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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

Skrotum içinde bir çift organ olarak yerleşmiş olan testisler spermatozoanın üretimi,  

testosteron ve diğer bazı erkeklik seks hormonlarının sekresyonundan sorumludurlar (1, 2). 

Testisler tarafından üretilen spermatozoonlar spermatogenez adı verilen bir süreçte oluşurlar 

(2). Memeli spermatogenezi, germ hücrelerinin uygun zamanda uygun bir gelişim aşamasına 

ulaşmasını garantiye almak için gerekli olan bir çok olayın yer aldığı hormon-bağımlı 

karmaşık bir gelişim programıdır.  Bu olayların çoğu, hücre tipi- ve safha- spesifik 

transkripsiyon faktörleri tarafından denetlenir (3). 

Kök hücreler, kendilerini yenileme, bir organizmanın yaşamı boyunca kayıp hücrelerin 

yerini doldurabilme ve fonksiyonel olarak farklılaşmış hücreleri oluşturabilme kapasitesine 

sahip hücrelerdir (4). Her ne kadar kök hücrelerin kendini yenileyerek bölünmeleri ile sonsuz 

bölünebildiklerine inanılsa da, onların sonsuz çoğalabilme yeteneklerini gösteren çok az delil 

vardır (5). Kök hücreler vücutta, epitel yenilenmesi, hematopoez ve spermatogenez gibi 

rejenerasyon ile ilgili birçok işlemde yer alırlar (6).  

İlik stromal kök hücreleri, doku kültür plastiklerine yapışma eğilimleriyle ilikteki diğer 

hücrelerden ayrılabilirler ve bu hücrelerin, hücre ve gen tedavisi için potansiyel olarak 

kullanışlı olan bir çok özellikleri vardır. Bu hücreler dokulara özgü kök hücrelerin bir çok 

özelliklerini taşıdıklarından mezenşimal olarak tanımlanmakta (7) ve kültürlerde, 

osteoblastlara, kondrositlere, adipositlere, myoblastlara (7, 8), tendon  ve ilik stromasını 

içeren mezenşimal dokulara farklılaşma potansiyelinde olan multipotent hücrelerdir (8).  

Transplantasyon tedavilerinin gelişmesinde doku veya organın hasara uğramış 

kısmının farklılaşmamış kök hücrelerin transplantasyonu ile tamiri en heyecan verici 

hususlardan biridir (9). Dokunun histolojik mimarisini ve fonksiyonunu düzeltmek için, 

dokuya çok çeşitli hücreler yerleştirilir. Pluripotent kök hücrelerin, doku yenilenmesi 

işleminde yeniden ve bir diğer hücreye farklılaşabilecekleri bildirilmektedir (10). 

Önemli bir değerlendirme aracı olan testis biyopsisi (11, 12, 13) tek taraflı inmemiş 

testis modelinde (14), geleneksel çoklu biyopsi uygulaması ile mikrodiseksiyon tekniği 

kullanılarak (13, 15) ve deneysel olarak, olgunluk öncesi farelerde (16) uygulanmaktadır.  

Bu çalışma, sıçan testisinde aspirasyon biyopsisi ile oluşan travmatik etkiye karşı kök 

hücrelerin iyileştirici etkilerinin olup olmadığının araştırılması amacıyla gerçekleştirildi.  
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2. GENEL BİLGİLER 

TESTİSLERİN GELİŞİMİ 

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu dölleyen sperm çeşidi ile, 

fertilizasyon sırasında belirlenir; ancak erkek ve dişi morfolojik özellikleri  embriyonal 

dönemin 7. haftasına kadar izlenmez (17, 18). Testis gelişimi, birçok hücre çeşidinin yeniden 

düzenlenmesi ve farklılaşması gibi komplike işlemleri içerir (19). Testis farklılaşmasında yer 

alan testis belirleyici genler, sadece gonad hücrelerinde eksprese edilirler ve muhtemelen 

bunlar düzenleyici genler olarak görev yapmaktadırlar (20, 21, 22). Morfogenler ise 

embriyonal ve erişkin dokularda farklı doku oluşumu, proliferasyonu, farklılaşması veya 

yeniden şekillenmesi işlemlerini düzenleyen gelişim regülatörleridirler (23).  

İntrauterin 4. hafta başında,  allantoise yakın, vitellus kesesi yüzey epitelinden ayrılan 

endodermal primordial germ hücreleri mezonefrozun medialinde, mezotel ve altındaki 

mezenşimin proliferasyonu ile oluşan gonadal (genital) kabartı (Plica genitalis) içine göç 

ederler. 6. haftada, Plica genitalis yüzey epitelinden (mezotel) ayrılan hücreler altındaki 

mezenşim içerisine doğru gelişen parmak şeklindeki primer seks kordonlarını oluştururlar. 

Primordial germ hücreleri bu kordonların içine girer. Bu durumda farklılaşmamış gonad, dışta 

bir korteks ve içte bir medulladan oluşmaktadır. Eğer embriyo XY seks kromozom 

kompleksini içermekteyse, medulla testise farklılaşır; korteks bir takım kalıntıları dışında 

geriler ve dejenere olur.  Testiste primordial germ hücrelerinden spermatogoniumlar, Plica 

genitalis mezotelinden Sertoli hücreleri, bu mezotel altındaki mezenşimden Leydig hücreleri 

gelişir (17,18). Leydig hücreleri 8. haftadan itibaren testosteron ve androstenodion  

salgılamaya başlar. Bu hormonlar mezonefrik kanalların ve dış genitallerin erkeklik yönünde 

farklılaşmasını sağlarlar.  

Primer seks kordonları farklılaşmamış gonad medullasının derinlerine uzar, burada 

dallanarak birbirleriyle anastomozlar yaparlar. Seks kordonları, seminifer tubuller, tubuli rekti 

ve rete testis'e farklılaşırlar. 

Puberteye kadar, seminifer tubuller solid halde kalırlar; seminifer tubulde sadece Sertoli 

hücreleri ve spermatogoniumlar bulunur. Tubullerin lümenleri yoktur ve lümenler puberte 

döneminde oluşur (17).  
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         TESTİS HİSTOLOJİSİ 

Testis Tunica albuginea denilen kalın bir kollagenöz bağ dokusu kapsülü ile çevrilidir. 

Tunika albuginea testisin arka yüzünde kalınlaşarak mediastinum testis'i oluşturur. Buradan 

bezin içine giren fibröz septalar, bu yapıyı testis lobulleri denilen yaklaşık 250 adet piramidal 

bölmeye ayırırlar. Her lobulde gevşek bağ dokusu ile sarılı 1-4 seminifer tubul yer alır.  

Testisler skrotum içinde asılı olarak bulunurlar. Bunların her biri tunica vaginalis 

denilen seröz bir kese taşır. Bu tunika, dışta pariyetal ve içte ise visseral tabakadan oluşur; bu 

testisi ön ve yanlarından sarar (Şekil 1) (1, 2, 24). 

 
Şekil 1. Testisin skrotumla birlikte şematik görünümü (24).   
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Testislerin karın içinden daha düşük bir ısıda saklanmalarında skrotumun önemli bir 

rolü vardır (24). Spermatogenez için, skrotum ısısının vücut ısısından  daha düşük olması 

gerekmektedir (25).  

Seminifer tubuller karmaşık yapıdaki çok katlı bir epitel ile döşelidir. Kıvrımlı tubuller 

(tubuli seminiferi contorti) bir şebeke oluştururlar. Bu şebekedeki her tubul başlangıçta kör 

uçludur, daha sonra dallara ayrılır. Her bir tubul sonlanırken lümeni daralır ve düz tubul (tubulus 

seminiferus rectus) adıyla bilinen kısa kanal halinde sürer. Bunlar rete testise bağlanırlar (1, 24). 

