T.C.
KARADENIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

HIiSTOLOJIi VE EMBRiIYOLOJIi ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS PROGRAMI

SICAN TESTISLERINDE BiYOPSININ OLUSTURDUGU TRAVMATIK HASARIN
ONARIMINA KOK HUCRELERIN KATKISININ MIKROSKOPIiK OLARAK
INCELENMESI

Yiiksek Lisans Tezi

Rasit Gokay GULAY

TRABZON-2006



T.C.
KARADENIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

HIiSTOLOJIi VE EMBRiIYOLOJIi ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS PROGRAMI

SICAN TESTISLERINDE BiYOPSININ OLUSTURDUGU TRAVMATIK HASARIN
ONARIMINA KOK HUCRELERIN KATKISININ MiKROSKOPiK OLARAK
INCELENMESI

Yiiksek Lisans Tezi

Rasit Gokay GULAY

Tez Damismani: Do¢.Dr. Engin YENILMEZ

TRABZON-2006



T.C.
KARADENIZ TEKNIK UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

HIiSTOLOJIi VE EMBRiIYOLOJIi ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS PROGRAMI

SICAN TESTISLERINDE BiYOPSININ OLUSTURDUGU TRAVMATIK HASARIN
ONARIMINA KOK HUCRELERIN KATKISININ MiKROSKOPIK OLARAK
INCELENMESI

Rasit Gokay GULAY

Tezin Enstititye Verildigi Tarih: 21.07.2006

Tezin Sozli Savunma Tarihi: 09.08.2006

Tez Damsmani: Doc.Dr. Engin YENILMEZ

Jiiri Uyesi: Prof.Dr. Murat ERTURK

Jiiri Uyesi: Do¢.Dr. Sevim AYDIN

Enstitii Miidiirii: Prof.Dr. Orhan DEGER

Trabzon-2006



TESEKKUR

Tez konumun se¢imi, yiiriitiilmesi ve degerlendirilmesinde bilgilerini, destegini ve
sabrim esirgemeyen degerli danisman hocam Dog¢.Dr. Engin YENILMEZ e, yiiksek lisans
yaptigim donem igerisinde bilgilerini sunan degerli hocalarimiz Prof. Dr. Haluk ARVAS,
Dog.Dr. Sevim AYDIN, Do¢.Dr. Yavuz TEKELIOGLU ve Yrd.Dog.Dr. Esin YULUG’a, kok
hiicrelerin iiretilmesinde bilgi ve kaynak destegi saglayan sayin Prof.Dr. Murat ERTURK ve
sayin Prof.Dr. Ercliment OVALI’ya, hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda yardimini esirgemeyen
hematoloji ¢alisanlarina, 151k ve elektron mikroskop calismalarinda yardimini esirgemeyen
Patoloji Anabilim Dali laboratuar1 calisanlarina ve Patoloji Anabilim Dali Bagkani sayin
Prof.Dr. Yavuz OZORAN’a, Saglik Bilimleri Enstitiisii yonetici ve calisanlarina, Cerrahi
Arastirma Merkezi yoneticilerine, tezde kullandigimiz sicanlar1 saglayan Farmakoloji
Anabilim  Dali  yonetici ve calisanlarina, tezimin istatistiksel  sonuglarinin
degerlendirilmesinde katkilarini esirgemeyen Halk Sagligi Anabilim Dal1 asistant Dr. Emine
CAN’a, degerli asistan arkadaslarim Dr. Erkan ERDEM, Dr. Serdar YARAR ve Dr. Ozlem
[PCI’ye, tiim egitim Ogretimim boyunca biitiin olanaklari ile manevi ve maddi destegini

esirgemeyen ailem ve kardeslerime minnettarligimi sunarim.

Gokay Rasit GULAY
Trabzon-2006



ICINDEKILER

. GIRIS VE AMAC

. GENEL BILGILER

. MATERYAL VE METOD

. BULGULAR

. TARTISMA

. SONUCLAR VE ONERILER

.OZET

. INGILIZCE OZET (SUMMARY)

. KAYNAKLAR

Sayfa No

14

25

29

30

31

32



1. GIRIS VE AMAC

Skrotum icinde bir ¢ift organ olarak yerlesmis olan testisler spermatozoanin {iretimi,
testosteron ve diger bazi erkeklik seks hormonlarinin sekresyonundan sorumludurlar (1, 2).
Testisler tarafindan {iretilen spermatozoonlar spermatogenez adi verilen bir siirecte olusurlar
(2). Memeli spermatogenezi, germ hiicrelerinin uygun zamanda uygun bir gelisim asamasina
ulasmasini1 garantiye almak i¢in gerekli olan bir ¢ok olaym yer aldigi hormon-bagimli
karmagik bir gelisim programidir. Bu olaylarin ¢ogu, hiicre tipi- ve satha- spesifik
transkripsiyon faktorleri tarafindan denetlenir (3).

Kok hiicreler, kendilerini yenileme, bir organizmanin yagsami boyunca kayip hiicrelerin
yerini doldurabilme ve fonksiyonel olarak farklilagmis hiicreleri olusturabilme kapasitesine
sahip hiicrelerdir (4). Her ne kadar kok hiicrelerin kendini yenileyerek boliinmeleri ile sonsuz
boliinebildiklerine inanilsa da, onlarin sonsuz ¢ogalabilme yeteneklerini gosteren ¢ok az delil
vardir (5). Kok hiicreler viicutta, epitel yenilenmesi, hematopoez ve spermatogenez gibi

rejenerasyon ile ilgili birgcok islemde yer alirlar (6).

[lik stromal k&k hiicreleri, doku kiiltiir plastiklerine yapisma egilimleriyle ilikteki diger
hiicrelerden ayrilabilirler ve bu hiicrelerin, hiicre ve gen tedavisi i¢in potansiyel olarak
kullanigh olan bir ¢ok 6zellikleri vardir. Bu hiicreler dokulara 6zgli kok hiicrelerin bir ¢ok
ozelliklerini  tagidiklarindan mezensimal olarak tanimlanmakta (7) ve kiiltiirlerde,
osteoblastlara, kondrositlere, adipositlere, myoblastlara (7, 8), tendon ve ilik stromasini
iceren mezensimal dokulara farklilasma potansiyelinde olan multipotent hiicrelerdir (8).

Transplantasyon tedavilerinin gelismesinde doku veya organin hasara ugramis
kisminin farklilagmamis kok hiicrelerin transplantasyonu ile tamiri en heyecan verici
hususlardan biridir (9). Dokunun histolojik mimarisini ve fonksiyonunu diizeltmek igin,
dokuya c¢ok cesitli hiicreler yerlestirilir. Pluripotent kok hiicrelerin, doku yenilenmesi
isleminde yeniden ve bir diger hiicreye farklilasabilecekleri bildirilmektedir (10).

Onemli bir degerlendirme araci olan testis biyopsisi (11, 12, 13) tek tarafli inmemis
testis modelinde (14), geleneksel coklu biyopsi uygulamasi ile mikrodiseksiyon teknigi

kullanilarak (13, 15) ve deneysel olarak, olgunluk dncesi farelerde (16) uygulanmaktadir.

Bu c¢aligsma, sican testisinde aspirasyon biyopsisi ile olusan travmatik etkiye karsi kok

hiicrelerin iyilestirici etkilerinin olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla gergeklestirildi.



2. GENEL BILGILER
TESTIiSLERIN GELISIMi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu doélleyen sperm cesidi ile,
fertilizasyon sirasinda belirlenir; ancak erkek ve disi morfolojik ozellikleri embriyonal
donemin 7. haftasina kadar izlenmez (17, 18). Testis gelisimi, bir¢ok hiicre ¢esidinin yeniden
diizenlenmesi ve farklilasmasi gibi komplike iglemleri igerir (19). Testis farklilagsmasinda yer
alan testis belirleyici genler, sadece gonad hiicrelerinde eksprese edilirler ve muhtemelen
bunlar diizenleyici genler olarak gorev yapmaktadirlar (20, 21, 22). Morfogenler ise
embriyonal ve eriskin dokularda farkli doku olusumu, proliferasyonu, farklilasmasi veya

yeniden sekillenmesi islemlerini diizenleyen gelisim regiilatorleridirler (23).

