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II1. KISALTMALAR VE SIMGELER
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i- NOS
KBY
KTB
LH
MIS
MKH
PAF
PGC
PRP
PSA
ROS
SF-1
HK
SSC
STZ
SVF
TUNEL

Adipoz Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler
Diyabetik

Diabetes Mellitus

Deoksiribo Niikleik Asit
Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
Folikiil Stimiile Edici Hormon
Gliyal Hiicre Hatt1 Kaynakli Norotropik Faktor
Glikoz Tastyicilari

Gonadotropin Salgilatict Hormon
Koryonik Gonadotropin Hormonu
Hematopoietik Kok Hiicreler
Hiicresel Terapi

Indiiklenebilen Nitrik Oksit Sentaz
Kosullu Besiyeri

Kan- Testis Bariyeri

Luteinize Edici Hormon
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Mezenkimal Kok Hiicreler
Prostatik Asit Fosfataz

Primordial Germ Hiicreleri
Platelet Zengin Plazma

Prostat Spesifik Antijen

Reaktif Oksijen Radikalleri
Steroidojenik Faktor-1
Immiinohistokimya
Spermatogonyal Kok Hiicreler
Streptozotosin

Stromal Vaskiiler Fraksiyon

Terminal Transferased UTP Nick End Labeling
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Bashgr: Yiiksek Glikozlu Besiyeri ile Deneysel Diyabetik Modelde Hasara Ugramis
Spermlere Kok Hiicre ve Nis ile Desteklenmis Trombosit Zengin Plazma (PRP) ve Stromal
Vaskiiler Fraksiyon (SVF) Etkisi

Ogrencinin Adi: Rabia DURUSMA

Damsmani: Dog. Dr. Erdogan KOCAMAZ

Anabilim Dali: Histoloji- Embriyoloji

1.OZET

Amagc: Bu calismada saglikli hayvanlardan alinan spermlerde kiiltiir ortaminda yiiksek glikozlu
besiyeri kullanilarak diyabetik hasar [DH] olusturuldu. Spermlere mezenkimal kok hiicre [MKH], 48
saatlik salgiladiklar1 faktorler olan kosullu besiyeri [KB] yani Nis ve Trombosit Zengin Plazma [PRP]
ile desteklenmis Stromal Vaskiiler Fraksiyon (SVF) uygulamalar1 yapilarak deneysel diyabetik modelde
sperm hasarinin azaltilmasi amaglandi.

Gereg ve Yontem: 12 haftalik Wistar Albino cinsi 15 adet erkek sigandan elde edilen spermlerkdiltiir
ortaminda 6 gozlii flasklara alinarak 15 farkli grup olacak sekilde belirlendi. Kontrol (KG), Sham (SG),
DG, DG+ MKH, DG + KBY, DG+tMKH+ KBY, DG+ PRP, DG+ SVF, DG+ MKH+PRP, DG+ MKH+
SVF, DG+ KBY+ PRP, DG+ KBY+ SVF, DG+tMKH+ KBY+ PRP, DG+MKH + KBY+ SVF ve DG+
MKH+ KBY+ PRP+SVF olarak gruplari ayrildi. Ug saatlik uygulamada morfoloji, canlilik ve hareket
degerlendirilmeleri yapilarak yaymalar1 hazirlanandrnekler oksidatif stres i¢in e-NOS ve i-NOS ile
apoptoz i¢in TUNEL, CASPAZ 3, CASPAZ 8 ve CASPAZ 9 ile immiinohistokimyasal olarak analiz
edildi.

Bulgular: DH besiyeri ortaminin sperme verdigi hasarda olusan morfolojik, canlilik ve hareket
bozukluklarinin artan eNOS ve iNOS ile artan apoptotik belirtegler ile iliskili oldugu belirlendi.
Uygulamalarn istatistiksel olarak anlaml1 bir bigimde sperm morfoloji, canlilik vehareketini koruyarak
oksidatif stres ve apoptozu azalttigi goriildii. Bireysel uygulamalarda olumlu etki varken
MKH+KB-+PRP+SVF kombinasyonunun anlamli bir sekilde daha etkin oldugu saptandi.

Sonugclar: DH invitro modelin sperm hasar1 yapmasi ve uygulamalar ile bu hasarin 6nlenebilmesi
model olarak diger tedavi olasiliklart i¢in 6nemli olabilecegini gosterdi. MKH,PRP, KB ve SVF
kombinasyonunun ilk defa kullanildig1 bu ¢aligma ile hiicresel tedavi olarakhiicre sayisinin artirtlmasi,
biliylime faktdrlerinin ¢ogaltilmasi ve sinyal mekanizmalarinin giliglendirilmesi sonucunda oldukca
yararl1 olabilecegi belirlendi. Toplumda yiiksek prevalansta goriilen ve giderek artan erkek
infertilitesine yonelik hiicresel tedavi gibi maliyetleri az ve etkinligi ¢ok yeni rejeneratif yontemin
gelismesine katki saglayacak sonuglarimiz ¢ocuk sahibi olmak isteyen ailelere iimit olacaktir. Deney
hayvani ve insan ¢aligmalar ile bulgularin dogrulanmasi ve mekanizmalarin aydinlatilmas: klinikte
kullanimlarini saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: infertilite, Deneysel diyabet, Kok hiicre, PRP, Kosullu besiyeri, SVF
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2. ABSTRACT

Aim: Diabetic damage (DD) was created in this work by utilizing a high glucose medium in the
culture media of healthy animals sperm. We used mesenchymal stem cells (MSC), conditioned media
(CM) Niche, which is the factors they secrete for 48 hours, and Stromal Vascular Fraction (SVF) mixed
with Platelet Rich Plasma (PRP) to minimize sperm damage in experimental diabetes. Sperm samples
from 15 Wistar Albino rats were collected and divided into 15 groups in 6-well flasks filled with culture
medium.

Materials and Methods: The groups were divided into Control (CG), Sham (SG), DD, DD+MSC,
DD+ CM, DD+MKH+CM, DD+ PRP, DD+ SVF, DD+ MSC+PRP, DD+ MSC+ SVF,DD+ CM + PRP,
DD+ CM + SVF, DD+MKH+ CM + PRP, DD+ MSC + CM + SVF, and

DD+ MSC+ CM + PRP+SVF. Smears of sperms were prepared after analyzing morphology,
viability, and movement in three-hour application by phase-contrast microscopy. Smears wereused for
morphology and immunocytochemistry which e-NOS and i-NOS for oxidative stress,and TUNEL,
Caspase 3, 8, and 9 for apoptosiswere used. It was observed that morphological, viability, and movement
abnormalities produced by diabetic medium damage to sperm were linked to higher levels of eNOS and
iNOS, as well as higher levels of apoptotic markers. The applications reversed these markers to lower
level while preserving sperm morphology, vitality, and motility. These results were statistically
significant. While individual applications showed promise, the combination of MSC+CM+PRP SVF
showed much more success.

Results: The high glucose medium as an in vitro model for DD has been proven to induce sperm
damage similar to diabetic testis which could be good model for other treatment options.As a consequence
of raising the number of MSC, boosting the growth factors, and enhancingthe signaling mechanisms by
combination of cell therapies used in this study, it was found that the combination of MSC, PRP, CM,
and SVF might be highly effective as a cellular therapy.

Conclusions: Our results, which will aid in the creation of a novel low-cost, high-efficiency
regenerative treatment, such as cellular therapy for male infertility which has a high prevalencein society
and is gradually expanding, will provide hope to families who wish to have a baby.Experimental animal
and human investigations will be used to confirm these findings and elucidate the mechanisms, allowing
them to be used in the clinic.

Keywords: Infertility, Diabetes, Stem cell, PRP, Conditional medium, SVF



3. GIRIS ve AMAC

Aciklanamayan erkek infertilitesinin %30-40’1n1 anormal sperm parametreleri
olan erkekler olusturur. Spermatogenik defektlerin nedenleri infertil bireylerde
multifaktoryeldir. Ancak erkek infertilitesi hala tam olarak ¢6ziime kavusmamis bir
sorun olup yenilik¢i tedavilerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yapilan
caligmalarda, diyabetin erkek infertilitisine neden olan faktorlerden biri oldugu

gosterilmistir (Hamada ve ark. 2012).

Hiicresel tedaviler ve kok hiicrenin tireme sagliginda tedavi edici etkisi dnemli
bulunmaktadir. Onemli bir kaynak olarak yag kaynakli mezenkimal kok hiicrenin
(YKMKH) giderek artan bir sekilde etkin bir kullanimi baglamistir. Mezenkimal kdk
hiicreler [MKH] farkli hiicre tiplerine doniisiim kapasitelerinin yani sira, iirettikleri
birden fazla biiylime faktorii ve sitokinlerle immiin baskilayici ve trofik etki
potansiyeline sahip hiicrelerdir. Rejeneratif tip arastirmalarinda, MKH’lerin sistemik
olarak viicuda verildikten sonra hedef bolgeye egilimi oldugundan ve in vivo
diizenleyici parakrin etkisi nedeniyle dnerilmektedir (Tekeli 2016). Kiiltiir ortaminda
bu hiicrelerin 24 saatlik besiyerine salgiladiklar1 faktorler 6zellikle biliyltime faktorleri
ayrica katki saglayan bir ortam olmakta ve Kosullu besiyeri [Nig] olarak

isimlendirilmektedir.

Trombositten zengin plasma [PRP], yakin zamanda dikkat ¢eken ve tedavide
yardimc1 madde olarak kullanilan, biiyiime faktorii agisindan zengin bir biyolojik
iiriindiir. PRP alinan kandan santrifiij sonrasi iistte kalan sar1 jelatindz kivamli kisim
olup kolayca elde edilir. Kok hiicre ¢ogalmasini1 ve doku iyilesmesini destekleyerek
etkili oldugunu gosteren kanitlar vardir. PRP trombositlerin alfa graniillerinde yer alan
zengin biiylime faktorleri nedeniyle, antioksidan ve anti-apoptotik aktivite yoluyla

etkili oldugu diisiiniilmektedir.

Stromal vaskiiler fraksiyon [SVF] kasik bolgesinden kolaylikla elde edilen yag
dokusunun santrifiij edilmesi sonrasi orta ¢apli yag hiicreleri ile bir¢ok onciil hiicreyi
de iceren dnemli bir iiriindiir. Hiicresel tedavi yaklasimi i¢cin umut vaat eden yetiskin

kok hiicre ve progenitor kaynagi olarak [SVF], hiicre kiiltiiri sirasinda mikrobiyal



kontaminasyon, ksenojenik besin kaynaklar1 ve benzeri gibi potansiyel riskleri

onleyebilecek yetenektedir. Testiste hasara karsi etkili oldugu diistiniilmiistiir.

Diyabet ile iligkili infertilite siirecinde iyilesme problemleri ve sperm anomalileri
tibbin 6nemli bir problemidir ve bununla ilgili ¢caligmalar giiniimiizde siirmektedir.
Insan deneylerinin etik sorunlar1 ve getirecegi zararlar nedeniyle bilimselgaligmanin
kiiltiir ortaminda taklit edilmesi bilinen bir ydntemdir. Calismamizda, saglikli
hayvanlardan alinan spermler kiiltiirde yiiksek glikoz ortaminda diyabetik hasar
olusturulmustur. Spermler kiiltiir ortaminda mezenkimal kok hiicre ve kosullu besiyeri
ile desteklenmis Trombosit Zengin Plazma [PRP] ve Stromal Vaskiiler Fraksiyon
[SVF] uygulamalar yaparak, deneysel diyabetik modelde ugrattig1 hasar1 azaltmay1
ve teorik hesaplamalarla deneysel sonuglari desteklemesi amaglanmistir. Ratlar
iizerinde elde edilen deneysel ve teorik sonug¢larin olumlu ¢ikmasi durumunda infertil

vakalarda uygulanmasi hedeflenmektedir.



4. GENEL BILGILER

4.1 Erkek Ureme Sisteminin Genel Yapisi

Esas amac1 sperm ve hormon iiretimi olan erkek {ireme sistemi, testis, epididimis,
vas deferens kanali, seminal vezikiil, prostat, bulboiiretral aksesuar bezlerinden ve
penisten olusmaktadir. Testisin seminifer tiibiillerinde, sperm [spermatozoa]
hiicrelerini olusturmak i¢in devamli boliinebilen spermatogenetik kok hiicreler yer alir.
Primer erkek cinsiyet hormonu olan testesteron ve folikiil stimiile edici hormon [FSH]
gibi bazi hormonlarin kontrolii altinda spermler epididimiste olgunlasmaya baslarlar
ve ayni1 zamanda burada depolanirlar. Ejakiilasyon sirasinda epididimiste depolanan
spermler vas [duktus] deferens yoluyla ejekiilator kanaldan gegerek prostat bezine
baglanir ve olgun spermleri penil {iretraya ulastirir. Spermlerinoosite ulasana kadar
yasamasi i¢in ihtiya¢ duydugu salgilar1 aksesuar bezler iiretirler (Eroschenko 2008;

Kierszenbaum 2006; McLaughlin, Stamford, and White 2006).
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Sekil 4.1. Erkek lireme sisteminin anatomik goériiniimii (Ross ve Pawlina 2011)



4.1.1 Testis Anatomisi

Testisler, skrotal septumla birbirinden ayrilan elips seklinde, skrotum ile
abdominal duvar arasinda yer alan funiculus spermaticus ile asil1 olarak yerlesmis olan
bir ¢ift organdir. Her bir ¢iftin ortalama agirliklari yetiskinlerde 10-15 gram kadar olup
2.5-3 cm. genisliginde, 3.5-5 cm. uzunlugunda ve 3 cm. derinligindedir. Erkek genital
sistemi, bir seri kanal ve tiibiil yapisindan olusur. Testis, epididimis, vas deferens,
ejekiilatar kanal gibi ana yapilar yan hatlarda, iiretra ve peniste orta hatta konumludur.
Abdomen, pelvis ve perin yapilari testislerin gelisimine onciiliik eder ve 3. ve 5. lumbal
omurlarin saginda ve solunda posterior abdominal duvarda gelisimine baglar.
Dogumdan o6nce 7. ayda kanalis inguinalis yoluyla skrotuma inisi tamamlanir.
Skrotum, testis, epididimis ve funikulus spermatikus ile vas deferensin bir kismini da
iceren deri yapisi kivrimli olan torbadir (Cosgun and Aras 1998; Drake 2008; Gokmen
2003; Snell 2000).

Testis distan i¢e dogru, skrotum, Tunica dartos, Fascia spermatica externa, Fascia
cremasterica, Fascia spermatica interna, Tunica vaginalis, Lamina parietalis, Lamina
visceralis, Tunica albuginea ve Tunica vasculosa ile sarilmistir (Arinci ve Elhan 2020).
Testisin, facies medialis ve facies lateralis olmak {izere iki tarafi, extremitas superior
ve extremitas inferior olmak iizere iki ucu, margo anterior ve margo posterior olmak
tizere iki kenar1 bulunmaktadir. Margo posteriorda; korpus epididimis, damar, sinir ve
kanallarin yer aldig1 mediastinum testis bulunmaktadir. Extremitas superior kaput
epididimise yerlesmis olan kisimdir ve extremitas inferior ise kauda epididimis ile
sartlmis halde bulunmaktadir (Gokmen 2003). Margo anterior, extremitas superior ve
inferior ucglar1 ve iki tarafi visseral peritonla sariliyken, margo posteriorda sadece
lateral kisimlar visseral peritonla sarilidir. Periton bulunmayan kisminda epididimis
yeralirken, iist kisminda ise appendix testis bulunur. Kii¢lik yassilasmig bu yapi,
paramezonefrik kanalin kalintisidir ve diger mezonefroza ait ikinci embriyonel kalinti
ise appendix epididimistir (Sancak and Cumhur 2008; Sargon 2012). Testislerin karin
icindeki baglantilarini ileten funiculus spermaticusun fonksiyonu skrotum igeresinde
oblik olarak yerlesmis testislerin asili kalmasini saglamaktir. Funiculus spermaticus;
vas deferens, A. ductusdefferentes, plexus ductus defferentes, A. testicularis, plexus

testicularis, plexus pampiniformis, ramus genitalis nervus genitofemoralis, lenf



damarlari ve fascialar, digta kas lifleri olan fascia spermatica externa, fascia spermatica
interna ve cremaster tabakalarindan olusmaktadir ve bu yapilar gevsek bag dokusu ile
birbirine baglanmistir (Sargon 2012). Gelisimin ileri doneminde kanalis ingualis fibroz
bir yap1 haline gelerek gubernakulum testisi olusturur. Inferiorda testis skrotuma,
gubernaculumun bir kalintist olan skrotal ligament ile sabitlenir. Testislerin skrotuma
inisi 7. ayda gerceklesmektedir. Bu stirece, arka kenarin lateral kismin1 saran peritonun
parmaks1 ¢ikintisi olan processus vajinalis Onciiliikk eder. Proccessus vajinalis inig
esnasinda, fascia spermatica externa, fascia crematerica, m. cremaster ve fascia
spermatica interna’yida beraberinde gotiiriir. Bu yapi, dogumdan bir siire sonra
tamamen kapanarak, processus vajinalisin’in kalintis1 olarak tunica vaginalisi
olusturur. Tunica vaginalis; lamina pariatelis ve lamina visceralis denilen iki yapraktan
olusur ve yapraklarin arasinda az miktarda ser6z sivi barindiran bosluk bulunur

(Sargon 2012; Swartz 2009).

Onden ve iki taraftan saran lamina visseralis i¢ yapragi, testis ve epididimisin
tizerini sarar. Arka ve lateral kisimdan cevreleyen lamina pariyetalis dis yapragi ise
skrotumun i¢ yliziinii 6rter. Mezotelle kapli olan lamina parietalisin i¢ yiizii diizdiir.
Testisi saran diger iki i¢ katman, tunica albuginea ve vasculosadir. Arka kenar1 harig
distan lamina visseralis tarafindan ortiilii olan tunica albuginea kollajenden zengin
kalin fibr6z bir tabakadir. Tunica albugineanin i¢ yliziinde bulunan, tunica vasculosa
gevsek bag dokusu yapisindaki damar agidir. Tunica albuginea, arka kenardan testisin
icine dogru kalin bolme olacak sekilde uzanti gondererek mediastinum testisi
olusturur. Bu yapi, testisin {ist ucundan alt ucuna kadar uzanarak testis parankimasini
piramit seklinde lobiillere ayirmaktadir. Her bir lobiil igerisinde kivrimli kanallar
(tubuli seminiferi conterti) ve diiz kanallar (tubuli seminiferi recti) igerir ve bu kanal
sistemi rete testis ad1 verilen bir ags1 yap1 olusturur. Uretilen spermler rete testis ve
ductuli efferentesten gecerek epididimise ulasir (Barbara Young 2006; Arinci ve Elhan

2020; Moore ve ark. 2013; Sancak ve Cumhur 2008; Yildirim 2013).

Arterial destek iki testis i¢inde, Oncelikle kan akimmin 2/3’sini saglayan
abdominal aorta'nin dali olan testikiiler arterlerden, renal arterlerin inferiorundan, renal
abdominal aortun lateral yiiziinden saglanir. Retroperitoneal alanda iireterler tizerinde

capraz giris yaparak, inguinal kanaldan skrotuma ulasarak testis ylizeyinde dallanma



gosterirler. Testikiiler arter dallarindan biri vas deferensin arteriyle anastozom yapar
(Tunali ve Basar 2012; Yildirim 2013). Testislerin kanlanmasina katki saglayan diger
arterler, deferansiyel arter ve kremasterik arterdir. Ozellikle deferensiyel arter, testis
kanlanmasin katki saglarken, bunun yani sira epididimisin beslenmesinde de ana rol
oynamaktadir. Diger testikiiler arter olan kremesterik arter, internal spermatik ve
deferensiyel arterlerle mediastinumda anastomoz yapar. Testisin yaklasik altida birlik
kanlanmasin1 saglayan bu arterin ana fonksiyonu tunica vaginalis’i beslemesidir
(Giirbiiz 2004; Orhan ve ark. 2004). Testislerde, mediastinumdan ¢ikan kiiciik venler
sayesinde vendz drenaji gerceklesir. Mediastinum testisten sonra venler, 8-12 damar
agmmdan olusan pampiniform vendz pleksusu olarak devam eder. Funiculus
spermaticus’da testikiiler arteri ¢cevreleyen bu damar agi, inguinal kanaldan gecerek
abdomene ulagir. Bu venler, testis ve epididimis venleriyle birleserek, testikiiler arterin
her iki yaninda 6nce bir ¢ift testikiiler veni olustururlar. Bir ¢ift venlerde daha sonra
birleserek tek bir testikiiler venin olusmasini saglar. Testis venleri, sag tarafta vena
cava inferior'a, sol tarafta ise sol renal vene acilmaktadir (Sargon 2012; Tunali ve
Basar 2012). Testislerin lenfatik drenaji, tunica vaginalis’in alt kismindan baslayan
yiizeyel damar ag1 ile epididimis ve testisin igindeki derin damar agiyla
saglanmaktadir. Testikiiler arterler beraber yol alarak lenfatik nodiillere agilirlar
(Gokmen 2003). Testisleri inverve eden sempatik sinir lifleri medulla spinalisin T10-
T11 segmentlerinden gelir. Bu sinirler plexus renalis ve plexus aorticus abdominalis
ad1 verilen otonomik pleksuslar icerisinde testislere ulasirlar. Genitofemoral sinirin
dallari, tunika vajinalis ve skrotumun duyarliligini saglamaktadir (Sargon 2012; Tunali

ve Basar 2012).

4.1.2 Testis Embriyolojisi

Gametlerin Onciileri olan primordiyal germ hiicreleri (PGC), epiblastan kdken
alip, primitif ¢izgi boyunca yol alarak 3.haftada vitellus kesesinin allontoise yakin
duvarindaki hiicrelerinin arasina yerlesirler. 4.haftada ¢ogalan bu hiicreler ameboid
hareketler ile son bagirsagin mezenterinden dorsal eksen boyunca ilerler. PGC
hiicreleri, 5. haftada mezonefrozun medialinde mezotel ve altindaki mezensimin
cogalmast ile bir kalinlasma halinde gelisen gonadal kabartiya ulasir. PGC'nin
ulagsmasindan hemen 6nce ve ulagma zamaninda gonadal kabartinin epiteli altindaki

mezensim aralarina dogru ¢ogalarak, primitif cinsiyet kordonlar1 olarak adlandirilan



diizensiz sekilli kordonlar1 olustururlar. PGC’lerinin gogii Stella, Fragilis genleri ve
BMP-4 tarafindan diizenlenmektedir. Primitif cinsiyet kordonlar1 hem erkek hemde
disi embriyolarda yiizey epiteline baglidir. 7. haftaya kadar olan bu dénemde erkek
veya disi gonadlarin birbirinden ayirt edilmesi miimkiin degildir ve bu evre
farklanmamis gonad evresi olarak adlandirilir. Gonadlar 6zetle, embriyonik
mezoderm, primordiyal germ hiicreleri ve mezonefrozun medial kismindaki mezotel
hiicrelerinden gelisir Gonadlar 6zetle, li¢ kaynaktan koken alarak gelisirler. Bu
kaynaklar; embriyonik mezoderm, primordiyal germ hiicreleri ve mezonefrozun
medial kismindaki mezotel hiicrelerinden gelisir. Farklanmamis gonadlar dista korteks

icte medulla olmak {izere iki sekilde gelisir (Rehman J ve ark., 1997).