Seminifer tubuller ile rete testis arasındaki bölgede, uzun  geçiş hücreleri bulunmaktadır (26). 

Rete testis, 10-20 ductuli efferentes ile epididymis'in baş kısmına bağlanmaktadır (2, 24). 

Bazal membran, dokuların yapısal ve fonksiyonel bütünlüğünün korunmasında önemli 

bir rol oynar. Bazal membran yapısının değişmesi ile bir çok testis fonksiyon bozukluğu 

gelişebilir (27). Seminifer tubulü saran fibröz tunica propria (peritubuler doku) bazal 

membran özelliğinde olup, birkaç fibroblast katmanından oluşmuştur ve düz kas özelliği 

gösteren, yassılaşmış myoid hücreleri içerir. Seminifer tubuller bu fibröz bağ dokusu kılıfının 

içinde, belirgin bir bazal laminaya oturmuş, kompleks bir germinal (seminifer) epitelden 

oluşur. (24). Seminifer tubuldeki bazal lamina, Sertoli hücreleri tarafından üretilir (28). 

Germinal epitel iki hücre çeşidinden meydana gelmektedir: Spermatogenik hücreler 

ve Sertoli (destek) hücreleri. Spermatogenik hücreler, bazal lamina ve tubul lümeni arasında, 

4-8 tabaka halinde düzenlenmişlerdir. Bu hücrelerin birkaç bölünmeden sonra  farklılaşıp 

spermatozoonları oluşturdukları sürece spermatogenez adı verilir (24).  

Spermatogenez, spermatogonial kök hücrelerin olgun spermlere geliştiği (29), 

apoptozu da içeren (30), hormon-bağımlı kompleks bir gelişim sürecidir (3). Yüksek 

organizasyonlu bu süreçte yer alan spermatogonial kök hücreler (5, 6, 31) diğer yetişkin kök 

hücreler gibi kendini yenileyebilme, spermatogenezi devam ettirebilme ve çok sayıda 

fonksiyonel farklılaşmış hücreler oluşturabilme yeteneklerine sahiptirler (4, 32, 33). Bu 

hücreler diğer yetişkin kök hücreler arasında eşsizdirler; çünkü bunlar genetik bilgiyi bir 

sonraki nesile aktarırlar (6, 32). Bu hücreler Sertoli hücrelerinin bazal kısımları ve bazal 

lamina ile yakın kontakt içindedirler; bunlar gerileyen seminifer epiteli yeniden 

oluşturmaktadırlar (34). Spermatogonial kök hücre serilerinin alıcı sıçana transplantasyonu 

ile, bu hücrelerin bazal membrana göç edebildikleri ve seminifer tubullerde kolonize oldukları 

bulunmuştur (35).  
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Testiste, Sertoli hücreleri ile germ hücreleri etkileşim halindedirler ve Sertoli 

hücrelerindeki bozukluklar, erkek infertilitesine kadar varan spermatogenez bozukluklarına 

yol açmaktadır (36). Yaşlanma sürecinde hem spermatogonial kök hücreler hem de Sertoli 

hücreleri yer almaktadırlar (37).   

Erkeğin üretkenliğinin devamı ve korunması için germ hücre nakli ve testis doku 

ksenogrefti yapılmaktadır (38). Fertil donör fareden infertil alıcı fareye germ hücre 

transplantasyonu ile donörün genetik materyalinin alıcı hayvanın yavrularına geçişi ve donör-

kökenli spermatogenez oluşumu sağlanmaktadır (39). Spermatogenez çevresel hasarlı infertil 

testiste, endojen kök hücrelerden yeniden oluşturulamamış, ancak erkek germ hücreleri 

mikroçevresindeki bozuklukların, Sertoli hücre transplantasyonu ile düzeltilebileceği 

bildirilmiştir (36). 

Spermatogenez 3 safhaya ayrılır: Spermatogoniumların mitozla bölünmeleri sonucu 

spermatositlerin oluştuğu spermatositogenez; spermatositlerin ardı ardına 2 bölünme 

geçirerek, kromozom sayılarının ve DNA miktarının yarıya düştüğü, spermatidlerin oluştuğu 

mayoz; spermatidlerin hücre farklılaşma süreci geçirerek spermatozoonları oluşturduğu 

spermiogenez (2).  

Spermatogoniumlar, bazal lamina boyunca yerleşmiş (40), mitoz bölünme ile çoğalan 

hücrelerdir (1, 24). Bunlar yaklaşık 12 µm çapında nispeten küçük hücrelerdir. Başlıca 2 çeşit 

spermatogonium vardır: Kök hücreler olan tip A spermatogonium’lar ve bunların mitoz  

bölünmeleriyle oluşan tip B spermatogonium’lar. 

Tip B spermatogoniumlar, primer spermatositleri oluştururlar. Bu hücreler oluştuktan 

hemen sonra birinci mayoz bölünmenin profazına girerler. Bu sırada primer spermatositin 46 

(44+XY) kromozomu vardır ve DNA'sı da 4 N'dir. Bu hücreler, profazda leptoten, zigoten, 

pakiten, diploten ve diakinez safhalarını geçirerek metafaza ulaşırlar. Daha sonra anafaz 

safhasında, bu hücre kromozomlarının her biri,  farklı kutba gider. Spermatogenik serideki en 

büyük hücreler primer spermatositlerdir;  bunlar nükleuslarında, kangal yapma sürecinin değişik 

safhalarındaki kromozomları ile tanınırlar. 

1. mayoz bölünmeden sonra sekonder spermatositler denilen ve yalnızca 23 kromozom 

(22+X veya 22+Y) içeren daha küçük hücreler oluşur. Sekonder spermatositler   testis kesitlerinde 

çabucak 2. mayoz bölünmeye girdikleri için bunların gözlenmesi zordur. Sekonder 

spermatositlerin bölünmesi ile 23 kromozomlu spermatidler oluşur.  
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Spermatidler, diğer hücrelerden daha küçük boyutları (7-8 µm çapında), yoğunlaşmış 

kromatin bölgeleri taşıyan çekirdekleri ve tubul lümenine yakın yerleşimleri ile tanınırlar. 

Spermatidler spermiogenez denilen akrozom şekillenmesini içeren karmaşık bir farklılaşma 

süreci geçirirler; spermiogenezde bu hücrelerin nükleusları yoğunlaşır, uzar, kuyruk oluşur ve 

sitoplazmanın çoğu kaybolur. Sonuçta seminifer tubulun lümenine salgılanan olgun spermatozoon mey-

dana gelir (2). Geç spermatidler, erişkin sıçanlarda, Sertoli hücre fonksiyonunun kontrolünde 

önemli rol oynamaktadırlar (41). 

 

Şekil 2. Seminifer tubul ve interstisyel bağ dokusunun şematik görünümü (2).   

