleri değiĢmesi ile kök hücrelerde farklılaĢma süreci 

indüklenebilir. Bir kök hücre niĢinin, mikro-çevre ve kök hücre olmak üzere iki temel 

bileĢeni vardır ve bunların her birinin iĢlevi diğerine bağlıdır. Mikro-çevre, hücrelerin 

farklılaĢmasını engelleyen kök hücrelere uyarı veya sinyaller yayar. Yani, hücreleri 

çeĢitli hücrelere dönüĢtürmeyi sağlar. Bu sinyallerin bazıları niĢi kaplayan hücrelerden 

kaynaklanır ve diğer durumlarda ise hücre dıĢı matris uyartıları sağlar. Ek olarak, kök 

hücrenin kendisinden gelen otokrin sinyalleri, hücreleri farklılaĢmamıĢ durumlarında 

tutabilir. NiĢ içinde kalan kök hücreler, vücudun diğer hücrelerini oluĢturmak için 

tetiklenebilecek bir hücre havuzu sağlar. Kök hücre niĢinde hücreler biterse, dokuların 

yenilenmesi için hiçbir öncü yoktur. Buna karĢılık, aĢırı çoğalmaya neden olan, yani çok 

fazla kök hücre oluĢturan hücre dıĢı bir ortam, tümörlere yol açabilir. Bu nedenle, 

uygun niĢ iĢlevi bir denge gerektirir (Clark ve Pazdernik 2016). 

Köklülük, kendini yenilemenin ve farklılaĢmıĢ yavru hücrelerin oluĢumunun, 

temel kök hücre özelliklerinin altında yatan moleküler süreçlerini ifade eder. Bu 

süreçler, translasyon sonrası modifikasyonlar ya da özgün gen ekspresyonlarını içerir. 

Böylelikle kök hücreler, kendine has fonksiyonlarını ve yapılarını saklarlar. Diğer bir 

deyiĢle, embriyonun üç germ tabakası ve bunun diğer yapılarına farklılaĢabilme 

kapasitesidir (Tekeli vd. 2016). 

 

2.8.2. Kök Hücre Belirteçleri 

 

Bir kök hücrenin türünü tanımlamak için kullanılan en sık yöntem, kök hücre 

belirteçleridir. Hücrelerin yüzeyini kaplayan, diğer sinyal moleküllerine seçici olarak 

bağlanabilen veya bunlara yapıĢabilen bu özel belirteçlerden çoğu „CD‟ (Farklanma 
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Kümeleri=Clusters of Differentiation) olarak tanımlanır ve her hücreye çeĢidine özgün 

olarak bulunur (Tekeli vd. 2016).  Mezenkimal kök hücreler için en sık kullanılan CD 

belirteçleri CD29, CD73 ve CD105‟tir. Hematopoetik kök hücrelerde ise CD34 ve CD45 

kullanılır.  

 

 

2.9. Mezenkimal Kök Hücreler (MKH) 

 

Mezenkimal Kök Hücreler (MKH), farklılaĢma potansiyeli olan ve kendi kendini 

yenileyebilen fibroblast benzeri heterojen hücre popülasyonudur. Bu özellikleri 

sayesinde hücre tedavileri için uygun bir alternatif olmuĢtur. MKH‟ler; kemik iliği, yağ 

dokusu, kıkırdak, diĢ, kordon kanı, plasenta (wharton jeli) ve testis gibi birçok dokudan 

izole edilmektedir (Kadam vd. 2017). MKH‟ler, heterojen bir popülasyona sahip 

oldukları için tanımlanmaları zor olmuĢtur. Bu yüzden Uluslararası Hücresel Tedavi 

Derneği (ISCT), MKH‟leri tanımlamak için 3 kriter önermiĢtir. Bunlar; 

1. Standart kültür koĢullarında muhafaza edildiğinde hücreler, plastiğe yapıĢık 

olmalıdır. 

2. MKH‟ler CD105, CD90 ve CD73 gibi yüzey moleküllerini ekspre ederken, CD14, 

CD19, CD34 ve CD45 yüzey belirteçlerini ekspre etmemelidir. 

3. Ġn vitro ortamda, adipositlere, kondroblastlara ve osteoblastlara farklılaĢma 

kapasitesine sahip olmalıdır (ġekil 2.9) (Dominici vd. 2006). 

 

 

MKH‟ler, doku onarımı ve rejenerasyonda önemli rol oynamaktadır. Yara 

onarımında MKH'lerin kullanılması; antifibrotik, antiinflamatuar ve dokunun restore 

edilmesi gibi yanıtlarının düzenlenmesinde önemli rollere sahip olduğu gösterilmiĢtir 

(Rastegar vd. 2010). Ayrıca MKH'ler, hem doğal hem de adaptif bağıĢıklık 

sistemlerinde bağıĢıklık hücreleri ile etkileĢim yoluyla geniĢ bağıĢıklık düzenleyici 

özelliklere sahiptir. MKH'ler tarafından salgılanan çok sayıda biyoaktif molekül, 

MKH'lerin fizyolojik süreçlerini modüle eden otokrin/parakrin etkiler uygular (Wang M. 

vd. 2018). MKH'lerin bu paha biçilmez erdemleri, doku hasarı ve inflamatuar 

potansiyelli tedavilere yeni bir bakıĢ açısı sağlar. Özellikle, kapsamlı immünosupresif 

özellikleri, bağıĢıklık bozukluklarında umut verici terapötik uygulamaların 

araĢtırılmasına aracı olmuĢtur. MKH'ler, B hücreleri, T hücreleri, dendritik hücreler 

(DH), doğal öldürücü (NK) hücreler, nötrofil ve makrofajlar dahil olmak üzere birçok 
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türde bağıĢıklık hücresi ile etkileĢime girme yeteneğine sahiptir. EtkileĢim 

mekanizmalarının, MKH tarafından düzenlenen immünosupresyonu indüklemek için 

çözünür immün faktörlerin salgılanmasıyla iĢ birliği içinde çalıĢan hücre-hücre temasına 

dayanır. Çok sayıda immün modülatör faktör, sitokin ve büyüme faktörü dahil olmak 

üzere bu spesifik modülatörler, inflamatuar yanıtları modüle eder. Ġnsan immünolojik 

hastalıklarını tedavi etmek için MKH'leri kullanan birçok klinik çalıĢma halen devam 

etmektedir. Bununla birlikte, MKH'lerin immünosupresif etkisine aracılık eden moleküler 

mekanizma hala belirsizdir ve MKH'lerin hastalarda kullanımının güvenliğinin, daha 

fazla teyit edilmesi gerekmektedir (P De Miguel vd. 2012).  

 

 

2.10. Spermatojenik Kök Hücreler 

 

Spermatojenik kök hücreler (SKH), seminifer tübüllerde bulunan ve germ 

hücrelerin üretilmesi için sürekli olarak bölünen, doğumdan sonra hareket yeteneği 

olmayan progenitör hücrelerden köken alır. Bu hücreler yetiĢkin bir testiste hem kendini 

yenileme hem de farklılaĢmıĢ soyları üretebilme gibi önemli yeteneklere sahiptir. 

SKH‟lerin sahip olduğu kendini yenileme ve farklılaĢma arasındaki bu denge, sadece 

hücrenin iç faktörlere bağlı olmayıp aynı zamanda dıĢ faktörlere de (Leydig hücreleri, 

peritübüler myoid hücreleri, makrofajları ve vasküler yapıları) bağlıdır. Bu faktörler 

MKH‟lerin aktivitesine yardımcı olarak bu hücrelerin bölünme, olgunlaĢma ve sperme 

farklılaĢma aĢamalarında, hücresel ve moleküler etkileĢimlerin korunmasını 

sağlamaktadır. Leydig hücreleri, insülin büyüme faktörü (IGF1) ve koloni stimüle edici 

faktör1‟i (CSF1) sekrete ederek spermatogonial kök hücrelerin fonksiyonlarını düzenler. 

Makrofajlar, CSF1 ve retinoik asit (RA) salgılarıyla SKH‟lerin çoğalmasını 

(proliferasyon) ve farklılaĢmasını (diferansiyasyon) sağlar. Vasküler yapılar, CSF1 ve 

endotelyal büyüme faktörü (VEGF) salgılarıyla; peritübüler myoid hücreler, glial hücre 

hattından köken alan nörotrofik faktör (GDNF) ve CSF1 sekresyonlarıyla MKH‟in 

kendini yenilemesi (self-renewal) ve çoğalmasında etkili olurlar. SKH‟lerin niĢinde 

bulunan seminifer tübül hücreleri, intrinsink faktörler olarak katkıda bulunurken, niĢin 

dıĢındaki interstisyum hücreleri de ekstrinsink faktörler olarak MKH‟in fonksiyonlarının 

düzenlenmesinde önemli roller oynar (ġekil 2.10) (Potter ve DeFalco 2017). 
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ġekil 2.10: Ġnterstisyel/peritübüler hücrelerin SKH niĢine katkıları (Potter ve DeFalco 2017). 