Gonadlarin gelisimi i¢in gereken en erken genlerden biri olan WT-1, ara
mezoderm boyunca eksprese edilen ve erken bobrek olusumunda 6nemlidir. Erken
stirecte farklilanmamis gonadda steroidojenik faktor-1 [SF-1] ekspre edilir. Liml
gonadal gelisimin ilk evresinde yer alan diger biiyiik gendir ve ekspresyonunun
olmamasi sonucu gonadlar olusmaz. Fertilizasyonla embriyonun genotipi (46, XX
veya 46, XY) belirlenir. 1-6. haftalarda, embriyo cinsel olarak farklilagsmamis
evrededir ve bu erkek ya da disi embriyolarin fenotipik olarak ayirt edilemez oldugu
anlamina gelir. 7. hafta boyunca, embriyo farklilagmaya baglar. 12. haftada dig genital
organlarin kadin veya erkek oOzellikleri taninabilir ve 20. haftaya kadar fenotipik
farklilasma tamamlanir. Farklanmamis gonadlar, dista korteks igte medulla
boliimlerinden olusur. Testis gelisiminde medulla kismi gelisip farklilanirken, korteks
kism1 ise gerileyerek dejenerasyona ugrar. Gonadal farklilagmanin altinda yatan
prensip ise, Y kromozomu tizerindeki SRY geninin etkisi altinda gergeklesir. Bu genin
ifadesi yoklugunda, gonadlar ovaryuma doniisiir. Kromozom Ypl11.3'teki SRY geni,
Y kromozomunun cinsiyet belirleme bolgesini kodlar ve testis belirleme faktorii (TDF)
olarak da adlandirilir (Carslon Bruce M. 2014). TDF, yiiksek oranda korunmus bir
DNA baglayict bolge igeren 220 aminoasitlik histonik olmayan bir proteindir.
Cinsiyeti belirleyen genler, germ hiicreleri iizerinde degil, testisin somatik kismi
iizerinde etkilidir. SRY, farklilagmamis stromal hiicrelerin Sertoli hiicrelerine
farklilagmasimi saglayan SOX-9 ekspresyonunu uyarir. SOX-9 geni ise, SOX-9
aktivitesini giiclendiren FGF-9 aktivitesini uyarir (Carslon Bruce M. 2014; Dudek
2014; Moore. ve ark. 2013). Testisin farklilasmasinda zamanlama 6nemli olup testis

ovaryumdan daha hizli geligir. Sertoli hiicrelerinin Onctileri testis farklilagsmasi i¢in



belirli bir siire genetik sinyalleri (Sox-9) alacak sekilde hazir olmalidir. Eger bu durum
olusmazsa, PGC'ler mayoz béliinmeye girerekovaryuma doniisiir. SRY geni X
kromozomlart iizerinde bulunan disi belirleyici genleri DAX1 ve WNT4'ii inhibe ettigi
icin testislerin olusumunu saglar (Carslon Bruce M. 2014; Gartner, Hiatt, J.L., and

Strum 2010).

Testisin erken farklilagmasi, mezonefrozlardan gelen WT-1 sinyaline baglhdir.
Mezonefroz yoklugunda testis kordonlar1 zayif bir sekilde farklilasir. Altinci haftanin
basinda, SOX-9'un etkisiyle, bir dizi primitif seks kordonu genital kabartida sekillenir
ve PGCl'ler primitif seks kordonlarina go¢ ederler. Altinci haftanin sonunda primitif
seks kordonlar1 genisler ve farklilastik¢a, yiizey epitelinden tunika albuginea adi
verilen yogun bir bag dokusu tabakasi ile ayrilirlar. Seks kordonlariin dis kisimlari
seminifer tiibiilleri, i¢ kisimlar agsi yapidaki rete testisi olusturur ve mezonefrik
tiibiillerden gelisen duktuli efferenteslere katilir (Carslon Bruce M. 2014). Gelisimin
ilk ikinci aymda, Leydig hiicreleri embriyonik testiste ayirt edilemez. Genital
kabarikliklardan kaynaklanan lokal steroidojenik hiicrelere ek olarak, Leydig hiicre
onciileri mezonefrozlardan testise gecebilir. Sekizinci hafta boyunca taninabilir hale
gelirler ve androjenik (testosteron ve androstenedion) hormonlari sentezlemeye bagslar.
Erkek genital kanal sisteminin ve dis genital organlarin farklilasmasi fetal testisin
salgiladigi seks hormonlarina baghdir. Fetal Leydig hiicrelerinin salgiladigi
testosteron ve androstenedion hormonlar sadece 9 ile 14 haftalar arasinda genital
kanallarin farklilastigi donemde salgilanir. 17. ve 18. haftalardan sonra, fetal Leydig
hiicreleri yavas yavag geriler ve spermatogenezin basladigt déneme yani puberteye

kadar ortaya ¢ikmazlar.

8-12’nci haftada en yiiksek degere ulasan koryonik gonadotropin hormonu [hCG]
testesteron liretimini stimiile eder (Kopera ve ark. 2010). 8 haftada, embriyonik Sertoli
hiicreleri de disi genital kanallarinin olusumunu baskilayan miillerian inhibe edici
madde [MIS] ya da diger bir adiyla anti-miillerian hormonu [AMH] iiretir. Erkeklerde
cinsel farklilagmada sertoli hiicrelerinin birden fazla gdrevi mevcuttur. Bunlar;
mezenkimal hiicrelerin [endotel hiicreleri] mezonefrozdan testise gociinii indiiklemesi,
erkek germ hiicrelerinin mayoz bdliinmesini engelleyen ve bunun yaninda leydig
hiicrelerinin farklilagmasini indiikleyen sinyallerin {iretimi ve miillerian inhibe edici

madde [MIS] ve androjen baglayici faktor tiretimi sayilabilir. Geg embriyonik ve fetal
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donemlerde ve dogumdan sonra, PGC'ler mitoz ile yavasca boliiniir, ancak fetal Sertoli
hiicreleri androjenlere karsi duyarsizdir ve olgunlasmazlar. Sertoli hiicrelerinin
mayozu Onleyici bir faktor salgiladigi diisiiniilmektedir. Erkekte genital kanal
sisteminin gelisimi, MIS etkisi altinda 8. haftada Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan
TGFP ekspresyonuyla kranial ve kaudal uglar1 hari¢ paramezonefrik [Miiller] kanallar
dejenere olur. MIS, paramezonefrik kanallarin epiteli yerine ¢evredeki mezenkimi
etkiler. Bu mezenkimal hiicreler, MIS’e baglanan serin-treonin kinaz membran
reseptorlinii kodlayan geni ifade eder. Cevredeki mezenkimal hiicreler, miillerian
kanalinin epitel hiicrelerinin apoptozla ve epitel hiicrelerinin mezenkime dontigiimii

yoluyla gerilemesini saglar (Carslon Bruce M. 2014).

Dérdiincii ayda, testis kordonlari atnali bigiminde kivrintilar yapar. Iki uglari
birleserek ince bir kanal olan tubuli rekti’yi olusturur (Cosgun and Aras 1998;
Kierszenbaum 2006). Testis kordonlaripuberteye kadar solid haldedir ve pubertede
liimenleri agilarak seminifer tiibiillere doniisiirler. Seminifer tiibiiller kanalize olur ve
rete testis tiibiilleriyle birleserek duktuli deferenteslere girerler (Dudek 2014). Sertoli
hiicreleri, testisin yiizey epitelinden gelisirken diger spermatogenik hiicreler ise PCG

farklanmaktadirlar (Kopera ve ark. 2010).

Sertoli hiicrelerinden gelen iki sinyal, desert hedgehog ve trombosit kaynakli
bliylime faktorii, testosteron salgilayan fetal Leydig hiicrelerinin farklilagmasini
uyarir. Testosteronun etkisi altinda, mezonefrik bobrekler dejenere olmasina ragmen
mezonephrik kanallar gelismeye devam eder. Mezonephrik kanallar, testisden iiretraya
sperm tasityan vas deferens'e ayrilir bu kanallarin proksimal ucu kivrimli bir sekil

alarak duktus epididimisi olusturur (Carslon Bruce M. 2014; Sadler 2019).

Dejenere olan mezonefrik tiibiillerin baz1 boliimleri testis yakininda paradidim
olarak kalabilir. Hox genleri, 6zellikle Hoxa-10, kaudal epididimden vas deferensin
iretraya ulastig1 noktaya kadar mezonefrik kanal boyunca eksprese edilir. Embriyoda,
iirogenital siniisin ¢evresindeki dokular, testosteronu dihidrotestosterona doniistiiren
bir enzim olan Sa-rediiktazi sentezlerler Boylelikle, testesteronun her iki formu da
uygun reseptorlerin etkisiyle erkek lireme sisteminin dokularini koruyup biiylimesini

saglar (Carslon 2014). Bu kanallarin kaudal uglarindan seminal bezler gelisir. Seminal
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bezlere aitkanallar ve {iretra arasindaki mezonefrik kanaldan ise duktus ejakulator
gelisir. Uretranin prostatik pargasindan olusan endodermal ¢ikintilarin mezensim igine
dogru gelismesiyle prostatin glandiiler bezleri, iiretranin spongioz parcasindan
biilboiiretral bezler olusmaktadir (Moore ve ark. 2013). Kloakal zar etrafinda
mezoderm proliferasyonu, istteki ektodermin yiikselmesine sebep olarak fallus,
iirogenital kivrimlar ve labiyosrotal sislikler olmak {izere ii¢ yap1y1 olusturur. Fallustan
glans penis, corpora cavernosa penis ve corpus spongiosum penis olusur. Urogenital
kivrimlar penisin ventral yoniinii ve labiyokrostal sisliklerden de skrotum olusur

(Dudek 2014).
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Sekil 4.2. Testisin Gelisim Evresi (Ross ve Pawlina 2011)

4.1.2.1 Testis Inisi

Gelismekte olan skrorum ile testisin inferiyor kutbu arasinda gubernakulum
olusur. Abdominal duvardan oblik olarak gecer ve testisleri gelecekteki skrotal kese
olan genital sigkinlige baglar. Gebeligin 3. ve 7. aylar1 arasinda testis inguinal kanalin
yakininda konumlanir. 9. ayda veya dogumdan hemen sonra, testisler inguinal
kanaldan gecerek skrotal keseye ulasir. Gubernakulum testesteron hormonuna

duyarlidir ve bu hormonun etkisiyle kisalarak her bir testis skrotuma ¢ekilir. Bu inig
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sirasinda testisler, duktus deferens kanaliyla birlikte kan damarlarini, lenf damarlarini

ve sinirleri de beraberlerinde siiriikler (Dudek 2014; Ross ve Pawlina 2011).

4.1.3 Testis Histolojisi

Testisler abdominal kavitenin disinda yer alan, skrotuma gubernakulumun
kalintilar1 olan skrotal ligamentlerle baglanan bir ¢ift oval sekilli endokrin ve ekzokrin
salgilama organlardir. Spermatogenez, viicut sicakliginin 2°C ila 3°C altindaki bir
sicaklikta (34°C ile 35°C) gergeklestigi icin viicut boslugunda yer alirlar. Hem testisler
hem de epididimis sermatik kord tarafindan asilir. Spermatik kord icerisinde vas
deferens, spermatik arter, vendz ve lenfatik pleksuslar yer alir (Ross and Pawlina
2011). Sicaklhiginin disiiriilmesinde iki faktor etkilidir. Bunlar, skrotamal yiizeyden
terin buharlagsmasi ve testisleri besleyen kan damarlarinin 6zel diizenlenmesiyle
gerceklesir. Testislerde ters akim 1s1 degisim sistemi mevcuttur. Testislerden ¢ikan
pampiniform pleksusundan donen kan, skrotumdan testislere inen arterlerden daha
serindir. Bdylece, arteriyel kan, testislere girmeden Once vendz kan tarafindan
sogutulmasi saglanarak sicaklik korunmus olur (Eroschenko 2008). Spermatik
kordonda kremaster kaslarinin kasilmasi sonucunda testislerin yiiksek sicaklikta

kalabilecegi inguinal kanala ¢ekilmesiyle sicaklik ayari saglanir (Kierszenbaum 2006).

Testisler, tunika albuginea denilen fibroelastik bag dokusundan olusan bir kapsiil
ile ¢evrilidir. Bu bag dokusu testislere beyaz bir goriiniim saglar. Tunika albuginea
distan mezotelle oOrtiilii tunika vaginalisle sarilidir. En i¢ kisminda kan damarlari iceren
gevsek bag dokusundan tunika vaskiiloza yer alir Tunika albuginea testisin arka
yiiziinde kalinlagarak mediastinum testisi olusturur. Buradan ince bir bagdokusu bezin
icine uzanarak fibroz septumlarla bezi yaklasik 250-300 adet primidal lobiile ayirir.
Her bir lobiilliin i¢inde 1-4 adet seminifer tiibiil yer almaktadir. Kan damarlari, lenf
damarlar1 ve genital bosaltim kanallar1 testise giris ve ¢ikista mediastinumun iginden

geger (Ross and Pawlina 2011).

Seminifer tiibiilleri saran ve destekleyen ara gevsek bag dokusu igerisinde, kanve
lenf damarlari, sinirler ve epitelioid hiicre kiimeleri olan olan Leydig (interstisyel)

hiicreleri bulunur. Bu hiicreler testosteronu tiretimini saglayan steroid hiicrelerdir. Her
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seminifer tiibiilin germinal epitel, ¢ogalan spermatogenetik germ hiicreleri ve
cogalmayan destekleyici Sertoli (sustenkular) hiicreleriyle doselidir. Seminifer
tiibiillerde spermatogenetenik hiicreler 4-8 tabaka halinde diizenlenmislerdir ve
boliinlip olgunlasarak en son spermatozalari tiretiler. Kivrintili seminifer tiibiiller
tiibiili rekti ile testikiiler spermleri, salgisal proteinleri ve iyonlar gibi seminifer epitelin
iiriinlerini toplayan agimsi yapidaki rete testise baglanir. Rete testis daha sonra
anastomozlasarak 12-15 adet duktuli eferentes kanal sistemi ile mediastunuma
baglanir. Spermler en son duktus epididimisin proksimal bdliimiine iletilir

(Eroschenko 2008; Hassa 2003; Ross and Pawlina 2011).
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vajinalis
daz taboller

epididimisin kuyrugu

Sekil 4.3. Testisin Sagital Kesiti (Ross ve Pawlina 2011)

4.1.3.1 Seminifer Tiibiil Histolojisi

Her seminifer tiibiil yaklasik 150 um ¢apinda ve 80 cm uzunlugundadir ve rete
testise iki ucu agilan U seklindeki bir yapidir. Her testiste yaklagik 250-1000 kivriml
yapida seminifer tiibiil bulunmaktadir. Her bir testiste seminifer tiibiillerin toplam
uzunlugu 280-400 cm. arasindadir. Erigkin bir erkekte spermlerin iiretim hizi giinde
yaklasik 2X10®°dir (Mescher 2017; Ovalle and Nahirney 2014). Seminifer tiibiiller,
germinal epitel ad1 verilen 6zellesmisgok tabakali bir epitele sahiptir. Bu epitel, sperm

iireteminden sorumlu olan spermatogenetik germ hiicreleri ile destekleyici ve besleyici
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Sertoli hiicreleri olmak iizere iki farkli hiicre tipi icerir. Spermatogenetik seri hiicreleri,
kok hiicre 6zelligindeki spermatogonyumlar, primer ve sekonder spermatositleri ve
spermatidleriicerir. Germinal epitel, bazal membran ve bazal membranin disinda
tunika propriya olarak adlandirilan 3-5 tabakali bag dokusundan bir duvar ile
cevrilidir. Tunikapropriya, peritiibliler kontraktil hiicreler olarakta bilinen miyoid
hiicrelerden, fibroblastlardan, kollajen ve elastik liflerlerden zengin bir yapidan
olusmaktadir. Aktinfilamentleri igermesi yoniinden diiz kas hiicrelerine benzeyen
miyoid hiicrelerinin gorevi, ritmik kasilmalar yaparak hareketsiz spermlerin rete testise
gecisini saglamakve ayrica kollajen sentezlemektir (Eroschenko 2008; Kierszenbaum

2006).
4.1.3.2 Spermatogenez

Spermatogonyumlarin boliinme, farklilasma ve olgunlagsma gibi asamalar
gecirerek olgun sperm iiretmesine spermatogenez denir. Spermatogenez siireci,
spermatogonyal evre, spermatosit evresi ve spermatid evresi olmak iizere 3 ayri evrede
incelenmektedir. Pubertede, spermatogenetik germ hiicrelerinden sentezlenen BMP8B
ve ayrica testesteron hormonunun kritik degere ulagsmasiyla spermatogenez siireci
baglar. Primordial germ hiicreleri [PGC] kendilerinden daha kii¢iik olan
spermatogonyumlart  olusturmak i¢cin  bdliiniirler  (Gilbert SF.  2000).
Spermatagonyumlar, hiicre dliimiine [apoptoz] ugrayabilirler ya da kendi kendini
yenileyerek baska bir spermatogonyum tipini olusturabilen kok hiicrelerdir. Tip A
acik, Tip A koyu ve Tip B olmak {iizere {i¢ tip spermatogonyal hiicre bulunur ve mitoz
boliinme geciren son hiicre tipi ise Tip B spermatogonyumlardir. Bu hiicreler
spermatositlerin  Onclisiidiir ve mitoz bdliinmeler sonucu primer spermatositleri
iretirler. Primer ve sekonder spermatositler, kromozomsayisini ve DNA [Deoksiribo
Niikleik Asit] miktarin1 azaltmak icin mayotik boliinmeye ugrarlar. Primer
spermatositler, sekonder spermatositleri olusturmak ic¢in birinci mayoz boliinmeye
ugrarlar. Sekonder spermatositlerde ikinci mayoz bdliinmeyle, 23 kromozom (22 X
veya 22Y) igeren spermatid adi verilen haploid hiicreleri {iiretirler. Spermatidler
boliinmeye gegirmezler fakat spermiogenez denilen bir siirecle olgun spermlere
doniisiirler. Spermatogenetik hiicrelerin farklilasmasi ve gelisimi siirecinde hiicreler
birbirine hiicreler aras1 kopriilerle baglidir. Bu kopriiler, gelismis spermatidlerin olgun
sperm olarak seminifer tiibiil liimenine salinacagi zaman ortadan kalkar (Eroschenko

2008; Gilbert SF. 2000).
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4.1.3.3 Spermatogonyal Evre

Primordial germ hiicrelerden [PGC'ler] koken alan spermatogonyal kok hiicreler
[SSC] mitoz boliinmelerle iki es hiicreyi iretirler. Bu hiicrele;den biri SSC olarak
kalirken; digeri yeni nesil hiicreleri iiretmek i¢in bir seri mitotik bdliinmeler gecirir
(Kierszenbaum ve Tres 2013). Folikiil uyarict hormon [FSH] ile uyarilan Sertoli
hiicreleri, gliyal hiicre hatti kaynakli norotropik faktdr [GDNF] salgilar. GDNF-
GFRal-RET kompleksi ve c-kit reseptor-kokhiicre ligand kompleksinin parakrin etkisi
altinda Sertoli hiicreleri tarafindan SSC’lerin kendi kendini yenilemesi ve
farklilagmasi diizenlenmektedir. Tip A agik, Tip A koyu ve Tip B olmak iizere farkl
morfolojide ii¢ tip spermatogonyum c¢apinda biiyiik, yuvarlak bir ¢ekirdege sahip
diploid hiicrelerdir. Seminifer tiibiillerin bazal membranima bitisik ve iki Sertoli
hiicresinin olusturdugu sik1 baglantilarinaltinda yer alirlar (Mescher 2017; Ovalle ve

Nahirney 2014).

Tip A koyu hiicreler, koyu oval ¢ekirdege, bazofilik ve ince graniillii kromatine
sahiptirler. Mitotik olarak inaktif rezerv hiicreler olup hiicre dongiisiiniin GO fazinda
dinleme halindedirler. Puberteden itibaren mitotik olarak aktiftirler ve kaynagi
korumak i¢in ayni tipteki yani Tip A agik hiicreleri veya B tipi spermatogonyumlari
retirler. Tip B hiicreler, Tip A acik hiicrelerden farkli olarak koyu kromatine
sahiptirler. B tipi spermatogonyumlar bagarili mitotik boliinmelerle, seminifer
tiibiillerin ticte birlik orta bolgesinde bulunan ve en biiyiik germ hiicreleri olan primer
spermatositleri iiretirler (Cosgun ve Aras 1998). Spermatogonyal boliinmeler sirasinda
sitokinez olayinintam olarak tamamlamamasi sonucunda, her bir hiicre yaklasik 1 um
capinda sitoplazmik kopriiler araciliiyla birbirleriyle iletisim kurdugu bir sinsityum
olustururlar. Bu sinsityum sayesinde, iyonlar ve molekiiller bu hiicreler arasi
kopriilerden kolayca gectigi icin eszamanli olarak olgunlasirlar Kisacasi,
spermatogenezde senkronize bir hiicre donglisii mevcuttur (Dudek 2014; Gilbert

2000).
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4.1.3.4 Spermatosit Evresi

B tipi spermatogonyumlar S fazini yani DNA sentezini tamamlayarak G2 fazina
gegerler. Mitoz boliinme gergeklestirmeyip, birinci mayoz boliinmeyi baglatmak i¢in
adluminal bdlmeye ilerleyerek mayoz bolinmenin profaz evresine girerler. Primer
spermatositler 46 kromozom (44+XY) ve 4C DNA icerigine sahip biiylik diploid
hiicrelerdir. Spermotositler iki basarili mayotik hiicre boliinmesigegirirler. Seminifer
epitelyumun adluminal kompartimaninda yer aldig1 i¢in mayozbdliinmeler kan testis
bariyerinin i¢inde gergeklesir. Primer spermotositler sekonder spermotositleri
olusturmak i¢in, birinci mayoz boéliinmeye girerek rediiksiyon boliinmesi gegirirler.
Birinci mayoz boliinmenin sounuda, kromozom sayilart ve DNA miktarlar1 yariya
diiserek (22+X) ya da (22+Y) olan sekonder spermatositler olusur. Her bir sekonder
spermatosit artik iki adet haploid spermatidleri meydana getirir (Kierszenbaum ve Tres
2013; Mescher 2017). Kromozom sayilar1 6zetle, birinci mayoz bdliinmenin sonunda,
primer spermatositlerin 4C DNA miktar1 sekonder spermatositerde 2C’ye diiser. ikinci
mayoz bolinmenin sonunda 2C DNA miktar1 1C‘ye diiser. Seminifer
epitelyumundaen fazla bulunan hiicreler primer spermatositlerdir. Bu durum, birinci
mayoz boliinmenin giinlerce siirmesinden kaynaklidir. ikinci mayoz béliinme, birinci
mayoz bolinmeye gore cok kisa dakikalar icinde gerceklestiginden sekonder
spermatositleri kesitlerde gozlemlemek zordur. Profoz evresi leptoten (iki kardes
kromatitten olusan kromozomlar), zigoten (kromozomlarin eslesmesi), pakiten
(kromozomlarin kalinlagsmasi), diploten (eslesmis kromozomlarin ayrilmasi), diakinez
(birbirinden uzaklagan kromozomlar) asamalarindan olusur (Kierszenbaum ve Tres

2013).

Homolog kromozomlarin eslesmesini veya sinapsini kolaylagtirmak i¢in zigoten-
pakiten sirasinda sinaptonemal kompleks adinda icli bir yapinmn olusumu
gerceklesir. Sinaptonemal kompleks olusumu zigoten evresinde baslar ve pakiten
evresinde tamamlanir. Mayoz I profazinin en uzun asamasi olan pakiten evresinde
paternal ve maternal homolog kromozomlarin kardes olmayan kromatidleri arasinda
crossing over gergeklesir. Diploten evresinde krossing-over olayr son bulurken,
kromozomlarin arasinda tetrat olusumu gozlenir. Diakinez evresinde sinaptonemal

kompleksin dagilir ve mikrotiibiil ipligi gelismeye baglar. Profoz evresinin bitmesinin
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ardindan, metafaz evresinde kromozomlarin ekvatoral diizlemde siralandig1 goriiliir.
Anafaz evresinde ise kardes kromatidler rastgele zit kutuplara cekilerek mayoz
boliinme tamamlanir. Spermatidlerde genetik ¢esitlilik krossing over olay1 ve ayrica
anafazda homolog kromozomlarin karsilikli kutuplara rastgele ayrilmalari sonucu

olusmaktadir (Ross ve Pawlina 2011).