Intrauterin 4. hafta basinda, allantoise yakin, vitellus kesesi yiizey epitelinden ayrilan
endodermal primordial germ hiicreleri mezonefrozun medialinde, mezotel ve altindaki
mezensimin proliferasyonu ile olusan gonadal (genital) kabarti (Plica genitalis) icine gog
ederler. 6. haftada, Plica genitalis yiizey epitelinden (mezotel) ayrilan hiicreler altindaki
mezensim igerisine dogru gelisen parmak seklindeki primer seks kordonlarini olustururlar.
Primordial germ hiicreleri bu kordonlarin i¢ine girer. Bu durumda farklilasmamis gonad, dista
bir korteks ve icte bir medulladan olusmaktadir. Eger embriyo XY seks kromozom
kompleksini icermekteyse, medulla testise farklilasir; korteks bir takim kalintilar1 disinda
geriler ve dejenere olur. Testiste primordial germ hiicrelerinden spermatogoniumlar, Plica
genitalis mezotelinden Sertoli hiicreleri, bu mezotel altindaki mezensimden Leydig hiicreleri
gelisir (17,18). Leydig hiicreleri 8. haftadan itibaren testosteron ve androstenodion
salgilamaya baglar. Bu hormonlar mezonefrik kanallarin ve dis genitallerin erkeklik yoniinde

farklilagmasini saglarlar.

Primer seks kordonlar1 farklilasmamis gonad medullasinin derinlerine uzar, burada
dallanarak birbirleriyle anastomozlar yaparlar. Seks kordonlari, seminifer tubuller, tubuli rekti

ve rete testis'e farklilasirlar.

Puberteye kadar, seminifer tubuller solid halde kalirlar; seminifer tubulde sadece Sertoli
hiicreleri ve spermatogoniumlar bulunur. Tubullerin liimenleri yoktur ve liimenler puberte

doneminde olusur (17).



TESTIS HISTOLOJISI

Testis Tunica albuginea denilen kalin bir kollagendz bag dokusu kapsiilii ile ¢evrilidir.
Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlagarak mediastinum testis'i olusturur. Buradan
bezin icine giren fibroz septalar, bu yapiy1 testis lobulleri denilen yaklagik 250 adet piramidal

bolmeye ayirirlar. Her lobulde gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 seminifer tubul yer alir.

Testisler skrotum i¢inde asili olarak bulunurlar. Bunlarin her biri tunica vaginalis
denilen serdz bir kese tasir. Bu tunika, dista pariyetal ve igte ise visseral tabakadan olusur; bu

testisi on ve yanlarindan sarar (Sekil 1) (1, 2, 24).
=

- tunika albuginea .
- paryeta

vaginalis

- Colles fasiyasi .

oblik kil skrotum yag bezi ekrin terbezi

folikiili epid si - ve kanali

Sekil 1. Testisin skrotumla birlikte sematik goriiniimii (24).




Testislerin karin i¢inden daha diisiik bir 1s1da saklanmalarinda skrotumun 6nemli bir
rolii vardir (24). Spermatogenez i¢in, skrotum 1sisinin viicut 1sisindan daha diisiik olmasi
gerekmektedir (25).

Seminifer tubuller karmasik yapidaki ¢ok kath bir epitel ile doselidir. Kivrimh tubuller
(tubuli seminiferi contorti) bir sebeke olustururlar. Bu sebekedeki her tubul baslangigta kor
ucludur, daha sonra dallara ayrilir. Her bir tubul sonlanirken liimeni daralir ve diiz tubul (tubulus
seminiferus rectus) adiyla bilinen kisa kanal halinde siirer. Bunlar rete testise baglanirlar (1, 24).
Seminifer tubuller ile rete testis arasindaki bolgede, uzun gegis hiicreleri bulunmaktadir (26).

Rete testis, 10-20 ductuli efferentes ile epididymis'in bas kismina baglanmaktadir (2, 24).

Bazal membran, dokularin yapisal ve fonksiyonel biitlinliigliniin korunmasinda énemli
bir rol oynar. Bazal membran yapisinin degismesi ile bir ¢ok testis fonksiyon bozuklugu
gelisebilir (27). Seminifer tubulii saran fibroz tunica propria (peritubuler doku) bazal
membran 6zelliginde olup, birkac fibroblast katmanindan olusmustur ve diiz kas ozelligi
gosteren, yassilasmis myoid hiicreleri igerir. Seminifer tubuller bu fibr6z bag dokusu kilifinin
icinde, belirgin bir bazal laminaya oturmus, kompleks bir germinal (seminifer) epitelden

olusur. (24). Seminifer tubuldeki bazal lamina, Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilir (28).

Germinal epitel iki hiicre ¢esidinden meydana gelmektedir: Spermatogenik hiicreler
ve Sertoli (destek) hiicreleri. Spermatogenik hiicreler, bazal lamina ve tubul liimeni arasinda,
4-8 tabaka halinde diizenlenmislerdir. Bu hiicrelerin birka¢ boliinmeden sonra farklilasip

spermatozoonlari olusturduklari siirece spermatogenez adi verilir (24).

Spermatogenez, spermatogonial kok hiicrelerin olgun spermlere gelistigi (29),
apoptozu da igeren (30), hormon-bagimli kompleks bir gelisim siirecidir (3). Yiiksek
organizasyonlu bu siirecte yer alan spermatogonial kok hiicreler (5, 6, 31) diger yetiskin kok
hiicreler gibi kendini yenileyebilme, spermatogenezi devam ettirebilme ve c¢ok sayida
fonksiyonel farklilasmis hiicreler olusturabilme yeteneklerine sahiptirler (4, 32, 33). Bu
hiicreler diger yetiskin kok hiicreler arasinda essizdirler; ¢iinkii bunlar genetik bilgiyi bir
sonraki nesile aktarirlar (6, 32). Bu hiicreler Sertoli hiicrelerinin bazal kisimlari ve bazal
lamina ile yakin kontakt icindedirler; bunlar gerileyen seminifer epiteli yeniden
olusturmaktadirlar (34). Spermatogonial kok hiicre serilerinin alict sigana transplantasyonu
ile, bu hiicrelerin bazal membrana go¢ edebildikleri ve seminifer tubullerde kolonize olduklari

bulunmustur (35).
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Testiste, Sertoli hiicreleri ile germ hiicreleri etkilesim halindedirler ve Sertoli
hiicrelerindeki bozukluklar, erkek infertilitesine kadar varan spermatogenez bozukluklarina
yol agmaktadir (36). Yaslanma siirecinde hem spermatogonial kok hiicreler hem de Sertoli

hiicreleri yer almaktadirlar (37).

Erkegin iiretkenliginin devami ve korunmasi i¢in germ hiicre nakli ve testis doku
ksenogrefti yapilmaktadir (38). Fertil dondr fareden infertil alict fareye germ hiicre
transplantasyonu ile dondriin genetik materyalinin alict hayvanin yavrularina gegisi ve donor-
kokenli spermatogenez olusumu saglanmaktadir (39). Spermatogenez ¢evresel hasarli infertil
testiste, endojen kok hiicrelerden yeniden olusturulamamis, ancak erkek germ hiicreleri
mikrogevresindeki bozukluklarin, Sertoli hiicre transplantasyonu ile diizeltilebilecegi

bildirilmistir (36).

Spermatogenez 3 safhaya ayrilir: Spermatogoniumlarin mitozla boéliinmeleri sonucu
spermatositlerin olustugu spermatositogenez; spermatositlerin ardi ardina 2 boliinme
gecirerek, kromozom sayilarinin ve DNA miktarinin yariya diistiigli, spermatidlerin olustugu
mayoz; spermatidlerin hiicre farklilasma siireci gecirerek spermatozoonlar1 olusturdugu

spermiogenez (2).