 

 

2.11. Testiküler Stromal Kök Hücreler 

 

SKH‟ler, testis dokusunda en yaygın kök hücre çeĢidi olarak kabul görür ve 

germ hücrelerinin üretilmesi için sürekli olarak bölünür. Son zamanlarda yapılan 

araĢtırmalar testiste, SKH‟lerden ziyade SKH‟lere benzeyen kök hücre kaynağı izole 

edildi. Testiküler stromal kök hücre olarak adlandırılan bu hücreler; insan, maymun ve 

fareden izole edilerek birçok çalıĢmada kullanıldı. TSC‟ler ile yapılan ilk çalıĢma, 2009 

yılında Gonzalez ve ark.‟ı tarafından olup insan testisinden izole etmiĢlerdir ve bu 

hücreler gonadal kök hücre (GKH) adını vermiĢlerdir (Gonzalez vd. 2009). Bunun yanı 

sıra fare testisinden ilk izole edilen çalıĢma ise 2017 yılında Ahmed ve ark.‟ı tarafından 

yapılmıĢtır (Ahmed vd. 2017). Ayrıca Eildermann ve ark. marmoset maymununun testis 

dokusundan, testis kaynaklı multipotent stromal hücreleri izole etmeyi baĢarmıĢlardır 

(Tablo 2.11) (Eildermann vd. 2012). 
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Tablo 2.11: Farklı canlılardan elde edilen TSC‟ler ile ilgili yapılan çalıĢmalar. 

Canlılar FarklılaĢma potansiyelleri Referanslar 

Ġnsan 

Adipojenik, kondrojenik ve osteojenik Gonzalez ve ark. 

Adipojenik, kondrojenik ve osteojenik Chikhovskaya ve ark. 

Adipojenik ve kondrojenik De Chiara ve ark. 

Adipojenik, kondrojenik ve osteojenik Smith ve ark. 

Marmoset Maymun Adipojenik, kondrojenik ve osteojenik Eildermann ve ark. 

Fare 
Adipojenik ve kondrojenik Ahmed ve ark. 

- Kim ve ark. 

 

 

 

2.12. Hipotezler 

 

Hipotezlerimiz Ģunlardır: 

1) Azospermi hastalarında, sperm elde edilmesi için yapılan TESE ve mikroTESE 

ameliyatlarında testislerde doku kaybı ve hasar meydana geldiği göz önünde 

buludurulduğunda, cerrahi hasarın; seminifer tübüllere, spermatojenik hücrelere 

ve interstisyel alanda bulunan hücrelere de hasar verir. 

2) Seminifer tübüllerdeki bu hasarın onarılmasında, TSC‟lerin terapötik etkisi 

olduğu düĢünülmektedir.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

3.1. Etik Kurul ve Bilimsel AraĢtırma Proje Desteği 

 

Bu çalıĢma Pamukkale Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan 

01.04.2021 tarihinde PAUHDEK-2021/03 numarasıyla araĢtırma projesi olarak onay 

almıĢtır. Proje Pamukkale Üniversitesi Bilimsel AraĢtırmalar Projeleri 

Koordinatörlüğünce (BAP No: 2021SABE006) desteklenmiĢtir. 

 

 

3.2. Deney Hayvanları ve Bakım ġartları 

 

ÇalıĢmamızda, toplam 21 adet, 10 haftalık sağlıklı, Wistar Albino cinsi 150±15 

gram ağırlığında erkek sıçan kullanıldı. Sıçanlar deney süresince, ortam sıcaklığı (21 ± 

3 ° C) ve havalandırılması (65-70%) kontrol edilen, 12 saat ıĢık-karanlık döngüsünde 

ve sessiz bir odada, ayrı kafeslerde bulunduruldu.  Deney hayvanları, %21 protein 

içeren pelet yemi ve çeĢme suyu ile ad libitum olarak beslendi. 

 

 

3.3. Testiküler Stromal Kök Hücrelerin Ġzolasyonu ve Kültüre Edilmesi 

 

23-25 günlük 3 adet erkek prepubertal Wistar Albino sıçanın, testisleri eksize 

edildi. Alınan testisler Phosphate Buffered Saline (PBS) çözeltine atılarak yıkanması 

sağlandı ve içerisinde Dulbecco‟s Modified Eagle‟s Medium (DMEM), Fetal Bovine 

Serum (FBS), Penisilin-Streptomisin barındıran santrifüj tüplerine alınarak steril 

koĢullarda laboratuvara getirildi. 

Testis dokuları, steril olan bisturi yardımıyla, içinde besiyeri bulunan (DMEM; 50 

U/ml penisilin, 50 µg/mL streptomisin, %10 FBS) petri kabında ayrılabilecek en ufak 
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parçalara ayrıldı. Küçük parçalar halindeki testis dokuların üzerlerine 12 ml DMEM 

eklenerek %5 nem ve 37oC‟de olan inkübatöre kaldırıldı. 24 saat sonunda hücreler 

kontrol edildi.  5 gün boyunca her gün besiyeri değiĢimi yapıldı. Daha sonra gün aĢırı 

besiyeri değiĢimi yapıldı. Ġnkübasyona bırakıldıktan sonraki 3. günde hücrelerin testis 

dokularından göçleri (migrasyon) ve çoğalmaları takip edildi. Flasklarda bulunan 

hücreler konfluent (%70-80) duruma geldikten sonra tripsinize edilerek (%0.25 tripsin 

bulunduran, 1 mM EDTA) kapların yüzeyine yapıĢmıĢ hücreler kaldırılması sağlandı. 

Bu hücreler farklı flasklara ekildi ve tekrarlayan pasajlar ile çoğalmaları incelendi. (ġekil 

3.3).  

Flow sitometri analizi ile farklılaĢmayan TSC‟lerinin tanımlanması için, Kocaeli 

Üniversitesi Kök Hücre ve Gen Tedavileri AraĢtırma ve Uygulama Merkezinde Sysmex 

Cube 8 Model kullanılarak, mezenkimal kök hücre belirteçleri (CD29, CD54 ve CD90) 

ve hematopoietik yüzey belirteçleri (CD45) incelendi. 

 

 

ġekil 3.3: Testis dokusundan TSC‟lerin izole edilmesi. 
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3.3. Deneysel Uygulamalar 

 

3.3.1. Deney Grupları 

 

21 adet Wistar Albino cinsi sıçan; kontrol, cerrahi testis hasarı ve cerrahi testis 

hasarı + testisiküler stromal kök hücre olmak üzere, 3 gruba rastgele olacak Ģekilde 

ayrılmıĢtır (Tablo 3.3.1). 

 

Tablo 3.3.1: Deney Grupları 

Gruplar Grup BaĢına DüĢen Hayvan Adedi 

Kontrol Grubu  6 

Cerrahi Testis Hasarı Grubu (Hasar Grubu 
CH Sağ Ve CH Sol Olarak Ayrıldı). 

6 

Cerrahi Testis Hasarı + Testisküler Stromal 
Kök Hücreler (TSC Grubu TSC Sağ Ve 
TSC Sol Olarak Ayrıldı.) 

6 

Testis Dokudan Stromal Kök Hücrelerin 
Ġzolasyonu 

3 

Kullanılan Toplam Hayvan Sayısı 21 

 

CH grubunda ve TSC grubunda bulunan sıçanlara, makas yardımıyla sol 

testislerinde 1 adet 0.5 mm büyüklüğünde lezyon oluĢturuldu. Daha sonra sadece TSC 

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

elde ettiğimiz stromal kök hücreler (Her bir testise 1.00.000 stromal kök hücreleri 

0.01ml PBS içerisinde) testis dokusuna enjekte edildi (ġekil 3.3.1). CH Sağ ve TSC 

Sağ testislerine herhangi bir uygulama yapılmadı. 
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ġekil 3.3.1: Testis dokusunda verilen cerrahi hasarda TSC‟lerin etkisinin incelenmesi. 

 

3.3.2. Testis Dokusunun Çıkarılması 

 

TSC grubuna TSC‟lerin enjeksiyonu yapıldıktan 15 gün sonra, tüm gruplardaki 

sıçanlar, anestezi (Xylazine hidroklorür ve Ketamin hidroklorür) altında sakrifiye edildi. 

Sıçanların alt abdomen duvarında, skrotal insizyon yapılarak, her iki testis skrotumdan 

dıĢarı çıkarıldı ve formalin solüsyonuna alındı (ġekil 3.3.2). 
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 ġekil 3.3.2: Cerrahi lezyon oluĢturulan testisler 

 

3.3.3. Solüsyonların Hazırlanması 

 

Bouin Solüsyonun HazırlanıĢı: 

A saturated aqueous solution of Picric Acid…………..1500 ml 

%37‟lik Formaldehit………………………………………500 ml 

Glacial acetic acid………………………………………..100 ml 

%10 ‘luk Formaldehit Solüsyonun HazırlanıĢı: 

Hassas terazide tartılan 8 gram Sodyum dihidrojen fosfat ve 13 gram Sodyum fosfat 

dibasic 1800 ml saf suda çözdürüldükten sonra üzerine 200 ml formaldehit eklendi ve 

çözdürülmesi sağlandı. 

 

3.3.4. Histolojik Ġnceleme için Dokuların Hazırlanması 

 

Testisleri, etrafındaki dokulardan izole etmek için diseksiyon yapıldı. Elde edilen 

dokuların tespitini yapmak için önce 1 saat boyunca bouin çözeltisinde fiksasyonu 

sağlandı. Bouin solüsyonundan alınan testis dokuları, bisturi yardımıyla üç eĢit parçaya 

bölündükten sonra 2 saat boyunca yine bouin solüsyonunda bekletildi. 2 saatin 
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sonunda çıkarılan testis dokuları %10‟luk formaldehit çözeltisinde 48 saat boyunca 

bekletildi. 3 parça halinde olan dokular, kasetlere alınarak özel kodlar ile etiketlendi ve 

her doku için parafin blokları hazırlandı. Parafin bloklar haline gelen dokulardan, 

mikrotom yardımıyla 5 µm kalınlığında seri kesitler alındı. Elde edilen kesitlerden, 

histolojik inceleme yapmak için Hematoksilen-Eozin boyama yapıldı. Ayrıca BAX, BCL-

2 ve Kaspas 3 primer antikorlar ve bu antikorlara özgü sekonder antikorlar kullanılarak 

immünohistokimyasal boyama uygulanarak değerlendirildi. 