4.1.3.5 Spermatid Evresi

Spermatidler, sekonder spermatositlerin boliinmesi sonucu olusan 1C DNA igeren
haploid hiicrelerdir. Seminifer tiibiillerin yakininda, adluminal bolmede yer alirlarlar.
7-8 um ¢apinda olan spermatidler yogunlasmis kromatin bolgeleri igeren niikleuslara
sahiptirler. Bir ¢ift sentriole, mitokondri, serbest ribozom, SER ve iyi gelismis bir
Golgi kompleksine sahiptirler (Mescher 2017). Yuvarlak (erken) ve uzun (gec)
spermatidler olmak iizere iki farkli morfolojide bulunmaktadirlar. Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmasindaki nislere yerlesenler yuvarlak spermatidlerdir. Uzun veya geg
spermatidler, sertoli hiicrelerinin apikal sitoplazmasindaki derin invajinasyonlariyla
olusan kriptalara gdmiiliidiirler. Sertoli hiicrelerinin F-aktin i¢eren apikal ektoplazmik
bolgesi, uzama esnasinda spermatid basinin {ist {igte birinisarar ve kasilma kuvveti

olusturur (Kierszenbaum ve Tres 2013; Ovalle ve Nahirney 2014).
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tip A koyu hiicresi  spermatogonyum tip B
Spermatogomum spermatogonyum

Sekil 4.4. Seminifer Epitel (Ross ve Pawlina 2011)
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4.1.3.6 Spermiyogenez

Spermatidler spermiyogenez adi verilen bir siire¢ ile hareketli spermlere
doniisiirler. Spermatidler, akrozom gelisimi, manget gelisimi, flagella olusumu ve
cekirdegin uzamasi ve kromatinin yogunlagmasi gibi sirali bir sekilde morfolojik
degisime ugrarlar. Bu degisim asamalar1 golgi fazi, kep fazi, akrozom ve olgunlasma

faz1 olmak tizere 4 evreden olusmaktadir (Ross ve Pawlina 2011).

4.1.3.7. Olgun Spermin Yapisi

Spermin bas kisminin yapisi: Son asama olan spermiyasyon sonucuda olusan
olgun spermin boyutu yaklasik 60 um uzunlugundadir. Sperm bast 4. 5 um
uzunlugunda, 3 um genigliginde ve 1 um kalinligindadir. Sivri ve yass1 sekilli bag
kisminda, oositin korona radiata hiicrelerini ve zona pellucida tabakasini gegmesini
saglayan asit fosfataz, ndraminidaz, hiyaliironidaz ve proteaz hidrolitik enzimleri
iceren akrozom yer almaktadir. Niikkleusun 6n tigte ikilik boliimiinii saran akrozomdan
bu enzimlerin salinmasi olayma akrozomal reaksiyon adi verilmektedir (Dudek 2014;

Ross ve Pawlina 2011).

Spermin flagella yapisi: Boyun, orta parga, esas par¢a ve son par¢a olmak iizere
birbirinden fakli dort boliimden olugmaktadir. Bag ile boyun bolgesindeki flagellanin
geri kalanini olusturan dokuz dis yogun liflere tutunan baglant1 pargasini ve annulusa
kadar uzanir. Annulus spermin orta kismini ve ana parcaya baglayan, plazma zariin
altinda bulunan halka seklindeki bir yapidir. Hiicre iskelet proteinlerinden septin 4
proteini iceren annulus, spermiyogenez sirasinda, proteinleri flagellumun farkli
bolmelerine hapsederek diflizyon bariyeri olarak gorev almaktadir (Kwitny ve ark.

2010; Ross ve Pawlina 2011).

Orta parga, dokuz periferik ve iki merkezi mikrotiibiil ¢iftinden olusan aksonem
yapisindan, dokuz dis fibroz kiliftan ve spiral olarak diizenlenmis bir mitokondriyal
kilifindan olugmaktadir. Mitokondriler flagellanin hareketi i¢in gerekli olan enerjiyi
saglamaktadirlar. Esas par¢a yaklasik 40 um uzunlugunda olup, annulustan son
parcaya kadar uzanir. Esas parca, mitokonriyon igermeyen, fibroz bir kilifla ¢evrrili,

yedi adet dis yogun lifler ile aksonem yapisini igermektedir. Son parca flagellumun
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yaklasik son 5 urn'lik kismi olup sadece aksonem igermektedirve plazma zariyla

cevrilidir (Dudek 2014; Ross ve Pawlina 2011).
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Sekil 4.5. Spermatogenez asamalar1 (Ross ve Pawlina 2011)

4.1.3.8 Leydig hiicreleri

Intertisyel hiicreler olarak da bilinen Leydig hiicreleri, seminifer tiibiiller
arasindaki gevsek bag dokusu yapisindaki interstisyel alanda bulunan biiyiik,
eozinofilik sitoplazmali, yuvarlak ya da poligonal hiicreledir. Steroid sentezi yapan
hiicre karakterine sahip Leydig hiicreleri, bir ya da iki ¢ekirdek¢ik iceren merkezi
cekirdege, tiibiiler kristali mitokondriye, iyi gelismis bir Golgi kompleksine, bol
miktarda graniilsiiz endoplamik retikuluma ve tipik olarak bir¢ok lipid damlaciklarina
sahiptirler. Intertisyel alanda Leydig hiicreleri, zengin kilcal damarlar ve lenfatik
damarlar ile desteklenmektedir. Bu hiicrelerde, ayirt edici olarak lipofuskin pigmenri
ve cubuk sekilli fonksiyonlar: tam olarak bilinmeyen Reinke kristalleri bulunmaktadir.
Bu kristallerin hiicrenin bir protein iirlinii olan inkliizyonlar oldugu diisiiniilmektedir
ve refraktildirler (Ross ve Pawlina 2011). Reinke kristalleri yagla beraber daha belirgin

hale gelirler. Leydighiicreleri testosteron hormonu iireten endokrin hiicrelerdir. Bu
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hormonun salgilanmasi, hipofiz bezinden iiretilen Luteinize Edici Hormon [LH]
hormonuyla saglanir. Testesteronun Oncilil maddesi olan kolestroldiir. Plazmadaki
kolesterol hiicreye girdiginde, asetil koenzim A ile esterlenerek sitoplazmada lipit
damlaciklar1 olarak saklanir. Yag asitleri ise de diiz endoplazmik retikulumda
kolesterole cevirilir. Fazla lipit igeriginden kaynakli hiicrenin sitoplazmasi kopiiksii
bir goriiniime sahiptir. Kolesterol, steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) ile
lipit damlaciklarindan mitokondriye tasinir ve pregnenolon iiretilir. Pregnenolon ilk
olarak diiz endoplazmik retikulumdaki enzimlerile progesterona ve daha sonra da
testosterona dondistiiriiliir (Dudek 2014; Kierszenbaum 2006; Mescher 2017; Ovalle ve
Nahimey 2014). Ergenlikten sonra, siklik adenosin monofosfat (cAMP) aracili bir
mekanizmayla LH uyarilip, dihidrotestosteron Salfa-rediiktaz enzimi tarafindan
testosterona dondistiiriiliir. Testosteronun yaklasik %95'i Leydig hiicreleri tarafindan
sentezlenmektedir ve giinde 7 mg kadar testosteron {irettigi tahmin edilmektedir.
Sertoli hiicreleri tarafindan {iretilen ABP yiiksek testosteron konsantrasyonunu
siirdiiriilmesini saglar. Testesteronun hiicre zarindan difiizyonla gecisini artirmak i¢in
cok sayida mikrovillus igerirler (Kierszenbaum 2006; Mescher 2017; Ovalle ve
Nahirney 2014).

Fetal Leydig hiicreleri, gebeligin 8 ile 18’inci haftalar arasinda aktiftirler ve
ozellikle 18. haftada hiicreler baskin hale gelirek androjenlerin {iretimi saglarlar
gonadlarin normal gelisimi i¢in kritik dneme sahiptir. Androjen seviyeleri puberteye
kadar diisiik kalirken, puberte donemine gelindiginde LH'deki artigla androjen sentezi
aktive edilir. LH 1n yaninda, diger bir hormon olan prolaktin LH reseptoriiniin gen
ekspresyonunu diizenleyerek Leydig hiicrelerinin islevini diizenler. Prolakin
hormonun salinim seviyesi 6nemlidir. Asir1 prolaktinsalinimi androjen iiretimini ve
spermatogenezi azaltarak infertilteye ve erektil disfonksiyonuna sebep olabilir.
Pubertede, sperm iiretimi ve sekonder seks karakterlerinin gelisimi testeron
hormonunu salgilanmasiyla baslar. Yetiskinde ise, spermatogenezin, sekonder seks
karakterlerinin ve aksesuar cinsiyet bezlerinin hayat boyu saglikli bir sekilde
fonksiyonunu siirdiirebilmesi i¢in gereklidir (Kierszenbaum 2006; Ross ve Pawlina
2011). Leydig hiicrelerinden salinan testosteron Ozetle, kan-testis bariyerinin
devamliliginin siirdiiriilmesi, mayoz boliinmenin ilerlemesi ve tamamlanmast;

spermatidlerin Sertolihiicrelerine tutunmasi ve olgun spermatitlerin liimene salinmasi
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icin gereklidir (Kierszenbaum 2006).

4.1.3.9 Sertoli Hiicreleri

Sustenrakiiler hiicreler olarak da tanimlanan sertoli hiicreleri, seminifer tiibiiliin
epitelini olusturmak icin tiibiil duvarindan limene kadar uzanan tiim c¢ogalan ve
farklilagan spermatojenik hiicrelerle temas halinde olan hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri
bir¢ok fonksiyona sahip olan spermatogenik hiicreler arasinda bulunan destek
hiicreleridir. Puberteye kadar mitotik olarak dominant hiicre tipiyken, puberteden
sonra postmitotik hale gelerek seminifer tiibiil epitelindeki hiicrelerin yaklasik
%10’unu olustururlar. Sertoli hiicreleri komsu spermatogenik hiicreleri ¢evreleyen ve
apikal ve lateral uzantilara sahip, sinirlar giicliikle ayirt edilebilen uzun prizmatik
hiicrelerdir (Kierszenbaum 2006; Ross ve Pawlina 2011). Aktif hiicreler olan sertoli
hiicreleri, oval ya da tiggen sekilli 6kromatik niikleusa ve spermatogenik hiicrelerden
farkli olarak belirgin bir niikleolusasahiptir. Hiicrenin tabaninda, bazal membranin
izerinde yer alan niikleus 7-9 nm’lik bir filament kilifla sarilarak diger organellerden
ayrilir. Sertoli hiicreleri sitoplazmalariyaygin diiz endoplazmik retikulum, iyi gelismis
graniilii endoplazmik retikulum, ¢ok sayida tiibiiler tipte mitokondri, yaygin Golgi
aygitina, lipofuksin igeren lizozomlara ve ¢ok sayida lipid damlaciklarina sahiptir.
Ayrica, degisken sayida vezikiillere, glikojen graniillerine ve mikrotiibiil, aktin
mikrofilament, ara filament ve vimentindenzengin bir hiicre iskeleti igermektedir. Bu
sayede, spermatojenik hiicreler seminifer tiibiiliin ¢evresinden daha uzak ve liimene
yakin bir yere hareket edebilmektedirler. Spermlerin desteklenmesinde ve
beslenmesinde gorev alan bu hiicrelerin liimene bakan kisimlarinda spermatidlerin
yerlestigi kriptalar bulunmaktadir. Sertoli hiicrelerine 6zgii, niikleusa yakin konumda,
fusiform sekilli protein yapidaki Charcot-Bottcher adi verilen kristalloid inkliizyon
cisimcikleri goriilmektedir. Bu yapida, lipoprotein reseptdor (CLA-1) proteinlerinin
varligindan dolayr lipidlerin  kullaniminda rol oynadigr disiiniilmektedir

(Kierszenbaum ve Tres 2013; Ovalle ve Nahirney 2014; Ross ve Pawlina 2011).

4.1.3.10 Spermatogenezin Hormanal Kontrolii

Spermatogenez, negatif feedback mekanizmasi ile bir dizi endokrin ve parakrin
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yolaklar iizerinden etki eden hormonlar tarafindan kontrol edilir. Steroidogenik ve
spermatogenik aktivite i¢in, hipotalamustaki ndroendokrin hiicrelerden salgilanan
gonadotropin salgilatict hormon [GnRH] portal kan damarlar1 yoluyla adenohipofize
ulagir. GnRH testikiiler hormonlarin {iretimi i¢in adenohipofizden spermatogenezin
primer diizenleyecileri olarak gorev yapan LH ve FSH salinimini baglatir.
Adenohipofizden salinan diger bir hormon ise prolaktin hormonudur. Prolaktin
hormonu, LH ile ortaklasa ¢alisarak Leydig hiicrelerinin steroidogenik aktivitesinin
artmasin1 saglayan diger bir hormondur. Sertoli hiicreleri tarafindan da salgilanan
inhibininin hipofiz bezi lizerinde inhibe edici etkisi vardir ve ek FSH iiretiminibaskilar.
Asirt testosteron seviyeleri LH salinimini inhibe ederken, Sertoli hiicreleri tarafindan

salgilanan inhibin hormonu FSH salinimini inhibe eder.

Spermatogenetik hiicreler, ¢evresel kaynakli zararli maddelere ve genetik
faktorlere karsi hassastirlar. Spermatogenez siirecini olumsuz etkileyecek bir¢cok
faktore maruz kalinmasi sonucunda infertilite problemi ortaya ¢ikmaktadir. Yetersiz
beslenme, viral enfeksiyonlar, metabolik hastaliklar, steroid hormonlar, toksik ajanlar
ve radyasyon negatif etkili faktorlerdendir. Ozellikle, mitotik olarak aktif olan
spermatogenetik hiicreler, boliinmeyen sertoli hiicreleri ve daha az aktif olan leydig
hiicrelerine kiyasla bu faktorlerden daha fazla etkilenmektedirler (Dudek 2014; Ross
ve Pawlina 2011; Widmaier ve ark. 2008).

4.1.3.11 Testis ici Genital Kanallar

Seminifer tiibiillerden salinan spermler ve sivilar, testisleri tistteki epididimise
baglayan intertestikiiler kanallardan gecerek tasinirlar. Mediastunum testis i¢indeki
(duktuli efferentes) bosaltim kanallarini olusturmaktadir. Her bir seminifer tiibiil uzun

olmas1 nedeniyle kendi iizerine katlanarak halka sekline kivrimli bir yap1 haline gelir.

Bu halka seklindeki yapinin uglart mediastinum bolgesine yakindir ve burada
seminifer tiibiiller diiz tiibiillerde sonlanir. Diiz tiibiiller spermatojenik hiicreler
icermeyen ve sadece sertoli hiicrelerinden olusan basit kiibik veya algak prizmatik
epitelle ¢evirili kisa dar kanallardir (Ross ve Pawlina 2011). Rete testis, basit yassi-

kiibik ya da algak prizmatige degisen epitelle ¢evrili bir tiibiil agidir. Sperm, rete
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testisten epididimisin bag kismina ileten yaklasik 10- 20 kisa tiibiilden olusan efferent
kanallara (ductuli efferentes) girer. Ductuli efferentes rete testisi epididimin duktus
epididimisine baglanir. Duktuli efferentes yakininda rete testis daha genistir. Duktuli
efferentes diizyapida olup, epididimisin bas kismina yaklastig1 noktada kivrimli bir
yap1 haline gelir. Ductuli efferentes epiteli daha kisa kiibik hiicreler ve daha uzun
prizmatik hiicreler olmak tizere iki farkli hiicre grubundan olusan yalanci ¢ok katl
prizmatik epitelle doselidir. Farkli hiicre ytlikseklikleri nedeniyle, duktuli efferentesin
limeni diizensiz bir yapidadir. Spermlerin epididimise transportunda goérevli uzun
hiicreler silya igerirken, sertoli hiicreleri tarafindan {iretilen testis sivismninin geri
emilimi i¢in kiibik hiicreler mikrovillus igcermektedir. Ayrica epitelde bazal hiicreler
olan kok hiicreler bulunmaktadir. Duktuli efferentesin geperi, bazal membranin altinda
yer alanince sirkiiler bir diiz kas tabakasiyla cevrilidir ve kanallarda ilk burada kas
tabakas1 goriilmektedir. Sperm transportunu saglayan silyali hiicreler ile bu tiibiilleri
cevreleyenkas tabakasinin kontraksiyonu da bu siirece yardimci olmaktadir. Bu kas
tabakasi daginik halde bulunan elastik liflerle desteklenmistir. Hiicrelerin apikal
kisminda endositotik fonksiyonunun bir belirteci olarak invajinasyonlar yogun
cisimcikler,lizozomlar ve pinositik vezikiillerden zengindir (Dudek 2014; Ross ve

Pawlina 2011).

4.1.3.12 Genital Bosaltim Kanallar

Spermlerin penise kadar iletimini saglayan intertestikiiler kanallar epididimis,
duktus deferens (vas deferens) ve iiretradir. Epididimis, testisi saran hilal sekilli bir
yapt1 olup bas, govde ve kuyruk olmak tizere 3 boliimden olusur. Bag dokusu ile ¢evrili
uzun kivrik bir tiibiil olan duktus epididimis ile duktuli efferentes birlikte yaklagik 4-
6 m uzunlugunda epididimisi olusturur. Peristaltik kasilmalara ugrayan ve spermin vas
deferens'e dogru taginmasina yardimci olan dairesel diiz kas tabakasi, bag dokusu ve
damarlarla ¢evrilidir. Duktuli efferentes epididimsin bas kismini, duktus epididimis ise
govde ve kuyruk kismimi olusturmaktadir. Epididimisin goérevi, spermin gegici
depolanmasini ve daha fazla olgunlasmasini saglamaktir (Dudek 2014; Ross ve
Pawlina 2011). Bazal lamina tarafindan ¢evrelenen esas ve bazal hiicreler olmak {izere
iki hiicre tipini igeren yalancigok katli epitele sahiptir. Bazal hiicreler, farklilasmamis
yuvarlak kok hiicreler olup esas hiicrelerin onciilleridir. Esas hiicrelerin yiiksekligi

epididimis boyunca degiskenlik gostermektedir. Bas kisminda kuyruk kismina kiyasla
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neredeyse iki kat daha uzun olan prizmatik hiicrelerdir. Duktuli efferentes'de
emilmeyen testis sivisiningeri emiliminden sorumlu olan esas hiicreler, iglevselligine
uygun olarak apikal yiizeylerinde hareketsiz uzun ve dalli mikrovilluslar olan
stereosilyumlara sahiptirler. Hiicrenin yiiksekli§ azaldik¢a buna uyumlu olarak
streosilyumlarinda uzunlugu azalmaktadir. Bu hiicreler, yaygin bir Golgi kompleksine,
nukleusun yakininda ¢ok sayida RER, lizozomlara, birgok apikal pinositotik ve kapl
vezikiillere veinvaginasyonlara sahiptir. Epididimdeki esas hiicrelerin diger gorevi,
tiibiillerde Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilmeyen artik cisimleri, anormal veya
dejenere olan sperm hiicrelerini ortadan kaldirmaktir. Ayrica epitel i¢cinde halo

hiicreleri olarakadlandirilan lenfositler yer almaktadir.

Spermler epididimise girdiginde hareketsizdirler ve ayrica bir oositi fertilize etme
yetenegine de sahip degillerdir. Epididimise ulagtiktan yaklasik bir hafta sonra duktus
epididimisten gecerken hareket yetenegi kazanirlar. Bu hiicreler, ayrica spermin disi
iireme sistemine ulasincaya kadar spermin kapasitasyonunu engelleyen ylizey-iligkili
dekapasitasyon faktoriinii salgilarlar. Dekapasite olan bir spermin oositifertilize etme
yetenegini yoktur. Kapasitasyon ancak sperm disi lireme sistemi girdiginde, dis
akrozomal membrandaki yiizey-iliskili dekapasitasyon faktoriiniin uzaklagmasi
sonucu gerceklesir. Epididimisteki spermler olgunlagsma siirecindeyken diger
degisimler nukleustaki DNA’nin yogunlagsmasi, spermin bas kisminin ve

sitoplazmasinin azalmasidir (Dudek 2014; Eroschenko 2008; Ross ve Pawlina 2011).

Epidimiste spermin hareketiligi, protein kinazlarin ve protein fosfatazlarin
tizerinden diizenlemektedir. Bu protein fosforilasyonun aktivitesi hiicre i¢i adenozin
monofosfat (cAMP), kalsiyum 1iyon diizeyinden ve pH degisimlerinden
etkilenmektedir. Spermler ozellikle epididimisin kuyruk kisminda depolanir ve
bosaltim kanallarinda birka¢ hafta canliligini koruyabilirler. Disi lireme sistemine
girdiklerinde ise bu siire¢ sadece 2-3 giin kadardir. Epididimis bag kisminin tamami ve
govde kisminin biiyiik cogunlugu ince sirkiiler diiz kas tabakasiyla cevrilidir.
Fonksiyonuyla dogru orantili olarak, spermlerin depolanma yeri olan kuyruk bdlgesin
tabakali hale gelmektedir. Bu bolgede peristaltik kasilmalar nadir gozlemlenir ve
ndranal uyarim sonucunda spermler buradan giiclii kasilmalarla vas deferense iletilir

(Ross ve Pawlina 2011).
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Duktus (vas) deferens, uzunlamasina mukoza kivrimlari igeren ince bir mukoza,
kalin bir muskularis tabakasi ve bir adventisya tabakasindan olusan bosaltim kanalinin
en uzun parcasidir. Duktus deferens, {i¢ tabakali kalin bir kas duvarina sahiptir. Kas
tabakalari, icte ve dista ince longitudinual, ortada kalin dairesel olarak diizenlenim
gosteren kas tabakasindan olusmaktadir. Liimeni dar ve diizensiz olan duktus deferens
duktus epididimise benzer sekilde sterosilyali yalanci ¢ok katl epitelile kaplidir, ancak
epitelin yiiksekligi biraz daha alg¢aktir. Ince lamina propria kollajenliflerinden ve ince
bir elastik lif agindan olusur. Duktusun adventiyasi spermatik kordun bag dokusu ile
birleserek inguinal kanalin i¢inden gecip abdomene ulasir. Duktusun terminal kismi1
mesane seviyesinde genisleyerek ampullay1 olusturur. Duktus deferensin ampullasi
duktus deferensin mukoza yapisindan farklidir. Ampullaliimeni, duktus deferensin
limeninden daha biiyiiktiir. Mukozay1 ¢evreleyen kastabakasina uzanan ¢ok sayida
diizensiz, dallanmig mukozal kivrimlar ve derin glandiiler divertikiil yapisindan olusan
basit prizmatik veya kiibik epiteldir. Duktus deferensin ampullasi mesanenin arkasinda
vezikiila seminalisin kisa bosaltim kanali ile birleserek ejakiilatuar kanali olusturur.
Daha sonra, ejakiilatuar kanal prostat bezinin iginden gecerek tiretraya acilir (Dudek

2014; Eroschenko 2008; Ross ve Pawlina 2011).