Spermatogoniumlar, bazal lamina boyunca yerlesmis (40), mitoz boliinme ile ¢gogalan
hiicrelerdir (1, 24). Bunlar yaklasik 12 pm ¢apinda nispeten kiigiik hiicrelerdir. Baglica 2 cesit
spermatogonium vardir: Kok hiicreler olan tip A spermatogonium’lar ve bunlarin mitoz

boliinmeleriyle olusan tip B spermatogonium’lar.

Tip B spermatogoniumlar, primer spermatositleri olustururlar. Bu hiicreler olustuktan
hemen sonra birinci mayoz boliinmenin profazina girerler. Bu sirada primer spermatositin 46
(44+XY) kromozomu vardir ve DNA's1 da 4 N'dir. Bu hiicreler, profazda leptoten, zigoten,
pakiten, diploten ve diakinez sathalarini gecirerek metafaza ulagirlar. Daha sonra anafaz
sathasinda, bu hiicre kromozomlarmin her biri, farkli kutba gider. Spermatogenik serideki en
biiyiik hiicreler primer spermatositlerdir; bunlar niikleuslarinda, kangal yapma siirecinin degisik

sathalarindaki kromozomlari ile taninirlar.

1. mayoz boliinmeden sonra sekonder spermatositler denilen ve yalnizca 23 kromozom
(22+X veya 22+Y) igeren daha kiiciik hiicreler olusur. Sekonder spermatositler testis kesitlerinde
cabucak 2. mayoz boliinmeye girdikleri i¢in bunlarin gdzlenmesi zordur. Sekonder

spermatositlerin boliinmesi ile 23 kromozomlu spermatidler olusur.
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Spermatidler, diger hiicrelerden daha kiiciik boyutlar1 (7-8 um capinda), yogunlagmis
kromatin bolgeleri tasiyan cekirdekleri ve tubul liimenine yakin yerlesimleri ile taninirlar.
Spermatidler spermiogenez denilen akrozom sekillenmesini igeren karmasik bir farklilasma
stireci gegirirler; spermiogenezde bu hiicrelerin niikleuslar1 yogunlasir, uzar, kuyruk olusur ve
sitoplazmanin ¢ogu kaybolur. Sonugta seminifer tubulun imenine salgilanan olgun spermatozoon mey-
dana gelir (2). Geg¢ spermatidler, eriskin siganlarda, Sertoli hiicre fonksiyonunun kontroliinde

onemli rol oynamaktadirlar (41).

Sitoplazmik kopriler

Geg spermiyogenez

Geng spermatidler

Spermiyogenez 1

baslangici Sekonder spermatositler

Mayoz
bolinme

Primer spermatosit

Bazal
lamina

Spermatogonyum

Fibroblast

interstisyel hiicreler

Sekil 2. Seminifer tubul ve interstisyel bag dokusunun sematik goriiniimii (2).

Sertoli hiicreleri spermatogenik seri hiicrelerini kismi olarak saran, uzamis piramidal
hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunur; apikal uclan ise siklikla
seminifer tubuliin limenine bakar. Sertoli hiicrelerinin ¢ok sayidaki lateral uzantilari spermatogenik
seri hiicrelerini sardig1 i¢in bunlarin smirlar1 151k mikroskopta kolay se¢ilemez (Sekil 2). Bu hiicreler,
elektron mikroskop diizeyinde, bol miktarda diiz endoplazma retikulumu, iyi gelismis Golgi kom-
pleksi, cok sayida mitokondri ve lizozom igermektedir. Siklikla iicgen bigiminde olan, uzamis
niikleusunda ¢ok sayida kivrilmalar, belirgin bir niikleolus ve az miktarda heterokromatin goriiliir
(2).
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Somatik hiicre olan Sertoli hiicreleri birbirlerine siki baglanti kompleksleri ile
birlesmislerdir (2, 42). Bu baglantilar seminifer tubul epitelini bazal ve liimenalti
kompartmanlara ayirirlar; molekiillerin germinal hiicrelere gecisini sinirlandirirlar. Bunlar
fonksiyonu ve dinamik regiilasyonu ¢ok az anlasilan kan-testis (Sertoli hiicre) bariyerini
olustururlar (42). Bu bariyer Sertoli hiicreleri siki baglantilar1 tarafindan, siki baglanti
organizasyonu ise hiicre iskeleti tarafindan diizenlenmektedir (43). Kan-testis bariyeri,
spermatogenezin daha ileri safhalarindaki germinal hiicreleri kandan gelen zararli {irlinlere
kars1 korur. Spermatogoniumlar bu bariyerin altinda (bazal kompartmanda) yerlesmis olup
kandaki maddelerden serbestce yararlanabilmektedirler. Spermatogenez sirasinda,
spermatogonia serisi, buradan gegerek liimenalt1 (adluminal) kompartmana c¢ikarlar. Kan-
testis bariyeri gelisen spermler ile immiin sistem arasindaki dogrudan etkilesimi engeller. Bu
bariyer seminifer tubullere immiinoglobulinlerin ge¢gmesini Onler ve bu sayede serumlarinda
yiiksek diizeylerde sperm antikorlar1 bulunan hastalarda, herhangi bir fertilite bozuklugu
goriilmez. Sertoli hiicre bariyeri, bu sekilde, seminifer epiteli herhangi bir otoimmiin
reaksiyondan da korumus olur (2). Spermatozoonlar, immiin toleransin belirlendigi ergenlige
kadar seminifer epitelde goriilmez. Bu yiizden, bunlar kendi bagisiklik sistemleri tarafindan
yabanci olarak taninan ¢esitli otoimmiinojenik maddeleri tasirlar. Kan-testis bariyeri
otoimmiinojenik spermatozoay1 kendi bagisiklik sistemi tarafindan gelebilecek olan saldiriya

kars1 korumaktadir (44).

Spermatositler ve spermatidler, Sertoli hiicrelerinin apikal kisimlarinda ve lateral derin
girintilerde yerlesmislerdir. Spermatidlerin kuyruklar1 limene piiskiiller seklindeki ¢ikintilar
olustururlar. Sertoli hiicreleri gap junction’larla germinal hiicrelere iyon ve kimyasal gegisini
saglarlar (2). Spermatogenez esnasinda, gelismekte olan germ hiicrelerinin seminifer
epiteldeki hareketi, Sertoli ile germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri arasindaki yaygin yapisma
baglantilariyla saglanir (45). Tubulobulbar kompleksler, Sertoli hiicreleri tarafindan Sperm
salinim1 i¢in kullanilabilir. Bu kompleksler, Sertoli hiicrelerinin ektoplazmik 6zellesmeleri
olan interseliiler yapisma baglantilaridir ve komsu hiicrelerle yakinlastigi bolgelerde
gelismislerdir. Bunlar, Sertoli hiicre plazma zarinin invajinasyonlarina uyan spermatid plazma

zariin parmaksi ¢ikintilarindan meydana gelir (46).

Sertoli hiicresi, spermatogenez i¢in uygun bir ¢evre olusturmak amaciyla, germ
hiicreleriyle siki iletisim saglar (47). Germ hiicreleri, Sertoli hiicreleri tarafindan olusturulan

cevrede yasadiklarindan, Sertoli hiicreleri ile germ hiicreleri arasindaki parakrin uyarilar,
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germ hiicre 6liim islemini de diizenler. Germ hiicre apoptozu, ya Sertoli hiicre 6n-yasam
faktorlerlerinde azalma, ya da Sertoli hiicre pro-apoptotik faktorlerinde artis veya her ikisi

tarafindan uyarilabilir (48).

Sertoli hiicreleri gelismekte olan spermatozoonlar1 destekler, korur ve onlarin
beslenmesini saglar (1, 2); spermiogenez sirasinda fazla spermatid sitoplazmasini (2),
apoptoza giden spermatogenik hiicreleri fagosite eder, pargalar (49); seminifer tubul liimen
stvist, inhibin (2) ve androgen-baglayici protein (ABP)’i (2, 50) iiretirler. Seminifer tubuller
icinde, spermatogenezin normal devami i¢in, ¢ok fazla miktarda testosteron bulunmaktadir
(51). Sertoli hiicreleri, embriyonal gelisme sirasinda, erkek fotusta anti-Miillerian hormon
sentezler (2). Bu hiicreler igerisindeki testosteron, seminifer epitel mikrogevresini kontrol
ederek, germ hiicre farklilagmasini diizenlemektedir (42). Testikiiller androjen, seminifer
tubullerde spermatogenezin tamamlanmast ve epididimiste spermatozoa matiirasyonu igin

esastir (50). Sertoli hiicreleri ireme peryodu siiresince boliinmezler.