 

Sertoli hücreleri spermatogenik seri hücrelerini kısmi olarak saran, uzamış piramidal  

hücrelerdir. Sertoli hücrelerinin tabanları bazal laminaya tutunur; apikal uçları ise sıklıkla 

seminifer tubulün lümenine bakar. Sertoli hücrelerinin çok sayıdaki lateral uzantıları spermatogenik 

seri hücrelerini sardığı için bunların sınırları  ışık mikroskopta kolay seçilemez (Şekil 2). Bu hücreler, 

elektron mikroskop düzeyinde, bol miktarda düz endoplazma retikulumu, iyi gelişmiş Golgi kom-

pleksi, çok sayıda mitokondri ve lizozom içermektedir. Sıklıkla üçgen biçiminde olan, uzamış 

nükleusunda çok sayıda kıvrılmalar, belirgin bir nükleolus ve az miktarda heterokromatin görülür 

(2). 
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Somatik hücre olan Sertoli hücreleri birbirlerine sıkı bağlantı kompleksleri ile  

birleşmişlerdir (2, 42). Bu bağlantılar seminifer tubul epitelini bazal ve lümenaltı 

kompartmanlara ayırırlar; moleküllerin germinal hücrelere geçişini sınırlandırırlar. Bunlar 

fonksiyonu ve dinamik regülasyonu çok az anlaşılan kan-testis (Sertoli hücre) bariyerini 

oluştururlar (42). Bu bariyer Sertoli hücreleri sıkı bağlantıları tarafından, sıkı bağlantı 

organizasyonu ise hücre iskeleti tarafından düzenlenmektedir (43). Kan-testis bariyeri, 

spermatogenezin daha ileri safhalarındaki germinal hücreleri kandan gelen zararlı ürünlere 

karşı korur. Spermatogoniumlar bu bariyerin altında (bazal kompartmanda) yerleşmiş olup 

kandaki maddelerden serbestçe yararlanabilmektedirler. Spermatogenez sırasında, 

spermatogonia serisi, buradan geçerek lümenaltı (adluminal) kompartmana çıkarlar. Kan-

testis bariyeri gelişen spermler ile immün sistem arasındaki doğrudan etkileşimi engeller. Bu 

bariyer seminifer tubullere immünoglobulinlerin geçmesini önler ve bu sayede serumlarında 

yüksek düzeylerde sperm antikorları bulunan hastalarda, herhangi bir fertilite bozukluğu 

görülmez. Sertoli hücre bariyeri, bu şekilde, seminifer epiteli herhangi bir otoimmün 

reaksiyondan da korumuş olur (2). Spermatozoonlar, immün toleransın belirlendiği ergenliğe 

kadar seminifer epitelde görülmez. Bu yüzden, bunlar kendi bağışıklık sistemleri tarafından 

yabancı olarak tanınan çeşitli otoimmünojenik maddeleri taşırlar. Kan-testis bariyeri 

otoimmünojenik spermatozoayı kendi bağışıklık sistemi tarafından gelebilecek olan saldırıya 

karşı korumaktadır (44). 

Spermatositler ve spermatidler, Sertoli hücrelerinin apikal kısımlarında ve lateral derin 

girintilerde yerleşmişlerdir. Spermatidlerin kuyrukları lümene püsküller şeklindeki çıkıntılar 

oluştururlar. Sertoli hücreleri gap junction’larla germinal hücrelere iyon ve kimyasal geçişini 

sağlarlar (2). Spermatogenez esnasında, gelişmekte olan germ hücrelerinin seminifer 

epiteldeki hareketi, Sertoli ile germ hücreleri ve Sertoli hücreleri arasındaki yaygın yapışma 

bağlantılarıyla sağlanır (45). Tubulobulbar kompleksler,  Sertoli hücreleri tarafından Sperm 

salınımı için kullanılabilir. Bu kompleksler, Sertoli hücrelerinin ektoplazmik özelleşmeleri 

olan interselüler yapışma bağlantılarıdır ve komşu hücrelerle yakınlaştığı bölgelerde 

gelişmişlerdir. Bunlar, Sertoli hücre plazma zarının invajinasyonlarına uyan spermatid plazma 

zarının parmaksı çıkıntılarından meydana gelir (46).  

Sertoli hücresi,  spermatogenez için uygun bir çevre oluşturmak amacıyla, germ 

hücreleriyle sıkı iletişim sağlar (47).  Germ hücreleri, Sertoli hücreleri tarafından oluşturulan 

çevrede yaşadıklarından,  Sertoli hücreleri ile germ hücreleri arasındaki parakrin uyarılar, 



 13

germ hücre ölüm işlemini de düzenler. Germ hücre apoptozu, ya Sertoli hücre ön-yaşam 

faktörlerlerinde azalma, ya da Sertoli hücre pro-apoptotik faktörlerinde artış veya her ikisi 

tarafından uyarılabilir (48).  

Sertoli hücreleri gelişmekte olan spermatozoonları destekler, korur ve onların 

beslenmesini sağlar (1, 2); spermiogenez sırasında   fazla   spermatid   sitoplazmasını (2), 

apoptoza giden spermatogenik hücreleri fagosite eder,  parçalar (49); seminifer tubul lümen 

sıvısı, inhibin (2) ve androgen-bağlayıcı protein (ABP)’i (2, 50) üretirler. Seminifer tubuller 

içinde, spermatogenezin normal devamı için, çok fazla miktarda testosteron bulunmaktadır 

(51). Sertoli hücreleri, embriyonal gelişme sırasında, erkek fötusta anti-Müllerian hormon 

sentezler (2). Bu hücreler içerisindeki testosteron,  seminifer epitel mikroçevresini kontrol 

ederek, germ hücre farklılaşmasını düzenlemektedir (42). Testiküler androjen, seminifer 

tubullerde spermatogenezin tamamlanması ve epididimiste spermatozoa matürasyonu için 

esastır (50). Sertoli hücreleri üreme peryodu süresince bölünmezler.  

Testisin seminifer tubulleri arasında, bağ dokusu, Leydig hücreleri, fibroblastlar, 

farklılaşmamış bağ dokusu hücreleri, Mast hücreleri, makrofajlar, sinirler, kan ve lenf 

damarları bulunur (2). Leydig hücreleri sekonder seks karakterlerinin gelişmesinden sorumlu 

erkeklik hormonu olan testosteronu üretirler (1, 2). İnterstisyel bağ dokusunda bulunan 

makrofajlar, organ-spesifik fonksiyonel kan-testis bariyerinin oluşumu ile lokal hormonal 

dengenin düzenlenmesinde rol oynarlar (52). 

Spermatogenez, hipofizden salınan lüteinizan hormon (LH) ve follikül stimülan 

hormon (FSH) etkisi altında sürer. LH Leydig hücreleri üzerine etki ederek normal 

spermatogenik hücrelerin gelişimi için gerekli olan testosteron yapımını stimule eder. FSH 

ise Sertoli hücrelerini etkiler ve bu hücreler tarafından androjen-bağlayıcı protein (ABP) 

sentezini sağlar. ABP testosteronun seminifer tubulde yoğunlaşmasını sağlar ve testosteronu 

bağlayarak seminifer tubullerin lümenine taşır (2).  
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3. MATERYAL VE METOD 

 

Bu araştırma Karadeniz Teknik Üniversitesi (K.T.Ü.) Tıp Fakültesi Histoloji-

Embriyoloji, Mikrobiyoloji ve Hematoloji Anabilim Dallarında gerçekleştirildi. Bu 

araştırmada 200-250 gr ağırlığında, erişkin Sprague Dawley erkek sıçanlar kullanıldı. 

Hayvanlar K.T.Ü. Tıp Fakültesi Farmakoloji Anabilim Dalından sağlandı. Tüm sıçanlar özel 

fare yemi ile beslendiler. 500 ml’lik içme suyu şişelerine her sabah aynı saatte 300 ml taze su 

kondu ve yeterince su almaları sağlandı. Su konmadan hemen önce, günlük içtikleri su, 

yedikleri yem ve vücut ağırlıkları ölçüldü. Sağlık değişiklikleri her gün düzenli olarak kontrol 

edildi. Bu hayvanların kafesleri, içme suyu şişeleri ve alt temizliklerinin düzenli bir şekilde 

yapılması sağlandı.  

Hayvanların hepsi 12 saat aydınlık, 12 saat karanlık fotoperyotlarına tabi tutuldu. 