4.1.3.13 Yardimci Genital Bezler

Erkek tireme sisteminin aksesuar bir ¢ift seminal vezikiil, bir ¢ift bulboiiretral bez
ve tek bir prostat bezinden olusur. Gorevleri, spermleri igeren semen sivisinin
iretimidir. Seminal vezikiillerin glandiiler epiteli yalanci ¢ok kath epitel-algak
prizmatik veya kiibik olmak iizere testosteron diizeylerine bagli olarak degiskenlik
gosterir. Lamina propria, genis primer ve daha dar olan sekonder kivrimlardan
olusmaktadir. Her seminal vezikiiliin bosaltim kanali, duktusun ampullasina birleserek
ejakiilator kanali olusturur. Ejakiilator kanal prostat bezinden gegerek prostatik
iiretraya ac¢ilir. Mukozanin karmasik katlanmasi nedeniyle net ayirt edilemeyen icte
dairesel ve dista longitidunal diiz kas tabakasmna sahiptir. Ince fibroelastik bag
dokusundan adventisya muskularis tabakasini ¢evreler. Seminal vezikiiller, spermi
viskoz bir s1v1 salgilar ve bu s1v1 insan ejakiilatinin yaklasik %70'ini olusturur (Dudek

2014; Eroschenko 2008; Ross ve Pawlina 2011).
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Bezlerin en biiyiigii olan prostat bezi fibroelastik kapsiille ¢evrili olup, kapsiiliin
olusturdugu septalar ile lobiillere ayrilmistir. Igerigini bosaltim kanallariyla prostatik
iiretraya bosaltan bezin parankimasi, boyutu ve sekli degisen 30-50 adet dallanmig
tubuloalveoler prostatik bezden olusur. Bezler iiretranin etrafinda periiiretralmukozal,
periiiretral submukozal ve esas tabaka olmak iizere {i¢ tabaka seklinde diizenlenmistir.
Bag doku ve diiz kas hiicrelerini i¢ceren zengin fibromiiskiiler stroma ile karakterizedir.
Genellikle agik boyanmig basit prizmatik veya yalanci prizmatik hiicrelerle c¢evrili
limen, bag dokusu kivrimlarindan dolay1 diizensiz ve genistir. Bazibolgelerde epitel
degiskenlik gosterir ve liimen yass1 veya kiibik epitelle ¢evrilidir. Kanallarin terminal
kisimlarinda epitel genellikle prizmatiktir ve hiicreler iiretraya girmeden daha koyu
boyanmustir. Liimende glikoprotein ve ayni zamanda yash bireylerde bez salgilarinin
kalsifiye olmasiyla olusan prostatik taslar (corpora amilasea) igermektedir [3, 22, 34].
Prostat bezi, su, sitrik asit, Prostatik asit fosfataz [PAF] enzimlerini, kalsiyum ve ¢inko
minerallerini, seminaplazmin, fosfolipidler, prostaglandinler, fibrinojen ve prostat
spesifik antijen [PSA] gibi icerik bakimindan zengin bazik bir s1v1 salgilar. icerdigi bu
maddeler ile osmotik dengenin saglanmasini,bakteriostatik islevde ve 6zellikle PAF ve
PSA kanser belirtecinde kullanilmaktadir. Ayrica, fibrinojen pihti olusturarak serviks
ve vajinanin derin kismimda semenin tutunmasina yardimci olmaktadir (Mescher

2017).

Bulboliretral bezler ya da Cowper bezleri, membrandz iiretraya bitisik 3-5 pm
capindaki tiibiiloalveoler bezlerdir. Berrak renkte mukus benzeri salgi iiretirler ve
salgilarin1t membrandz iiretranin liimenine bosaltirlar. Tek katli kiibik ya da prizmatik
epitele sahiptirler. Diiz ve iskelet kasi igeren fibroelastik bir kapsiil ile ¢evrilidirler.
Kanallar1 penil iiretranin proksimal kismina girerek burada salgisiyla kayganlastirici

bir gérev yaparlar (Dudek 2014; Mescher 2017).

Penis, endotel ile kapli vaskiiler bosluklardan olusur. Erektil corpora cavernosa
dorsal tarafta ve korpus spongiosum ventral tarafta bulunur. Tunica albuginea erektil

cisimleri ¢evrelemektedir.
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4.1.4 Epididimis

Kivrimli bir tiip yapisinda olan epididimis yaklagsik olarak boyu 4 ile 5 cm arasinda
farklilik gosteren duktus efferentes ile duktus deffentes arasinda 6nemli bir baglanti
noktasidir (Robaire ve ark., 2000). Epididimisin {i¢ ana fonksiyonu; spermin
olgunlagmasi, hareket kazanmasi ve déllenme kabiliyetinin saglanmasidir (Robaire ve

ark., 2000).

Erigkin bir epididiminin ana islevi, dollenmenin gelisimini ve siirdiiriilmesini
destekleyen siirekli degisen bir ¢evresel ortama maruz kaldiklari i¢in spermlerin kanal

boyunca hareket etmesi i¢in gerekli kosullar1 saglamaktir. (Robaire ve ark., 2000).

Dorsal arter ve derin arterler erektil cisimlere kan saglar (Eroschenko 2008).
Benoit tarafindan epididimis ilk kez 4 anatomik kisima ayrilarak; ilk segment, bas
(kaput), govde (korpus), kuyruk (kauda) olarak adlandirilmistir (Benoit, 1926). Kalin
bir kas katmana ile ¢evrelenen ve diiz bir tiip seklinde olan vas deferens, epididimisin

uzantisidir (Turner ve ark.,1990).

4.1.4.1 Epididimis Histolojisi

Duktus epididimis, bag dokusu ile ince diiz kas katmani tarafindan ¢evrilmis olup
uzun ve kivrimli bir tiibiildiir. Epiteli, yalanci ¢ok katli prizmatik yapis1 gostermektedir

ve bazi kisimlar1 olgun sperm yapisi igerir (Robaire ve Hermo, 1988).

Epididimis farkli Ozelliklere sahip epitel hiicreleri igermektedir. Bunlardan
bazilar1 kanal boyunca yer alirken digerleri ise belirli 6zel bolgelerde bulunurlar
(Benoit, 1926). Bu hiicre tipleri belirli bolgelerde bulunurlar ayrica bolgesel
farkliliklar da dahil olmak tizere benzer yapisal 6zellikleri ve fonksiyonlar1 paylagirlar
(Yeung ve ark., 1991; Kirchhoff, 1999). Epididimis 5 farkli hiicre yapisina sahiptir.
Bunlar; esas hiicre epididimisin sahip oldugu hiicre tiplerinden esas hiicreler protein
salgilanmasinin yaninda emiliminden, seffaf ve apikal hiicreler endositozundan, halo

hiicreleri  bagisikliktan ve bazal hiicreler ise antioksidanlarin iiretiminden
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sorumludurlar (Robaire ve ark., 2000; Franga ve ark., 2005).

Esas hiicreler; tiim memelilerin epididimisindeki baslica hiicre tipine verilen
adlandirmadir. Bu hiicreler tiim kanal boyunca yer alirlar, fakat her bolgede yapisal

farkliliklar gosterirler (Hamilton, 1975; Robaire ve Hermo,1988).

Bu hiicrelerin en dikkat ¢ekici 6zellikleri; gelismis salgi, endositik mekanizma ve
bazal kisminda siralanmis olan ¢ekirdekleridir. Esas hiicreler, incelenen bolgeye bagli
olarak epididmisin toplam epitel hiicre populasyonunun yaklasik olarak %65 ile
%80’ini olustururlar (Trasler ve ark., 1988). Yap1 ve islevleri farkli bolgeler arasinda
onemli Olciide degisiklik gosterir (Hamilton, 1975; Robaire ve ark.,1988; Hermo ve
ark., 1994).

Bazal hiicreler, bugiine kadar incelenen insanda dahil olmak tizere tiim tiirlerde
bulunur (Hamilton, 1975; Robaire ve ark., 1988). Hemosferik goriiniimiinlerinde, bazal
memnrana yapisiktirlar ve dogrudan kanalin limenine erisemezler (Veri ve ark.,
1993). Bazal hiicreler, epididimis tiibiillerin ¢evresini bilyiik dl¢lide ¢evreleyen ana
yar1 kiiresel hiicre gdvdesinden temel zar boyunca uzanan ince hiicrelerdir (Veri ve

ark., 1993).

Apikal hiicreler; esas olarak ilk segment ve ara bolgenin epitelinde bulunur (Serre
ve Robaire, 1998). Bu hiicrelerin liimendeki maddeleri endositoz yapma yetenekleri

disinda spesifik islevleri hakkinda ¢ok az bilgi bilinmektedir (Adamali ve ark., 1999).

Seffaf hiicreler, biiyiik ve aktif endositik hiicrelerdir. Insanlarda dahil olmak {izere
bir¢ok tiirde epididimisin kaput, korpus ve kauda boélgelerinde bulunur (Hamilton,
1975; Cooper 1986; Robaire ve Hermo, 1988). Bu hiicrelerin apikal bolgesinde ¢cok
sayida kesecik, endozom, multivaskiiler cisim ve lizozomabulunur. Bazal bolgelerinde
ise ¢cekirdek ve farkli miktarlarda lipit damlaciklari iceirirler Abou-Haila ve ark., 1984;
Hermo ve ark., 1988; Robaire ve Hermo, 1988). Seffaf hiicrelerde endositik aktivite

ozellikle epididimisin kauda kisminda esas hiicrelere gore ¢ok daha yiiksektir (Moore
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ve Bedford, 1979; Hermo ve ark., 1988). Seffaf hiicreler ¢ogunlukla spermler
tarafindan kanaldan gecerken salinimi gerceklesen sitoplazmik damlaciklarin igerigini

alirlar (Robaire ve Hermo, 1988; Hermo ve ark., 1988).

Halo hiicreler kiigiik hiicrelerdir ve epididimis epitelinde bulunan seffaf
sitoplazmanin dar kisminda yer alirlar. Bu hiicreler genellikle epitel tabaninda
bulunurlar ancak bazal membranla temas etmezler ayrica farkli sayilarda yogun
cekirdek graniilleri vardir (Robaire ve Hermo, 1988). Halo hiicreleri lenfositler veya
monositler olarak tanimlanir. Bu iki hiicre tipinin hem boyutlar1 hemde ¢ekirdek
morfolojilerindeki benzerlikten dolay1 151k mikroskobunda ayirt edilmesi zordur (Reid
ve Cleland, 1957; Hamilton, 1972; Robaire ve Hermo,1988; Flickinger ve ark., 1997;).
Erigkin hayvanlarda halo hiicreleri yardimci T lenfositleri, sitotoksik T lenfositleri ve

monositleri igerirler ancak B lenfositlerini icermez (Serre ve Robaire, 1998).

4.2 Diabetes Mellitus Tanimi

Diabetes mellitus [DM], pankreastaki B hiicrelerinin tahribat1 sonucunda, tam ya
da kismu olarak yetersiz insiilin saliniminin eslik ettigi hiperglisemi ve glukagon
yiiksekligi ile karakterize, akut metabolik ve kronik dejeneratif komplikasyonlara
neden olan bir sendromdur. Insiilin hormonunun yetersizliginde veya tamamen
yoklugunda ana enerji kaynagi olan glikozun hiicre i¢ine girisi ger¢eklesemez ve buna
bagli olarak kan dolagiminda yiiksek glikoz seviyesine neden olmaktadir (Gavin ve

ark. 2003; Maurya ve ark. 2019).

4.2.1 Diabetes Mellitusun Epidemiyolojisi ve Prevalansi

1980'den beri, kiiresel DM prevalansina iligkin yapilan tahminlerin istiinde
diyabet hastalig1 tanis1 konmaktadir. Bu yiizden giiniimiizde DM diinyada gittik¢e
artan ciddi bir saglik sorunu haline gelmektedir. Prevalanst bazi iilkelerde
dengeleniyor olsa da higbir iilkede Onemli 6l¢iide azalmamaktadir. Diyabet icin
tahmini kiiresel saglik harcamalarinin 2003'ten bu yana ii¢ kattan fazla arttig

gozlenmektedir (Giimiis ve ark 2020; Wang ve ark. 2018).
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4.2.2 Diabetes Mellitusun ve Prediyabetin Tanis1

Klasik semptomlart olan bir hastada teshis i¢in plazma glikozunun o6l¢iimii
yeterlidir. American Diabetes Association (ADA) 2021 Standartlarina gore
belirlenmektedir. Kesin hipergliseminin yoklugunda, teshis aynit numuneden veya iki
ayr1 test numunesinden iki anormal test sonucunu gerektirir (American Diabetes

Association (ADA) 2021).

4.2.2.1 Prediyabet Tanis1

Kan sekeri diizeyi normalden yiiksek olmasina ragmen diyabet tanis1 koymaya
yeterli yiikseklikte olmayan bireyler prediyabetik olarak tanimlanir. Prediyabet tanisi
alan bireyler Tip 2 diyabete adaydir ve genellikle 10 yil i¢inde diyabetin gelistigi
saptanmigtir. Prediyabetli bireylerde kardiyovaskiiler hastalik riskinormal bir bireye
gore 1,5 kat fazlayken, bu deger diyabetli bireylerde 2-4 kat fazladir (Khan ve ark.
2019).

4.2.3 Diabetes Mellitusun Siniflandirilmasi

Diyabet etiyolojik siniflandirilmas: dort genel kategoride incelenmektedir.

1. Tip I diyabet
2. Immunolojik
3. ldiopatik
4. Tip 2 diyabet
Diger nedenlere bagh spesifik diyabet tiirleri
Insiilin etkisinde genetik kusurlar
Ekzokrin pankreas hastaliklar
Endokrinopatiler
Ilag veya kimyasal kaynakli
Enfeksiyonlar
Gestasyonel diabetes mellitus (American Diabetes Association (ADA) 2021).
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4.2.4 Diabetes Mellitusun Semptomlar1 ve Komplikasyonlari

Dokularin insiiline duyarliliginin azalmasia bagli olarak; karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmast bozulmakta ve bu durum ileri donemde akut ve kronik
komplikasyonlara sebep olmaktadir. Diyabetin kronik hiperglisemisi, c¢esitli

organlarda islev bozukluguna ve yetmezlige sebep olmaktadir.

Diyabetin akut komplikasyonlar1 ketoasidozlu hiperglisemi, ketotik olmayan
hiperosmolar sendrom, hipoglisemi ve laktik asidozdur (Gavin ve ark. 2003; Okur
ve ark. 2017). Tip 1 diyabette semptomlar ¢ogunlukla hizla ilerlerlerken, tip 2
diyabette ¢ok daha yavas ilerler. Buyiizden hastalik tanisi yillar sonra konabilir

(Glimiis ve ark. 2020).

4.2.5 Streptoptozotosin ile Diyabet Olusturma Mekanizmasi

Deney hayvanlarinda deneysel diyabet olusumu kimyasal ajanlar, cerrahi, spontan
veya virlis kullanilarak yapilabilir. Streptozotosin [STZ] gibi toksik kimyasallarin
uygulanmastyla pankreastaki adacik hiicreleri hasara ugratilarak hiperglisemi modeli
olusturulmaktadir. Streptozotosin yaninda, allokson, vacor, ditizon, 8-hidroksikinolon
gibi kimyasal ajanlarin intraperitoneal, subkutan ve intravendz uygulamalar ile
diyabet modeli olusturulmaktadir. STZ duyarlilig1 artirmak i¢in 8-12 saat agliktan
sonra, tek bir yliksek doz veya birden fazla diisiik doz seklinde pH 4.5 olan bir sitrat
tamponunda ¢ozdiiriilerek uygulanabilir. Tek seferde yiiksek doz verilen STZ
uygulamasinda, farelerde 100-200 mg/kg, sicanlarda ise 35-65 mg/kg’nin diyabete
neden oldugu goriilmistiir. Coklu diisiik dozlar giinde 20 ila 40 mg / kg arasinda 5 giin
boyunca verilebilir (Dagasan ve Erbag 2021).

4.2.6 Diyabet ve Infertilite Tliskisi

Glikoz metabolizmasi spermatogenezde 6nemli bir faktdr olup, yapilan klinik ve
deneysel ¢aligmalarda, testis biyopsilerinde spermatogenez siirecinde histolojik
degisiklikler izlenmistir. Diyabetin sperm iizerindeki baglica komplikasyonlari,

seminal sivida artan reaktif oksijen radikal (ROS) tiretimine bagl oksidatif stres,
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lipoperoksidasyon, sperm DNA’smin onarimindaki genlerin ekspresyonunun
etkilenmesiyle olusan DNA fragmantasyonu, mitokondriyal DNA delesyonu, erektil
disfonksiyon, azalmis sperm sayist ve hareketliligi sayilabilir (Condorelli ve ark.

2018).

Insiilin eksikligi, leydig hiicre fonksiyonunu, testosteron iiretimini, FSH'deki
diisiis nedeniyle sperm iiretimini ve fertilizasyon oranini azalmaktadir. Bu durum,
erkek germ hiicre hatt1 yoluyla birden fazla nesile gecerek diyabet riskini artirabilir

(Ding ve ark. 2015).

4.2.7 Diyabetik Testiste Glikoz Metabolizmasinin Molekiiler Temeli

Spermatogenezin devamlilig1 glikoz metabolizmasina bagli olup, glikoz ve diger
metabolik ara iriinlerin kandan germ hiicrelere taginmasi kan-testis bariyerindeki
[KTB] sertoli hiicreleri tarafindan kontrol edilir. Testis boyutuyla sayilar1 degiskenlik
gosteren sertoli hiireleri germ hiicrelerinin gelisimi icin gerekli olan metabolik
onciilerin iiretiminden sorumludur. Ozellikle, sertoli hiicreleri pakiten spermatositler
ve yuvarlak spermatitler tarafindan kullanilan yiiksek oranda laktat iiretirler ve bunu
iiretmek i¢in de harici glikozu kullanirlar. Sertoli hiicrelerinde glikoz tasiyicilarindan
[GLUTs] GLUT1 ve GLUT3 izoformlar1 tanimlanmistir. Bu tagiyicilarin hormonlar,
sitokinler veya biiylime faktorlerine duyarlt oldugu ve glukoz tasinimini diizenledigi
gosterilmistir. Tasiyicilarla alinan glukoz piruvata oksitlenir ve NADH'in oksidasyonu
ile laktat dehidrojenaz [LDH] ile laktata indirgenir. Laktat, monokarboksilat tasiyicisi
4 [MCT4] ile germ hiicreleri tarafindan kullanilmak {izere intratubular siviya aktarilir.
Sertoli ve germ hiicreleri, glikoz alimi1 ve laktat iiretimine bagli olan bir metabolik i

birligine sahiptirler (Alves ve ark. 2013; Rato ve ark. 2015).

4.3 Hiicresel Tedaviler

4.3.1 Kok Hiicre Tanimi ve Cesitleri

Kok hiicreler, ¢ok hiicreli organizmalarda, farkli hiicrelere farklilagma yetkinligi

(potensi), klon olusturma yetenegi (klonite) ve mitotik hiicre boliinmesi yoluyla
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kendini yenileme yetenegine sahip hiicrelerdir (Weissman 2000, Can 2014). Kok
hiicreler, mikrogevre ve hiicre i¢inden aldiklar1 sinyal yolaklarindan dolayidinlenme
evresinde kalabilir, kendini yenileyebilir ya da farklilagma gosterebilirler. Hiicre
icinde Oct4, Sox2, Nanog gibi transkripsiyon faktorleri ve LIF-STAT, MAP- ERK,
PI3K ve Wnt gibi sinyal yolaklari rol oynamaktadir (Oren 2019).

Kok hiicreler, beyin, kemik, kas, sinir, kan ve diger organlarin gelisiminde,
yenilenmesinde ve onariminda 6nemli rol oynarlar. Kok hiicreler, farkli hiicre tiplerine
farklilagsma potansiyellerine gore, totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve

unipotent olmak tizere 5 tipe ayrilmaktadir (Kalra ve Tomar 2014).

Kok hiticreler, farkli birden fazla kaynaktan elde edilebilirler. Orjinlerine veya
lokasyonlarina gore iki kategoride siniflandirilmaktadir. Embriyonik ve embriyonik
olmayan kok hiicreler olarak iki temel gruba ayrilmaktadirlar. Dokuya 6zgii kok
hiicreler olarak da adlandirilan yetiskin kok hiicreler, embriyonik kok hiicrelerdir (Can

2008).

Embriyonik kok hiicreler [EKH], implantasyon oncesi blastosistin i¢ hiicre
toplulugundan elde edilmektedirler. Bu hiicreler, pluripotent karakterde olduklarindan
dolayr hizli ¢ogalma ve farklilagma kapasiteleri bulunmakta olup, siiresiz olarak
cogalabilme yetenegindedirler. Bu agsamada embriyonik germ hiicreleriyle ayni

ozelliklere sahiptirler (Gaskell ve ark. 2016).

Kemirgenler, primatlar ve insanlardan elde edilen embriyonik kok hiicreler, farkli
besleyici tabakalarda kiiltiire edildiklerinde embriyoid cisimcik denilen kiiresel
agregatlar1 olustururlar. Bu kiiresel yapilar, her ii¢ germ tabakasinin da tiirevlerinden

olusmaktadir (Bishop ve ark. 2002).

Yetiskin kok hiicreler multipotent hiicre yapisindadir ayrica doku kaybinda veya
hasarinda polifere olarak hiicrelerin yenilenmesinden sorumludur. Bu hiicreler nis
olarak adlandirilan 6zel bir vaskiiler mikrogevrede bulunurlar. Bu mikrogevrenin
hiicrelerin  biiylimesini ve gelisimini diizenlenmesinde etkisi bulunmaktadir.

Yogunlukla kemik iligi, kan, yag dokusu, deriden izole edilirler. Hematopoietik kdk
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hiicreler ve MKH’ler yetiskin kok hiicrelerdir ve doku homeostazinin
siirdiiriilmesinde 6nemli rol oynarlar (Gavrilov ve Landry 2011; Hansen ve Inselman

2011; Los ve ark. 2018).

Hematopoietik kok hiicreler [HKE] ve MKH’ler i¢in kemik iligi temel kaynaktir.
HKE’ler genellikle CD34, CD45 ve CD14 hiicre ylizeyi antijeninin eksprese ederler.
Hematolojik bozukluklarda kemik 1iligi transplantasyonu ic¢in klinik olarak

kullanilmaktadir (Chamberlain ve ark. 2007; Gavrilov ve Landry 2011).

Mezenkimal kok hiicreler [MKH] terapotik uygulamalar i¢in umut verici bir
kaynak olan hematopoietik olmayan kok hiicre popiilasyonudur. Bu hiicreler
Friedenstein ve arkadaslari tarafindan, ilk olarak 130 y1l 6nce kemik iliginde yapisik,
ig sekilli hiicreler seklinde fibroblast benzeri bir populasyon olarak tanimlanmistir.
Daha sonra, yag dokusu, deri, akciger, sinoviyal membran, dis pulpasi, nazal mukoza,
anne siitli, kas, periosteum, periferik kan, endometriyal ve menstriiel kan, umblikal
kord, beyin, dalak, karaciger, bobrek, timus ve pankreas gibi diger yetiskin dokulardan
da izole edilmiglerdir. MKH’ler osteoblastlar, adipositler ve kondrositler dahil olmak
tizere hiicre hatlarina doniisebilirler. Giiniimiizde en ¢ok kemik iligi ve subkutan yag
dokusu mezenkimal kok hiicre kaynagi olarak tercih edilir (Hu ve ark. 2018; Keshtkar
ve ark. 2018; Vizoso ve ark. 2017).

MKH’lerin Kkarakterizasyonu icin gerekli olan minimal Kriterler su

sekildedir:
Standart kiiltiir kosullarinda muhafaza edildiklerinde plastige yapigmalidir.

CD45, CD34, CD14 hematopoietik belirte¢lerinden ve CD11b, CD79a, CD19,
HLA-DR, CD86, CD3I(PECAM-1), CDI18, CD56 yiizey molekiillerinin
ekspresyonundan yoksun olmalidirlar. Bu belirtegler MKH’lerin negatif belirtecleridir.
Farelerde ise Sca-1, CD29, CD44 ve CD105insanlarda, Stro-1, CD29, CD44, CD73,
CD90 (Thy-1), CD105, CD146 ve SSEA4, CD106 (VCAM-1) ve ICAM -1, MKH’ler
icin pozitif belirteglerdir. In vitro olarak osteoblastlara, adipositlere ve kondroblastlara

farklilagmasi gerekir (Chamberlain ve ark. 2007; Huve ark. 2018).