 

3.4. Serum Testosteron Düzeyinin Ölçülmesi 

 

1. Sıçanların kalbinden alınan kan örneklerinin hemolize olması önlenecek Ģekilde 

steril antikoagulanlı tüplere aktarıldı. 

2. Santrifüj cihazlarına konulan antikoagulanlı tüpler, 10 dakika boyunca 1500 rpm‟de 

santrifüjlendi.  

3. Santrifüj sonrası çıkarılan örneklerden pellet kısmı atıldı ve pipet aracılığıyla 

süpernatant kısmı alınarak eppondorflara aktarıldı. 

4. Santrifüj cihazına konulan eppendorf tüplerindeki örnekler, 10 dakika 2500 rpm‟de 

santrifüjlendi. 

5. Bütün örneklerdeki pelletler atıldı, pipet yardımıyla süpernatant kısmı çekildi ve 

önce -20 oC‟de 1 saat bekletilen örnekler daha sonra -80 oC‟de saklandı. 

6. ÇalıĢmanın yapılacağı zaman -80 oC‟den çıkarılan örneklerin çözmek için 37 oC‟de 

bekletildi. 

7. Testosteron seviyelerini ölçmek için testosteron kiti (Testosteron kiti, Sunred, 

China) yöntemi kullanıldı. 
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3.5. Uygulanan Yöntemler 

 

3.5.1. Doku Takibi Tekniği 

 

1. Önce 3 saat boyunca bouin çözeltisinde ve daha sonra da 48 saat formaldehitte 

bekletilen kasetler içerisindeki testis dokuları akar çeĢme suyunda 1 gün boyunca 

yıkandı. 

2. Akarsudan alınan dokular 1 saat boyunca %70‟lik etil alkolde bekletildi. 

3. 1 saat boyunca %80‟lĠk etil alkolde bekletildi. 

4. 1 saat boyunca %96‟lık etil alkolde bekletildi. 

5. 1 saat boyunca %100‟lük etil alkolde bekletildi. 

6. 1 saat boyunca %100‟lük etil alkolde bekletildi. 

7. 1 saat boyunca Ksilen I‟de bekletildi. 

8. 1 saat boyunca Ksilen II‟de bekletildi. 

9. 1 saat boyunca Parafin I‟de bekletildi. 

10. 1 gece boyunca Parafin II‟de bekletildi. 

11. Dokular parafine gömülerek bloklandı ve etiketlendi. 

12. Bloklanan dokulardan 5 µm kalınlığında seri kesitler alındı ve lam üzerine 

yerleĢtirildi.  

 

3.5.2. Hematoksilen-Eozin Boyama 

 

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

2. Bir saatin ardından ksilenden çıkarılan preparatlar, azalan alkol serilerinden (%100, 

%96, %80, %70 ve %50 etil alkol)15‟er dakika bekletildi. 

3. Preparatlar alkolden çıkarılıp akarsuda yıkandı. 

4. Daha sonra preparatlar hematoksilende 1 dakika bekletildi ve akarsuya alındı. 

5. Önce %1‟lik asit-alkol çözeltisine batırılıp çıkarılan dokular akarsuda yıkandıktan 

sonra %1‟lik amonyaklı suya batırılıp çıkarılarak yine akarsuya alındı. 

6. Preparatlar 10 saniye boyunca eozinde bekletilerek akarsuya alındı. 

7. Artan alkol serilerde (%50, %70, %80, %96 ve %100‟lik etil alkolde) 3-5 dakika 

bekletildikten sonra önce ksilen II‟ de 5 dakika, sonra ksilen I‟de 5 dakika kadar 

bekletildi.  

8. Lamların üzerlerine entallan damlatılarak lamellerle kapatıldı. 
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3.5.3. Ġmmünohistokimyasal Tekniğinin Uygulanması 

 

Histolojik takibi biten testis dokularından mikrotom cihazı kullanılarak 5 µm 

kalınlığında seri kesitler alındı ve aĢağıdaki protokoller uygulandı: 

1. Alının 5 µm‟luk kesitler lamların üzerine alındı ve taĢıma sepetine sıralandı. 

2. Sepetteki lamlar, 60 oC‟de 1 gece boyunca etüvde bekletildi. 

3. 1 gece sonunda etüvden alınan lamlar, deparafinizasyon metodunu uygulamak için 

önce ksilende I‟de 30 dakika, daha sonra ksilen II‟de 30 dakika boyunca bekletildi. 

4. Kesitler azalan alkol serilerinde (%100, %100, %90, %80, %70 ve %50 olmak 

üzere) 10 dakika boyunca bekletildi. 

5. Son alkol serisinden geçen kesitler, distile suda 3 defa 5 dakika boyunca yıkandı. 

6. Yıkanan kesitler Sitrat Buffer içerisine konuldu ve mikrodalgada kaynayana kadar 

bekletildi. 

7. Daha sonra kesitler PBS‟te 3x5 olmak üzere 15 dakika boyunca bekletildi. 

8. %3‟lük H2O2 „da 15 dakika boyunca bekletildi 

9. 3x5 olmak üzere PBS‟te yıkanan kesitler daha sonra PAP pen ile iĢaretlendi. 

10. ĠĢaretlenen dokuların üzerine Ultra V Block damlatılarak 30 dakika boyunca 

bekletildi. 

11. 30 dakikanın sonunda primer antikor eklendi ve 1 gece boyunca +4‟te bekletildi. 

Kullanılan primer antikorlar Kaspas 3 (FineTest Catalog no: FNab01289, dilüe 1:50, 

China), BCL-2 (FineTest Catalog no: FNab00839, dilüe 1:50, China), BAX 

(FineTest Catalog no: FNab00810, dilüe 1:50, China) 

12. PBS içerisinde 15 dakika bekletildi. 

13. Ardından dokuların üzerlerine biotinlenmiĢ afinitite özelliğindeki sekonder antikor 

eklenerek 30 dakika boyunca muamelesi sağlandı. 

14. 15 dakika boyunca PBS‟te yıkandı. 

15. PBS‟ten arındırılan dokulara, Streptavidin Peroxidase (HRP-SA) damlatıldı ve 30 

dakika boyunca beklendi. 

16. Kesitler son defa 15 dakika süresince PBS ile yıkandı. 

17. Kromojen boyası olan DAB damlatılarak 20 dakika boyunca muamale edildi. 

18. 15 dakika boyunca distile suda bekletildi. 

19. Distile sudan alınan kesitleri zıt boyama yapmak için Hematoksilen ile boyanması 

sağlandı. 

20. Daha sonra artan alkol serilerinde (%50, %70, %80, %90, %100, %100) 2‟Ģer 

dakika bekletildi. 
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21. Alkol serilerinden alınan dokular önce ksilen II‟de 3 dakika, daha sonra ksilen I‟de 3 

dakika bekletildi. 

22. 3 dakikanın sonunda ksilen I‟den alınan dokular hemen entallan ile kapatıldı. 

23. Yapılan immünohistokimyasal boyamayı değerlendirmek için aĢağıdaki skala 

kullanıldı. 

BCL2, BAX ve Kaspas 3‟ün ifadesi, H skoru [H SCORE=∑Pi (I+1)] ile semikantitatif 

bir biçimde değerlendirilmesi sağlandı. I: boyanma yoğunluğu (0: ekspresyon yok, 1: 

zayıf, 2: orta ve 3: kuvvetli) (Tablo 3.4.2). H skorunun değerlendirilmesi ise ImageJ 

programı ile gerçekleĢtirildi. 

 

Tablo 3.5.3: BCL-2, BAX ve Kaspas 3‟ün boyanma ekspresyonlarının değerlendirilmesi. 

Derece KarĢılığı 

3 Kuvvetli Ekspresyon 

2 Orta Derece Ekspresyon 

1 Zayıf Ekspresyon 

0 Ekspresyon yok 

 

 

3.6. Modifiye Johnsen Skorlanması 

 

Seminifer tübüller boyunca karĢılaĢılan spermatojenik hücre tiplerinin varlığına 

veya yokluğuna göre, spermatogenizin baĢarısını değerlendirmeye yardımcı olan ve 12 

skorluk bir puanlama sistemine sahip Modifiye Johnsen skorlaması kullanıldı (Tablo 

3.5) (Yoshida vd. 1997). 
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Tablo 3.6: Modifiye Johnsen Skoru. 