Testisin seminifer tubulleri arasinda, bag dokusu, Leydig hiicreleri, fibroblastlar,
farklilasmamis bag dokusu hiicreleri, Mast hiicreleri, makrofajlar, sinirler, kan ve lenf
damarlar1 bulunur (2). Leydig hiicreleri sekonder seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu
erkeklik hormonu olan testosteronu iiretirler (1, 2). Interstisyel bag dokusunda bulunan
makrofajlar, organ-spesifik fonksiyonel kan-testis bariyerinin olusumu ile lokal hormonal

dengenin diizenlenmesinde rol oynarlar (52).

Spermatogenez, hipofizden salinan liiteinizan hormon (LH) ve follikiil stimiilan
hormon (FSH) etkisi altinda siirer. LH Leydig hiicreleri lizerine etki ederek normal
spermatogenik hiicrelerin geligimi i¢in gerekli olan testosteron yapimini stimule eder. FSH
ise Sertoli hiicrelerini etkiler ve bu hiicreler tarafindan androjen-baglayici protein (ABP)
sentezini saglar. ABP testosteronun seminifer tubulde yogunlasmasini saglar ve testosteronu

baglayarak seminifer tubullerin liimenine tasir (2).
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3. MATERYAL VE METOD

Bu arastirma Karadeniz Teknik Universitesi (K.T.U.) Tip Fakiiltesi Histoloji-
Embriyoloji, Mikrobiyoloji ve Hematoloji Anabilim Dallarinda gerceklestirildi. Bu
arastirmada 200-250 gr agirh@inda, erigkin Sprague Dawley erkek sicanlar kullanildi.
Hayvanlar K.T.U. Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dalindan saglandi. Tiim si¢anlar 6zel
fare yemi ile beslendiler. 500 ml’lik igme suyu siselerine her sabah ayn1 saatte 300 ml taze su
kondu ve yeterince su almalar1 saglandi. Su konmadan hemen once, giinliik igtikleri su,
yedikleri yem ve viicut agirliklar: 6l¢iildi. Saglik degisiklikleri her giin diizenli olarak kontrol
edildi. Bu hayvanlarin kafesleri, igme suyu siseleri ve alt temizliklerinin diizenli bir sekilde
yapilmasi saglandi.

Hayvanlarin hepsi 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik fotoperyotlarina tabi tutuldu.
Daha once gergeklestirilen bir arastirmada, testis ag enjeksiyonu ile yapilan fare kemik iligi
kok hiicre (MSC)’lerinin ksenogenetik naklinde, nakilden sonraki 18. giinde MSC’lerin
floresaninin zayifladig1 ve 21. giinde bunlarin floresaninin kayboldugu (53) bildirildigi i¢in
biz bu ¢alisma siiresini 16 giin olarak belirledik.

Kok hiicreler Hematoloji ve Mikrobiyoloji Anabilim Dallarinda iiretildi. Siganlarin
cerrahi operasyonlar1 ve cerrahi operasyondan sonraki bakimlar1 Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dalinda gerceklestirildi.

Kok Hiicrelerin Kiiltiirii ve Mikroskopisi

Ayni kafeste beslenen kardes sicanlardan birinin, eter anestezisi altinda, sag bacagi
antiseptik soliisyon (betadin) ile temizlendikten sonra, sag femuru eklem yerlerinden ayrilarak
cikarildi. Cikarillan kemigin her iki ucu steril kabin (laminar flow)’de kesildi ve bundan
sonraki kiiltiir islemleri bu kabin icinde gergeklestirildi. Enjektéore RPMI 1640 medyumu
cekildi ve kemik iliginin bulundugu kemigin bir basindan enjektorle basing uygulanarak,
kemik iliginin RPMI medyumu bulunan tas igerisine ¢ikmasi saglandi.

Tas icindeki RPMI ile karisik halde bulunan kemik iligi materyali falkon tiipiine
almarak 350 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atildi; dipte kalan pellet
vortekslenerek dagitildi. Pellet iizerine RPMI ilave edilerek flaglandi ve hiicrelerin homojen
hale gelmesi saglandi. Karigim tekrar 350 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atildi,
pellet iizerine yeniden RPMI medyumu konarak vortekslendi. Bunun {izerine % 80’1 RPMI

%20’si fetal buzagi serumu (FCS) olan karisim ilave edilerek homojen bir karisim elde edildi.
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Homojen karisim pipetle 25°lik flask igine aktarildi ve %S5’lik CO;‘li etiiv igerisinde
inkiibasyona birakildi.

1. pasajda flask yiizeyini kaplamig MSC’ler tizerindeki artik medyum alindi. Flask
icine tripsin (100 ml PBS ig¢ine 50 mg EDTA ve 200 mg tripsin) katildi. Hiicrelerin
anastomozlarindan ve flask yiizeyinden tripsin ile ayrilmalar1 saglandi. Hiicreler yuvarlak
hale geldikten sonra flaskin her iki yanina elle vurularak hiicrelerin flask yiizeyinden
tamamen ayrilmalar1 saglandi. Flaska FCS eklenerek medyumun nétralize edilmesi saglandi.
Flask igerigi pipet yardimi ile falkon tiipiine alindi ve 350 g’de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatan atildiktan sonra dip kisimda olusan hiicre pelleti vortekslendi ve pelletin homojen
dagilmasi saglandi. Pellete 10 ml RPMI medyumu eklendi ve daha sonra, karisim yeniden
350 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

2., 3., 4. ve 5. pasajlar 1. pasaj gibi yapildi. Buradaki kok hiicrelerin flask igerisinde {iremesi
ve farklilasmasi saglandi.

Cerrahi Operasyon ve Kok Hiicre Uygulamasi

Bu caligmada kullanilan 18 adet erigkin erkek sigan 3 gruba ayrildi. Tiim sicanlara
anestezi amaciyla 60 mg/kg ketamin, intramiiskiiler olarak, uygulandi. Cerrahi gruplarin
uygulamasina anesteziden 20 dakika sonra baslandu.

Kontrol Grubu: Sicanlarin skrotumlarina digardan sadece antiseptik soliisyon (betadin)
stiriildii ve cerrahi olarak herhangi bir islem yapilmadi.

Cerrahi + PBS Grubu: Siganlarin skrotum derileri antiseptik soliisyon ile temizlendi.
Sonra bunlarin sag testisleri tizerindeki skrotum derileri, cerrahi makasla testis boyuna paralel
olarak kesildi ve sag testis Tunica albuginea’s1 yaklasik 5 mm boyunda bir insizyonla ag¢ildi. Bu
acilan kisimdan, 1 ml’lik enjektoriin ignesi ¢ikarildiktan sonra, enjektor ucu ile testise girilip
0.25 ml’lik testis aspirasyonu yapildi (Resim 1). Bu aspire edilen yerden enjektorle girildi; bu
kismin sagi, solu, asagi ve yukarisina, 45 derecelik bir egimle 0.25 ml fosfat tamponlu steril
cozelti (PBS), enjekte edildi. Tunika albuginea ve skrotum derisi dikilerek cerrahi isleme son
verildi.

Cerrahi + Kok Hiicre Grubu: Cerrahi operasyon, aspirasyon biyopsisi ve kok hiicre
enjeksiyonu, Cerrahi + PBS Grubundaki sigcanlarin uygulamalarina benzer sekilde yapildi.
Aspire edilen testis kismina enjektdrle 0.25 ml MSC siispansiyonu (medyumu ile birlikte),

literatiire uygun olarak testis ag enjeksiyonu (53) ile verildi.