Adipoz Kaynaklt Mezenkimal Kok Hiicreler [AKMKH] ilk olarak 2001°de yag

dokusundaki MKH’ler olarak tanimlanmistir. Adipoz dokusundan tiiretilen kok
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hiicreler i¢in adipozdan tiiretilmis stromal hiicreler, islenmis lipoaspire hiicreler,
adipozdan tiiretilmis MKH’ler, adipozdan tiiretilmis yetiskin kok hiicreler gibi farkl
terimler kullanilmistir. 2004 yilinda adipozdan tiiretilen kok hiicreler terimi kabul
goérmiistiir. Karin, uyluk ve kolun deri alt1 yag dokusundan kolayca izole edilebilirler

(Tsuji 2014).

2006 yilinda, Uluslararas1 Hiicresel Terapi Dernegi [ISCT], AKMKH’ler
tanimlamak i¢cin CD73, CD90 ve CD105 pozitif, ancak CD45, CD34, CD14, CD19 ve
HLA-DR yiizey molekiillerinin negatif olmas1 gerektigini tanimlamigtir. 2013°te ISCT,
CD13, CD29 ve CD44 yiizey molekiillerin hiicrelerin %80’inden fazlasinda ifade
edilmesi gerektigi, CD31, CD45 ve CD235a ‘nin ise %?2’den daha azinda ifade

edilmesi gereken negatif belirtecler olarak tanimlamistir (Si ve ark. 2019).

4.3.2 PRP Tanim ve Biiyiime Faktorleri

Trombositten zengin plazma (platelet rich plasma — PRP), tam kandan daha
yiiksek yogunlukta trobosit igeren bir plazma birlenesinidir ve tam kanin satrifiij
edilmesi ile elde edilir (Paoloni ve ark. 2011). Otolog PRP, yara iyilesmesi siirecini

hizlandirmasinin yani sira toksik ve immiinreaktif degildir.

PRP’de biiylime faktorleri Trombositlerin alfa graniillerinde bir¢cok sayida
bliylime faktorii bulunmaktadir. Bunlardan bir kismi; PDEGF (Platelet-Derived
Epidermal Growth Factor, Trombosit Kaynakli Epidermal Biiylime Faktorii), PDAF
(Platelet-Derived Angiogenesis Factor, Trombosit Biiyiime Faktorii Kaynakl
Anjiogenezis Faktor), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1, Insiilin benzeri biiyiime
Faktorii-1), TGF-B (Transforming Growth Factor-f, Transforme Edici Biiylime
Faktori-B), VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii), FGF-1 ve FGF-2
(Fibroblast Biiyiime Faktorii 1 ve 2), EGF (Epidermal Biiyiime Faktorii), PF-4 (Platelet
Factor 4, Trombosit Faktor 4)’diir. PRP icerigindeki biiylime faktorleri birbirleri ve
cevrelerindeki molekiiller ile etkilesime gecerek sadece bir biliylime faktorii

kullanimina gére daha etkili olmaktadirlar (Hupp 2008, Ozkaynak 2007).

PDGEF (Platelet Derived Growth Factor, Trombosit Kaynakli Biiytime Faktorti)
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bir glikoproteindir. Trombositlerdeki primer biiylime faktorii olmasina ragmen
makrofajlar ve endotelyal hiicreler gibi hiicreler tarafindan da sentez edilir ve
salgilanir. PDGF trombositlerin degraniilasyonu sonucu yara bolgesine dagilir. Her bir
trombositte hemen hemen 1200 PDGF molekiilii bulunmaktadir. Bu da PDGF’nin
potansiyelinin vurgulanmasi bakimindan 6nemlidir. PDGF, molekiillerin etkisi
membran reseptdrlerine baglandiklarinda baslar. Bu baglanmanin gergeklesmesi,
hiicrelerin popiilasyonlarinin artmasi, anjiogenezisin ve makrofaj aktivasyonunun

baslamasina baglidir (Lynch 1999, Hupp 2008).

TGF-B (Transforming Growth Factor-p, Transforme Edici Biiyiime Faktorii-f)
ailesinin tyeleri olan TGF-B1 ve TGF-B2, hiicre farklilagsmasina neden olan faktor
olarak ve bag doku iyilesmesi ayrica kemik rejenerasyonunda biiyiime faktorii olarak
gorev almaktadirlar. Hem TGF-B1 hem de TGF-B2, PDGF gibi trombositlerden
sentezlenirler ve dolayisiyla PRP’de bulunmasinin yani sira makrofajlarda ve

osteoblastlarda sentezlenmektedirler.

IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1, Insiilin benzeri Biiyiime Faktorii-1), dogal
yenilenme ve onarim siireclerinde c¢esitli faydalari bulunmaktadir. Trombositler

icerisindeki biiylime faktorleri bu siiregleri desteklemektedir.

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, Vaskiiler Endotelyal Biiylime
Faktorii), timor anjiogenezisi tizerindeki etkisi nedeniyle tanimlanmis bir faktordiir
(Storkebaum ve ark., 2004). Tiimdr hiicrelerince salinan VEGF vaskiiler permeabilite
faktorii olarak nitelendirilmistir ¢linkii vaskiiler endotel hiicre gegirgenligini arttirarak,
O0deme sebep olmaktadir. Anjiogenezi, endotel hiicreleri i¢in giiglii anjiogenik etki

gostererek arttirmaktadir.

FGF-1 ve FGF-2 (Fibroblast Growth Factor-1 and 2, Fibroblast Biiylime
Faktorii 1 ve 2), endotel hiicreleri, noral hiicreler, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve
keratinositler tarafindan iiretilebilirler. Her iki faktor de mezoderm ve noroektoderm

kokenli hiicreler tizerine giiclii mitojenik etki gosterir (Grazul-Bilska ve ark., 2003).

EGF (Epithelial Growth Factor, Epidermal Biiylime Faktorii), erkek fare

submandibuler bezinden, 1962 yilinda Stanley Cohen tarafindan izole edilmistir
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(Ozbayoglu, 2008). Endotel hiicreleri, fibroblastlar ve sinir sistemi destek doku
hiicreleri i¢in mitojeniktir. Ayrica, anjiogenezde de dnemli role sahiptir ve vaskiiler

diiz kas hiicrelerine de mitojenik 6zelliktedir.

PRP otolog hazirlanmas1 gerekmektedir (Tsay ve ark., 2005). PRP elde etmenin
bir¢ok degisik yolu vardir. Fakat en ¢ok iki yol kullanilmaktadir. Birincisi hematolojik
hiicre ayrnstiricilart ile yapilan kompleks teknikler, digeri ise kullanilmaya hazir
kitlerle yapilan basitlestirilmis tekniklerdir. Bu basitlestirilmis teknikte iki basamakli
santrifiij ile trombosit konsantrasyonu elde edilmektedir. Anuita’nin tarifledigi
teknikte, %3,8 lik sodyum sitrat ile yikanmis enjektore 2 ml kan alinir. Santrifiij tiipline
konulan kan 1800 devirde 8 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonras1 tiipiin alt kisminda
eritrositlerin agirlikta oldugu kanin sekilli elemanlari, iist kisminda trombositten fakir

plazma toplanir.

Ortada kalan trombositten zengin plazma, altta sekilli elemanlar ile birlestigi
hattin hemen {izerinden bir enjektdr yardimiyla alinir. Sicanlardan, alinan 1.5 ml
kandan bu teknikle 0.2 ml PRP elde edilmekte, bunu aktiflestirmek i¢in 0.01 ml
kalsiyum klorid eklenip oda 1sisinda 10 dakika bekletilmektedir (Pietrzak ve ark.,
2005; Anitua ve ark.1999; Whitman ve ark., 1997).

Ortada kalan trombositten zengin plazma, altta sekilli elemanlar ile birlestigi
hattin hemen {izerinden bir enjektdr yardimiyla alinir. Sicanlardan, alinan 1.5 ml
kandan bu teknikle 0.2 ml PRP elde edilmekte, bunu aktiflestirmek i¢in 0.01 ml
kalsiyum klorid eklenip oda 1sisinda 10 dakika bekletilmektedir (Pietrzak ve ark.,
2005; Anitua ve ark.1999; Whitman ve ark., 1997).

PRP, bir kez iiretildiginde antikoagiile durumda, stabil ve steril olarak 8 saat kalir.
Bu durumda, plazma ve sekilli elemanlar birbirinden ayrilarak saklanmalidir ¢linkii
konsantre PRP yavasca asag1 dagilirak eritrositle karisir ve RPP icerigindeki trombosit

miktar1 diiser.

PRP, ¢esitli sekillerde uygulanabilir. Ornegin; kemik grefti ile muamele edilebilir,
bir tabaka olarak tek basina greft gibi yerlestirilebilir, yuamusak doku yiizeyine sprey

gibi sikilabilir, greftin en {stline uygulanabilir ya da biyolojik bir membran gibi
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kullanilabilir (Garg, 2004).

Pihtilagma ile trombositler aktive olur, hizli bir sekilde biiyiime faktorlerini
salgilamaya baslarlar. 10 dakika icerisinde sahip olduklar1 biiylime faktorlerinin
%70’1ini salgilarlar ve yaklasik %100°linii ilk saatte salgilamis olurlar. Sonrasinda ilave
miktarda biiylime faktorlerini 8 giin boyunca tiikenip canliliklari yitirinceye kadar

sentez ederler.

4.3.3 Stromal Vaskiiler Fraksiyon [SVF]

Stromal vaskiiler fraksiyon [SVF], yag greftlerinin santrifiij edilmesi sonucu elde
edilen ve yag dokusu kokenli MKH’lerden zengin bir yagdoku komponentidir. Adipoz
dokuya ait mononiikleer fraksiyon mitojenik aktivitesi siiren adipozit prekiirsorleri
olarak tanimlanmistir. Daha sonra literatiirde stromal vaskiiler fraksiyon olarak

bahsedilmistir (Riordan ve ark., 2009; Gimble, 2007; Gimble ve Nuttall, 2011).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, yag dokusunun adipositler disinda,preadiposit,
endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve multipotent yag kaynakli kok
hiicre gibi hiicreleri ihtiva ettiginiortaya ¢ikarmistir. Kok hiicreler, bilindigi tizere diger
hiicrelerden farkli olarak, kendive farkl: tiirdeki hiicrelere doniisebilme kapasitesine
sahip hiicrelerdir. ADSCs, lipoaspirat materyalinin stromal vaskiiler fraksiyonunda
bulunmaktadir. Bu MKH’lerin kemik, kas, kikirdak, sinir, kan damarlar1 gibi birgok
mezodermal kaynakli dokuya doniisebildigi in-vivo ve in-vitro deneylerle
gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalaryag dokusu igerisindeki bu hiicrelerin, anjiyogenik
ve antiapoptotik salgilarininda oldugunu gostermistir (Rehman J ve ark., 1997). Tiim
bu bilgilerin sonucunda, kok hiicre icerigi yiiksek yag greftinden elde edilen SVF nun,
verildigi dokularda yeni damar olusumunu saglayip, vaskiilariteyi arttirabilecegi,
hasara ugramis dokular1 onararak eksiklikliklerigiderilebilecegi fikri ortaya atilmistir

(Mojallal ve ark., 2004; Mazzola ve ark., 2009).

4.3.4. Mezenkimal Kok Hiicre Nisi

Kok hiicrelerin, yapilan arastirmalarda, direk hiicre-hiicre etkilesimleriyle veya
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kok hiicre nisi olarak adlandirilan 6zel mikrogevreden yayilan sinyallerle kontrol
edildigi gosterilmistir. Kok hiicrelerin proliferasyonunu, farklilagmasini, sag kalimini
ve lokalizasyonu diizenleyen bu Onemli paraseliiler ortam, lokal ve sistemik
kaynaklardan gelen hiicresel ve hiicresel olmayan bilesenleri (adheziv sinyalleri,
¢oziiniir faktorleri ve matriks proteinlerini) igermektedir. Nigin igerigi, embriyonik,
yetiskin ve progenitdr kok hiicreler i¢in degisiklik gosterebilir. Kok hiicreler, fiziksel,
humoral, parakrin, otokrin ve metabolik etkilesimler dahil olmak iizere g¢esitli
mekanizmalarla ¢evredeki nis tarafindan korunur. Bu nedenle, farkli mikrogevresel
sinyaller ile rejenerasyon siirecini diizenleyebilir (Pennings ve ark. 2018; Youssef ve

ark. 2017).

4.3.4.1 Adipoz Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Klinik Kullanimi

Son on yilda, hasarli organ ve dokularin onarimi sirasinda mezenkimal kok hiicre
fonksiyonula ilgili arastirmalar biiyiik bir ivme kazanmistir. Hiicre terapisinin
uygulanmasi ve ayrica rejeneratif tip i¢in farkli mekanizmalarla terapoétiklerin
gelistirilmesi biiylik umut vaat etmektedir (Spees ve ark. 2016). MKH’ler parakrin
mekanizmasiyla doku yenilenmesinde rol oynayan kemokinleri, sitokinleri ve biiylime
faktorlerini salgilarlar. Ayrica, MKH’ler allojenik bir konak¢iya transplante
edildiginde immiinosupresyon gerektirmeyebilir. Bu nedenle, MKH’lerin
immiinojenik etkiye sahip olmamasi klinik uygulamalar i¢in biiylik avantaj

olusturmaktadir (Chamberlain ve ark. 2007).

Ozetle, AKMKH 'lerin elde edilme kolayligi, bollugu, farkli hiicre hatlarina
farklilagsabilme kapasitesi ve ¢esitli immiinomodiilator etkileriyle doku

rejenerasyonunda giiniimiizde onemli bir kok hiicre kaynagi haline gelmisir (Si ve

ark.,2019).
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Sekil 4.6. Yag kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 6zellikleri, farklilasmast ve

klinik uygulamalar1 (Si ve ark. 2019)

4.4 infertilite

Infertilite tamim olarak; korunmasiz, diizenli cinsel iliskiye ragmen 35 yasin
altinda 1 y1l, 35 yasin iistiinde ise 6 ay gebelik elde edilememesi durumudur . Infertilite
prevalansi toplumdan topluma ve gebelik istemi olan ¢iftlerin yas araligina gore
degismekle birlikte, reprodiiktif cagdaki ciftlerin yaklasik %10-15’1 infertiliteden
etkilenmektedir (Zhang ve ark. 2014). Infertilite tibbi, psikolojik, sosyal sorunlara
neden olan toplumsal, kiiltiirel yonleri olan ayrica bireylerin ve giftlerin ihtiyaglarini

ve hedeflerini etkileyen, 6nemli bir sorundur.

4.4.1 Erkek infertilitesi

Toplumda c¢iftlerin yaklasik %15°1 infertilite sorunu yasamaktadir. Infertilite,
%20-30 erkek kaynakli, %20-35 kadin kaynakli, %30-40 ise hem kadin hem erkek
kaynakli nedenlere bagli olmaktadir. A¢iklanamayan infertilite orani ise %10-20dir

(ESHRE, 2014). Genel olarak erkek infertilitesi sperm {iretimi, fonksiyonu ve
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transportuyla ilgili sorunlar, genetik ve ¢evresel etkenler, kanser ve kanser tedavisine

bagl ortaya ¢ikmaktadir.

Infertilite tanis1 erkeklere fizik muayene ile spermiyogram, hormon testi,genetik
test, radyolojik goriintiileme, testis biyopsisi ile konulur. Tedavi ise infertilitenin
nedenine gore ve kadin ile erkegin medikal durumuna gore uygulanir (Mayo Clinic,

2019).

4.5 Apoptoz

Apoptoz sitoplazmada 6n enzimler olarak bulunan kaspazlar ile yonetilmekte
olup, aktive edildiklerinde hiicrede apoptoza yol acan bir dizi proteolitik yolagin
akisini baglatirlar. Apoptozu baslatan ii¢ aktivasyon yolag: vardir: Ekstrinsik (6lim
reseptOrii) yolak, intrinsik (mitokondriyal) yolak ve granzim yolak. Bu yolaklardacesitli
kaspazlar gorev almakla birlikte her ii¢ yolakta da efektdr kaspaz 3’ {in aktivasyonu
diger efektor kaspazlarin (kaspaz 6 ve 7) aktivasyonu ile apoptoza neden olur (Glines,

2014; Kam & Ferch, 2000).

Ekstrinsik yolak hiicre zar1 reseptorii olan FAS veya TNF reseptorlerine iliskili
ligandlarin baglanmast ile baslatilir. Uglii yap1 olusturmasi ve Fas ile iliskili 6liim alan
(FADD) ve TNF reseptorii ile iliskili 6liim alam1 (TRADD) olarak adlandiran
proteinler iliskili reseptorlerle birlesir. FADD kaspaz 8’e baglanabilmek ve kesilmek
icin gerekli iki 6liim efektdr alanina sahiptir. TRADD bu efektor alanlarina sahip
olmadigindan dolay1 FADD ile birleserek kaspaz 8’1 aktive eder. Aktif hale gelen
kaspaz 8, kaspaz 3’ aktive ederek hiicrenin apoptoza girmesini saglar (Giines, 2014;

Kam & Ferch, 2000).

Intrinsik yolak stres, toksik reaktifler, UV 1511 ve inflamasyon yoluyla
tetiklenebilir. Mitokondri zar potansiyelindeki (A¥m) degisiklikler araciligiyla aktive
edilir. AYm degisiklikler mPTP’lerin a¢ilmasi ve mitokondri i¢ zarinda bulunan
sitokrom c’nin sitozole translokasyonu ile sonu¢lanmaktadir. Sitokrom c¢ apoptoz

proteaz aktiflestirici faktér 1 (APAF-1) baglanarak, ATP varliginda kaspaz 9’u
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keserek aktiflestirir. Kaspaz 9, kaspaz 3’1 aktive ederek hiicrenin apoptoza girmesini
saglar. Intrinsik yolak dis mitokondriyal zarda yerlesik olan Bcl-2 tarafindan
diizenlenir. Bcl-2 ailesi liyelerinden BvI2 ve Bcl-x anti-apoptotik, Bax ve Bad pro-

apoptotiktir (Gewies, 2003; Lawen, 2003).

4.6 Hiicresel Tedavi [HT] Uygulamalarinda Birlikte Kullanim

4.6.1 Tekli Uygulamalar

Fare testis dokular1 ile hava-sivi ara yiizii organ kiiltiirii yontemi kullanilarak in
vitro spermatogenez [IVS] miimkiindiir. Bununla birlikte, ayn1 yontem, fareler
disindaki hayvanlara pek uygulanamamistir, yalnizca spermatogenezde ilerleme
kaydedilmemekte veya sinirli ilerleme kaydedilmektedir. Literatiirdeki bir caligmada,
hormonlar, antioksidanlar ve lizofosfolipidler dahil olmak iizere kimyasal maddeler
ekleyerek, kiiltiir ortaminin modifikasyonlar1 ile sicanlarin IVS' sindeki eksiklik
giderilmistir. Buna ek olarak, dokular1 daha diisiik oksijen konsantrasyonuna sahip bir
inkiibatore yerlestirerek veya doku iizerine silikon Ortii tavani uygulayarak oksijen
gerilimini azaltmak, spermatojenik verimlili§i arttirmada etkili olmustur. Kiiltiir
kosulunun bu modifikasyonlar1 yoluyla, kiiltiirlenmis dokuda 70 giin boyunca
yuvarlak spermatidlere kadar sican spermatogenez korunmustur. Mevcut sonuglar,
sigcan [VS'sinde onemli bir ilerleme oldugunu goéstermistir, fareler ve siganlar i¢in
yaygin olarak uygun olan kosullar1 ortaya cikarmistir ve ayrica sigana Ozgii
optimizasyonlar bulunmustur. Bu, insanlar da dahil olmak {izere bir¢ok hayvan
tiiriinde basarili IVS'ye dogru 6nemli bir gelismedir. (Takafumi Matsumura ve ark

2021).

Testislerinde spermatozoanin izlenemedigi azospermi hastalarinin tedavisine
iliskin son raporlar, daha ¢ok MKH'ler gibi yetiskin kok hiicrelerin potansiyel
kullanimina odaklanilmistir. Yapilan bir calismada, sigan modellerini kullanarak
azospermi tedavisinde yag dokusundan elde edilen MKH'lerin potansiyel kullanimini
gostermek amaglanmistir. Busulfan uygulamasindan sonra, si¢anlara (n = 20) GFP (+)
MKH'ler sol rete testislerine enjekte edilmistir. 12 hafta sonra hiicre enjeksiyonu ile
testisler boyutsal ve immiinohistokimyasal [I[HK] analizden sonra kontrol ile

karsilastirilmistir. MKH'lerle tedavi edilen testisler morfolojik olarak normal
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goriiniiyor, ancak kok hiicre tedavisi gérmemis, seminifer tiibiillerin bos oldugu
sicanlarda atrofi gozlenmistir. Spermatogenez, hiicre ile tedavi edilen testislerin tim
tiibiillerinde degil, bazilarinda tespit edilmistir. Testislerdeki GFP(+) /VASA(+) ve
GFP(+)/SCP1(+) hiicreleri, uygun mikro c¢evrede MKH'lerin spermatogenetik
hiicrelere farklilasmasini gostermektedir. Hiicre tedavisi ile siganlar, spermatogenezin
tam olarak geri kazanildigin1 gostermek icin ciftlestirilmistir ve siirekli nesiller elde
edilmistir. GFP ekspresyonu, yag dokusu ve kemik iliginden elde edilen MKH’lerde
ve ayrica yavrularin spermlerinde tespit edilmistir. Sonug olarak, MKH'ler gelecekte

insanlarda ayni amag i¢in ¢alisilabilir (Cihangir Cakici ve ark 2013).

Infertilite, farkl1 iireme bozukluklariin neden oldugu diinya ¢apinda bir sorundur.
Bugiine kadar, etiyolojiye 6zgii ilaglar, hormonal tedaviler, cerrahi eksizyonlar ve
yardimc1 iireme teknolojileri dahil olmak {iizere fertiliteyi geri kazanmak icin g¢esitli
terapotik yaklagimlar denenmistir. Bu yaklagimlar sonug verse de her durumda fertilite
onarimint saglanamaz. Kok hiicre [KH] tedavisinin kullanilmasindaki ilerlemeler,
kendilerini yenileme, farklilagma ve hasarli veya hasarli hiicreleri yenilemek ve
etkilenen germ hiicrelerini yenilemek i¢in farkli parakrin faktorleri iiretme yetenekleri
nedeniyle infertil hastalari tedavi etmek icin biiylik bir umut vaat etmektedir. Ayrica
KH'ler, niikleik asitler, lipidler ve proteinler dahil biyolojik olarak aktif molekiiller
iceren hiicre dis1 vezikiiller (EV'ler) salgilarlar. EV'ler ¢esitli fizyolojik ve patolojik
siireglerde yer alir ve infertilite ile miicadele i¢in umut verici hiicresel olmayan
terapotik kullanimlar gostermektedir. Birka¢ calisma, KH'lerin veya bunlardan
tiretilmis EV'lerinin transplantasyonunun iireme sisteminin farkli béliimlerinin
yenilenmesinde, oosit liretiminde ve sperm iiretiminin baglatilmasinda ¢ok énemli bir
rol oynadigini gostermistir. Bununla birlikte, mevcut kanitlar, insan popiilasyonunun
infertilite sorunlarin1 ¢dézmede KH transplantasyonu veya EV enjeksiyonunun
etkinligini kanitlama ihtiyacini tetiklemistir. Bu derlemede, kok hiicreler veya
bunlardan tiiretilen EV'ler tarafindan olas1 tedavilere 6zel olarak odaklanarak,
kadinlarda ve erkeklerde infertilite konularini kapsayan son literatiiriin alt1 ¢izilmistir.

(Ahmad Yar Qamar ve ark 2021).