Daha önce gerçekleştirilen bir araştırmada, testis ağ enjeksiyonu ile yapılan fare kemik iliği 

kök hücre (MSC)’lerinin ksenogenetik naklinde, nakilden sonraki 18. günde MSC’lerin 

floresanının zayıfladığı ve 21. günde bunların floresanının kaybolduğu (53) bildirildiği için 

biz bu çalışma süresini 16 gün olarak belirledik. 

Kök hücreler Hematoloji ve Mikrobiyoloji Anabilim Dallarında üretildi. Sıçanların 

cerrahi operasyonları ve cerrahi operasyondan sonraki bakımları Histoloji ve Embriyoloji 

Anabilim Dalında gerçekleştirildi.  

Kök Hücrelerin Kültürü ve Mikroskopisi 

Aynı kafeste beslenen kardeş sıçanlardan birinin, eter anestezisi altında, sağ bacağı 

antiseptik solüsyon (betadin) ile temizlendikten sonra, sağ femuru eklem yerlerinden ayrılarak 

çıkarıldı. Çıkarılan kemiğin her iki ucu steril kabin (laminar flow)’de kesildi ve bundan 

sonraki kültür işlemleri bu kabin içinde gerçekleştirildi. Enjektöre RPMI 1640 medyumu 

çekildi  ve kemik iliğinin bulunduğu kemiğin bir başından enjektörle basınç uygulanarak, 

kemik iliğinin RPMI medyumu bulunan tas içerisine çıkması sağlandı. 

Tas içindeki RPMI ile karışık halde bulunan kemik iliği materyali falkon tüpüne 

alınarak 350 g’de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatan atıldı; dipte kalan pellet 

vortekslenerek dağıtıldı. Pellet üzerine RPMI ilave edilerek flaşlandı ve hücrelerin  homojen 

hale gelmesi sağlandı. Karışım tekrar 350 g’de 10 dakika  santrifüj edildi. Süpernatan atıldı, 

pellet üzerine yeniden RPMI  medyumu konarak vortekslendi. Bunun üzerine % 80’i RPMI 

%20’si fetal buzağı serumu (FCS) olan karışım ilave edilerek homojen bir karışım elde edildi. 
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Homojen karışım pipetle 25’lik flask içine aktarıldı ve %5’lik CO2‘li etüv içerisinde 

inkübasyona bırakıldı. 

1. pasajda flask yüzeyini kaplamış MSC’ler üzerindeki artık medyum alındı. Flask 

içine tripsin (100 ml PBS içine 50 mg EDTA ve 200 mg tripsin) katıldı. Hücrelerin 

anastomozlarından ve  flask yüzeyinden tripsin ile ayrılmaları sağlandı. Hücreler yuvarlak 

hale geldikten sonra flaskın  her iki yanına elle vurularak hücrelerin flask yüzeyinden 

tamamen ayrılmaları sağlandı. Flaska FCS eklenerek medyumun nötralize edilmesi sağlandı. 

Flask içeriği pipet yardımı ile falkon tüpüne alındı ve 350 g’de 10 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatan atıldıktan sonra dip kısımda oluşan hücre pelleti vortekslendi ve pelletin homojen 

dağılması sağlandı. Pellete 10 ml RPMI medyumu eklendi ve daha sonra, karışım yeniden  

350 g’de 10 dakika santrifüj edildi.  

2., 3., 4. ve 5. pasajlar 1. pasaj gibi yapıldı. Buradaki kök hücrelerin flask içerisinde üremesi 

ve farklılaşması sağlandı.  

Cerrahi Operasyon ve Kök Hücre Uygulaması 

Bu çalışmada kullanılan 18 adet erişkin erkek sıçan 3 gruba ayrıldı. Tüm sıçanlara 

anestezi amacıyla 60 mg/kg ketamin, intramüsküler olarak, uygulandı. Cerrahi grupların 

uygulamasına anesteziden 20 dakika sonra başlandı.  

Kontrol Grubu: Sıçanların skrotumlarına dışardan sadece antiseptik solüsyon (betadin) 

sürüldü ve cerrahi olarak herhangi bir işlem yapılmadı. 

Cerrahi + PBS Grubu: Sıçanların skrotum derileri antiseptik solüsyon ile temizlendi. 

Sonra bunların sağ testisleri üzerindeki skrotum derileri, cerrahi makasla testis boyuna paralel 

olarak kesildi ve sağ testis Tunica albuginea’sı yaklaşık 5 mm boyunda bir insizyonla açıldı. Bu 

açılan kısımdan, 1 ml’lik enjektörün iğnesi çıkarıldıktan sonra, enjektör ucu ile testise girilip 

0.25 ml’lik testis aspirasyonu yapıldı (Resim 1). Bu aspire edilen yerden enjektörle girildi; bu 

kısmın sağı, solu, aşağı ve yukarısına, 45 derecelik bir eğimle 0.25 ml fosfat tamponlu steril 

çözelti (PBS), enjekte edildi. Tunika albuginea ve skrotum derisi dikilerek cerrahi işleme son 

verildi.   

Cerrahi + Kök Hücre Grubu: Cerrahi operasyon, aspirasyon biyopsisi ve kök hücre 

enjeksiyonu, Cerrahi + PBS Grubundaki sıçanların uygulamalarına benzer şekilde yapıldı. 

Aspire edilen testis kısmına enjektörle 0.25 ml MSC süspansiyonu (medyumu ile birlikte), 

literatüre uygun olarak testis ağ enjeksiyonu (53) ile verildi. 

Deney uygulamalarından onaltı gün sonra, hayvanlar dekapite edildi ve mikroskobik 

değişikliklerin incelenmesi için, skrotumları açılarak, testisleri çıkarıldı.   
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Resim 1. Sıçan testisinden aspirasyonla doku örneğinin çıkarılması.   

  

Kök Hücreler ve Testislerin Mikroskopisi 

Kök hücrelerin ışık mikroskopisi için 5. pasajdan 2 gün ve 5 gün sonra bu hücrelerin 

flask içindeki ışık mikroskopik resimleri çekildi.  

Testislerin ışık mikroskopik incelemesi için alınan parçalar Bouin ve %10’luk  

formaldehit (formalin) fiksatiflerine kondu. Testis parçaları Bouin’de 18 saat, formalinde 48 

saat tutuldu; doku parçaları alkol ve ksilen serilerinden geçirildi ve dokuların parafin blokları 

hazırlandı. Bloklar mikrotom ile 4-5 mikrometre kalınlığında kesildi; kesitler 

deparafinizasyondan sonra hematoksilen-eozin ve Verhoeff boyaları ile boyandı. Hazırlanan 

preparatlarda gerekli incelemeler yapıldıktan sonra resimler çekildi.  

Kök hücrelerin elektron mikroskopik incelemesi için, bu hücrelerin flask yüzeyinden 

ayrılması amacıyla flask içine tripsin eklendi; bunlar 1 ml FCS ile nötralize edildi. Hücreler 

kendi medyumları ile 350 g’de 2 kere 10’ar dakika santrifüj edildi ve her santrifüj sonrası 

süpernatan atıldı. Santrifüj tüpü içerisinde kalan hücre pelleti içine 1 ml %2’lik glutaraldehit 

konuldu.  
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Testislerin elektron mikroskop incelemesi için yaklaşık 1 mm³ büyüklüğündeki testis 

parçaları alınıp % 2’lik gluraldehite kondu. Testisler ve kök hücreler 18 saat glutaraldehit 

içerisinde tutuldu. Daha sonra bunların rutin elektron mikroskopik doku takipleri, Tablo 1’de 

belirtilen prosedüre göre yapıldı. Epona gömülen parçalardan önce 700-900 nm kalınlığında yarı-

ince kesitler alındı; toluidin mavisi ile boyandı ve ışık mikroskopta incelendi. İstenen 

bölgelerden 70-90 nm kalınlığında ince kesitler alındı. İnce kesitler kurşun sitrat ve uranil asetat 

ile kontrastlandıktan sonra JEOL 1010 marka transmisyon elektron mikroskop ile incelendi. 