SKOR HĠSTOLOJĠK KRĠTERLER 

1 Seminifer tübüllerde hücreninin bulunmaması, skleroz 
var. 

2 Seminifer tübüllerde germ hücrelerinin olmaması ve 
sadece Sertoli hücrelerinin olması. 

3 Tübüllerde germ hücreleri arasında yalnızca 
spermatogonyumlar bulunması (≤ %10) 

4 Çok sayıda spermatogonyumun bulunurken, sekonder 
spermatosit, spermatid ve spermatozoanın 
gözlemlenmemesi (≥%10) 

5 Birkaç primer spermatosit bulunurken, sekonder 
spermatositlerin, spermatidlerin ve spermatozoaların 
olmaması (≤ %10) 

6 Çok sayıda primer spermatosit bulunurken, sekonder 
spermatositlerin, spermatidlerin ve spermatozoaların 
bulunmaması (≥%10) 

7 Birkaç sekonder spermatosit bulunurken, spermatidlerin 
ve spermatozoaların olmaması (≤ %10) 

8 Çok sayıda sekonder spermatosit bulunurken, 
spermatidlerin ve spermatozoaların bulunmaması 
(≥%10) 

9 Birkaç round spermatid bulunurken, geç spermatidlerin 
ve spermatozoa gözlemlenmemesi (≤ %10) 

10 Çok sayıda round spermatid bulunurken, geç 
spermatidlerin ve spermatozoa gözlemlenmemesi 
(≥%10) 

11 Birkaç tane spermatozoa ve/veya geç spermatid 
bulunması (≤ %10) 

12 Çok sayıda spermatozoa ve/veya geç spermatid 
bulunması (≥%10) 

 

Johnsen skorunun 11 veya 12 olması seminifer tübüllerde normal histolojiyi 

açıklarken, 10 puan olması hipospermatogenezin olduğunu kanıtlar, 3-9 puan olması 

ise matürasyon durması anlamına gelir, 2 skorunda yalnızca Sertoli hücre olması ve 

germ hücrelerinin olmaması germinal hücre aplazisini gösterirken 1 skoru tübüler 

sklerozu ifade eder. Tüm testislerde, 25 adet seminifer tübülün germinal epitelyumu 

incelendi.  
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3.8. Ġstatiksel Analiz 

 

Tanımlayıcı istatistikler nicel değiĢkenler için ortanca (minimum-maksimum) 

değerler olarak sunulmuĢtur. Testosteron düzeylerinin ve Ġmmünohistokimyada H 

skorunun gruplar arasında kıyaslanmasında Kruskal-Wallis testi kullanılmıĢtır. Kruskal-

Wallis testi SPSS (Statistical Package for Social Sciences, Version 15.0, Chicago, IL) 

ile değerlendirilmiĢtir. Kontrol, CH ve TSC grubundaki ratların 25 seminifer tübüllerine 

iliĢkin Johnsen skoru karĢılaĢtırmasında her bir rat bir küme olarak değerlendirilip 

KümelenmiĢ veriler için Wilcoxon Sıra Toplamı Testi (Wilcoxon Sum Rank Test) 

gerçekleĢtirilmiĢtir. ĠkiĢerli karĢılaĢtırmalar yine bu test ile değerlendirildikten sonra p 

değerleri üzerinde Bonferroni düzeltmesi (karĢılaĢtırma sayısı =3) gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Analiz, RStudio (Version 1.2.5033, RStudio, Inc., Boston, MA) programı yardımıyla 

gerçekleĢtirilmiĢ olup “clusrank” paketi (Datta-Setten metodu) kullanılmıĢtır. Ġstatistiksel 

anlamlılık seviyesi tüm analizlerde 0,05 olarak kabul edilmiĢtir (Jiang vd. 2020). 

 

 

 

 

 

4. SONUÇLAR 

 

 

4.1. Testiküler Stromal Kök Hücrelerin Kültürü ve Karakterizasyonu 

Faz-kontrast mikroskobisi ile yapılan incelemede, TSC‟lerin 3. günde testis 

dokusundan migrasyona baĢladı ve kültür kaplarına yapıĢtıkları görüldü. 9. günde ise 

hücreler konflue oldu. 3. Pasaja gelindiğinde mikroskobi ile yapılan sayımda yaklaĢık 

her kültür kabında 1,5x106-2x106 hücrenin ürediği belirlendi. Ayrıca hücrelerin 

morfolojik görünümlerinin iğ Ģekildelinde ve fibroblast benzeri olduğu tespit edildi (ġekil 

4.1.1).  
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ġekil 4.1.1: Sıçan testisinden üretilen stromal kök hücrelerin morfolojisi. a) 5. gün sonunda 

testis dokusundan göç eden TSC'ler. b) 9. günde konflue olan TSC‟ler. 

 

Flow sitometri analizinde testiküler stromal kök hücrelerin; CD90‟ı %99.97 

oranında, CD 54‟ü %99.93 oranında hematopoetik kök hücre belirteci olan CD45‟i ise 

%100.00 oranında ekspre etti. CD54 ve CD90‟ı birlikte %79.85 oranında ekspre ettiği 

belirlendi. Ayrıca CD29‟u %28.07 oranında ve MHC II‟yi (RT1D) ise %4.65 ekspre ettiği 

tespit edildi. (ġekil 4.1.2, 4.1.3). Bu sonuçlar, bizim mezenkimal özellikteki stromal kök 

hücreleri elde ettiğimizi göstermektedir. 

 

ġekil 4.1.2: Testisten izole edilen stromal kök hücrelerin flow sitometri analizi ile 
immünofenotiplendirilmesi. 
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ġekil 4.1.3: Testisten izole edilen stromal kök hücrelere ait flow sitometri analizi sonuçlarının 
grafik görüntüleri. 
 
 

4.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Sonuçları 

 

Kontrol grubunda interstisyel alan ve seminifer tübüller histolojik olarak normal 

görünüme sahipti. Seminifer tübüllerdeki spermatojenik seri hücrelerinin, bazalden 

lümene doğru düzenli bir organizasyona sahip olduğu izlendi. Her tübülde normal bir 

spermatogenezin olduğu tespit edildi. Spermatozoonların baĢ kısımlarının Sertoli 

hücrelerinin arasında, kuyruk kısımlarının ise lümene doğru olduğu saptandı. 

Ġnterstisyel alanda ise normal görünüme sahip Leydig hücreleri ve vasküler yapılar 

görüldü (ġekil 4.2.1).  
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ġekil 4.2.1: Kontrol grubundan alınan testis kesitinde normal görünüme sahip seminifer tübüller 
ve interstisyel aralık. a) X10, b) X40, c) X60; spermatojenik seri hücreler (kalın ok), interstisyel 
aralık (ince ok), seminifer tübülün dolu lümeni (ok baĢı), H&E boyası. 
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CH Sol grubunda yapılan incelemelerde testis dokusu histolojisinin Kontrol 

grubuna benzer olduğu görüldü. Dokunun bazı bölümlerinde seminifer tübüller 

arasında açıklıkların bulunduğu tespit edildi. Bazı seminifer tübüllerde ise 

spermatojenik seri hücrelerinin olmadığı ve yer yer sadece spermatogonyumların 

varlığı ile karĢılaĢıldı. Ayrıca yine bazı seminifer tübüllerde, spermatojenik serideki 

düzenli sıralamanın ve tübül yapısının bozulduğu gözlendi. Ġnterstisyel alandaki Leydig 

hücrelerinde hafif düzeyde azalma olduğu gözlendi. 

 

 

ġekil 4.2 2: CH Sol grubundan alınan testis kesitinde (a-b), Kontrol grubuna benzerlik gösterse 
de bazı alanlarda seminifer tübüllerdeki spermatojenik seri bozulmuĢ ve lümen boĢtu. Hatta 
bazı seminifer tübüllerde sadece spermatogonyumların varlığı ile karĢılaĢıldı (c-d). Ayrıca 
interstisyel alandaki dokuda ve Leydig hücrelerinde azalma olduğu görülmektedir. a) X10, b) 
X20, c) X40, d) X60; spermatojenik seri (kalın ok), interstisyel aralık (ince ok), seminifer tübülün 
lümeni (ok baĢı), H&E boyası. 

 

TSC Sol grubunda boyanan kesitler ıĢık mikroskobunda incelendi ve testis 

dokusunun genel görünümünün Kontrol grubuna benzediği tespit edildi. Seminifer tübül 

açıklıkların azaldığı, spermatojenik hücrelerin daha düzenli olduğu saptandı. 

Ġnterstisyel alanda yer alan Leydig hücrelerin ve vasküler yapılarında korunduğu 

saptandı. 
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ġekil 4.2.3: TSC sol grubundan alınan testis kesitinde, seminifer tübüllerdeki spermatojenik 
serinin düzgün olduğu ve seminifer tübüllerdeki açıklıkların azaldığı görüldü. Ayrıca tübüldeki 
lümellerin spermatazoa kuyrukları ile dolu olduğu görüldü. Ġnterstisyel alanlar ve vasküler 
yapılar korunmuĢtur. a) X10, b) X40, c) X60; spermatojenik seri (kalın ok), interstisyel aralık 
(ince ok), seminifer tübülün lümeni (ok baĢı), H&E boyası. 
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CH Sağ ve TSC Sağ grubunda yapılan histolojik gözlemlemede, Kontrol 

grubunda elde edilen bulgular ile aynı sonuçlar elde edildi. Seminifer tübüller arasında 

sınırların normal olduğu ve tübül içeresindeki germ hücre organizasyonu, bazalden 

spermatogonyumlardan baĢlayıp lümende yer alan spermatozoalara doğru düzenli bir 

biçimde olduğu gözlendi. Ġnterstisyel alandaki Leydig hücrelerin ise yine Kontrol 

grubunda olduğu gibi normal bir görünüm sergiledi. 