Testis torsiyonu, iskemik yaralanmaya bagl infertiliteye neden olabilen iirolojik
bir acil durumdur. Orsiopeksi ile kisa siirede yapilan cerrahi diizeltme, infertiliteyi

onlemenin tek yoludur ve spermatogenezin onarimu i¢in etkili bir tedavi yoktur. Daha
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once testis torsiyon detorsiyonu iizerine lokal enjeksiyon yoluyla MKH'ler sperme
farklilagmadan spermatogenezi onardig1 bildirmistir. Bu ¢aligmada, testis torsiyon-
detorsiyonu ile indiiklenen germ hiicre aktivitesini diizenlemede MKH'lerin molekiiler
mekanizmalari arastirilmistir. 6-8 haftalik on alt1 erkek Sprague Dawley sigani, 3 saat
boyunca sol testis 720° torsiyonu ve ardindan MKH'li veya MKH'siz detorsiyon
olusturulmustur. Testis torsiyonu olmaksizin sag kasik derisi kesisi kontrol olarak
kullanilmustir. 3 x 10* hiicreli MKH'ler, detorsiyondan 30 dakika 6nce sol testise lokal
olarak enjekte edilmistir. Ameliyattan {i¢ glin sonra orsiektomi yapilmistir ve testis,
epididim ve sperm birbirinden ayrilmistir. Sperm iizerindeki fonksiyonel
degerlendirmeler, sperm miktarini ve sperm hareketliligini saymayi, F-aktin boyamay1
ve adenosin trifosfat [ATP] icerigini 6lgmeyi icermektedir. Her doku segmentindeki
glikojenez ve glikolizin ayirt edici 6zellikleri Western blot ile dlctilmiistiir. Testis
torsiyonu-detorsiyonu, sperm miktarint Onemli Ol¢iide azaltmistir, hareketliligi
engellemistir, F-aktin ekspresyonunu azaltarak, spermdeki ATP igerigini azaltmistir.
MKH'lerin lokal enjeksiyonu, 6zellikle sperm hareketliligini ve sperm fonksiyonunu
tyilestirmistir. MKH'ler ile, testis torsiyon detorsiyonundan sonra ATP igerigi ve F
aktin korunmustur. Insan k&k hiicre faktdrii, sperm testis torsiyon detorsiyonunun
neden oldugu germ hiicre hasarinin neden oldugu Akt/GSK3 ekseninin aktivasyonuna
katkida bulunmustur. Testikiiler torsiyon detorsiyonu ile hasar gormiis bir testise
MKH'lerin lokal enjeksiyonu, esas olarak sperm hareketliligini ve enerjisini
gelistirerek sperm fonksiyonunu eski haline getirir. MKH'ler, spermdeki glikojenez ve

glikoliz dengesizligini diizenleyerek tersine ¢evirmistir (Chi-Hao Hsiao ve ark 2019).

Azospermi hastalarinin tedavisine iliskin son raporlar, daha ¢ok MKH'ler gibi
yetiskin kok hiicrelerin potansiyel kullanimma odaklanmistir. Literatiirdeki bir
caligmada, sican hastaligit modellerini kullanarak azospermi tedavisinde adipoz
dokudan elde edilen MKH'lerin potansiyel kullanimimi gdstermek amaglanmuistir.
Busulfan uygulamasindan sonra sicanlara GFP+ MKH'ler sol rete testislerine enjekte
edilmistir. 12 hafta sonra hiicre enjeksiyonu yapilan testisler (sag testis) boyutsal ve
immunohistokimyasal analizinden sonra kontrol (sol testis) ile karsilastirilmistir.
MKH'lerle tedavi edilen testisler morfolojik olarak normal goriinmektedir, ancak kdk
hiicre tedavisi uygulanmayan ve seminifer tiibiillerin bos oldugu sicanlarda atrofik
olarak izlenmistir. Spermatogenez, hiicre ile tedavi edilen testislerin tiim tiibiillerinde

olmasada, bazilarinda tespit edilmistir. GFP+/VASA+ ve GFP+/SCP1+ hiicreleri,
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uygun mikrogevrede MKH'lerin spermatogenetik hiicrelere  farklilagmasini
gostermistir. Hiicre tedavisi ile siganlar, spermatogenezin tam olarak geri kazanildigini
gostermek icin ciftlestirilmistir ve siirekli nesiller elde edilmistir. GFP ekspresyonu,
yag dokusu ve kemik iliginden elde edilen MKH’lerde ve ayrica yavrularin
spermlerinde tespit edilmistir. Sonug olarak, MKH'ler gelecekte insanlarda ayni amag

icin ¢aligilabilir. (Cihangir Cakici ve ark 2019).

2.6.2 ikili Uygulamalar

Rejeneratif tipta kullanim i¢in uygun hiicre orijininin uygulanmasi en 6nemli
konudur. Doku mithendisligi ve rejeneratif tip i¢in ¢esitli kok hiicreler kullanilmistir.
Ornegin, rejeneratif tip i¢in tedavi segenegi olarak birkag stromal hiicre kullanilmustir.
Ornegin, insan kemik iliginden tiiretilen stromal hiicreler ve adipozdan tiiretilen
stromal hiicreler (ADSC'ler), hiicre bazli terapide kullanilir. ADSC ile iligkili kok
hiicre tedavisi ve siirecleri ile ilgili veriler, son 10 yilda dikkate deger bir sekilde
gelismistir. Tibbi secenekler olarak hem SVF hem de ADSC, kusursuz hiicre bazli
terapotikler olarak iyi bir firsat sunmaktadir. Bazi biyolojik 6zellikler, hiicresel
bagisiklik sistemi 6zelliklerinin modiilasyonu ve sitokinler, kemokinler ve biiyiime
faktorleri gibi biyoaktif proteinlerin salgilanmasi ve ayrica bunlarin igsel anti iilser ve
anti inflamatuar potansiyeli dahil olmak {izere ADSC'lerin rejeneratif aktivitesini
etkileyen ana faktorlerdir. ADSC'ler tarafindan ¢esitli hastaliklar tedavi edilmistir ve
ADSC'lerin daha genis bir hastalik yelpazesini iyilestirmek icin terapotik strateji
olarak kullanilabilmesi olasiligina biiylik ilgi gosterilmesi sasirtict degildir. Bu,
ozellikle rutin tedavi yontemlerinin hastaliklarin tedavisinde tam olarak etkili olmadig1
hatirlandiginda 6nemlidir. Burada ADSC'in kolit, karaciger yetmezligi, diabetes
mellitus, multipl skleroz, ortopedik bozukluklar, sa¢ dokiilmesi, fertilite sorunlar1 ve

tiikiiriik bezi hasarina uygulamalar1 tartisilmistir. (Tabatabaei Qomi R ve ark 2017).

Insan adipoz kaynakli MKH'ler inatc1 hastaliklarin veya travmatik doku hasarmin
tedavisi olarak klinik uygulamasi dikkat ¢ekmistir. Zarar goren ovaryumlar1 yeniden
etkinlestirme yetenegini ele almak i¢in, bir antikanser ajani olan siklofosfamid (CTX)
kullanarak zarar goérmiis ovaryumlara sahip bir sican modeli hazirlanmistir. Daha
sonra ovaryum fonksiyonu tlizerindeki onarici etkileri ve yag kaynakli MKH'lerin (A-

MKH'ler) giivenligini aragtirilmistir. MKH'lerin anjiyogenezi indiikleyebildigi ve
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ovaryumlardaki over folikiillerinin ve korpus luteumun sayisim1 geri yiikleyebildigi
gosterilmistir. F1 ve F2 sicanlarinda hi¢bir deformasyon, tiimdr olusumu veya 6liim
gozlenmemistir, bu da MKH'lerin overlere lokal enjeksiyonunun herhangi bir belirgin
yan etkiye sahip olmadigini gosterir. Ayrica, overlere erkek A MKH'leri enjekte
edilerek floresan in situ hibridizasyon yontemi kullanilarak Y kromozomunun
lokalizasyonu arastirilmistir; sonug olarak, Y kromozomlar folikiillerde degil, tekal
katmanlarda lokalize olmustur. ELISA, A-MKH'lerin kuyruk fibroblast hiicrelerinden
daha ytiiksek seviyelerde vaskiiler endotelyal hiicre biiyiime faktorii (VEGF), insiilin
benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) ve hepatosit biiylime faktorii (HGF) salgiladigini
ortaya koymustur. Nicel ger¢ek zamanli PCR ve immiinohistokimya, A MKH
transplantasyonundan sonra CTX ile tedavi edilen overlerde VEGF, IGF-1 ve HGF'nin
daha yiliksek ekspresyon seviyelerinin goézlendigini gdstermistir. Bu bulgular,
MKH'lerin hasarli over fonksiyonunu geri kazanmada bir rolii olabilecegini ve

rejeneratif tip i¢in yararl olabilecegini diisliindiirmektedir. (Takuya Aida ve ark 2013).

Kiiltirlenmis adipoz tlirevli kok hiicrelerin (ADSC'ler) intrakavernoz
enjeksiyonu, yaralanma aninda uygulandiginda kaverndz sinir hasar1 gormiis
sicanlarda erektil islevi etkin bir sekilde geri yliklemektedir. Bununla birlikte,
kiiltiirleme, ADSC'leri kontaminasyon ve farklilasma riskine maruz birakir.
Kiiltiirlenmemis otolog adipoz tiirevli SVF, yaralanma sirasinda veya yaralanmadan 4
hafta sonra uygulandiginda kaverndz sinir yaralanmasinin bir sigan modelinde erektil
fonksiyonun iyilestirilmesi iizerindeki etkisini kesfedilmistir. 89 erkek Sprague
Dawley si¢ani rastgele dort gruba ayrilmistir. Calismanin baslangicinda kavernoz sinir
yaralanmasi veya sham cerrahi uygulandi ve sicanlar ya SVF ile tedavi edildi.
Kaverndz sinir ezilme veya sham cerrahisinden 12 hafta sonra fonksiyonel testler ve
histolojik analizler yapilmistir. Kavernéz sinir ezilmesinden hemen sonra
intrakaverndz salin enjeksiyonu (n = 23), kaverndz sinir ezilmesinden hemen sonra
intrakaverndz SVF enjeksiyonu (n = 17), kavern6z sinir ezilmesinden 4 hafta sonra
SVF intrakavern6z enjeksiyonu (n = 23) veya sham cerrahisi (n = 23) kullanilmistir.
Kavernoz sinir elektrostimiilasyonuna intrakaverndz basing yanitin1 incelenmistir ve
midpenil kesitlerinin histolojik incelemesini yapilmistir. Veriler, tek yonlii varyans

analizi ve ardindan Tukey-Kramer testi kullanilarak analiz edilmistir.

SVF ile hem acil hem de gecikmeli tedavi, aragla tedavi edilen grupla
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karsilastirildiginda, ICP'min ortalama arter basincina oraninin 6nemli dSlgiide
artmasiyla sonuglandi. SVF ile hem acil hem de gecikmeli tedavi, ara¢ grubuna kiyasla
dorsal penil sinirlerde ndronal nitrik oksit sentaz ve norofilament ekspresyonunu
onemli Olciide arttirmigtir. Ayrica, korpus kavernozum icindeki diiz kas-kollajen orant,
aracla tedavi edilen sicanlara kiyasla her iki SVF grubunda da oOnemli o&lgiide

iyilestirmistir. Caligmanin ana kisitliligi, SVF bilesenlerinin belirlenmemis olmasidir.

Kiiltiirlenmemis otolog SVF, KS ezilmesinden hemen veya 4 hafta sonra enjekte
edilmistir, erektil fonksiyonu iyilestirmistir, sinir rejenerasyonunu desteklemistir ve

KS yaralanmasini takiben korpus kavernozumda fibrozisi dnlemistir (Xuefeng Qiu ve

ark 2012).

Son donemlerde yapilan birgok c¢alismada, MKH ’lerin farkli hastalik
modellerinde terapétik etkilerini gdstermistir. Infertilite, diinya capinda yiiksek
yayginlikta goriilen bir hastaliktir. Genetik faktorler, toksik maddelere maruziyet,
radyoterapi, kemoterapi gibi antikanser tedavileri, testis torsiyonu gibi nedenlerle
nonobstriiktif azospermi olusabilir. Farklilasma kapasiteleri ve parakrin etkileri
nedeniyle erkek infertilitesinin tedavisinde MKH’lerin etkinligini belirlemek i¢in
birgok calisma yapilmistir. Farkli kaynaklardan elde edilen MKH 'lerin erkek germ
hiicrelerine farklilasma kapasitesinin in vitro olarak belirlenmesine ek olarak, MKH'ler
testise enjekte edilerek bu hiicrelerin testis nisi lizerindeki etkileri belirlenmistir.
Obstriiktif olmayan azosperminin nedenlerinden birkagina deginilmistir ve MKH'lerin
testis yaralanmasi iizerindeki terapotik etkilerini belirlemek i¢in mevcut ¢alismalar

ozetlenmistir (Biisra Cetinkaya Un ve ark 2020).

4.6.3 Uclii Uygulamalar

Calisma grubu tarafindan bes klinik merkezde 421 hastay1 tedavi etmek icin son
alt1 yilda SVF tedavisi uygulanmistir. Kok hiicre i¢eren bir madde olan otolog SVF,
lipoaspirattan izole edilerek, PRP ile karigtirllmistir ve dejeneratif hastaliklar,
otoimmiin hastaliklar, travma, yaslanma ve etiyolojisi bilinmeyen diger hastaliklar
olan hastalara uygulanmistir. Bu ¢alismada inflizyon, spinal ve intraartikiiler
enjeksiyon yoluyla verilen SVF ve PRP'nin giivenilirliginin belirlenmesi

amaclanmistir. Lipoaspirat, doku ayristirict bir enzim ile islenerek ve ardindan
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santrifiijleme yoluyla SVF izole edilmistir. Ayrica her hastadan kan alinarak PRP izole
edilmistir. Tim deneklere intravendéz [IV] enjeksiyonla otolog PRP ve SVF
uygulanmistir. Azinlik grubu, ek bir spinal veya eklem i¢i enjeksiyon yapilmistir.
Miidahale tipi, her hastalik degerlendirmesi ile belirlenmistir. Her hasta i¢in hiicre
dozlar1 ve yan etkiler belgelendi ve analiz edildi. Giivenli kabul edilen hiicre dozu, IV
enjeksiyon i¢in 250 cc normal salin i¢inde 10 milyar SVF hiicresinden az ve eklem i¢i
ve spinal enjeksiyon i¢in 1 milyar SVF'den azdi. Olumsuz olaylar siddetli degildi ve
basariyla tedavi edildi. Gozlenen herhangi bir yan etki, spinal veya eklem igi
enjeksiyonlarin bir sonucu olarak tanimlandi ve SVF veya PRP ile ilgili degildi. Sonug
olarak, infiizyon, spinal ve intraartikiiler enjeksiyon yoluyla 421 hastanin
cogunlugunda 10 milyar hiicreye kadar yiiksek dozda SVF uygulamasimin major
advers olaylara neden olmadan uygulanabilir oldugunu ve iyi tasarlanmis tedavinin
giivenligini ve etkinligini ele alan deneme faz I-II ¢aligmalarinin klinikte daha fazla

arastirilmasi gerektigini gostermistir (Karina F. Moegni ve ark 2020).

Diyabetik ayak iilseri, diyabetes mellitusun yiiksek sakatlik, mortalite ve
morbidite ile karakterize ciddi bir kronik komplikasyonudur. Trombositten zengin
plazma (PRP), yiiksek biiylime faktorleri icerigi nedeniyle diyabetik yara
iyilesmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, biiyiime faktorlerinin
hizli bir sekilde bozulmasi nedeniyle uygulamasi sinirlidir. Bu ¢alisma, kombine
adipoz tiirevli mezenkimal kok hiicrelerin (ADSC'ler) ve PRP tedavisinin diyabetik
yara iyilesmesini desteklemedeki etkinligini Notch sinyal yolu ile ilgili olarak

degerlendirmeyi amaglamistir.

Albino siganlar 6 gruba [kontrol (yarasiz), sham (yarali ancak diyabetik olmayan),
diyabetik, PRP ile tedavi edilen, ADSC ile tedavi edilen ve PRP+ADSC ile tedavi
edilen gruplar] ayrilmistir. Bireysel ve kombine tedavinin etkisi, yara kapanma hizi,
epidermal kalinlik, dermal kollajen ve anjiyogenez degerlendirilerek degerlendirildi.
Ayrica, Notch sinyal yolunun anahtar elemanlarinin gen ve protein ekspresyonu
(Notchl, Delta benzeri kanonik Notch ligand 4 (DLL4), Hairy Enhancer of Split-1
(Hes1), Heyl, Jagged-1), anjiyojenik isaretcinin gen ekspresyonu (vaskiiler endotelyal
bliyime faktorii ve stromal hiicre kaynakli faktér 1) ve epidermal kok hiicreler
(EPSCl'ler) ile ilgili gen (B1 Integrin) degerlendirilmistir.

Kombine terapi, kollajen, epidermal kalinlik ve anjiyogenez alan yiizdesinde
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belirgin bir artisla yeniden epitelizasyon ve graniilasyon dokusu olusumuna neden
oldugundan, verilerde 7 ve 14 giin sonra bireysel kullanimlarina kiyasla
PRP+ADSC'lerin daha iyi yara iyilesmesi gostermistir. Ayrica, Notch sinyali 6nemli
olgiide asag1 regiile edilmistir ve diger tedavi edilen gruplara ve diyabetik gruplara

kiyasla EPSC proliferasyonu ve alimi1 gelistirilmistir.

Bu veriler, PRP ve ADSC'lerin kombine tedavisinin, Notch yolunu modiile
ederek, anjiyogenez ve EPSC proliferasyonunu tesvik ederek sicanlarda deneysel
olarak indiiklenen diyabetik yaralarin iyilesmesini 6nemli Ol¢lide hizlandirdigini

gostermistir. (Nesrine Ebrahim ve ark 2021).

Insan adipozdan tiiretilen SVF hiicre enjeksiyonunun mikrosirkiilasyon
iizerindeki faydali etkileri, yakin zamanda in vitro ve in vivo ¢aligmalarda rapor
edilmistir. Bununla birlikte, intravaskiiler kan akisinin durumuna bakilmaksizin,
yaygin olarak doku perfiizyonu bozuklugu yasayan diyabetik hastalarda etkisini
bildiren hi¢bir klinik ¢alisma yoktur. Bu calismada, ozellikle iskemik diyabetik
ayaklarda mikro dolagimi hizlandirmak i¢in SVF hiicre enjeksiyonunun olasiligini

klinik olarak incelemek i¢in tasarlanmaistir.

Yaralarin etrafina SVF hiicrelerinin deri alti enjeksiyonunu almak icin on
diyabetik ayak dahil edildi. Transkiitan6z parsiyel oksijen basinci (TcPO2) ve kutanoz
mikrovaskiiler kan akisi, hiicre enjeksiyonundan 6nce ve 12. haftaya kadar her dort

haftada bir dl¢iilmiistiir.

TcPO2 degerleri enjeksiyon Oncesi 31.3+7.4'ten SVF enjeksiyonundan 12 hafta
sonra 46.4+8.2 mmHg'ye yiikseldi (1.5 kat, p<0.05). Kutan6z mikrovaskiiler kan akis1
seviyeleri, enjeksiyon oncesi 34.0+21.1'den SVF enjeksiyonundan 12 hafta sonra
76.1+32.5 perfiizyon iinitesine ylikseldi (2.2 kat, p<0.05). SVF hiicre enjeksiyonu ile
ilgili herhangi bir yan etki olmamistir. Bu ¢alismanin sonuglari, adipoz kaynakli SVF
hiicre enjeksiyonunun iskemik diyabetik ayaklarda mikro sirkiilasyon tizerinde faydali
etkiler saglama olasiligina sahip oldugunu gostermektedir. (Kyung-Chul Moon ve ark

2019).
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4.6.4 Dortlii Uygulamalar

Bir canli hiicre toplulugunun yar1 gegirgen bir zar iginde tutuldugu bir strateji olan
hiicre kapsiilleme, gelisen bir biyoteknoloji ve rejeneratif tip dalini temsil etmektedir.
Ornegin, son 20 yilda erkek ve disi gametler ve embriyolar, in vitro gametogenez,
embriyo kiiltiirii, hiicre muhafazasi ve meni kontrollii saliverme gibi farkli amaglar i¢in
somatik hiicrelerle veya somatik hiicreler olmadan kapsiillenmistir. Bunun yani sira,
hiicre dis1 matrisi taklit eden ve hem hiicre fonksiyonlarint hem de metabolizmay1
destekleyen, biyolojik olarak pargalanabilen dogal bir polimer olan aljinatta hiicre
kapsiilleme teknolojisi, iic boyutlu (3D) kiiltiirler elde etmek amaciyla gelistirilmistir.
Bu baglamda, adipoz kaynakli SVF, doku rejenerasyonundaki 6nemli potansiyeli
nedeniyle giderek daha fazla dikkat c¢ekmistir. Aslinda, SVF, potansiyel olarak
adipositlere, kondrositlere, osteoblastlara, miyositlere, kardiyomiyositlere,
hepatositlere ve noronal, epitelyal ve endotelyal hiicrelere farklilagabilen zengin bir
mezenkimal hiicre (ADSC'ler) kaynagini temsil eder. Bu hiicreler rejeneratif tipta,
doku miihendisliginde, gen tedavisi ve hiicre yenileme kanser tedavilerinde kullanim
icin ideal adaylardir. Ileri tedavilere (gen tedavisi, somatik hiicre tedavisi ve doku
miihendisligi) yonelik biiyiik 6lgekli hiicre kapsiilleme i¢in teknolojik kaynaklar
mevcut oldugu siirece, bu alandaki son gelismeler bilimsel literatiir agisindan gézden

gecirilmektedir (Ilaria Ghidoni ve ark 2008).
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5. GEREC VE YONTEM

Calismanmiz Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 02/06/2020 tarih ve 77.637.435 numarali onay1 ile Manisa
Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
2020-059 no’lu proje ile gerceklestirilmistir. Yiiksek Lisans tez caligmalarinin tamami
Manisa Celal Bayar Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

5.1 Deney Hayvanlarinin Temini ve Deney Gruplari

Bu ¢alisma da Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi’'nden (DEHAM) temin edilen 15 adet, agirliklar1 300-400 gr
arasinda degisen 12 haftalik eriskin Wistar albino erkek sicanlar kullanilmistir.
Sicanlar 3 giin boyunca (adaptasyon i¢in) herhangi bir saglik problemi belirtisine kars1
bekletilmistir. Calisma boyunca hayvanlar stabil kosullar altinda (220C sicaklik, %30-
70 nem, aydinlik/karanlik dongiisii 12/12 saat) tutuldu. Sicanlarin beslenmeleri kuru

pelletler ve cesme suyu ile saglandi.

Deney gruplari 15 adet sigandan elde edilen spermler ile kiiltiir ortaminda 6 gozlii
flasklara alinarak 15 grup olusturuldu. Gruplar Kontrol Grubu (KG), Sham Grubu
(SG), Diyabet Grubu (DG), Diyabet+ MKH Grubu, Diyabet + Kosullu Besiyeri(KB)
Grubu, Diyabet+ MKH+ KB Grubu, Diyabet+ PRP Grubu, Diyabet+ SVF Grubu,
Diyabet+ MKH+PRP Grubu, Diyabet+ MKH+ SVF Grubu, Diyabet+ KB+ PRP
Grubu, Diyabet+ KB+ SVF Grubu, Diyabet+MKH+ KB+ PRP Grubu, Diyabet+MKH
+ KB+ SVF Grubu ve Diyabet+ MKH+ KB+ PRP+SVF Grubu seklinde ayrilmistir
(Tablo 5.1).

Deney sonunda elde edilen lam {izerinde hazirlanan sperm yaymalar1 morfolojik

incelemeler icin Diff-Quik kiti (MedionDiagnostics, Almanya) kullanilarak
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degerlendirilmistir. Immunohistokimyasal analizler i¢in Endotelyal Nitrik Oksit

Sentaz [e-NOS], indiiklenebilen Nitrik Oksit Sentaz [i-NOS], CASPAZ 3, CASPAZ

8, CASPAZ 9 primer antikorlar1 ile boyandi. Apoptotik hiicre 6liimiiniin belirlenmesi

amaci ile Terminal Transferased UTP Nick End Labeling [TUNEL] boyama yontemi

kullanilmistir.