Değerlendirmelerden sonra resimler çekildi. 

                                                               

Madde Konsantrasyon Süre Isı 

Glutaraldehit %2 >2 saat 4  oC  

PBS pH=7.4 10 dakika Oda ısısı 

OsO4 %1 60 dakika Oda ısısı 

PBS pH=7.4 10 dakika Oda ısısı 

Uranil asetat %1 60 dakika Oda ısısı 

PBS pH=7.4 10 dakika Oda ısısı 

Alkol %50 10 dakika Oda ısısı 

Alkol %70 10 dakika Oda ısısı 

Alkol %96 10 dakika Oda ısısı 

Alkol %100 10 dakika Oda ısısı 

Propilen oksit Saf 10 dakika Oda ısısı 

Propilen oksit: Epon 1:1 60 dakika Oda ısısı 

Propilen oksit: Epon 1:3 60 dakika Oda ısısı 

Epon Saf 60 dakika Oda ısısı 

Epon (Kapsül içinde) Saf 18 saat 60 oC 

 

Tablo 1: Rutin elektron mikroskopik doku takip yöntemi.  

 

Işık mikroskopik incelemelerde her bir testis kesitinde total seminifer tubul sayısı, 

dejenerasyon izlenen ve izlenmeyen tubul sayıları, dejenerasyon şekli ve kaç tubulde hangi 

çeşit dejenerasyon görüldüğü belirlendi. Bulgular resimlerle belgelendi ve istatistiksel veriler 

çıkarıldı. 
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Sperm Motilite ve Vitalite Değerlendirmesi 

Sağ epididimisler çıkarılarak üç parçaya ayrıldı ve santrifüj tüpündeki PBS 

solüsyonuna kondu. Bu parçalar 37 derecedelik etüvde 15 dakika bekletildikten sonra 

disposable pipetle 10 defa vortekslendi. Epididim parçaları tüplerden çıkarıldı; bundan 

sonraki 1., 2. ve 24. saatlerde epididimal spermlerin motilite ve vitalitesine bakıldı. 

Spermatozoonların vitalitesine bakmak için Eozin Y boyası kullanıldı (Resim 2). 

 

 
Resim 2. Mikrofotografi X400: Sıçan epididimisinden alınan spermatozoon 

görünümü. Boya: Eozin Y.   
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4. BULGULAR 

  

Kök Hücrelerin Işık Mikroskopik Bulguları: Bu hücreler primer kültürden veya 

diğer pasajlardan sonra yapılan kültürlerinde ökromatik nükleusa sahiptir ve çok sayıda uzun 

uzantıları ile flask iç yüzeyine yapışmışlardır. Bu hücreler bazı uzantıları ile de birbirleriyle 

anastomozlar yapmaktadırlar. Bu hücreler bu görünümleriyle aktif fibroblastlara 

benzemektedirler (Resim 3). Bu hücrelerin flask içinde çoğalmaları ve yoğunlaşmaları 

sonucu, bunların yapılarının olgun dokulardakine benzer, fuziform bir şekil aldığı görüldü 

(Resim 4).   

 

 
 

Resim 3. Beşinci pasaj sonrası 2. gündeki kök hücrelerin kültür ortamındaki 

görünümü. Mikrofotografi X400. 
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Resim 4. Beşinci pasaj sonrası 5. gündeki kök hücrelerin kültür ortamındaki 

görünümü. Mikrofotografi X40. 
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Kök Hücrelerin Elektron Mikroskopik Bulguları: Kök hücreler santrifüj 

edildiklerinde, uzantıları kısalmakta ve yuvarlağa yakın, nükleusları aşırı girintili çıkıntılı 

(indent nükleus) yapısı göstermektedirler. Nükleoplazma açık (ökromatik) olup nükleoluslar 

kolay seçilmektedir (Resim 5).   

 

              
 

Resim 5. Kök hücrenin elektron mikroskopik görünümü. Elektronmikrograf X 8000. 

Mikrovillus benzeri hücre uzantıları (Mv), indent nükleus (İn), nükleolus (No). 
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Kontrol Grubu Işık Mikroskopik Bulguları: Seminifer tubuller arasındaki interstisyel 

bağ dokusu, bu dokudaki Leydig hücreleri, seminifer tubul epiteli, tubulu saran peritubuler doku, 

myoid hücreler, seminifer tubulun peritubuler dokuya çok yakın kısmında koyu nükleuslu 

spermatogoniumlar, peritubuler dokuya yakın olan ökromatik (açık) şekilsiz nükleuslu Sertoli 

hücreleri, spermatogoniumlara göre daha büyük ve lümene daha yakın primer spermatositler, 

spermatositlere göre daha küçük, lümene en yakın açık boyanmış, parça parça kromatinli 

nükleusları ile yuvarlak spermatidler, uzun, koyu nükleuslu uzamış spermatidler ve tubul 

lümeninde spermatid kuyrukları normal yapıda görülmektedir (Resim 6). 

 

 
 

Resim 6. Kontrol Grubu. Mikrofotografi X400: İnterstisyel bağ dokusu (İ), seminifer 

tubul (ST), tubul lümeni (L), Leydig hücresi (Lh), peritubuler doku (PD), myoid hücre (Mh), 

spermatogonium (Sg), Sertoli hücresi (Sh), primer spermatosit (St), yuvarlak spermatid (Sd1) 

uzamış spermatid (Sd2). 
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Kontrol Grubu Elektron Mikroskopik Bulguları: İnterstisyel bağ dokusu, peritubuler 

doku, myoid hücreler, Sertoli hücreleri, spermatogoniumlar, spermatositler (Resim 7) ve 

spermatidler normal yapıda izlendi. 

 

 
 

Resim 7. Kontrol Grubu. Elektronmikrograf X3000: İnterstisyel doku (İ), Sertoli 

hücresi (Sh), spermatogonium (Sg), spermatosit (St), uzamış spermatid (Sd2). 
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Cerrahi + PBS Grubu Işık Mikroskopik Bulguları: Leydig hücreleri 

spermatogoniumlar, spermatositler ve spermatidlerde atrofi, bunların nükleuslarında piknozis, 

peritubuler doku ile Sertoli hücreleri ve spermatogoniumlar arasında açılmalar, germinal 

hücrelerde eozinofilik dejenerasyon, eozinofil dejenerasyonlu germinal hücrelerin eozinofilik 

yuvarlak hücre grupları oluşturması, germinal hücre sayıları ve seminifer epitel kat sayısında 

azalma, tubul lümeninde olgunlaşmasını tamamlamamış, döküntü, germinal hücreler 

görülmektedir (Resim 8). 

 

 
 

Resim 8. Cerrahi + PBS Grubu. Mikrofotografi X400: Hücreler arası açılma (*), atrofi 

( ), eozinofilik dejenerasyonlu germinal hücre (E), eozinofilik dejenerasyonlu hücre grupları 

(EG), lümende olgunlaşmasını tamamlamamış germinal hücreler (=>).  

  

 

 



 25

 

 

 

 

 

Cerrahi + PBS Grubu  Elektron Mikroskopik Bulguları: Spermatogoniumlarda atrofi, 

bunların nükleuslarında piknozis, spermatogoniumlarla Sertoli hücreleri arasında açılma, Sertoli 

hücresi sitoplazması içinde bol vakuol oluşumu, lipid ve lipofuksin inklüzyonu izlendi. 