Deney uygulamalarindan onalt1 giin sonra, hayvanlar dekapite edildi ve mikroskobik

degisikliklerin incelenmesi i¢in, skrotumlari agilarak, testisleri ¢ikarildi.



16

Resim 1. Sican testisinden aspirasyonla doku 6rneginin ¢ikarilmasi.

Kok Hiicreler ve Testislerin Mikroskopisi

Kok hiicrelerin 151k mikroskopisi i¢in 5. pasajdan 2 giin ve 5 giin sonra bu hiicrelerin
flask i¢indeki 151k mikroskopik resimleri ¢ekildi.

Testislerin 151k mikroskopik incelemesi i¢in alinan pargalar Bouin ve %10’luk
formaldehit (formalin) fiksatiflerine kondu. Testis parcalar1 Bouin’de 18 saat, formalinde 48
saat tutuldu; doku pargalar1 alkol ve ksilen serilerinden gegirildi ve dokularin parafin bloklari
hazirlandi. Bloklar mikrotom ile 4-5 mikrometre kalinliginda kesildi; kesitler
deparafinizasyondan sonra hematoksilen-eozin ve Verhoeff boyalar1 ile boyandi. Hazirlanan
preparatlarda gerekli incelemeler yapildiktan sonra resimler ¢ekildi.

Kok hiicrelerin elektron mikroskopik incelemesi i¢in, bu hiicrelerin flask ylizeyinden
ayrilmas1 amaciyla flask i¢ine tripsin eklendi; bunlar 1 ml FCS ile nétralize edildi. Hiicreler
kendi medyumlari ile 350 g’de 2 kere 10’ar dakika santrifiij edildi ve her santrifiij sonrasi
siipernatan atildi. Santrifiij tiipii icerisinde kalan hiicre pelleti i¢ine 1 ml %2’lik glutaraldehit

konuldu.
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Testislerin elektron mikroskop incelemesi i¢in yaklagik 1 mm?® biiylikliigiindeki testis
parcalart almip % 2’lik gluraldehite kondu. Testisler ve kok hiicreler 18 saat glutaraldehit
icerisinde tutuldu. Daha sonra bunlarin rutin elektron mikroskopik doku takipleri, Tablo 1°de
belirtilen prosediire gére yapildi. Epona gomiilen parcalardan 6nce 700-900 nm kalinliginda yari-
ince kesitler alindi; toluidin mavisi ile boyandi ve 1sik mikroskopta incelendi. Istenen
bolgelerden 70-90 nm kalinliginda ince kesitler alindi. ince kesitler kursun sitrat ve uranil asetat
ile kontrastlandiktan sonra JEOL 1010 marka transmisyon elektron mikroskop ile incelendi.

Degerlendirmelerden sonra resimler ¢ekildi.

Madde Konsantrasyon Siire Is1

Glutaraldehit %2 >2 saat 4 °C
PBS pH=7.4 10 dakika Oda 1s1s1
0s0y4 %1 60 dakika Oda 1s1s1
PBS pH=7.4 10 dakika Oda 1s1s1
Uranil asetat %1 60 dakika Oda 1s1s1
PBS pH=7.4 10 dakika Oda 1s1s1
Alkol %50 10 dakika Oda 1s1s1
Alkol %70 10 dakika Oda 1s1s1
Alkol %96 10 dakika Oda 1s1s1
Alkol %100 10 dakika Oda 1s1s1
Propilen oksit Saf 10 dakika Oda 1s1s1
Propilen oksit: Epon 1:1 60 dakika Oda 1s1s1
Propilen oksit: Epon 1:3 60 dakika Oda 1s1s1
Epon Saf 60 dakika Oda 1s1s1

Epon (Kapsiil i¢inde) Saf 18 saat 60°C

Tablo 1: Rutin elektron mikroskopik doku takip yontemi.

Isik mikroskopik incelemelerde her bir testis kesitinde total seminifer tubul sayisi,
dejenerasyon izlenen ve izlenmeyen tubul sayilari, dejenerasyon sekli ve ka¢ tubulde hangi
cesit dejenerasyon goriildiigli belirlendi. Bulgular resimlerle belgelendi ve istatistiksel veriler

cikarildi.
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Sperm Motilite ve Vitalite Degerlendirmesi

Sag epididimisler ¢ikarilarak 1ii¢ parcaya ayrildi ve santrifiij tliplindeki PBS
sollisyonuna kondu. Bu parcalar 37 derecedelik etiivde 15 dakika bekletildikten sonra
disposable pipetle 10 defa vortekslendi. Epididim pargalar1 tliplerden ¢ikarildi; bundan
sonraki 1., 2. ve 24. saatlerde epididimal spermlerin motilite ve vitalitesine bakildi.

Spermatozoonlarin vitalitesine bakmak i¢in Eozin Y boyasi kullanildi (Resim 2).

Resim 2. Mikrofotografi X400: Sican epididimisinden alinan spermatozoon

gorliniimii. Boya: Eozin Y.
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4. BULGULAR

Kok Hiicrelerin Isik Mikroskopik Bulgularr: Bu hiicreler primer kiiltiirden veya
diger pasajlardan sonra yapilan kiiltiirlerinde 6kromatik niikleusa sahiptir ve ¢cok sayida uzun
uzantilar ile flask i¢ yiizeyine yapismislardir. Bu hiicreler bazi uzantilari ile de birbirleriyle
anastomozlar yapmaktadirlar. Bu hiicreler bu goriiniimleriyle aktif fibroblastlara
benzemektedirler (Resim 3). Bu hiicrelerin flask i¢inde ¢ogalmalart ve yogunlasmalari
sonucu, bunlarin yapilarinin olgun dokulardakine benzer, fuziform bir sekil aldig1 gorildi

(Resim 4).

Resim 3. Besinci pasaj sonrast 2. giindeki kok hiicrelerin kiiltiir ortamindaki

gorlinlimii. Mikrofotografi X400.




20

Resim 4. Besinci pasaj sonrasi 5. gilindeki kok hiicrelerin kiiltlir ortamindaki

goriiniimii. Mikrofotografi X40.
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Kok Hiicrelerin Elektron Mikroskopik Bulgular:: Kok hiicreler santrifiij
edildiklerinde, uzantilar1 kisalmakta ve yuvarlaga yakin, niikleuslar1 asir1 girintili ¢ikintili
(indent niikleus) yapisi gostermektedirler. Niikleoplazma agik (6kromatik) olup niikleoluslar

kolay secilmektedir (Resim 5).

Resim 5. Kok hiicrenin elektron mikroskopik goriiniimii. Elektronmikrograf X 8000.

Mikrovillus benzeri hiicre uzantilar1 (Mv), indent niikleus (In), niikleolus (No).
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Kontrol Grubu Isik Mikroskopik Bulgulari: Seminifer tubuller arasindaki interstisyel
bag dokusu, bu dokudaki Leydig hiicreleri, seminifer tubul epiteli, tubulu saran peritubuler doku,
myoid hiicreler, seminifer tubulun peritubuler dokuya ¢ok yakin kisminda koyu niikleuslu
spermatogoniumlar, peritubuler dokuya yakin olan dkromatik (agik) sekilsiz niikleuslu Sertoli
hiicreleri, spermatogoniumlara gore daha biiyiik ve liimene daha yakin primer spermatositler,
spermatositlere gore daha kiigiik, liimene en yakin agik boyanmis, par¢a parca kromatinli
niikleuslar1 ile yuvarlak spermatidler, uzun, koyu niikleuslu uzamis spermatidler ve tubul

liimeninde spermatid kuyruklar1 normal yapida goriilmektedir (Resim 6).

Resim 6. Kontrol Grubu. Mikrofotografi X400: Interstisyel bag dokusu (i), seminifer
tubul (ST), tubul liimeni (L), Leydig hiicresi (Lh), peritubuler doku (PD), myoid hiicre (Mh),
spermatogonium (Sg), Sertoli hiicresi (Sh), primer spermatosit (St), yuvarlak spermatid (Sd1)
uzamis spermatid (Sd2).
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Kontrol Grubu Elektron Mikroskopik Bulgular:: Interstisyel bag dokusu, peritubuler
doku, myoid hiicreler, Sertoli hiicreleri, spermatogoniumlar, spermatositler (Resim 7) ve

spermatidler normal yapida izlendi.