Tablo 5.1. Deney Gruplari

Grup1 [Kontrol Grubu N=6 - Sperm olgunlagma besiyerine alinip
1 saat boyunca bekletilip canlilik, hareket
(KG) e L
ve morfoloji i¢in analiz edilmistir.
Grup 2 [Sham =6 - Sperm olgunlasma besiyerine alinip
Grubu 1 saat boyunca normal glikozlu besiyeri
ilebekletilip canlilik, hareket ve morfoloji
(SG) i¢in analiz edilmistir.
Grup 3  |Diyabet =6 - Intraperitonal olarak 50 mg/kg tek
Grubu dozolacak sekilde 0.1mol/L sodyum
sitrat tamponu (pH: 4.7) ile hazirlanmig
(DG) streptozotosin (STZ) enjekte edildi.
- Sperm olgunlagma besiyerine alinip 1
saat boyunca yliksek glikozlu besiyeri
ilebekletilerek canlilik, harcket ve
morfoloji i¢in analiz edilmistir.
Grup 4 Diyabet+ =6 - Sperm olgunlasma besiyerine alinip
MKH Grubu 1 saat boyunca yiiksek glikozlu besiyeri+
MKH (1x106 YKMKH) 100 pl besiyeri
ile bekletilerek canlilik, hareket ve
morfoloji i¢in analiz edilmistir.
Grup 5 Diyabet+ =60 Sperm olgunlagma besiyerine alinip 1
Kosullu . . .
Besiyeri saat boyunqa ypksek glikozlu bes1yer1.+
Grubu Kosullu besiyeri (100 pl 24 saat beklemis
besiyeri) ile bekletilerek canlilik, hareket
ve morfoloji i¢in analiz edilmistir.
Grup 6 Diyabet+ =6 Sperm olgunlagma besiyerine alinip 1
MKH+ saat  boyunca  yiliksek  glikozlu
Kosullu besiyeritMKH (1x106 YKMKH) +
Besiyeri Kosullu besiyeri (100 pl 24 saat beklemis
Grubu besiyeri) ile bekletilerek canlilik, hareket
ve morfoloji i¢in analiz edilmistir.
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Diyabet+ PRP|

- Sperm olgunlagsma besiyerine alinip 1

Grup 7 \Grubu saat boyunca yiiksek glikozlu besiyeri+
Trombosit Zengin Plazma (PRP) %20 v/v
oraninda ile bekletilerek canlilik, hareket
ve morfoloji i¢in analiz edilmistir.

Grup 8 Diyabet+ SVH N=6 Sperm olgunlasma besiyerine alinip 1

Grubu saat boyunca yiiksek glikozlu besiyeri+
Stromal Vaskiiler Fraksiyon (SVF) 1-2
mm? olacak sekilde bekletilerek canlilik,
hareket ve morfoloji i¢in analiz
edilmistir.

Grup 9 Diyabet+ =6 | - Sperm olgunlagma besiyerine alinip 1

MKH+ PRP saat boyunca yiiksek glikozlu besiyeri+

Grubu MKH (1x106 YKMKH) + Trombosit
Zengin Plazma (PRP) %20 v/v oraninda
ile bekletilerek canlilik, hareket ve
morfoloji i¢in analiz edilmistir.

Diyabet+ =6 - Sperm olgunlagsma besiyerine alinip 1

Grup10 g+ SVF saat boyunca yiiksek glikozlu besiyeri+

Grubu MKH (1x106 YKMKH) + Stromal
Vaskiiler Fraksiyon (SVF) 1-2 mm? ile
bekletilerek canlilik, hareket ve morfoloji
icin analiz edilmistir.

Diyabet+ N=6 - Sperm olgunlagsma besiyerine alinip 1

Grup 11 Kosullu saat boyunca yiiksek glikozlu besiyeri +

Besiyeri+ PRP| Kosullu Besiyeri (100 pl 24 saat beklemis

Grubu besiyeri) + Trombosit Zengin Plazma
(PRP) %20 v/v oraninda ile bekletilerek
canlilik, hareket ve morfoloji i¢in analiz
edilmistir.

Grup 12 Diyabet+ N=6 - Sperm olgunlagsma besiyerine alinip 1

Kosullu saat boyunca yiiksek glikozlu besiyeri+

Besiyerit SVF
Grubu

Kosullu Besiyeri (100 pl 24 saat beklemis
besiyeri) + Stromal Vaskiiler Fraksiyon
(SVF) 1-2 mm? ile bekletilerek canlilik,
hareket ve morfoloji i¢in analiz
edilmistir.
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Grup 13

Diyabet+
MKH+ Kosullul
Besiyeri+ PRP|
Grubu

- Sperm olgunlagsma besiyerine alinip 1
saat boyunca yiiksek glikozlu besiyeri+
MKH (1x106 YKMKH) + Kosullu
Besiyeri (100 pl 24 saat beklemis
besiyeri) + Trombosit Zengin Plazma
(PRP) %20 v/v oraninda ile bekletilerek
canlilik, hareket ve morfoloji i¢in analiz
edilmisgtir.

Grup 15

MKH+ Kosullu|
besiyeri+ PRPH
SVF Grubu

Grup 14 Diyabet+ =6 - Sperm olgunlagsma besiyerine alinip 1
MKH+ Kosully saat boyunca yiiksek glikozlu besiyeri+
besiyeri+ SVF MKH (1x106 YKMKH) + Kosullu
Grubu besiyeri (100 upl 24 saat beklemis
besiyeri) + Stromal Vaskiiler Fraksiyon
(SVF) 1-2 mm? ile bekletilerek canlilik,
hareket ve morfoloji i¢in analiz
edilmisgtir.

Diyabet+ =6 -Sperm olgunlagma besiyerine alinip 1

saat boyunca yiiksek glikozlu besiyeri+
MKH (1x106 YKMKH) + Kosullu
besiyeri (100 pl 24 saat beklemis
besiyeri) + Trombosit Zengin Plazma
(PRP) %20 v/v oranindat+ Stromal
Vaskiiler Fraksiyon (SVF) 1-2 mm? ile
bekletilerek canlilik, hareket ve morfoloji
icin analiz edilmistir.

5.2 Deneysel Diyabet Modelinin Olusturulmasi

300-400 gr. arasinda degisen Wistar Albino 15 erkek gruplara ayrilmigtir.

Diyabetik gruplar i¢in denekler, diyabet olusturulmadan 6nce 12 saat a¢ birakilmistir.
50 mg/kg tek doz olacak sekilde 0.Imol/L sodyum sitrat tamponu (pH:4.7) ile
hazirlanan STZ (Sigma, katolog no: 18883-66-4) intraperitoneal olacak sekilde enjekte
edilmistir (Mercan ve ark. 2020).

5.3 Mezenkimal Kok Hiicrelerin ve Nisin Eldesi

53.1 Yag Doku Kaynaklh Mezenkimal Kok Hiicre Eldesi ve

Karakterizasyonu

Yag dokusu kaynakli MKH’ler, 6-8 haftalik bir siganin subkutan inguinal
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yagindan elde edilmistir. Sicanlara aneztezi uygulandiktan sonra steril makaslar
kullanilarak yag dokusu ¢ikartilmigtir. Kandan gelebilecek herhangi bir
kontaminasyon riskine kars1 defalarca fosfat tamponlu salin [PBS] (Gibco, katalog
no: 10010023) soliisyonunda yikanmistir. Daha sonra yag dokusu steril bistiirii
yardimiyla kii¢iik pargalar halinde kesilerek,10 dk boyunca %0,1 tip 1 kollajenazla
(Gibco, katalog no:17100017) enzimatik olarak pargalanmistir ve c¢okeltilerin
uzaklagtirilmasi i¢cin 800xg’de 10 dk santriflij edilmistir. Santriflij sonrasinda en {ist
beyaz tabakada toplanan yag dokusu alinarak, ikinci kez 37 C'de esit hacimde %0,1
kollajenaz ile enzimatik sindirimi gerceklestirilmistir. Enzim aktivitesinin inhibisyonu
icin, esit hacimde Dulbecco Modifiye Eagle: Nutrient mixture F12 [DMEM/F12]
(Merck, katalog no: DF-041-B) besiyeri ve %10 sigir serumu [FBS] (Sigma Aldrich,
katalog no: F4135) ilave edilmistir ve yeniden 800 x g'de 10 dakika santrifii

edilmisgtir.

Cokelti, DMEM ile ikinci kez yikandiktan sonra 10 dakika boyunca 800 x g'de
tekrar santriflij edilmistir. Yikanmis hiicreler, besiyeri iceren 75 cm?2'lik bir kiiltiir
kabina akratirilarak 37 °C'de, %5 CO2’li ortamda inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda
flaska yapismis olan MKH’lerin, diger yiizen hiicrelerden ayirmak icin steril PBS ile
yikama yapilmistir. Hiicre ¢ogalmasi %70-80 konfluensiye ulastiginda, hiicreler
kiiltiir kabindan %0.25 Tripsin EDTA (Gibco, katalog no: 1797206) ile 37°C' de 1
dakika inkiibe edilerek kaldrilmasi saglanmigtir. DMEM/F12 besiyeri eklenerek
hiicreler 800 x g'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Tripsini uzaklastirmak icin yeniden
siispansiyon haline getirilmistir ve %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin-amfoterisin B
ve DMEM/F12 besiyeri eklenenen petri kabina ekilmistir. Hiicreler, 2. pasaja kadar
pasajlama iglemi yapildiktan sonra uygulamaya en uygun hale getirilmistir. Kiiltiir
ortaminda 4. pasajdaki MKH kiiltiir kabinda konfluent oldugunda, dogrulanmstir.
Hiicrelerin mezenkimal kok hiicre oldugunu ispatlamak icin, CD73+, CD90+,
CD105+ ve CD45-, CD34- olmak iizere negatif ve pozitif MKH belirtecleri ile
immubhistokimyasal boyamasi yapilmistir. Bu hiicreler kok hiicre gruplarina her dozda

1x106 hiicre olacak sekilde 3 doz uygulanmastir.

5.3.2 Adipoz Doku Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre Nisinin Eldesi

Pasaj 7°deki %80-%90 konfluensiye ulasan hiicrelere taze besiyeri eklenmistir. 24
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saat inkiibe edildikten sonra bu besiyeri toplanarak nis gruplarina uygulanmistir.

5.4 PRP Elde Edilmesi

Anestezi altindaki denegin kalbinden %3,8°1ik sodyum sitrat ile yitkanmus tiipe 1,5
ml kan alinmistir. Bu miktar ortalama biiylikliikteki bir sicanda hayvani soka
sokmadan tek seferde alinabilecek maksimum kan miktar1 olarak bilinmektedir. Saf
PRP teknigine uygun olarak, alinan kan santrifiij tlipine konuldu ve 1800 devirde 8
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tiiplin alt kisminda kirmizi renkte kanin
sekilli elemanlari, en iist kisminda ise agik sar1 renkte trombositten fakir plazma
toplandi. Bir enjektor yardimiyla ortadaki trombositten zengin 0,2 ml’likplazma kismi
alindi. Alinan plazmay1 aktiflestirmek i¢in igerisine 0,01 ml kalsiyum klorid eklenip

karistirilarak uygulama yapildu.

Resim 5.2. Santrifiij islemi sonrasi elde edilen PRP’nin goriiniimii
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5.5 SVF Elde Edilmesi

Diseksiyonla her bir sicanin inguinal bolgelerinden yag yastik¢iklart ¢ikartilip
ince uglu bir doku makasi ile mekanik olarak kiigiik parcalara ayrildiktan sonra
icerisine %0, 1°lik kollojenaz tip I (C0130, Sigma Aldrich™, St. Louis, MO) ve tip 11
(C6885, Sigma Aldrich™, St. Louis, MO) konulularak 37 °C’de 30 dk bekletilmistir.
Uzerinde biriken triglisertiten zengin yag tabakasi uzaklastirilmistir. Ardindan 3000
devir/dk’da 5 dk. siireyle santrifiij edilerek dipte ¢6kmis halde SVF matiir
adipositlerden ayrilmistir. SVF, 0,2 ml doz seklinde uygulama yapildi.

. 0
‘« o
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Resim 5.3. Santrifijj ile dipte ¢6kmiis halde bulunan SVF

5.6 Testis Dokularimminin Alinmasi

Deney sonunda sig¢anlar servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edildi.

Histokimyasal analizler i¢in testisler bouin fiksatifine alindi.

5.6.1 Kan Sekerlerinin Olciilmesi
STZ uygulamasindan dért saat sonra deneklerin yiyecekleri tekrar verilmistir. Ug

giin sonra, 6 saatlik aglik sonrasi kuyruk ucundan alinan kandan el glukometresi

(Accu-check) ile kan sekeri degerleri Olgtilerek, 250 mg/dl iizeri kan sekerine sahip
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olan denekler diyabet kabul edilmistir (Mercan ve ark. 2020).

Resim 5.4. STZ uygulamasi sonrasi kan sekeri dl¢iimii

5. 6.2 Viicut Agirhklarmin Olgiilmesi

Deney baslangicinda her siganm viicut agirhigi 6lgiildii. Olgiilen agirliklar

istatistiksel olarak degerlendirildi.

5. 7 Testis Dokularinin Takibi ve Histopatolojik Degerlendirilmesi

5. 7.1 Parafin Doku Takibi

Histokimyasal ve immunohistokimyasal degerlendirmeler i¢in sag testis dokular1
bouin soliisyonu (Polyscience, kataolog no: 1604-1) igerisine biitlin halde atildi ve 48
saat bekletilerek fikse edildi. Daha sonrasinda, ornekler %70 alkol ile sarirenk
kayboluncaya kadar fiksatiften arindirildi. Bir gece %70 alkolde tutuldu ve ertesi giin
derecesi giderek artan etil alkol serilerinde (%70, %80, %100) (isolab, katalog no:
920.026) bekletilerek dehidratasyon islemi gerceklesitirildi. Seffaflagtirma igin
kademeli gecis yapildi. Gegis fazinda alkol-ksilenden (Merck, katolog no: 108685) esit
miktar olacak sekilde hazirland1 ve dokular alkol-ksilende 2 saat bekletildi.Ksilende 1
gece tutularak sefaflandirma yapildi. Bir sonraki gegis fazinda, yine esit miktarda
hazirlanan ksilen-parafinde 1 saat tutulduktan sonra parafine (Sigma Alrich,katalog
no: P3558) aliip 3 saat bekletildi. ikinci bir parafin degisimi yapilip 1 gece etiivde

parafinde bekletildi. Son olarak dokular bloklar icerisinde parafine gomiildii.
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5. 7. 2 Testis Dokularinin Hematoksilen- Eozin (H&E) Boyamasi

Parafin bloklardan Rotary mikrotom cihazi (RM 2135, Leica) ile Spym kalinliginda
kesitler rodajli lamlara alindi. Kesitler alindiktan sonra 1 gece 60°C’lik etiivde
parafinin erimesi i¢in deparafinizasyon islemine tabi tutuldu. Ardindan parafinin
uzaklastirlmasi i¢in iki degisim ksilende 30’ar dk. tutularak kimyasal deparafinizasyon
islemi uygulandi. Rehidratasyon i¢in azalan alkol serilerinden (%95, %80, %70, %60)
gecirildi. Daha sonra 5 dk akarsuda yikanan lamlar 6nce hematoksilene batirildi ve 5
dk. beklendi. Sonrasinda fazla boyanin uzaklastirlmasi igin tekrar akarsuya alinan
lamlar 5 dk. daha yikandi. Diferansiyasyon iglemi i¢in asit-alkol sollisyonunda 1 saniye
tutulduktan sonra 2 dakika eozin sollisyonuna batirildi. Dokular yeniden 5 dk.
akarsuda tutularak yikama iglemi gergeklestirildi. Son olarak dokular dehidratasyon
icin %80 ve %95’lik artan alkol serilerinden gegirilip havada kurutuldu. 30’ar dakika
iki degisim ksilende beklenip entellan ile kapatildi.

5.7.3 Seminifer Tiibiil Cap1 Ol¢iimii
Testisteki hasarin bir gostergesi olarak fiji/image j programi kullanilarak

seminifer tlibiil caplar1 dl¢iildii. Seminifer tiibiil ¢ap1 dl¢limii, her gruptan X 20’ lik

objektifte 10 farkli alandan olgiilerek yapildi ve istatistiksel olarak degerlendirildi.

5.7.4 Johsen Skoru

Seminifer tilibiillerdeki hasarlanmanin derecesini gostermek icin Johnsen testis
biyopsi skoru yontemiyle degerlendirildi. Her gruptan x20 objektifte rastgele 10 farkl
tiibiil incelendi ve her tiibiil kesitine 1 ile 10 arasinda bir derece verildi. Gruplar aras1

farklilik istatistiksel olarak degerlendirildi.

5.8 Spermlerin Hazirlanmasi ve Analizi

5.8.1 Sperm Sayim

Bu ¢aligmada sakrifikasyondan hemen sonra ¢ikarilan kaudal epididimis 1 mL
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%10 FBS ilave edilmis DMEM F12 besiyeri igerisine alind1 ve bisturi yardimiyla
kesim yapilarak ¢ok kiiclik parcalara ayrildi. Ependorf igerisine alinan bu ¢ozelti 2230
rpm’de 3 dk santriflij edildi. Pellet ile siipernatant arasinda spermlerin bulundugu
kisimdan 100 pL alinarak santrifiij islemi tekrar edildi. Toplam 100 pL siv1 igerisinden
stipernatantin miktar1 mikropipet yardimiyla hesaplanarak atildi ve besiyeri tamamen
uzaklastirildi. Ependorf icerisinde kalan pellet miktar1 kadar tekrar serumlu besiyeri
eklenerek 1:1 oraninda seyreltme yapildi. Seyreltilmis ¢ozeltiden bir damla (10 pl)
alnip Makler sperm sayim kamerasinin merkezine damlatilarak iizerine kapak cami
kapatildi. Mikroskop altinda 20X biiyiitme altinda, referans ¢izginin her iki tarafindan
5’er kare icerisindeki sperm baslar1 sayilds. Iki farkli referans ¢izgiyle sayim yapilarak
ortalamalar alindi ve bulunan say1 2x10° ile carpilarak mL’deki sperm miktart

hesaplandi (WHO, 2010).

Resim 5.5. Epididimis dokularinin alinmasi

5.8.2 Sperm Morfolojisi

Sakrifikasyondan hemen sonra ¢ikarilan kaudal epididimis 1 mL %10 FBS ilave
edilmis DMEM F12 besiyeri icerisine alind1 ve bisturi yardimiyla kesim yapilarak ¢cok
kiigiik pargalara ayrildi1 (IRDG, 2000; Akram ve ark., 2012; Taib ve ark., 2013).

Kiiltiir ortaminda 15 gruptaki uygulamalarin ardindan bir damla alinarak lam

iizerine damlatild1 ve yayma yapildi.
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5.8.2.1 Diff-Quick Boyama

Yayma preparatlardan Diff-Quick boyama yapild1 ve her bir preparat i¢in 200

sperm degerlendirildi.

5. 8. 3 Hareketlilik
Sperm hareketlilik degerlendirmeleri 1 saat olarak faz kontrast mikroskobisiile

belirlenmistir.

5. 8. 4 Canhhk

Canlilik degerlendirmesi i¢in lam {izerine semen 6rneginden bir damla damlatildi
ve lizerine 1 damla %1’lik eozin-y eklenerek karigtirildi ve lamel ile kapatildi. Her

ornekte farkli alanlarda totalde 100 sperm canlilik agisindandegerlendirildi.

5.9 Immunohistokimyasal Boyama

Immiinohistokimyasal boyama igin polizinli lam {izerinde hazirlanan sperm
yaymalari absolii metanol ile fikse edilmistir. Daha sonra 5’ser dk. 3 kez PBS (Thermo
Fisher, katalog no: 18912014) ile yikanan numuneler buz iizerinde 10 dk. %0,1 Triton
x-100 ile permeablizisyon saglanmigtir. 5’ser dk. 3 kez PBS ile yikamadan sonra,
endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in %3’liikk hidrojen peroksit ¢ozeltisi
icinde 15 dk. siireyle inkiibe edilmistir. 5’ser dk. 3 kez PBS ile yikama yapilmistir.
Bloklama soliisyonu (Thermo Fisher, Ultra Vision, katalog no: TP-125-HL) 1 saat
olacak sekilde oda sicakliginda uygulanmistir. Daha sonra PBS ile yikama yapmadan
spermler anti e-NOS, i-NOS, CASPAZ 3, CASPAZ 8, CASPAZ 9 primer antikorlari
ile 1 gece +4 derece inkiibe edilmistir. Ertesi giinde 5’ser dk. 3 kez PBS ile yikama
yapildiktan sonra biotinlenmis sekonder antikor oda sicakliginda 30 dk. bekletilmistir.
Tekrar yikama yapildiktan sonra 30 dk. straptavidin peroxidase uygulanmistir. Bu
asamadan sonra numuneler tekrar PBS ile 3 kere yikanip immiin reaksiyonun
gbzlenmesi icin DAB (Thermo Scientific, katalog no: 34002) kromojeni ile belirli siire
inkiibe edilerek antikorlarin goriiniirliigii saglanmistir. Mayers hematoksilen (Skytek)

ile de c¢ekirdek boymasi gerceklestirilmistir. Son kez distile su ile yikanan lamlar
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kapatma soliisyonu kullanilarak lamel ile kapatilmigtir. Isik mikroskobu ile

incelenmistir.

Sperm yaymalarindan elde edilen preperatlar {izerinde rastgele se¢ilen 10 alanda
sayilan 100 hiicre lizerinde H-skor analizi yapilmistir. Boyanmanin derecesinegore, 0-
boyanma yok, 1-zayif boyanma, 2- orta boyanma, 3-kuvvetli /siddetli boyanmaolarak

skorlanmigtir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

5.10 TUNEL Boyamasi

Apoptotik hiicre 6liimiiniin belirlenmesinde Terminal Transferase dUTP NickEnd
Labeling (TUNEL-Millipore LOT: 2869035) boyama kiti kullanildi. Alinan 5 um’lik
seri kesitler, deparafinizasyon icin 1 gece 60°C etiivde bekletildikten sonra iki kez
ksilen ile muamele edildi. Rehidratasyon i¢in, azalan etil alkol serilerinden (%96-80-
70-60) gecirildi. 10 dakika %3’liik hidrojen peroksit (1.08597.2500, Merck 3002,
Invitrogen) ile oda 1sisinda yikandi. 50pg/ml Proteinaz-K 37°C’de 15 dakika
uygulandi. PBS ile 5’er dakika ii¢ kez yikamayi takiben Ornekler 10 dakika
Equilibration buffer ile oda 1sisinda tutulduktan sonra TdT-reaksiyon karigimi
eklenerek nemli atmosferik ortamda 37°C’de 60 dakika bekletildi. Siirenin ardindan
Stop Wash Buffer ile 10 dakika bekletildi. Spesik boyanmay1 kaldirmak i¢in her bir
dokuya 50ul reducing buffer eklenerek 30 dakika bekletildi. Antidioksigenin
Peroksidaz Konjugati ile 1 saat 37C’de nemli kutuda muamele edilen 6rnekler 5’er
dakika ti¢ kez PBS ile yikandi. HRP polimeri ile 30 dk inkiibe edildi ve 5’er dakika
iic kez PBS ile yikandi. Ardindan DAB (Diaminobenzidin ACK125, SkyTek) ile
boyama yapilarak, birka¢ kez distile su ile yikandi. Artalan boyamasi i¢in 30 saniye
Mayer’s Hematoksilen (HMM999, ScyTek) ile boyandi ve ¢esme suyu ile yikandi.
Son olarak dehidratasyon icin %95°lik ve %100’k alkollere batirilip ¢ikartildi ve
seffaflagtirma islemi i¢in 30 dk. ksilende beklenip entellan ile kapatildi.