 

ġekil 4.2.4: CH sağ ve TSC sağ grubundan alınan kesitlerde Kontrol grubuna benzer sonuçlar 

elde edildi. Seminifer tübüldeki spermatojenik seri hücrelerin diziliĢinin normal olduğu ve tübül 
lümenlerinde spermatozooların kuyruklarıyla dolu olduğu görülmektedir. Ġnterstisyel alanda 
Leydig hücreleri normal görünüme sahipti.  a) CH sağ X10, b) CH sağ X40, c) TSC sağ X10, d) 
TSC sağ X40; spermatojenik seri (kalın ok), interstisyel aralık (ince ok), seminifer tübülün lümeni 
(ok baĢı), H&E boyası. 

 

4.3. Modifiye Johnsen Skorunun Değerlendirilmesi 

 

Her sıçanın testisinden enine olarak alınan kesitlerde,  25 adet seminifer 

tübülün, epitel tabakası değerlendirildi. Yapılan değerlendirmede, CH grubu, Kontrol ve 

TSC grubu ile karĢılaĢtırdığında istatiksel açıdan anlamlı olduğu bulundu (p<0,002, 

p<0,015). Kontrol grubu ile TSC grubu arasında istatiksel olarak anlamlı bir fark yoktu 

(p<0.149) (Tablo 4.3 ve ġekil 4.3).  
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Tablo 4.3: Modifiye Johnsen Skorunun karĢılaĢtırılması. 

Gruplar Ortalama ± SD Medyan (Minimum-
Maksimum) 

p değeri 

Kontrol (n=6) 11,90 ± 0,089 11.90 (11,72-11,96)
a
 <0.001 

CH Sol (n=6) 10.12 ± 0,689 10.12 (8.92-11.00)
b
 

TSC Sol (n=6) 11.64 ± 0,184 11.64 (11.52-11.92)
a
 

a,b: Farklı notasyona sahip gruplar arasında 0,05 anlamlılık düzeyinde istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık söz konusu iken aynı notasyona sahip gruplar arasında fark yoktur. 

 

 

ġekil 4.3: Grupların Modifiye Johnsen Skor ortalamaları 
 

4.4. Ġmmünohistokimyasal Boyama Sonuçları 

 

4.4.1. BAX Ekspresyonu 

 

BAX ile boyanan testis kesitlerinde, Kontrol, CH sağ ve TSC sağ gruplarında 

hem seminifer tübüldeki spermatojenik seri hücrelerde hem de interstisyel alandaki 

Leydig hücrelerinde sitoplazmik boyanma açısından genel olarak negatif ekspresyon 

gözlendi. Ancak bazı seminifer tübüllerde zayıf ekspre olan hücrelerin de varlığı ile 

karĢılaĢıldı (ġekil 4.4.1.1). 
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ġekil 4.4.1.1: Gruplara ait BAX ekspresyon görüntüleri. a) Kontrol X40, b) CH sağ X40, c) TSC 
Sağ X40; zayıf ekspresyon gösteren hücreler (ok ucu), orta ekspresyon gösteren hücreler (ince 
ok). 
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CH sol grubunda yapılan incelemelerde, spermatojenik seri hücreler arasında 

en fazla spermatogonyum ve primer spermatositlerin sitoplazmalarında zayıf 

ekspresyon görülürken yer yer orta ve yüksek ekspresyon reaksiyon izlendi. Sekonder 

spermatosit ve spermatozoaların ise bazılarında zayıf ekspresyon tespit edildi. 

Ġnterstisyel alandaki bazı Leydig hücrelerinde de zayıf ekspresyon gösterdi (ġekil 

4.4.1.2, ġekil 4.4.3). Yapılan H skoru analizinde, CH sol grubu, Kontrol ve TSC sol 

grupları ile karĢılaĢtırıldığında istatiksel olarak anlamlı fark vardı (p<0.007, p<0.022). 

 

 
ġekil 4.4.1.2: CH Sol grubuna ait BAX ekspresyon görüntüsü X40; zayıf ekspresyon gösteren 
hücreler (ok ucu), orta ekspresyon gösteren hücreler (ince ok), yüksek ekspresyon gösteren 
hücreler (kalın ok). 

 

TSC sol grubu BAX boyanması açısından Kontrol grubu ile benzerlik gösterdi. 

Seminifer tübül hücrelerinde ve interstisyel dokuda bulunan Leydig hücrelerinde 

genelde sitoplazmik ekspresyon negatifti. Kontrol grubunda olduğu gibi yer yer zayıf 

ekspresyon gösteren germ hücrelerinde olduğu görüldü (ġekil 4.4.1.3). Kontrol ve TSC 

Sol grupları kendi aralarında karĢılaĢtırıldığında istatiksel açıdan bir fark yoktu 

(p<1.000) (Tablo 4.4.1, ġekil 4.4.3). 
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ġekil 4.4.1.3: TSC Sol grubuna ait BAX ekspresyon görüntüsü X40; zayıf ekspresyon gösteren 
hücreler (ok ucu), orta ekspresyon gösteren hücreler (ince ok), yüksek ekspresyon gösteren 
hücreler (kalın ok). 

 

Tablo 4.4.1: Gruplar arasındaki BAX ekspresyonun H skor analiz sonuçları. 

Gruplar Ortalama ± SD Medyan (Minimum-Maksimum) p değeri 

Kontrol (n=6) 118.54 ± 12.30 117.28 (101.18 - 101.18)
a
 <0.004 

CH Sol (n=6) 165.45 ± 22.77 22.77 (140.53 - 140.53)
b
 

TSC Sol (n=6) 115.05 ± 9.74 111.99 (104.22 - 129.98)
a
 

a,b: Farklı notasyona sahip gruplar arasında 0,05 anlamlılık düzeyinde istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık söz konusu iken aynı notasyona sahip gruplar arasında fark yoktur. 

 

 

4.4.2. BCL-2 Ekspresyonu 

 

BCL-2 boyaması yapılan kesitlerde, Kontrol, CH sağ ve TSC sağ gruplarında 

spermatojenik seri hücreleri ve Leydig hücrelerinin nüklueslarında ve sitoplazmalarında 

ekspresyon genel olarak negatif olarak belirlendi. Bazı spermatojenik hücrelerde zayıf 

ekspersyon gözlendi (ġekil 4.4.2.1, ġekil 4.4.3). 
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ġekil 4.4.2.1: Gruplara ait BCL-2 ekspresyon görüntüleri. a) Kontrol X40, b) CH sağ X40, c) 
TSC Sağ X40; zayıf ekspresyon gösteren hücreler (ok ucu), orta ekspresyon gösteren hücreler 
(ince ok). 

CH sol grubunda seminifer tübül hücrelerinde en fazla spermatogonyum ve 

primer spermatositlerin nükleuslarında ve sitoplazmalarında zayıf ekspresyon 

görülürken, bazı sekonder spermatosit spermatozoa ve interstisyel alanda bulunan 

Leydig hücrelerin nükleuslarında orta ve yüksek derecede ekspresyon gözlendi (ġekil 

4.4.2.2, ġekil 4.4.3). BCL-2 ekspresyonun H skoru analizinde CH sol grubu, Kontrol ve 

TSC sol grupları ile karĢılaĢtırıldığında istatiksel açıdan fark anlamlı bulundu (p<0.005, 

p<0.035). 
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ġekil 4.4.2.2: CH sol grubuna ait BCL-2 ekspresyon görüntüsü. X40; zayıf ekspresyon gösteren 
hücreler (ok ucu), orta ekspresyon gösteren hücreler (ince ok), yüksek ekspresyon gösteren 
hücreler (kalın ok). 

 

TSC sol grubunda boyanma Ģiddeti, seminifer tübüldeki spermatojenik 

hücrelerde ve Leydig hücrelerin nükleuslarında ve sitoplazmalarında ekspresyon 

negatif reaksiyon gösterse de az sayıda germ hücresinde zayıf ekspresyon vardı (ġekil 

4.4.2.3). Kontrol ve TSC sol grupları kendi aralarında karĢılaĢtırıldığında ise istatiksel 

olarak anlamlı fark bulunamadı (p<1.000) (Tablo 4.4.2, ġekil 4.4.3). 
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ġekil 4.4.2.3:TSC Sol grubuna ait BCL-2 ekspresyon görüntüsü X40; zayıf ekspresyon 

gösteren hücreler (ok ucu), orta ekspresyon gösteren hücreler (ince ok). 

 

Tablo 4.4.2: Gruplar arasındaki BCL-2 ekspresyonun H skor analiz sonuçları. 

Gruplar Ortalama ± SD Medyan (Minimum-Maksimum) p değeri 

Kontrol (n=6) 107.42 ± 8.20 103.51 (100.26 - 119.29)
a
 <0.004 

CH Sol (n=6) 179.31 ± 16.13 179.42 (160.85 - 204.29)
b
 

TSC Sol (n=6) 116.31 ± 13.76 114.18 (100.59 - 138.44)
a
 

a,b: Farklı notasyona sahip gruplar arasında 0,05 anlamlılık düzeyinde istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık söz konusu iken aynı notasyona sahip gruplar arasında fark yoktur. 