Sh

. L --- St

Resim 7. Kontrol Grubu. Elektronmikrograf X3000: Interstisyel doku (i), Sertoli
hiicresi (Sh), spermatogonium (Sg), spermatosit (St), uzamis spermatid (Sd2).
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Cerrahi + PBS Grubu Isik Mikroskopik Bulgulari: Leydig hiicreleri
spermatogoniumlar, spermatositler ve spermatidlerde atrofi, bunlarin niikleuslarinda piknozis,
peritubuler doku ile Sertoli hiicreleri ve spermatogoniumlar arasinda acilmalar, germinal
hiicrelerde eozinofilik dejenerasyon, eozinofil dejenerasyonlu germinal hiicrelerin eozinofilik
yuvarlak hiicre gruplari olusturmasi, germinal hiicre sayilari ve seminifer epitel kat sayisinda
azalma, tubul liimeninde olgunlasmasini tamamlamamig, dokiintii, germinal hiicreler

goriilmektedir (Resim 8).

Resim 8. Cerrahi + PBS Grubu. Mikrofotografi X400: Hiicreler aras1 agilma (*), atrofi
(=), eozinofilik dejenerasyonlu germinal hiicre (E), eozinofilik dejenerasyonlu hiicre gruplar

(EG), limende olgunlagmasini tamamlamamis germinal hiicreler (=>).
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Cerrahi + PBS Grubu Elektron Mikroskopik Bulgulari: Spermatogoniumlarda atrofi,
bunlarin niikleuslarinda piknozis, spermatogoniumlarla Sertoli hiicreleri arasinda agilma, Sertoli
hiicresi sitoplazmas1 i¢inde bol vakuol olusumu, lipid ve lipofuksin inkliizyonu izlendi.

Mitokondriler uzamus, krista tipli olarak se¢ildiler (Resim 9).

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

(Sg) atrofi, Sertoli hiicresi (Sh) ile spermatogoniumlar arasinda agilma (*).
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Cerrahi + Kok Hiicre Grubu Isik Mikroskopik Bulgular:: Leydig hiicreleri
sayilarinda artig, baz1 spermatogoniumlar, spermatositler ve spermatidlerde bir miktar atrofi,
peritubuler doku ile Sertoli hiicreleri ve spermatogoniumlar arasinda biraz agilma, germinal
hiicrelerde bir miktar eozinofilik dejenerasyon, tubul liimeninde olgunlagmasini tamamlamamis
germinal hiicreler goriildii. Bir ¢ok tubuldeki germinal hiicreler ve Leydig hiicreleri normale
yakin yapida izlendi (Resim 10, 11). Bazi tubullerde az sayida eozinofilik dejenerasyonlu
germinal hiicre gruplari olusumu ve kontrollere gore germinal epitel katinda biraz azalma

izlendi.

Resim 10. Cerrahi + Kok Hiicre Grubu. Mikrofotografi X400: Leydig hiicresi (Lh),

eozinofilik dejenerasyonlu germinal hiicre (E).
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Resim 11. Cerrahi + Kok Hiicre Grubu. Boya: Verhoeff. Mikrofotografi X400:
Peritubuler doku (PD), seminifer tubul (ST) ile interstisyel doku (I)’yu birbirinden ayiriyor.

Cerrahi + Kok Hiicre Grubu Elektron Mikroskopik Bulgulari: Sertoli hiicresi ile
spermatogoniumlar arasinda bir miktar acilma izlenmektedir (Resim 12).

Resim 12. Cerrahi + Kok Hiicre Grubu. Elektronmikrograf X4000. Sertoli hiicresi

(Sh) ile spermatogonium (Sg) arasinda bir miktar agilma (*).
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Gruplara Ait Istatistiksel Bulgular:

Kontrol Grubu Cerrahi + PBS Cerrahi + Kok p
Grubu Hiicre Grubu
Ort ss Ort ss Ort ss
Agirlik (gr) 260.0 46 268.7 58 270.7 33 0.008
Yem yeme (gr) 3832 8.5 3347 62 340.7 239 0.004
Su i¢me (ml) 503.7 16.4 4915 12.9 499.0 158 (.445
Dékiilme (*) 10.0 1.8 237 2.0 9.7 3.1 0.003
Motil sperm (**) 21.8 2.6 8.3 1.4 15.2 20 0.001
Immotil sperm (**) 2.8 1.0 1.7 0.8 2.3 05  0.090
Canli sperm (**) 19.8 2.6 22 1.2 6.2 1.2 0.001
Olii sperm (**) 33 1.6 20.0 33 20.5 68  0.003

Tablo 2: Gruplar aras1 farkliliklarin bazi parametreler agisindan karsilastirilmasi.
* 1 Olgunlagsmasini tamamlamamis germinal hiicrelerin liimene dokiildiigii seminifer tubul
sayisl.
** : milyon sperm/ml.

p<0.05 anlamli olarak degerlendirilmistir.

Deney gruplarina ait istatistiksel veriler Tablo 2°de 6zetlenmistir. Bu verilere gore;

Uc grup kendi arasinda karsilastirildiginda, agirlik (p=0.008), yem yeme (p=0.004),
dokiilme (p=0.003), motil sperm (p=0.001), canli sperm (p=0.001), 6lii sperm (p=0.003)
degerleri agisindan anlamli, su igme (p=0.445) ve immotil sperm (p=0.090) degerleri
acisindan ise anlamsiz bulunmustur. Anlamhilik p<0.05/karsilastirma sayis1 olarak
belirlenmistir.

Gruplarin ikili karsilastirmalarinda, agirlik agisindan, Kontrol Grubuna gore Cerrahi +
PBS Grubu (p=0.016) ve Cerrahi + Kok Hiicre Grubunda (p=0.005) anlamli bir artig
bulunmus, Cerrahi + PBS Grubuna gore Cerrahi + Kok Hiicre Grubunda (p=0.470) ise bu

artis istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.
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Sicanlarin yedikleri yem miktari, kontrol grubuna gore, Cerrahi + PBS Grubunda
(p=0.004) ve Cerrahi + Kok Hiicre Grubunda (p=0.006) azalmis, Cerrahi + PBS Grubuna
gore Cerrahi + Kok Hiicre Grubunda (p=0.423) ise anlamli bir farklilik bulunmamustir.

Su igcme ve immotil sperm sayisi, li¢lii karsilagtirmalarda anlamli bulunmadigi i¢in bu
degerlerin ikili karsilastirmalar1 yapilmamaistir.

Kruskal-Wallis testine gore, olgunlagsmasini tamamlamamis germinal hiicrelerin
liimene dokiildiigii seminifer tubul sayisi, KontrolGrubuna goére Cerrahi + PBS Grubu ve
Cerrahi + PBS Grubuna gore Cerrahi + Kok Hiicre Gruplarinda (p=0.004), anlamli olarak
fazla bulunmus, kontrol grubu ile Cerrahi + Kok Hiicre Grubu (p=0.624) karsilagtirildiginda
ise fark anlamsiz bulunmustur.

Motil sperm sayisi, kontrol grubuna gore, Cerrahi + PBS Grubunda (p=0.004) ve
Cerrahi + Kok Hiicre Grubunda (p=0.006) azalmis, Cerrahi + PBS Grubuna gore Cerrahi +
Kok Hiicre grubunda (p=0.004) ise artmustir.

Canli sperm sayisi, Kontrol Grubuna gore, Cerrahi + PBS Grubunda (p=0.004) ve
Cerrahi + Kok Hiicre Grubunda (p=0.003) azalmis, Cerrahi + PBS Grubuna goére Cerrahi +
Kok Hiicre Grubunda (p=0.004) ise artmustir.