Mitokondriler uzamış, krista tipli olarak seçildiler (Resim 9).  

 

 
 

Resim 9. Cerrahi + PBS Grubu. Elektronmikrograf  X10.000.  Spermatogoniumda 

(Sg) atrofi, Sertoli hücresi (Sh) ile spermatogoniumlar arasında açılma (*).  
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Cerrahi + Kök Hücre Grubu Işık Mikroskopik Bulguları: Leydig hücreleri 

sayılarında artış, bazı spermatogoniumlar, spermatositler ve spermatidlerde bir miktar atrofi, 

peritubuler doku ile Sertoli hücreleri ve spermatogoniumlar arasında biraz açılma, germinal 

hücrelerde bir miktar eozinofilik dejenerasyon, tubul lümeninde olgunlaşmasını tamamlamamış 

germinal hücreler görüldü. Bir çok tubuldeki germinal hücreler ve Leydig hücreleri normale 

yakın yapıda izlendi (Resim 10, 11). Bazı tubullerde az sayıda eozinofilik dejenerasyonlu 

germinal hücre grupları oluşumu ve kontrollere göre germinal epitel katında biraz azalma 

izlendi. 

 

 
 

Resim 10. Cerrahi + Kök Hücre Grubu. Mikrofotografi X400: Leydig hücresi (Lh), 

eozinofilik dejenerasyonlu germinal hücre (E).  
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Resim 11. Cerrahi + Kök Hücre Grubu. Boya: Verhoeff. Mikrofotografi X400: 

Peritubuler doku (PD), seminifer tubul (ST) ile interstisyel doku (İ)’yu birbirinden ayırıyor.   

 
Cerrahi + Kök Hücre Grubu Elektron Mikroskopik Bulguları: Sertoli hücresi ile 

spermatogoniumlar arasında bir miktar açılma izlenmektedir (Resim 12).  

 
Resim 12. Cerrahi + Kök Hücre Grubu. Elektronmikrograf  X4000. Sertoli hücresi 

(Sh) ile spermatogonium (Sg) arasında bir miktar açılma (*).  
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Gruplara Ait İstatistiksel Bulgular:  

 

Tablo 2: Gruplar arası farklılıkların bazı parametreler açısından karşılaştırılması.  

* : Olgunlaşmasını tamamlamamış germinal hücrelerin lümene döküldüğü seminifer tubul 

sayısı.  

** : milyon sperm/ml.  

p<0.05 anlamlı olarak değerlendirilmiştir. 

  

  

Deney gruplarına ait istatistiksel veriler Tablo 2’de özetlenmiştir. Bu verilere göre; 

Üç grup kendi arasında karşılaştırıldığında, ağırlık (p=0.008), yem yeme (p=0.004), 

dökülme (p=0.003), motil sperm (p=0.001), canlı sperm (p=0.001), ölü sperm (p=0.003) 

değerleri açısından anlamlı, su içme (p=0.445) ve immotil sperm (p=0.090) değerleri 

açısından ise anlamsız bulunmuştur. Anlamlılık p<0.05/karşılaştırma sayısı olarak 

belirlenmiştir. 

Grupların ikili karşılaştırmalarında, ağırlık açısından, Kontrol Grubuna göre Cerrahi + 

PBS Grubu (p=0.016) ve Cerrahi + Kök Hücre Grubunda (p=0.005) anlamlı bir artış 

bulunmuş, Cerrahi + PBS Grubuna göre Cerrahi + Kök Hücre Grubunda (p=0.470)  ise bu 

artış istatistiksel olarak anlamsız bulunmuştur. 

 Kontrol Grubu 
 
Ort                ss 

Cerrahi + PBS 
Grubu 

Ort                ss 

Cerrahi + Kök 
Hücre Grubu 

 Ort                ss 

p 

Ağırlık (gr) 
 

260.0 4.6 268.7 5.8 270.7 3.3 0.008 

Yem yeme (gr) 383.2 8.5 334.7 6.2 340.7 23.9 0.004 

Su içme (ml) 
 

503.7 16.4 491.5 12.9 499.0 15.8 0.445 

Dökülme (*) 
 

10.0 1.8 23.7 2.0 9.7 3.1 0.003 

Motil sperm (**) 21.8 2.6 8.3 1.4 15.2 2.0 0.001 

İmmotil sperm (**) 2.8 1.0 1.7 0.8 2.3 0.5 0.090 

Canlı sperm (**) 19.8 2.6 2.2 1.2 6.2 1.2 0.001 

Ölü sperm (**) 3.3 1.6 20.0 3.3 20.5 6.8 0.003 
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 Sıçanların yedikleri yem miktarı, kontrol grubuna göre, Cerrahi + PBS Grubunda 

(p=0.004)  ve Cerrahi + Kök Hücre Grubunda (p=0.006) azalmış, Cerrahi + PBS Grubuna 

göre Cerrahi + Kök Hücre Grubunda (p=0.423)  ise anlamlı bir farklılık bulunmamıştır.   

Su içme ve immotil sperm sayısı, üçlü karşılaştırmalarda anlamlı bulunmadığı için bu 

değerlerin ikili karşılaştırmaları yapılmamıştır. 

Kruskal-Wallis testine göre, olgunlaşmasını tamamlamamış germinal hücrelerin 

lümene döküldüğü seminifer tubul sayısı, KontrolGrubuna göre Cerrahi + PBS Grubu ve 

Cerrahi + PBS Grubuna göre Cerrahi + Kök Hücre Gruplarında (p=0.004),  anlamlı olarak 

fazla bulunmuş, kontrol grubu ile Cerrahi + Kök Hücre Grubu (p=0.624) karşılaştırıldığında 

ise fark anlamsız bulunmuştur. 

 Motil sperm sayısı, kontrol grubuna göre, Cerrahi + PBS Grubunda (p=0.004)  ve 

Cerrahi + Kök Hücre Grubunda (p=0.006) azalmış, Cerrahi + PBS Grubuna göre Cerrahi + 

Kök Hücre grubunda (p=0.004)  ise artmıştır.  

Canlı sperm sayısı, Kontrol Grubuna göre, Cerrahi + PBS Grubunda (p=0.004)  ve 

Cerrahi + Kök Hücre Grubunda (p=0.003) azalmış, Cerrahi + PBS Grubuna göre Cerrahi + 

Kök Hücre Grubunda (p=0.004)  ise artmıştır.   

 Ölü sperm sayısı, Kontrol Grubuna göre, Cerrahi + PBS Grubunda ve Cerrahi + Kök 

Hücre Grubunda (p=0.004) önemli derecede artmış, Cerrahi + PBS Grubuna göre Cerrahi + 

Kök Hücre Grubunda (p=0.810)  ise önemli farklılık bulunmamıştır.   
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5. TARTIŞMA 

 

Testislerin temel fonksiyonu spermatozoon ve testosteron üretmektir (1, 2). Testis 

fonksiyonları dış etkilerden kolaylıkla etkilenmektedir. Bu etkilerden biri de ışık peryodudur. 

Uzun fotoperyotlar testis fonksiyonlarını artırırken, kısa fotoperyotlar bu organ 

fonksiyonlarını azaltmaktadır (54). Araştırmamızda farklı ışık miktarından kaynaklanan 

gruplar arası herhangi morfolojik değişikliğin olmaması için sıçanların hepsi 12 saat aydınlık, 

12 saat karanlık fotoperyotlarına tabi tutulmuştur. 