 

 

4.4.3. Kaspas 3 Ekspresyonu 

 

Testis kesitlerinin Kaspas 3 ekspresyonları Kontrol, CH sağ ve TSC sağ 

gruplarının hem seminifer tübüldeki spermatojenik seri hücrelerin hem de Leydig 

hücrelerin sitoplazmalarında genel olarak negatif olarak reaksiyon gösterdi. Ancak zayıf 

reaksiyon veren germ hücrelerinde olduğu izlendi (ġekil 4.4.3.1, ġekil 4.4.3). 
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ġekil 4.4.3.1: Gruplara ait Kaspas 3 ekspresyon görüntüleri. a) Kontrol X40, b) CH sağ X40, c) 
TSC Sağ X40; zayıf ekspresyon gösteren hücreler (ok ucu), orta ekspresyon gösteren hücreler 
(ince ok). 
 
 

CH sol grubunda yapılan incelemede, Kaspas 3‟ün boyanma Ģiddeti seminifer 

tübül hücreleri arasında en çok primer spermatositlerde görülürken, az sayıda 

spermatogonyum ve sekonder spermatositlerin sitoplazmalarında zayıf ekspresyon 

gözlendi. Bazı germ hücrelerinde ise orta ve yüksek ekspresyon tespit edildi (ġekil 

4.4.3.2, ġekil 4.4.3). H skoru yapılan Kaspas 3 boyanmıĢ testis kesitlerinde CH sol 
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grubu, Kontrol ve TSC sol grupları ile karĢılaĢtırıldığında istatiksel fark anlamlı bulundu 

(p<0.007, p<0.024). 

ġekil 4.4.3.2: CH Sol grubuna ait Kaspas 3 ekspresyon görüntüsü. X40; zayıf ekspresyon 
gösteren hücreler (ok ucu) orta ekspresyon gösteren hücreler (ince ok) yüksek ekspresyon 
gösteren hücreler (kalın ok). 

 

TSC sol grubu Kaspas 3 boyanması açısından Kontrol grubu ile benzer 

sonuçlar gösterdi. Seminifer tübüldeki seri hücreler ve Leydig hücrelerin 

sitoplazmalarında ekspresyon genelde negatif olup yer yer zayıf ekspresyon olan 

hücrelerinde olduğu görüldü. Kontrol ve TSC sol grupları kendi aralarında 

karĢılaĢtırıldığında ise istatiksel açıdan bir fark bulunamadı (p<1.000) (Tablo 4.4.3, 

ġekil 4.4.3.4). 
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ġekil 4.4.3.3: TSC Sol grubuna ait BCL-2 ekspresyon görüntüsü. X40; zayıf ekspresyon 

gösteren hücreler (ok ucu) orta ekspresyon gösteren hücreler (ince ok). 

 

Tablo 4.4.3: Gruplar arasındaki Kaspas 3 ekspresyonun H skor analiz sonuçları. 

Gruplar Ortalama ± SD Medyan (Minimum-Maksimum) p değeri 

Kontrol (n=6) 120.46 ± 10.88 123.12 (100.16 - 132.24)
a
 <0.004 

CH Sol (n=6) 177.01 ± 20.26 185.24 (142.44 - 193.46)
b
 

TSC Sol (n=6) 117.94 ± 15.81 126.83 (100.51 - 131.43)
a
 

a,b: Farklı notasyona sahip gruplar arasında 0,05 anlamlılık düzeyinde istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık söz konusu iken aynı notasyona sahip gruplar arasında fark yoktur. 
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ġekil 4.4.3: Gruplar arasındaki BAX, Kaspas 3 ve BCL-2 ekspresyonlarının H skor analiz 
sonuçlarının grafik görüntüsü. 

 

 

4.5. Serum Testosteron Seviyelerinin KarĢılaĢtırılması 

 

Testosteron seviyeleri açısından Kontrol grubu, CH grubu ve TSC grubu, kendi 

aralarında karĢılaĢtırıldığında istatiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı (p>0,119) 

(Tablo 4.3 ve ġekil 4.3). 

 

Tablo 4.4: Serum Testosteron seviyelerinin karĢılaĢtırılması. 

Gruplar  Ortalama ± SD Medyan (Minimum-
Maksimum) 

p değeri 

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) 
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ġekil 4.5: Grupların serum testosteron seviye ortalamaları. 
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5. TARTIġMA 

 

 

Hava kirliliği, iklim değiĢiklikleri ve türlerin soylarının tükenmesi, önemli bir 

küresel sorun olarak bilinse de infertilite, özellikle son zamanlarda küresel bir endiĢe 

haline gelmiĢtir. Birçok genetik faktörün yanı sıra sağlıksız beslenmenin de neden 

olabildiği bu hastalık, kiĢinin üreme sistemi ile ilgili tüm konularda fiziksel, psikolojik ve 

sosyal hayatını olumsuz yönde etkileyebilmektedir (Wu vd. 2022). 

Dünyada, infertiliteli erkek nüfusunun %10-15‟ini oluĢturan ve toplam erkek 

nüfusunun %1‟lik kısmını oluĢturan azospermi, ejakülasyonla atılan semen içerisindeki 

sperm yokluğudur (Ünal ve Özer 2019). Ġnfertilitenin bu derece önemli bir sorun olması, 

araĢtırmaların bu konu üzerinde odaklanmasına neden olmuĢtur. Cerrahi ve hormonal 

tedaviler sık olarak kullanılan yöntemler olsa da son zamanlarda kök hücre alanında 

yapılan araĢtırmalar, infertilitenin tedavisi için yeni bir umut kaynağı olmuĢtur (Fazeli 

vd. 2018). 

Nonobstrüktif azospermide sperm elde etmek için cerrahi yöntemler yaygın 

olarak tercih edilse de son zamanlarda mikroTESE (microdissection testicular sperm 

extraction) yöntemi yeni bir alternatif olarak ortaya çıkmıĢtır. Fakat mikroTESE‟den 

önce kullanılan TESE yönteminde testis dokusundan fazla miktarda tübül alındığından 

bu durum doku kaybına neden olmaktadır.  Ayrıca sperm edinme yüzdesi mikroTESE 

daha yüksektir. TESE‟nin dezavantajlarının olması mikroTESE‟nin tercih edilmesinin en 

büyük nedeni olmuĢtur. Yapılan hem TESE hem de mikroTESE iĢlemleri sonunda 

androjen salınımı geçici ya da kalıcı Ģekilde düĢebilir (Ünal ve Özer 2019).  

Kanser tedavisinde sıklıkla tercih edilen kemoterapi ajanlar, erkek hastaların 

germ hücrelerinde gonadal toksisiteye neden olarak geçici, uzun süreli ya da kalıcı 

infertiliteye ve azospermiye sebebiyet vermektedir. Bu ajanlar, spermatogonyumlara, 

kan-testis bariyerini geçerek ulaĢır ve hem doza hem de zamana bağlı olarak hasara 

neden olur (Okada ve Fujisawa 2019). Bu toksik etki, bir hastanın çocuk sahip olma 
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yeteneği üzerinde önemli bir etkiye neden olarak, çocuk sahibi olmak isteyen kanser 

hastaları için endiĢe yaratıcı bir durum oluĢturur (Meistrich 2013). Son yıllarda yapılan 

çalıĢmalarda, genellikle kemoterapötik ilaçlar kullanılarak azospermi modeli oluĢturulan 

deney hayvanlarında, farklı dokulardan elde edilen mezenkimal kök hücreler tedavi 

amaçlı uygulanmıĢtır. AraĢtırmacılar, testis dokusunun patolojik değiĢimlerini 

Hematoksilen-Eozin ile boyanmıĢ preparatlarda incelemiĢlerdir. Çakıcı ve ark.‟ı 

sıçanlarda busulfan ile oluĢturdukları azospermi modelinde adipoz dokudan üretilen 

mezenkimal kök hücrelerin potansiyel kullanımını göstermiĢlerdir. Busulfan verilen 

sıçanlarda, seminifer tübüllerin büyük çoğunluğunun spermatojenik seri hücreleri 

açısından boĢ olduğunu tespit etmiĢlerdir. Bizim tez çalıĢmamızda, cerrahi testis hasarı 

uyguladığımız sıçanların bazı seminifer tübüllerinde de lümenlerin boĢ olduğunu 

gördük. Çakıcı ve ark.‟ı adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücre nakledilen 

gruplara ait testis kesitlerinde, tübüllerin spermatojenik hücrelerle dolu olduklarını fakat 

bu oranın düĢük olduğunu ifade etmiĢlerdir. Ayrıca  seminifer tübül lümeninde 

spermatozoaları da gözlemlemiĢlerdir (Cakıcı vd. 2013). Biz ise çalıĢmamızda hasar 

verdiğimiz testislerde, naklettiğimiz TSC‟lerin seminifer tübüllerdeki spermatojenik seri 

hücrelerin onarımına katkı sağladığını ve lümende spermatozoaların var olduğunu 

tespit ettik. Bu durum Çakıcı ve ark. „nın çalıĢmaları ile benzerlik göstermektedir. 

 Mehrabani ve ark.‟ı busulfan ile azospermi modeli oluĢturulan sıçanlarda, 

adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin (MKH) nakledilmesinden sonra 

seminifer tübüllerde germinal hücrelerin miktarını ve onarımını değerlendirmiĢlerdir. 