Olii sperm say1s1, Kontrol Grubuna gére, Cerrahi + PBS Grubunda ve Cerrahi + Kok
Hiicre Grubunda (p=0.004) 6nemli derecede artmis, Cerrahi + PBS Grubuna gore Cerrahi +
Kok Hiicre Grubunda (p=0.810) ise dnemli farklilik bulunmamustir.
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5. TARTISMA

Testislerin temel fonksiyonu spermatozoon ve testosteron iiretmektir (1, 2). Testis
fonksiyonlar1 dis etkilerden kolaylikla etkilenmektedir. Bu etkilerden biri de 1s1k peryodudur.
Uzun fotoperyotlar testis fonksiyonlarini artirirken, kisa fotoperyotlar bu organ
fonksiyonlarini azaltmaktadir (54). Arastirmamizda farkli 151k miktarindan kaynaklanan
gruplar arast herhangi morfolojik degisikligin olmamasi i¢in si¢anlarin hepsi 12 saat aydinlik,
12 saat karanlik fotoperyotlarina tabi tutulmustur.

Sican testislerinde sperm tiretimi 75. giine kadar ve testis agirlig1 ise 100. gline kadar
giderek artis gosterir. Sicanlarin epididimis kuyrugunda ilk spermatozoa bulundugu zaman,
yani siganlar 50 giinliikk olduklarinda, eriskin olarak kabul edilirler. (55). Aragtirmamizda
kullandigimiz tiim siganlar, sperm iiretiminin en fazla oldugu 3 veya 4 aylik eriskin sicanlar
arasindan segildi. Bu sekilde sperm {iretimi ve epididimal sperm sayisinda yasa bagl

farkliliklarin ortadan kaldirilmasi amaclandi.

Yetiskin dokuya-spesifik kok hiicreler, fonksiyonel olarak farklilagmis hiicreleri olusturma
kapasitesine sahip hiicrelerdir (4). Doku veya organin hasara ugramis kisminin farklilagsmamis
kok hiicrelerin transplantasyonu ile tamiri ¢ok 6nemlidir (9). Dokunun histolojik mimarisini
ve fonksiyonunu diizeltmek i¢in, dokuya ¢ok c¢esitli hiicreler yerlestirilir. Pluripotent kok
hiicrelerin doku yenilenmesi isleminde diger hiicrelere farklilasabilecekleri ileri
stiriilmektedir (10). Kok hiicreler kendi mikrogevre veya nisleriyle siki etkilesim gosterirler ve
nisteki anomaliler kendini yenileyebilen dokular ile uyum gosterirler (36). Arastirmamizda
MSC’lerin testis hiicrelerine farklilasip farklilasmadigina bakilmamis, sadece bu hiicrelerin
rejenerasyona katkilar1 degerlendirilmistir. Bu kok hiicrelerin herhangi bir testis hiicresine
farklilasip farklilagmadiklar1 ileri arastirmalarla immiin isaretleyicilerle isaretlenerek
belirlenebilir.

Kok hiicreler epitel yenilenmesi, hematopoezis ve spermatogenezis gibi rejenerasyon ile
ilgili birgok islemde yer alirlar (6). Kok hiicrelerin en énemli kaynaklarindan biri de kemik
iligidir. Ilik, bir ¢ok hiicre ¢esidi ve yogun ekstraseliiler matriksten olusan ii¢-boyutlu
kompleks bir yapidir (56). Kemik iligi stromal hiicrelerinden biri olan kdk hiicreleri, doku
kiiltiir plastiklerine yapisma egilimleriyle ilikteki diger hiicrelerden ayrilabilir (7). Bu hiicreler
dokulara 6zgii kok hiicrelerin bir ¢ok 0Ozelliklerini tasidiklarindan mezensimal olarak

tanimlanmaktadirlar (7). Bunlar kiiltiirlerde, osteoblastlara, kondrositlere, adipositlere,
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myoblastlara (7, 8), tendon ve ilik stromasini igceren mezensimal dokulara farklilagma
potansiyelinde olan multipotent hiicrelerdir (8). Hiicre ve gen tedavisi i¢in, kok hiicreleri
potansiyel olarak kullanighi yapan bir ¢ok o6zellikleri vardir (7). Testis ag enjeksiyon ile
ksenogenetik fare testisine fare kemik iligi MSC nakli yapilmig, herhangi bir
immiinoreaksiyon olmamis ve MSC’ler nakil sonrasi canli kalmiglardir. Aragtiricilar bu
yontemin etkili ve gecerli bir yontem oldugunu bildirmislerdir. (53). Bizim ¢alismamizda da
sican kemik iliginden alinip in vitro olarak ¢ogaltilan MSC’ler belli yogunluga ulastiktan
sonra aspirasyon travmast olusturulmus testise ag injeksiyonu yontemiyle verilmis ve bunlarin

testiste travma sonrasi rejenerasyonu hizlandirdigi belirlenmistir.

Mekanik, enfeksiy6z veya kan-testis bariyerinin bozulmasina yol agan travma (57) ve
bazi tek tarafli testis lezyonlari, spermatogenezi bozarak infertiliteye sebep olmaktadirlar. Bu
lezyonlarda dejeneratif degisiklikliklerden sorumlu olan hiicresel mekanizma heniiz belli
degildir (58). Aragtirmamizda tek tarafli olarak yapilan aspirasyon biyopsisi sirasinda olusan
testis travmasi, belirgin testis lezyonlarima neden olmustur. Bu lezyonlardan en Onemlisi
eozinofil dejenerasyonlu germinal hiicrelerin biiylik, yuvarlak eozinofilik gruplar
olusturmasidir. Testis aspirasyonu sirasinda olusan negatif basing, testiste bir travmaya neden
olabilir. Testiste olusan dejeneratif degisiklikler bu travma sonucu olugsmus olabilir.

Tek tarafli travma sonrasi testiste, histolojik olarak, spesifik olmayan inflamasyon,
seminifer tubullerde kiiciilme, spermatogenez ve fertilitede bozulma izlenmis, karsi testis ise
normal bulunmustur (59). Testis rejenerasyonunun stimiilasyonu ile testis travmasi sonrast
spermatogenezin korunmasinin gerceklesebilecegi bildirilmistir (57). Bizim ¢alismamizda tek
tarafli aspirasyon biyopsisi sonrasi olusan histolojik bozukluklar, kok hiicrelerin bu
aspirasyonlu kisma enjeksiyonu ile bir miktar diizelmistir. Burada kok hiicre, operasyon
yapilan testiste rejenerasyonu stimiile ederek aspirasyon sonucu olusan travmatik bozukluklari
belli 6l¢iide diizeltmistir.

Gegici iskemi, geminal epitelde bir ¢cok spesifik hiicre tipinin dliimiiyle sonuglanan
harabiyete yol acar. Etkilenen en geng hiicre, mitoz gegirmekte olan tip A spermatogoniumdur
(60). Bu arastirmada, Cerrahi + PBS Grubunda spermatogoniumlarda daha ileri derecede
atrofi izlendi. Cerrahi operasyon nedeniyle testiste gegici bir iskemi olmasi ve bu iskemiden
en ¢ok spermatogoniumlarin etkilenmesi dogaldir. Spermatogoniumlar kan-testis bariyerinden
onceki, kan-testis bariyerinin koruyuculugu disinda, yani bazal kompartmanda yer alan
germinal hiicreler olduklar1 i¢in kanin ilk ve dogrudan ulastigi germinal hiicrelerdir.

Spermatositler ve spermatidler kan testis bariyerinden sonraki hiicreler olduklari i¢in iskemi
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nedeniyle kandan gelen zararli maddeler, besin maddeleri ve oksijenin dogrudan bu hiicrelere
ulagmalar1 miimkiin degildir. Ancak bunlar spermatogoniumlarin bdliinmeleri sonucu
olustuklar1 i¢in spermatogoniumlar {izerine olan dejeneratif etkiler, limenalti kopartmandaki
diger germinal hiicreleri de etkilemektedir. Bu nedenle spermatogoniumlarin diger germinal
hiicrelerden daha fazla etkilenmesi s6z konusudur. Cerrahi + PBS Grubunda
spermatogoniumlardaki atrofi yaninda, 6zellikle spermatidlerde eozinofilik dejenerasyon
olusmus ve bu dejenerasyon daha ileri sekilde eozinofilik dejenerasyonlu hiicre gruplari
seklinde kendini gostermistir. Cerrahi + Kok Hiicre Grubunda ise bu dejeneratif degisikliklere
daha az oranda rastlanmustir.