Sıçan testislerinde sperm üretimi 75. güne kadar ve testis ağırlığı ise 100. güne kadar 

giderek artış gösterir. Sıçanların epididimis  kuyruğunda ilk spermatozoa bulunduğu zaman, 

yani sıçanlar 50 günlük olduklarında, erişkin olarak kabul edilirler. (55). Araştırmamızda 

kullandığımız tüm sıçanlar, sperm üretiminin en fazla olduğu 3 veya 4 aylık erişkin sıçanlar 

arasından seçildi. Bu şekilde sperm üretimi ve epididimal sperm sayısında yaşa bağlı 

farklılıkların ortadan kaldırılması amaçlandı.  

Yetişkin dokuya-spesifik kök hücreler, fonksiyonel olarak farklılaşmış hücreleri oluşturma 

kapasitesine sahip hücrelerdir (4). Doku veya organın hasara uğramış kısmının farklılaşmamış 

kök hücrelerin transplantasyonu ile tamiri çok önemlidir (9). Dokunun histolojik mimarisini 

ve fonksiyonunu düzeltmek için, dokuya çok çeşitli hücreler yerleştirilir. Pluripotent kök 

hücrelerin doku yenilenmesi işleminde diğer hücrelere  farklılaşabilecekleri ileri 

sürülmektedir (10). Kök hücreler kendi mikroçevre veya nişleriyle sıkı etkileşim gösterirler ve 

nişteki anomaliler kendini yenileyebilen dokular ile uyum gösterirler (36). Araştırmamızda 

MSC’lerin testis hücrelerine farklılaşıp farklılaşmadığına bakılmamış, sadece bu hücrelerin 

rejenerasyona katkıları değerlendirilmiştir. Bu kök hücrelerin herhangi bir testis hücresine 

farklılaşıp farklılaşmadıkları ileri araştırmalarla immün işaretleyicilerle işaretlenerek 

belirlenebilir. 

Kök hücreler epitel yenilenmesi, hematopoezis ve spermatogenezis gibi rejenerasyon ile 

ilgili birçok işlemde yer alırlar (6). Kök hücrelerin en önemli kaynaklarından biri de kemik 

iliğidir. İlik, bir çok hücre çeşidi ve yoğun ekstraselüler matriksten oluşan üç-boyutlu 

kompleks bir yapıdır (56). Kemik iliği stromal hücrelerinden biri olan kök hücreleri, doku 

kültür plastiklerine yapışma eğilimleriyle ilikteki diğer hücrelerden ayrılabilir (7). Bu hücreler 

dokulara özgü kök hücrelerin bir çok özelliklerini taşıdıklarından mezenşimal olarak 

tanımlanmaktadırlar (7). Bunlar kültürlerde, osteoblastlara, kondrositlere, adipositlere, 
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myoblastlara (7, 8), tendon  ve ilik stromasını içeren mezenşimal dokulara farklılaşma 

potansiyelinde olan multipotent hücrelerdir (8). Hücre ve gen tedavisi için, kök hücreleri 

potansiyel olarak kullanışlı yapan bir çok özellikleri vardır (7). Testis ağ enjeksiyon ile 

ksenogenetik fare testisine fare kemik iliği MSC nakli yapılmış, herhangi bir 

immünoreaksiyon olmamış ve  MSC’ler nakil sonrası canlı kalmışlardır. Araştırıcılar bu 

yöntemin etkili ve geçerli bir yöntem olduğunu bildirmişlerdir. (53). Bizim çalışmamızda da 

sıçan kemik iliğinden alınıp in vitro olarak çoğaltılan MSC’ler belli yoğunluğa ulaştıktan 

sonra aspirasyon travması oluşturulmuş testise ağ injeksiyonu yöntemiyle verilmiş ve bunların 

testiste travma sonrası rejenerasyonu hızlandırdığı belirlenmiştir.  

Mekanik, enfeksiyöz veya kan-testis bariyerinin bozulmasına yol açan travma (57) ve 

bazı tek taraflı testis lezyonları, spermatogenezi bozarak infertiliteye sebep olmaktadırlar. Bu 

lezyonlarda dejeneratif değişiklikliklerden sorumlu olan hücresel mekanizma henüz belli 

değildir (58). Araştırmamızda tek taraflı olarak yapılan aspirasyon biyopsisi sırasında oluşan 

testis travması, belirgin testis lezyonlarına neden olmuştur. Bu lezyonlardan en önemlisi 

eozinofil dejenerasyonlu germinal hücrelerin büyük, yuvarlak eozinofilik gruplar 

oluşturmasıdır.  Testis aspirasyonu sırasında oluşan negatif basınç, testiste bir travmaya neden 

olabilir. Testiste oluşan dejeneratif değişiklikler bu travma sonucu oluşmuş olabilir.  

Tek taraflı travma sonrası testiste, histolojik olarak, spesifik olmayan inflamasyon,  

seminifer tubullerde küçülme, spermatogenez ve fertilitede bozulma izlenmiş, karşı testis ise 

normal bulunmuştur (59). Testis rejenerasyonunun stimülasyonu ile testis travması sonrası 

spermatogenezin korunmasının gerçekleşebileceği bildirilmiştir (57). Bizim çalışmamızda tek 

taraflı aspirasyon biyopsisi sonrası oluşan histolojik bozukluklar, kök hücrelerin bu 

aspirasyonlu kısma enjeksiyonu ile bir miktar düzelmiştir. Burada kök hücre, operasyon 

yapılan testiste rejenerasyonu stimüle ederek aspirasyon sonucu oluşan travmatik bozuklukları 

belli ölçüde düzeltmiştir.  

Geçici iskemi, geminal epitelde bir çok spesifik hücre tipinin ölümüyle sonuçlanan 

harabiyete yol açar. Etkilenen en genç hücre, mitoz geçirmekte olan tip A spermatogoniumdur 

(60). Bu araştırmada, Cerrahi + PBS Grubunda spermatogoniumlarda daha ileri derecede 

atrofi izlendi. Cerrahi operasyon nedeniyle testiste geçici bir iskemi olması ve bu iskemiden 

en çok spermatogoniumların etkilenmesi doğaldır. Spermatogoniumlar kan-testis bariyerinden 

önceki, kan-testis bariyerinin koruyuculuğu dışında, yani bazal kompartmanda yer alan 

germinal hücreler oldukları için kanın ilk ve doğrudan ulaştığı germinal hücrelerdir. 

Spermatositler ve spermatidler kan testis bariyerinden sonraki hücreler oldukları için iskemi 
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nedeniyle kandan gelen  zararlı maddeler, besin maddeleri ve oksijenin doğrudan bu hücrelere 

ulaşmaları mümkün değildir. Ancak bunlar spermatogoniumların bölünmeleri sonucu 

oluştukları için spermatogoniumlar üzerine olan dejeneratif etkiler, lümenaltı kopartmandaki 

diğer germinal hücreleri de etkilemektedir. Bu nedenle spermatogoniumların diğer germinal 

hücrelerden daha fazla etkilenmesi söz konusudur. Cerrahi + PBS Grubunda 

spermatogoniumlardaki atrofi yanında, özellikle spermatidlerde eozinofilik dejenerasyon 

oluşmuş ve bu dejenerasyon daha ileri şekilde eozinofilik dejenerasyonlu hücre grupları 

şeklinde kendini göstermiştir. Cerrahi + Kök Hücre Grubunda ise bu dejeneratif değişikliklere 

daha az oranda rastlanmıştır.  