Model grubunda, seminifer tübüllerinin boĢ olduğu ve spermatogenezin olmadığını 

göstermiĢlerdir.  Transplante edilen MKH‟ler testis dokusunu restore etmiĢ ve 

sıçanların seminifer tübüllerinde spermatogenezi indüklemiĢtir. Tedavi edilen testis 

kesitlerinde, seminifer tübüllerin spermatogonyum, primer spermatositler, spermatidler 

ve spermatozoalar ile dolu olduklarını göstermiĢlerdir (Mehrabani vd. 2015). Tez 

çalıĢmamızda verilen hasar TESE iĢlemine benzer Ģekilde minimal ve lokal olduğu için 

busulfan ile yapılan deney modelinin kan-testis bariyerini geçerek testis dokusunun 

tamamı üzerindeki olumsuz etkisi ile eĢ değer olmadığı değerlendirme yapılırken göz 

önünde bulundurulmuĢtur. Dolayısıyla çalıĢmamızda çok az sayıda seminifer tübülde 

spermatogenezin olmadığını tespit ettik. TSC‟ler, hasarlı seminifer tübüllerde 

spermatojenik seri hücreleri onarmıĢ ve buna bağlı olarak spermatogenezi 

indüklemiĢtir.  

MKH‟ler, farklılaĢma potansiyeli olan, kendi kendini yenileyebilen ve morfolojik 

olarak fibroblastlara benzeyen, stromal kökenli heterojen hücre popülasyonudur. 

MKH‟lerin hem parakrin/otokrin etkileri hem de farklılaĢma kapasitelerinin yüksek 



57 
 

olması, infertilite tedavisinde umut kaynağı olmasının en büyük nedenidir (Qian X. vd. 

2020). Son zamanlarda birçok araĢtırmacı, TSC‟leri klinik öncesi çalıĢmalarda 

kullanmak için in vitro ortamda, hem insandan hem de farklı tür memelilerden elde 

ederek çoğaltmayı ve farklılaĢma potansiyellerini karakterize etmeye çalıĢmıĢlardır 

(Ghabriel ve Amleh 2018). 2008 yılında, Kim ve ark.‟ı fare testis stromal hücrelerinden 

eksplant yöntemle JK1 olarak adlandırdıkları, CD34 pozitif bir hücre hattı üretmiĢlerdir. 

Faz konstrat mikroskop ile yapılan görüntülemelerde bu hücre hattındaki hücrelerin 

kültür kaplarına yapıĢık olduğu ve yapılan flow sitometri analizinde CD34‟ü eksprese 

ettikleri bildirilmiĢtir (Kim vd. 2008). Yaptığımız tez çalıĢmasında da sıçan testislerinden 

eksplant yöntemle elde edilen TSC‟lerin morfolojik ve fenotipik özellikleri Kim ve ark.‟ı 

tarafından yapılan çalıĢma verileri ile uyumluluk göstermektedir. Ayrıca yapmıĢ 

olduğumuz flow sitometri analizde, elde ettiğimiz TSC‟lerin hematopoetik kök hücre 

belirteci olan CD45‟i pozitif olarak eksprese etmeleri Kim ve ark.‟nın bulgularıyla 

benzerdi. Bu flow sitometri sonucumuz, testisten elde ettiğimiz hücrelerin mezenkimal 

kök hücreden ziyade mezenkimal karakterdeki stromal kök hücreler olduğunu 

düĢündürmektedir.  

Ahmed ve ark.‟ı testiküler stromal kök hücreleri, ilk kez fare testisinden 

enzimatik yöntemle izole etmiĢlerdir. Bu hücrelerin morfolojik yapılarının fibroblastlara 

benzer olduğunu ve yapılan flow sitometri analizinde CD44, CD73 ve CD29 için pozitif, 

CD45 için negatif ekspresyona sahip olduklarını göstermiĢlerdir (Ahmed vd. 2017). Tez 

çalıĢmamızda elde ettiğimiz testiküler stromal kök hücrelerin Ahmed ve ark.‟nın elde 

ettikleri fibroblast benzeri hücreler gibi olduğu görülmüĢtür. Yapılan flow sitometri 

analizinde TSC‟lerin CD29‟u ekspre etmediği ve CD45‟ i ise ekspre ederek Ahmed ve 

ark.‟nın verileri ile tam tersi sonuçlar elde ettik. Gonzalez ve ark.‟ı yetiĢkin insan 

testisinden, mezenkimal kök hücre (MKH) özelliğindeki gonadal kök hücreler (GSC) 

olarak adlandırılan hücreleri izole etmiĢlerdir. Enzimatik yöntemle kültürü yapılan 

GSC‟lerin, MKH‟ler ile aynı morfolojiye sahip olduklarını ve CD105, CD73, CD166 için 

ekspresyonun pozitif olduğunun, CD11b, CD19, CD34, CD45 ve HLA-DR için 

ekspresyonun negatif olduğunu göstermiĢlerdir. Ayrıca MKH‟lerde ekspre olan CD44, 

CD90 ve STRO-1‟i yüksek seviyede ekspre olduğunu bildirmiĢlerdir (Gonzalez vd. 

2009). Yaptığımız çalıĢmada TSC‟lerin Gonzalez ve ark.‟nın elde ettiği GSC‟ler ile aynı 

morfolojiye sahipti. TSC‟lerin flow sitometri analizde Gonzalez ve ark.‟nın aksine CD45‟i 

ekspre etmiĢtir. TSC‟ler mezenkimal kök hücre belirteçleri olan CD90‟ı ekspre ederek 

Gonzalez ve ark.‟nın verileri ile tutarlılık göstermiĢtir. Çakıcı ve ark.‟ı sıçanlarda 

azospermi tedavisinde adipoz dokudan elde ettikleri mezenkimal kök hücrelerin 

potansiyel kullanımını göstermiĢlerdir. Elde ettikleri MKH‟lerin iğ Ģeklinde olduklarını 
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ifade etmiĢlerdir. Bu sonuç, bizim çalıĢmamızdaki TSC‟lerin morfolojileri ile tutarlılık 

göstermektedir. Flow sitometri analizinde ise adipoz kaynaklı MKH‟lerin CD29, CD54 

ve CD90'ı ifade ettiği, ancak CD45 ve CD106'yı ifade etmediğini belirtmiĢlerdir. Tez 

çalıĢmamızın flow sitometri sonucunda TSC‟lerin Çakıcı ve ark.‟ı ile uyumlu olarak 

CD54 ve CD90‟ı ifade etmiĢtir. Ancak farklı olarak TSC‟lerimizin CD29‟u ifade etmeyip 

CD 45‟ise ifade etmiĢtir (Cakıcı vd. 2013). ÇalıĢmalarda farklı deney hayvanlarının 

testisinden ve izole edilen testiküler stromal kök hücrelerin ve adipoz dokudan üretilen 

mezenkimal kök hücrelerin karakterizasyonlarının yapılması sonucunda bu hücrelerin 

mezenkimal karakterde olduğu belirtilmiĢtir. Flow sitometri analizlerine baktığımızda bu 

hücrelerin mezenkimal özellik gösteren testiküler stromal kök hücreler olduğunu tespit 

ettik. Literatürde testiküler stromal kök hücrelerin karakterizasyonu ve kullanılan 

belirteçlerle ile ilgili olarak farklı bilgiler mevcuttur. 

Klinikte, 24 saaten uzun süren Ģiddetli germ hücre hasarı bireylerde kalıcı 

infertiliteye yol açmaktadır (Mansbach vd. 2004). Ġnfertil bireylerin, testis 

biyopsilerinden sonra patolojik infertiliteyi yorumlamak için Modifiye Johnsen skoru 

kullanılmaktadır. Modifiye Johnsen skorunda, 12 puan tam spermatogenezi, 11 puan 

ise çok sayıda geç spermatid ve az sayıda spermatozoayı temsil eder. Modifiye 

Johnsen skorunun 10 olması hipospermatogenezi gösterirken, 10 puanın altında 

olması ise infertilite anlamına gelir. Yaptığımız çalıĢmada CH Sol grubunun Modifiye 

Johnsen skor ortalaması 10,05 olup TSC uygulaması (TSC Sol) sonrasında skor 

ortalamasını 11,68‟e yükseldiği görüldü. TSC‟lerin, cerrahi testis hasarında Modifiye 

Johnsen skorunu yükselterek hipospermatogenezi düzeltmeye katkı sağlayabileceği 

düĢünüldü. 

AraĢtırmacılar, azospermi modelini oluĢtururken kemoterapötik ajanlar 

kullanmıĢ ve bu ajanlar,  testisteki germ hücrelerine zarar vererek spermatogenezi 

inhibe etmiĢtir. Seminifer tübüldeki germ hücreler arasında bu toksik etkiden en fazla 

etkilenen hücre spermatogonyumlardır. Leydig ve Sertoli hücreleri, toksik etkiden sonra 

hayatta kalabilen en dirençli hücrelerdir (Shetty ve Meistrich 2005). Toksik etkilerin 

dıĢında seminifer tübüllerde, normal Ģartlarda gerçekleĢen spermatogenez aĢamasında 

da hücre ölümü gerçekleĢebilmektedir. Bu hücre ölüm mekanizması, programlı hücre 

ölümü adını alan apoptozistir (Kaczanowski 2016). Apoptozisde, hücreyi ölüme götüren 

veya bu ölümü baskılayan çeĢitli antiapoptotik ve proapoptotik genlerin rol 

oynamaktadır. Hücreleri apoptoza götüren BAX, Puma, Bad gibi genler proapoptotik 

etki gösterirken, BCL-2, Bcl-xl ve Mcl-1 genleri ise antiapoptotik etki gösterir (D‟Arcy 

2019). BCL-2 ailesi apopitozisin regüle edilmesinde kritik rol oynamaktadır. Bu rol bir 

hücrenin yaĢam ile ölüm arasındaki dengeyi oluĢturmaktadır. BCL-2‟nin aksine BAX 
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geni ise hücreleri apoptozise götürmektir. BAX, herhangi bir faktör ile indüklendiğinde 

hücrenin sitoplazmasından, dıĢ mitokondriyal membrana doğru ilerleyerek 

mitokondriyal geçirgenliğin artmasına neden olur. BCL-2, bu apoptotik sinyal içeren 

moleküllerin salınımını azaltmak için sitokrom c salınmasına sebep olarak, BAX ile 

mücadeleye girer (Ouyang vd. 2012). Sitokrom c salınımı, sırasıyla Caspas 9 ve ölüm 

Caspas‟ı adını alan Kaspas 3‟ü uyarır (Palmer vd. 2000). 