Onemli bir degerlendirme araci olan testis biyopsisi (11, 12, 13, 14) tek tarafli
inmemis testis modelinde yapilmis, fertilizasyonu etkilemeden sinirli histolojik degisikliklere
sebep olmustur (14). Olgunluk oncesi yapilan testis biyopsisi, erigkin farelerde,
spermatogenezi, iiretkenligi ve yavru sahibi olmay1 etkilememistir (16). Geleneksel ¢oklu
biyopsi uygulamast ve mikrodiseksiyon teknigi kullanilarak testikiiler sperm alinmasi
gerceklestirilmektedir (13, 15). Mikrodiseksiyon prosediirii nispeten konvansiyonel teknikten
daha giivenli ve non-obstriiktif azoospermili hastalarda sperm iyilesme oranini 6nemli
derecede gelistirmektedir (13). Spermatozoonlart bulmak i¢in daha biiylik miktarlarda doku
alimmasi gerektigi durumlarda bile, mikrocerrahi yontemi kan akimini koruyup agr1 ve testis
basinci artisindan kaynaklanan atrofiyi 6nleyerek sekonder testis harabiyetini engellemektedir
(61). Arastirmamizda ozellikle testis travmasi olusturmak amaciyla mikrocerrahi biyopsisi
yerine aspirasyon biyopsisini tercih ettik. Bu uygulamadaki asil amacimiz aspirasyonla
olusturulan travmatik etki ile kok hiicrelerin bu etkiye karsi rejeneratif etkilerinin bulunup
bulunmadigini arastirmakti. Bu yontemle sadece aspirasyon biyopsisi yapilip PBS verilen
sicanlarin testislerinde belirgin histolojik bozukluklar izledik. Aspirasyon biyopsisine ek
olarak kok hiicre verdigimiz grupta, testisteki bu bozukluklarin bir miktar diizeldigini

belirledik.

Istatistiksel veriler, olgunlasmasini tamamlamamis germinal hiicrelerin seminifer tubul
liimenine dokiilme sikliginin, kontrol grubuna gore, cerrahi + PBS grubunda arttigini, cerrahi
+ PBS grubuna gore cerrahi + kdk hiicre grubunda ise azaldigini; 6lii sperm sayisinin, kontrol
grubuna gore, cerrahi + PBS grubu ve cerrahi + kok hiicre gruplarinda arttigini, cerrahi + PBS
grubuna gore cerrahi + kok hiicre grubunda ise onemli farklilik olmadigini gostermektedir.
Bu bize cerrahi operasyonun, olgunlasmasini tamamlamamis germinal hiicrelerin seminifer

tubul limenine dokiilmesini hizlandirdigini, kok hiicrelerin muhtemelen rejenerasyonu
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hizlandirarak bu dokiilmeyi azalttigini, ancak bu hiicrelerin epididimdeki 6lii spermlerin
miktarini azaltmadigini gostermektedir. Bu g¢alismada motil sperm sayisi ile canli sperm
sayisi, kontrol grubuna gore, cerrahi + PBS grubunda ve cerrahi + kdk hiicre grubunda
azalmus, cerrahi + PBS grubuna goére cerrahi + kok hiicre grubunda ise artmistir. Bu sonuglar,
kok hiicrelerin epididimal spermlerin motilitelerini de artirdigini géstermektedir.

Testiste meydana gelen fizyolojik apoptozis, bu dokunun olgunlasmasi i¢in gereklidir.
Bu yiizden, apoptotik dalganin inhibisyonu, spermatogoniumlarda toplanma ve daha sonraki
yasamda kisirliga neden olmaktadir (62). Is1, spermatogenetik hiicrelerin apoptozunu arttirir.
Istya en hassas hiicre de spermatosittir (63). Bu arastirmada testis aspirasyonundan sonra,
belli 6l¢lide kan akimi engellendigi i¢in fizyolojik apoptoza ilaveten testis i¢i 1sisinin artmasi
ve iskemiden kaynaklanan apoptoz da beklenebilir. Bu nedenle daha ileri arastirmalarla
apoptotik degerlerin de degerlendirilmesi ¢aligmaya katki saglayacaktir.

Azoospermik matiirasyon bozuklugu, spermiogenezden ziyade mayozda daha ¢ok
izlenmistir (64). Bizim ¢alismamizda da matiirasyon bozukluklari izlenmis ve bu bozukluklar
daha ¢ok spermiogenez agamasinda goriilmiistiir. Ancak bu bozukluklar azoospermiye neden

olmamustir.

Bulgularimiz, testis aspirasyon biyopsisinden sonra, testiste germinal hiicrelerin
dejenerasyonunu ve olgunlagsmig germinal hiicrelerin seminifer tubul liimenine dokiilmesinin
arttigini, bu biyopsiden sonra testise verilen kemik iligi mezensimal kok hiicrelerinin bu
bozukluklar1 belli ol¢lide diizeltip epididimal spermlerin motilitelerini  artirdigini

gostermektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢aligmanin sonuglar1 asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

1-Kemik iligi kokenli mezensimal kok hiicreler, kiiltiirde niikleoluslar1 belirgin ve
girintili-cikintili  6kromatik niikleusa sahip, cok sayida uzun uzantilar1 ile birbirleriyle
anastomozlar yapan, flask i¢ ylizeyine yapisan ve yogunlastiklarinda fuziform sekilli
hiicrelerdir.

2-Cerrahi + PBS Grubunda Leydig hiicreleri spermatogoniumlar, spermatositler ve
spermatidlerde atrofi, bunlarin niikleuslarinda piknozis, peritubuler doku ile Sertoli hiicreleri
ve spermatogoniumlar arasinda agilmalar, Sertoli hiicresi sitoplazmasinda, vakuol ve
lipofuksin olusumu, germinal hiicrelerde eozinofilik dejenerasyon, eozinofil dejenerasyonlu
germinal hiicrelerin eozinofilik yuvarlak hiicre gruplari olusturmasi, germinal hiicre sayilar
ve seminifer epitel kat sayisinda azalma, tubul liimeninde olgunlagmasini tamamlamamis
germinal hiicreler gorilmistiir

3-Cerrahi + Kok Hiicre Grubunda Leydig hiicreleri sayilarinda artig, bazi
spermatogoniumlar, spermatositler ve spermatidlerde bir miktar atrofi, peritubuler doku ile
Sertoli hiicreleri ve spermatogoniumlar arasinda biraz agilma, germinal hiicrelerde bir miktar
eozinofilik dejenerasyon, tubul liimeninde olgunlagsmasin1 tamamlamamis germinal hiicreler
goriildii. Bir cok tubuldeki germinal hiicreler ve Leydig hiicreleri normale yakin yapida
izlendi

4-Istatistiksel veriler, olgunlasmasini tamamlamamis germinal hiicrelerin seminifer
tubul limenine dokiilme sikliginin Cerrahi + PBS Grubunda arttigini, Cerrahi + PBS Grubuna
gore Cerrahi + Kok Hiicre Grubunda ise azaldigini; epididimal 6lii sperm sayisinin Cerrahi +
PBS Grubunda ve Cerrahi + Kok Hiicre Grubunda arttigin1 gostermektedir.
5- Bu c¢aligmada motil sperm sayist ile canli sperm sayisi, Cerrahi + PBS ve Cerrahi + Kok
Hiicre Gruplarinda azalmis, bu degerler Cerrahi + PBS Grubuna gore Cerrahi + Kok Hiicre
Grubunda ise artmustir.

Bu arastirma kok hiicrelerin aspirasyon biyopsisi sonrasi, testiste rejenerasyonu
hizlandirarak iyilestirici etki yaptigimi gostermektedir. Ancak bu verilerin uygulamada
kullanilmas1 i¢in konunun daha ileri ve daha ¢ok sayida ¢alismalarla desteklenmesi

gerektigine inaniyoruz.
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