Önemli bir değerlendirme aracı olan testis biyopsisi (11, 12, 13, 14) tek taraflı 

inmemiş testis modelinde yapılmış, fertilizasyonu etkilemeden sınırlı histolojik değişikliklere 

sebep olmuştur (14). Olgunluk öncesi yapılan testis biyopsisi, erişkin farelerde, 

spermatogenezi, üretkenliği ve yavru sahibi olmayı etkilememiştir (16). Geleneksel çoklu 

biyopsi uygulaması ve  mikrodiseksiyon tekniği kullanılarak testiküler sperm alınması 

gerçekleştirilmektedir (13, 15). Mikrodiseksiyon prosedürü nispeten konvansiyonel teknikten 

daha güvenli ve non-obstrüktif azoospermili hastalarda sperm iyileşme oranını önemli 

derecede  geliştirmektedir (13). Spermatozoonları bulmak için daha büyük miktarlarda doku 

alınması gerektiği durumlarda bile, mikrocerrahi yöntemi kan akımını koruyup ağrı ve testis 

basıncı artışından kaynaklanan atrofiyi önleyerek sekonder testis harabiyetini engellemektedir 

(61). Araştırmamızda özellikle testis travması oluşturmak amacıyla mikrocerrahi biyopsisi 

yerine aspirasyon biyopsisini tercih ettik. Bu uygulamadaki asıl amacımız aspirasyonla 

oluşturulan travmatik etki ile kök hücrelerin bu etkiye karşı rejeneratif etkilerinin bulunup 

bulunmadığını araştırmaktı. Bu yöntemle sadece aspirasyon biyopsisi yapılıp PBS verilen 

sıçanların testislerinde belirgin histolojik bozukluklar izledik. Aspirasyon biyopsisine ek 

olarak kök hücre verdiğimiz grupta, testisteki bu bozuklukların bir miktar düzeldiğini 

belirledik.   

İstatistiksel veriler, olgunlaşmasını tamamlamamış germinal hücrelerin seminifer tubul 

lümenine dökülme sıklığının, kontrol grubuna göre, cerrahi + PBS grubunda arttığını, cerrahi 

+ PBS grubuna göre cerrahi + kök hücre grubunda ise azaldığını; ölü sperm sayısının, kontrol 

grubuna göre, cerrahi + PBS grubu ve cerrahi + kök hücre gruplarında arttığını, cerrahi + PBS 

grubuna göre cerrahi + kök hücre grubunda  ise önemli farklılık olmadığını göstermektedir. 

Bu bize cerrahi operasyonun, olgunlaşmasını tamamlamamış germinal hücrelerin seminifer 

tubul lümenine dökülmesini hızlandırdığını, kök hücrelerin muhtemelen rejenerasyonu 
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hızlandırarak bu dökülmeyi azalttığını, ancak bu hücrelerin epididimdeki ölü spermlerin 

miktarını azaltmadığını göstermektedir. Bu çalışmada motil sperm sayısı ile canlı sperm 

sayısı, kontrol grubuna göre, cerrahi + PBS grubunda  ve cerrahi + kök hücre grubunda 

azalmış, cerrahi + PBS grubuna göre cerrahi + kök hücre grubunda  ise artmıştır. Bu sonuçlar, 

kök hücrelerin epididimal spermlerin motilitelerini de artırdığını göstermektedir.   

Testiste meydana gelen fizyolojik apoptozis, bu dokunun olgunlaşması için gereklidir. 

Bu yüzden, apoptotik dalganın inhibisyonu, spermatogoniumlarda toplanma ve daha sonraki 

yaşamda kısırlığa neden olmaktadır (62). Isı, spermatogenetik hücrelerin apoptozunu arttırır. 

Isıya en hassas hücre de spermatosittir (63). Bu araştırmada testis aspirasyonundan sonra, 

belli ölçüde kan akımı engellendiği için fizyolojik apoptoza ilaveten testis içi ısısının artması 

ve iskemiden kaynaklanan apoptoz da beklenebilir. Bu nedenle daha ileri araştırmalarla 

apoptotik değerlerin de değerlendirilmesi çalışmaya katkı sağlayacaktır. 

Azoospermik matürasyon bozukluğu, spermiogenezden ziyade mayozda daha çok 

izlenmiştir (64). Bizim çalışmamızda da matürasyon bozuklukları izlenmiş ve bu bozukluklar 

daha çok spermiogenez aşamasında görülmüştür. Ancak bu bozukluklar azoospermiye neden 

olmamıştır.  

Bulgularımız, testis aspirasyon biyopsisinden sonra, testiste germinal hücrelerin 

dejenerasyonunu ve olgunlaşmış germinal hücrelerin seminifer tubul lümenine dökülmesinin 

arttığını, bu biyopsiden sonra testise verilen kemik iliği mezenşimal kök hücrelerinin bu 

bozuklukları belli ölçüde düzeltip epididimal spermlerin motilitelerini artırdığını 

göstermektedir.    
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6. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

Bu çalışmanın sonuçları aşağıdaki şekilde özetlenebilir: 

1-Kemik iliği kökenli mezenşimal kök hücreler, kültürde nükleolusları belirgin ve 

girintili-çıkıntılı ökromatik nükleusa sahip, çok sayıda uzun uzantıları ile birbirleriyle 

anastomozlar yapan, flask iç yüzeyine yapışan ve yoğunlaştıklarında fuziform şekilli  

hücrelerdir.  

2-Cerrahi + PBS Grubunda Leydig hücreleri spermatogoniumlar, spermatositler ve 

spermatidlerde atrofi, bunların nükleuslarında piknozis, peritubuler doku ile Sertoli hücreleri 

ve spermatogoniumlar arasında açılmalar, Sertoli hücresi sitoplazmasında, vakuol ve 

lipofuksin oluşumu, germinal hücrelerde eozinofilik dejenerasyon, eozinofil dejenerasyonlu 

germinal hücrelerin eozinofilik yuvarlak hücre grupları oluşturması, germinal hücre sayıları 

ve seminifer epitel kat sayısında azalma, tubul lümeninde olgunlaşmasını tamamlamamış 

germinal hücreler görülmüştür 

3-Cerrahi + Kök Hücre Grubunda Leydig hücreleri sayılarında artış, bazı 

spermatogoniumlar, spermatositler ve spermatidlerde bir miktar atrofi, peritubuler doku ile 

Sertoli hücreleri ve spermatogoniumlar arasında biraz açılma, germinal hücrelerde bir miktar 

eozinofilik dejenerasyon, tubul lümeninde olgunlaşmasını tamamlamamış germinal hücreler 

görüldü. Bir çok tubuldeki germinal hücreler ve Leydig hücreleri normale yakın yapıda 

izlendi  

4-İstatistiksel veriler, olgunlaşmasını tamamlamamış germinal hücrelerin seminifer 

tubul lümenine dökülme sıklığının Cerrahi + PBS Grubunda arttığını, Cerrahi + PBS Grubuna 

göre Cerrahi + Kök Hücre Grubunda ise azaldığını;  epididimal ölü sperm sayısının Cerrahi + 

PBS Grubunda ve Cerrahi + Kök Hücre Grubunda arttığını göstermektedir.  

5- Bu çalışmada motil sperm sayısı ile canlı sperm sayısı, Cerrahi + PBS  ve Cerrahi + Kök 

Hücre Gruplarında azalmış, bu değerler Cerrahi + PBS Grubuna göre Cerrahi + Kök Hücre 

Grubunda  ise artmıştır.  

Bu araştırma kök hücrelerin aspirasyon biyopsisi sonrası, testiste rejenerasyonu 

hızlandırarak iyileştirici etki yaptığını göstermektedir. Ancak bu verilerin uygulamada 

kullanılması için konunun daha ileri ve daha çok sayıda çalışmalarla desteklenmesi 

gerektiğine inanıyoruz.  
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