Wang ve ark.‟ı sıçanlarda kadmiyum kaynaklı testis hasarında kemik iliği 

kaynaklı MKH‟lerin terapötik etkisini incelemiĢlerdir. Yapılan immünohistokimyasal 

analizde, BAX ve Kaspas 3 antikorlarının ekspresyon düzeyleri model grubunda, tedavi 

ve kontrol grubuna göre önemli derece arttığını tespit etmiĢlerdir. BCL-2 antikorunun 

diğer antikorlara oranla model grubunda ekspresyon düzeyinin düĢtüğünü, kontrol ve 

tedavi grubunda ise arttığını bulmuĢlardır (Wang Y.-J. vd. 2017). Bulgularımızda BAX, 

BCL-2 ve Kaspas 3 antikorlarının CH grubunda zayıf derecede ekspre olurken, az 

sayıda orta ve yüksek ekspresyon gösteren germ hücrelerinin olduğunu H skoru ile 

gösterdik. Kontrol ve TSC grubunda ekspresyonun derecesi genel olarak negatif 

reaksiyon göstermiĢ ama bazı tübüllerde az miktarda orta ve yüksek ekspresyon 

görülmüĢtür. Wang ve ark.‟nın BAX ve Kaspas 3 antikorlarının ekspresyon sonuçları, 

bizim bulgularımız ile uyumluluk gösterirken, BCL-2 ekspresyonumuz ise tam tersi 

sonuç vermiĢtir.  

Meligy ve ark.‟nın yapmıĢ olduğu bir çalıĢmada, sisplatin ile hasar verilen sıçan 

testislerinde Kaspas 3 ekspresyonun azaldığını ancak adipoz kaynaklı MKH‟ler ile 

tedavi edilen sıçanlarda bu ekspresyonun anlamlı derecede azaldığını tespit etmiĢlerdir 

(Meligy vd. 2019).  Latif ve ark.‟ı ise kadmiyumun neden olduğu testis hasarı 

çalıĢmasında, kemik iliğinden izole edilen MKH‟lerin Kaspas 3‟ün immün 

eskpresyonunu azalttığını göstermiĢtir (Abdel Latif vd. 2020). Gültekin yapmıĢ olduğu 

bir çalıĢmada sisplatinin, sıçan testislerinde BAX ekspresyonunu arttığını göstermiĢtir. 

Bu sonuçlar bizim bulgularımız ile tutarlılık göstermiĢtir (Gültekin 2013). 

Ġmmünohistokimyasal bulgularımız, CH grubundaki seminifer tübüllerde yer alan 

spermatojenik seri hücrelerin sitoplazmalarında Kaspas 3 ve BAX aktivitelerinin Kontrol 

ve TSC grubuna göre anlamlı bir artıĢ olduğunu gösterdi. Bu artıĢ spermatogenezin 

bozulması ile iliĢkilendirilebilir (Saral vd. 2016). Verilen cerrahi hasar, Kaspas 3 ve 

BAX‟ın neden olduğu apoptotik yolakların aktivasyonunu sağlayarak germ hücreleri ve 

Leydig hücrelerinin apoptozisi ile sonuçlanmıĢtır. TSC‟lerin apoptozisi azalttığı yapılan 

H skoru analizi ile gösterilmiĢtir. BCL-2 ekspresyonun CH grubunda ekspresyon 

seviyesinin yüksek olması beklenilenin aksine bir sonuç olmuĢtur. Verilen cerrahi 

hasarı 15. 30. ve 45. gün olacak Ģekilde gruplara ayırıp TSC‟lerin etkisini incelemek ve 
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lezyon sayısını arttırmak BCL-2 ekspresyon düzeyini belirlemek için tekrar 

değerlendirelebilir.  

Spermatogenezde önemli role sahip olan testosteron, testisin interstisyum 

alanında yer alan Leydig hücreleri tarafında salgılanmaktadır. Yapılan birçok çalıĢmada 

verilen testis hasarlarında testosteron seviyelerinin düĢtüğü gösterilmiĢtir. Farklı 

dokulardan izole edilen mezenkimal kök hücrelerle yapılan tedavilerle bu seviyelerin 

normale döndüğü çalıĢmalar literatürde bulunmaktadır. Hasio ve ark.‟ı testis 

torsiyonunda orbital yağdan üretilen mezenkimal kök hücrelerin etkisini incelemiĢlerdir 

(Hsiao vd. 2015). Yapılan ELISA deneyinde, CH grubunda 3. ve 7. günlerde serum 

testosteron seviyelerinde azalma olduğunu, MKH grubunda ise 3. günde testosteron 

seviyesinin önemli ölçüde arttığını ancak 7. günde normal seviyelere döndüğünü 

göstermiĢlerdir. Bizim çalıĢmamızda 15 gün sonunda elde edilen testosteron 

seviyelerinin CH grubunda, Kontrol grubuna göre çok düĢük düzeyde azaldığı görülse 

de aralarındaki fark anlamlı değildi. Ayrıca TSC grubunun testosteron seviyesi kontrol 

grubuna göre yüksek olmasına rağmen istatiksel olarak fark bulunmadı. Ancak TSC 

grubunda testosteron seviyesinin Kontrole göre daha yüksek olmasının, TSC‟lerin germ 

hücrelerinin yanı sıra interstisyel alandaki Leydig hücrelerine de farklılaĢtığını 

düĢündürmektedir.  

Meligy ve ark.‟ı adipoz dokudan üretilen mezenkimal kök hücreleri Cisplatin 

kaynaklı testis hasarında kullanmıĢlardır. Cisplatinin testosteron seviyesini anlamlı 

Ģekilde düĢürdüğünü ancak kök hücre verilen grupta kontrol grubuna göre anlamlı bir 

fark olmadığını tespit etmiĢlerdir (Meligy vd. 2019). Bizim çalıĢmamızda ise testosteron 

seviyelerinde, TSC grubunda kontrol grubuna göre anlamlı bir fark olmadığı 

görülmektedir. Qian ve ark.‟ı busulfanın neden olduğu testis toksisitesine karĢı insan 

amniyon mezenkimal kök hücrelerini tedavi amaçlı kullanmıĢlardır. Yapılan çalıĢmada 

insan amniyon mezenkimal kök hücrelerinin testosteron seviyesini ilk haftada hafif 

düzeyde artırırken, dördüncü haftada ise ileri düzeyde artıĢ gözlemlemiĢlerdir (Qian C. 

vd. 2020). Bizim çalıĢmamızda ise 15 gün sonunda testosteron seviyelerinde anlamlı 

bir farkın olmadığı görülmüĢtür. ÇalıĢmamızda uygulanan deney modeli klinik ile 

uyumlu olacak Ģekilde testislere minumum hasar verecek Ģekilde gerçekleĢtirildiğinden 

gruplar arasındaki farkın anlamlı olmadığını düĢünmekteyiz. Planlanacak gelecek 

çalıĢmalarda cerrahi hasarın büyüklüğü veya hasar verilen bölge miktarının arttırılması, 

deney grubunda verilen TSC‟lerin etkisinin daha net Ģekilde incelenmesine olanak 

sağlayacaktır. Ayrıca uygulanacak stromal hücre sayısının ve deney süresinin 

arttırılması da TSC‟lerin testis mikroçevresindeki terapötik potansiyelinin 

değerlendirilmesinde daha etkili olabileceği düĢünülmektedir. 
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6. SONUÇ 

 

 

 Cerrahi olarak oluĢturulan testis hasarlarında, histolojik kesitlerde,  seminifer 

tübüllerin ve interstisyel alandaki yapıların hasara uğradığı gösterilmiĢtir. 

Ġmmunohistokimyasal tekniklerle gösterilen, dokulardaki BAX ve Caspas 3 ekspresyon 

düzeylerinin artıĢı ise cerrahi hasarın apoptozisi indüklediğini doğrulamıĢtır. Testiküler 

stromal kök hücre transplantasyonundan sonra yapılan sayımla (Modifiye Johnsen 

skoru) ve immunohistokimyasal tekniklerle elde edilen bulgular, bu hücrelerin hasarlı 

dokulardaki iyileĢmeyi hızlandığını göstermektedir. Ġleride bu çalıĢmanın pre-klinikten 

kliniğe geçirilmesi, özellikle azospermi tanısı almıĢ hastalarda TESE operasyonu 

sonrasında dokuların daha hızlı iyileĢmesi yönünde yeni bir tedavi seçeneği olarak 

karĢımıza çıkabilir. 
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