Her gruptan x40 biiyiitme altinda rastgele secilen 10 farkli tiibiilden 100 hiicre
sayilarak TUNEL pozitif hiicreler saptandi. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmalar

yapildi.
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5. 11 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in Graphpad Prism 8.3.1 progranu kullamildi. Gruplardan elde
edilen ortalama degerler, standart sapmalar ve istatistiksel sonuglar tablo ve grafik
seklinde gosterildi. Kansekeri degerlerinin ve hayvan agirliklarinin degerlendirilmesi
icin two-wayanova testi yapildi. p <0,05 olan degerler istatiksel olarak anlamli kabul
edildi. Seminifer tiibiil ¢caplar1 imaje j programiyla 6l¢iildii. Hematoksilen&Eosin ile
boyali preperatlardan Johnsen skorlamasi yapildi. Ayrica, ¢alismamizda TUNEL
boyanan kesitlerden apoptotik indeks icin hiicre sayimi yapildi. Seminifer tiibiil
caplari, Johnsen skorlamasi ve TUNEL analizin verileri Mann Whitney U testiyle
degerlendi. ITHC sonuclar1 igin, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak
kiyaslanmasi i¢cin One-Way ANOVA (Tek Yonlii Varyans Analizi) kullanildi.
Istatistiksel degerlendirme sonuglarinda P<0,05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

Coklu karsilagtirma i¢in Post hoc testi olarak Tukey’s testi kullanildi.
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6. BULGULAR

Yiiksek glikozlu besiyerinde diyabetik testis epididimisinden toplanmig
spermlerin lizerindeki etkisini anlamak amaciyla normal glikozlu besiyerindeki
spermlerle karsilastirmak iizere oda sicakliginda SVF, PRP, MKH ve MKH tarafindan
salgilanan farktorler olarak 24 saatlik KBY nis olarak kullanilip bunlarin farklh
kombinasyonlarinin sperm canliligi, hareketliligi, morfolojisi, oksidatif stres ve

apoptoz lizerindeki etkisi histolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle incelendi.

6.1 Diyabet Bulgulan

6.1.1 Kan Sekerleri

STZ uygulamasindan dort saat sonra deneklerin yiyecekleri tekrar verildi. Ug giin
sonra, 6 saatlik a¢lik sonrasi kuyruk ucundan alinan kandan el glukometresi (Accu-
check) ile kan sekeri degerleri Ol¢iildii ve 250 mg/dl {izeri kan sekerine sahip olan

denekler diyabet kabul edildi (Mercan et al. 2020).

AKS olc¢limlerinin karsilastirilmasinda D olanlarda ND ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak oldukga (p<0,001) anlamlilik bulundu (Sekil 6.1).

AKS
400
300
200
S |
0
ND D

Sekil 6.1. Deney Gruplarinda AKS degerleri.
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6.1.2 Viicut Agirhklar:

Deney baslangicinda ve bitisinde her sicanin viicut agirhigr dlgiildii. Olgiilen
agirliklarin fark istatistiksel olarak karsilastirildiginda ND 6rneklerinde D 6rneklerine

gore oldukca anlamli (p<<0,001) bir azalma izlendi (Sekil 6.2).

VA
60
40
20
' B
ND D

Sekil 6.2. Deney Gruplarinda ilk ve Son Viicut Agirliklar: fark.

6.1.3 Hiicresel Tedavi Belirtecleri

6.1.3.1 SVF Karakterizasyonu

SVF Kkarakterizasyonu igin HE ve CD90 boyamasi yapildi. Igerigindeki MKH
oranina bakilarak MKH oran1 h-skor ile belirlendi (Sekil 6.3).
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CD90

Sekil 6.3. SVF karakterizasyonu i¢in HE ve CD90 boyamasi.

6.1.3.2 PRP Karakterizasyonu

PRP karakterizasyonu icin HE boyamas: yapildi. Igerigindeki trombosit oranina
bakildi (Sekil 6.4).
HE

Sekil 6.4. PRP karakterizasyonu i¢in HE boyamasi.
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6.1.3.3 MKH Karakterizasyonu

MKH karakterizasyonu i¢in CD73, C90, C105 ile pozitifligi, CD34 ve CD45
negatifligi ve antikor yerine PBS kullanilan boyanmamig negatif kontrol kullanilarak

immunohistokimyal yontemle dogrulandi (Sekil 6.5).

Sekil 6.5. MKH karaterizasyonu icin PBS, CD45, CD34 ve CD73, C90,
CD105 boyamasi.
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Yapilan H-skor analizinde MKH igin biiylik ¢ogunlukla CD73, C90, C105
pozitifligi ile ¢ok az miktarda CD45 pozitifligi ve CD 34 ve negatif kontrolde
isaretlemenin ¢ok az oldugu goriildii (Sekil 6.6).

MKH BELIRTEC
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PBS CD34 CD45 CD73 CD90 CD105

Sekil 6.6. MKH karekterizasyonu i¢in PBS, CD45, CD34 ve CD73, C90, CD105

Immunoreaktivitesi.
Tablo 6.1. MKH karakterizasyonu i¢in H-skor Analizi.

Ortalamalarin karsilagtirlmast  Fark q P degeri

PBS vs CD73 -247.00 17.249 *** P<0.001
PBS vs CD90 -267.00 18.646 *** P<0.001
PBS vs CD105 -227.00 15.852 *** P<0.001
CD34 vs CD73 -241.00 16.830 *** P<0.001
CD34 vs CD90 -261.00 18.227 *** P<(.001
CD34 vs CD105 -221.00 15.433 *** P<(.001
CD45 vs CD73 -237.00 16.551 *** P<(.001
CD45 vs CD90 -257.00 17.947 *** P<(.001
CD45 vs CD105 -217.00 15.154 *** P<(.001
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6.2 Testis Bulgulan

6.2.1 HE Bulgulan

Kontrol grubu kesitlerinde, testisi saran siki bag dokusu yapisindaki tunika
albuginea normal goriinlimiindeydi. Seminifer tiibiillerin arasindaki gevsek bag doku
yapisindaki interstisiyel alandaki Leydig hiicreleri, tiibiil icinde spermatogenik seriye
ait hiicreler ve Sertoli hiicrelerinin normal histolojik yapilarini korudugu goriildii.
Seminifer tiibiil sinirlarinin diizgiin oldugu ve germ hiicrelerinin gelisimsel seriye
uygun olarak diizenli siralandigi sertoli hiicreleri, spermatogonyumlar, spermatositler,

spermatidler ve spermatozoalar goriildii.

Diyabet grubunda, seminifer tiibiillerin bir¢ogunun dejenere oldugu,
spermatogenik seriye ait hiicrelerin azaldig1 ve germinal epitelin kayb1 goriildii. Birgok
alanda limeninde spermlerin olmadig1 atrofik tiibiiller tespit edildi. Hiicresel
kayiplarla beraber seminifer tiibiillerin sinirlarinin diizensiz oldugu ve limende bazal
ve adluminal kompartmanlarinin ayrildig: alanlar, spermatogenik seri hiicrelerinde
dagilmalar ve baz tiibiillerde liimene dokiilmiis germ hiicreleri saptandi. Interstisyel
alana bakildiginda bag doku artis1, 6dem ve konjesyon tespit edildi. Tiibiil i¢i sertoli
hiicrelerinde belirgin vakuolizasyon ve eozinofilik sitoplazmali ¢ok cekirdekli dev
hiicreler (multivezikiiler cisimcikler) goriildii. Bu hiicrelerin ¢ekirdeklerinde kromatin

yapist hilal seklindeydi (Resim 6.2).
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Resim 6.1. Testis histolojisi HE drnekleri.

HE o6rneklerinde Johnson skorlamasi yapildi ve ND ile D ornekler arasinda

anlamli bir hasar saptandi (Sekil 6.7).

JS

10

ND D

Sekil 6.7. Johnson skorlamasi.
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6.2.2 Seminifer Tiibiil Cap1

Kontrole kiyasla, diyabet grubunda, tiibiil ¢aplarinin azaldigir goriildii (Resim
6.2).

Resim 6.2. Seminifer Tiibiil Cap1
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Kontrole kiyasla, diyabet grubunda, tiibiil ¢aplarinin azaldig: istatistiksel olarak
anlamlilik bulundu (Sekil 6.8).

STC

10

ND D

Sekil 6.8. Seminifer Tiibiil Capi.

6.3 Tekli Uygulamalarin Bulgular:

Bu calismada saglikli hayvanlardan alinan spermlerde kiiltiir ortaminda yiiksek
glikozlu besiyeri kullanilarak DB hasar olusturuldu. Spermlere MKH, 48 saatlik
salgiladiklar faktorler olan KBY ve PRP ile desteklenmis SVF uygulamalari yapilarak

deneysel diyabetik modelde sperm hasarinin azaltilmasi incelendi.

6.3.1 Tekli Uygulamalarin Canhlik Bulgular:

Canlilik degerlendirmesi Eozin Y ile yapildi. KG grubuna goére DG canliligi 1 saat
sonunda oldukca anlamli bir sekilde azaldi. Tekli uygulamalarin anlamli olarak

canlili1 korudugu saptandi (Resim 6.3).
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DG + SVF

DG + PRP DG + MKH

DG + KBY

Resim 6.3. Tekli HT uygulamalari i¢in canlilik boyamasi.
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Yapilan tekli uygulamalarin etkinlik agisindan PRP>MKH>KBY>SVF seklinde

canlilig1 korudugu saptandi (Sekil 6.9).

TEKLI HT UYGULAMALARINDA CANLILIK
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Sekil 6.9. Tekli HT uygulamalari i¢in canlilik testi. KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-

YG (DG), DH-YG-SVF (DG-SVF), DH-YG-MKH (DG-MKH), DH-YG-PRP (DG-PRP),
DH-YG-KBY (DG-KBY).

Tablo 6.2. Tekli HT uygulamalari igin canlilik testi.

Ortalamalarin karsilagtirilmasi Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG
KR-BY vs DH-YG
KR-BY vs DH-YG-SVF
KR-BY vs DH-YG-MKH
KR-BY vs DH-YG-PRP
KR-BY vs DH-YG-KBY
SH-NG vs DH-YG
SH-NG vs DH-YG-SVF
SH-NG vs DH-YG-MKH
SH-NG vs DH-YG-PRP
SH-NG vs DH-YG-KBY
DH-YG vs DH-YG-SVF
DH-YG vs DH-YG-MKH

69.000 39.320 *** P<0.001
86.667 49.388 *** P<(0.001
57.000 32.482 *** P<0.001
38.333 21.845 *** P<(.001
27.333 15.576 *** P<0.001
48.000 27.353 *** P<(.001
17.667 10.068 *** P<0.001
-12.000 6.838 ** P<0.01
-30.667 17.476 *** P<0.001
-41.667 23.744 *** P<(0.001
-21.000 11.967 *** P<0.001
-29.667 16.906 *** P<0.001
-48.333 27.543 *** P<0.001
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DH-YG vs DH-YG-PRP
DH-YG vs DH-YG-KBY
DH-YG-SVF vs DH-YG-MKH
DH-YG-SVF vs DH-YG-PRP
DH-YG-SVF vs DH-YG-KBY
DH-YG-MKH vs DH-YG-PRP

DH-YG-MKH vs DH-YG-KBY

DH-YG-PRP vs DH-YG-KBY

-59.333 33.812 *** P<(.001
-38.667 22.035 *** P<0.001
-18.667 10.637 *** P<0.001
-29.667 16.906 *** P<0.001
-9.000 5.129 * P<0.05
-11.000 6.268 ** P<0.01
9.667 5.509 * P<0.05
20.667 11.777 *** P<0.001

6.3.2 Tekli Uygulamalarin Hareket Bulgular

Faz kontrast mikroskobu ile yapilan hareket degerlendirmesinde. KG grubuna gore
DG hareketi 1 saat sonunda oldukca anlamli bir sekilde azaldi. Tekli uygulamalarin

anlaml olarak hareketi korudugu saptandi (Resim 6.4).
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DG + SVF

DG + PRP

DG + KBY

Resim 6.4. Tekli HT uygulamalar i¢in hareketliligin faz kontrast goriintiileri.
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Yapilan tekli uygulamalarin etkinlik agisindan PRP>MKH>SVF>KBYseklinde
hareketliligi korudugu saptandi (Sekil 6.10).

TEKLI HT UYGULAMALARINDA HAREKET
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Sekil 6.10. Tekli HT uygulamalar1 i¢in hareketlilik testi. KR-BY (KG), SH-NG (SG),
DH-YG (DG), DH-YG-SVF (DG-SVF), DH-YG-MKH (DG-MKH), DH-YG-PRP (DG-
PRP), DH-YG-KBY (DG-KBY).

Tablo 6.3. Tekli HT uygulamalari i¢in hareketlilik testi.

Ortalamalarin karsilagtirilmas1  Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG 64.333 32.231 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG 71.667 35.905 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-SVF 54.000 27.054 *** P<(.001
KR-BY vs DH-YG-MKH 48.333 24.215 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-PRP 43.667 21.877 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-KBY 51.333 25.718 *** P<0.001
SH-NG vs DH-YG-SVF -10.333 5.177 * P<0.05
SH-NG vs DH-YG-MKH -16.000 8.016 *** P<0.001
SH-NG vs DH-YG-PRP -20.667 10.354 *** P<(0.001
SH-NG vs DH-YG-KBY -13.000 6.513 ** P<0.01
DH-YG vs DH-YG-SVF -17.667 8.851 *** P<(.001
DH-YG vs DH-YG-MKH -23.333 11.690 *** P<0.001
DH-YG vs DH-YG-PRP -28.000 14.028 *** P<(.001
DH-YG vs DH-YG-KBY -20.333 10.187 *** P<0.001

DH-YG-SVF vs DH-YG-PRP -10.333 5.177 * P<0.05
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6.3.3 Tekli Uygulamalarin Morfoloji Bulgular:

Morfoloji degerlendirmesi Diff Quick ile yapildi. KG grubunda saptanan normal
morfolojinin DG ile 1 saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde bozuldugu goriildii.

Tekli uygulamalarin anlamli bir sekilde morfolojiyi korudugu saptandi (Resim 6.5).
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DG + SVF

DG + PRP DG + MKH

DG + KBY

Resim 6.5. Tekli HT uygulamalarinda Diff Quick ile yapilan morfoloji

degerlendirmesi.
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Yapilan uygulamalarda sirasi ile tekli uygulamalarin MKH>KBY>PRP>SVF

sekilde morfolojiyi korudugu saptand:i (Sekil 6.11). Ornekler arasinda morfoloji

degerlendirmesinde olduk¢a anlamli(p<0,001) farkliligin oldugu goriildii.

TEKLI HT UYGULAMALARINDA MORFOLOJI
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Sekil 6.11. Tekli HT uygulamalari i¢in morfoloji degerlendirmesi. KR-BY (KG),
SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG-SVF (DG-SVF), DH-YG-MKH (DG-MKH), DH-YG-
PRP (DG-PRP), DH-YG-KBY (DG-KBY).

Tablo 6.4.Tekli HT uygulamalari i¢in morfoloji degerlendirmesi

Ortalamalarin karsilagtirilmast

Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG
KR-BY vs DH-YG
KR-BY vs DH-YG-SVF
KR-BY vs DH-YG-MKH
KR-BY vs DH-YG-PRP
KR-BY vs DH-YG-KBY
SH-NG vs DH-YG
SH-NG vs DH-YG-MKH
DH-YG vs DH-YG-SVF
DH-YG vs DH-YG-MKH
DH-YG vs DH-YG-PRP
DH-YG vs DH-YG-KBY
DH-YG-SVF vs DH-YG-MKH

64.333 31.607 *** P<0.001
75.000 36.848 *** P<0.001
62.667 30.788 *** P<(.001
51.333 25.220 *** P<0.001
59.000 28.987 *** P<(.001
55.000 27.022 *** P<0.001
10.667 5.241 * P<0.05
-13.000 6.387 ** P<0.01
-12.333 6.059 * P<0.05
-23.667 11.628 *** P<(.001
-16.000 7.861 ** P<0.01
-20.000 9.826 *** P<0.001
-11.333 5.568 * P<0.05
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6.3.4 Tekli Uygulamalarin eNOS immunohistokimyasal Bulgulari
Oksidatif stres degerlendirmesi eNOS IHK ile yapildi. KG saptanan stresin DG

ile 1 saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. Tekli uygulamalarin

anlamli bir sekilde oksidatif stresten korudugu saptandi (Resim 6.6).
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Resim 6.6. Tekli HT uygulamalarinda Oksidatif stresin eNOS ile degerlendirmesi.
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Yapilan h-skor ile uygulamalarda sirast ile tekli uygulamalarin SVF >MKH>
PRP>KBY sekilde oksidatif stresi azalttig1 saptandi (Sekil 6.12).

TEKLI HT UYGULAMALARINDA ENOS
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Sekil 6.12. Tekli HT uygulamalarinda h-skor ile eNOS IHK degerlendirmesi. KR-BY
(KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG-SVF (DG-SVF), DH-YG-MKH (DG-MKH),
DH-YG-PRP (DG-PRP), DH-YG-KBY (DG-KBY).

Tablo 6.5. Tekli HT uygulamalarinda h-skor ile eNOS THK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmas1 Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG -116.00 22.041 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG -210.00 39.902 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-SVF -100.00 19.001 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-MKH -116.67 22.168 *** P<(.001
KR-BY vs DH-YG-PRP -128.00 24.321 *** P<(.001
KR-BY vs DH-YG-KBY -105.67 20.078 *** P<0.001
SH-NG vs DH-YG -94.000 17.861 *** P<0.001
DH-YG vs DH-YG-SVF 110.00 20.901 *** P<0.001
DH-YG vs DH-YG-MKH 93.333 17.734 *** P<0.001
DH-YG vs DH-YG-PRP 82.000 15.581 *** P<0.001
DH-YG vs DH-YG-KBY 104.33 19.824 *** P<(.001

DH-YG-SVF vs DH-YG-PRP -28.000 5.320 * P<0.05
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6.3.5 Tekli Uygulamalarin iNOS Immunohistokimyasal Bulgular
Oksidatif stres degerlendirmesi iNOS THK ile yapildi. KG saptanan stresin DG 1

saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. Tekli uygulamalarin anlaml

bir sekilde oksidatif stresten korudugu saptandi (Resim 6.7).

85



SG
DG + SVF

DG + PRP DG + MKH

DG + KBY

Resim 6.7. Tekli HT uygulamalarinda Oksidatif stresin iNOS ile degerlendirmesi.
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Yapilan h-skor ile uygulamalarda sirasi ile tekli uygulamalarin PRP >SVF>

MKH>KBY anlamli bir sekilde oksidatif stresi azalttig1 saptandi (Sekil 6.13).

TEKLIi HT UYGULAMALARINDA iNOS
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Sekil 6.13. Tekli HT uygulamalarinda h-skor ile iNOS IHK degerlendirmesi. KR-BY
(KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG-SVF (DG-SVF), DH-YG-MKH (DG-MKH),
DH-YG-PRP (DG-PRP), DH-YG-KBY (DG-KBY).

Tablo 6.6. Tekli HT uygulamalarinda h-skor ile iNOS IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirlmast ~ Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG -138.33 31.006 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG -220.00 49.311 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-SVF -115.67 25.926 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-MKH -126.67 28.391 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-PRP -138.00 30.931 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-KBY -110.00 24.656 *** P<0.001
SH-NG vs DH-YG -81.667 18.305 *** P<0.001
SH-NG vs DH-YG-SVF 22.667 5.081 * P<0.05
SH-NG vs DH-YG-KBY 28.333 6.351 ** P<0.01
DH-YG vs DH-YG-SVF 104.33 23.385 *** P<0.001
DH-YG vs DH-YG-MKH 93.333 20.920 *** P<0.001
DH-YG vs DH-YG-PRP 82.000 18.380 *** P<0.001
DH-YG vs DH-YG-KBY 110.00 24.656 *** P<0.001
DH-YG-SVF vs DH-YG-PRP -22.333 5.006 * P<0.05

DH-YG-PRP vs DH-YG-KBY 28.000 6.276 ** P<0.01
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6.3.6 TUNEL isaretlemesi
Apoptoz degerlendirmesi TUNEL isaretlemesi ile yapildi. KG saptanan

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukg¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. Tekli

uygulamalarin anlamli bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.8).
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Resim 6.8. Tekli HT uygulamalarinda Apoptozun TUNEL isaretlemesi ile

degerlendirmesi.
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Yapilan apoptotik indeks ile uygulamalarda sirasi ile tekli uygulamalarin
SVF>PRP>MKH>KBY sekilde apoptozu anlamli olarak azalttigi saptandi (Sekil
6.14).
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Sekil 6.14. Tekli HT uygulamalarinda Apoptotik indeks ile TUNEL degerlendirmesi.
KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG-SVF (DG-SVF), DH-YG-MKH (DG-
MKH), DH-YG-PRP (DG-PRP), DH-YG-KBY (DG-KBY).

Tablo 6.7. Tekli HT uygulamalarinda apoptotik indeks ile TUNEL

degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmasi Fark q P degeri
KR-BY vs DH-YG -40.617 9.122 *** P<(0.001
SH-NG vs DH-YG -24.450 5.491 * P<0.05
DH-YG vs DH-YG-SVF 21.983 4.937 * P<0.05
DH-YG vs DH-YG-MKH 23.667 5.315 * P<0.05
DH-YG vs DH-YG-PRP 25.317 5.686 * P<0.05
DH-YG vs DH-YG-KBY 26.167 5.877 * P<0.05

6.3.7 Tekli Uygulamalarin Caspase 3 Immunohistokimyasal Bulgular

Apoptoz degerlendirmesi Caspase 3 THK ile yapildi. KG grubunda saptanan
apoptozun DG ile 1 saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. Tekli

uygulamalarin anlamli bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.9).
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Resim 6.9. Tekli HT uygulamalarinda Apoptozun kaspaz 3 ile degerlendirmesi.
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Yapilan h-skor ile uygulamalarda siras1 ile tekli uygulamalarin SVF> PRP

MKH>KBY olacak sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Sekil 6.15).
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TEKLI HT UYGULAMALARINDA KASPAZ 3

DH-YG-SVF DH-YG-MKH DH-YG-PRP DH-YG-KBY

KR-BY SH-NG  DH-YG

Sekil 6.15. Tekli HT uygulamalarinda kaspaz 3 [HK degerlendirmesi. KR-BY

(KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG-SVF (DG-SVF), DH-YG-MKH (DG-MKH),

DH-YG-PRP (DG-PRP), DH-YG-KBY (DG-KBY).

Ortalamalarin karsilagtirilmast

Tablo 6.8. Tekli HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 3 IHK degerlendirmesi.

Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG
KR-BY vs DH-YG
KR-BY vs DH-YG-SVF
KR-BY vs DH-YG-MKH
KR-BY vs DH-YG-PRP
KR-BY vs DH-YG-KBY
SH-NG vs DH-YG-MKH
SH-NG vs DH-YG-PRP
SH-NG vs DH-YG-KBY
DH-YG vs DH-YG-SVF
DH-YG vs DH-YG-MKH

-155.00 13.971 *** P<0.001
-180.33 16.254 *** P<0.001
-110.53  9.963 *** P<0.001
-98.467 8.875 *** P<0.001
-86.700 7.815 ** P<0.01
-80.667 7.271 ** P<0.01

56.533
68.300
74.333
69.800
81.867
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5.096 * P<0.05
6.156 ** P<0.01
6.700 ** P<0.01
6.291 ** P<0.01
7.379 ** P<0.01



DH-YG vs DH-YG-PRP 93.633 8.440 *** P<0.001
DH-YG vs DH-YG-KBY 99.667 8.983 *** P<(.001

6.3.8 Tekli Uygulamalarin Caspase 8 Immunohistokimyasal Bulgular

Apoptoz degerlendirmesi Caspase 8 THK ile yapildi. KG grubunda saptanan
apoptozun DG ile 1 saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. Tekli

uygulamalarin anlaml bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.10).

93



DG + SVF

DG + PRP DG + MKH

DG + KBY

Resim 6.10. Tekli HT uygulamalarinda Apoptozun kaspaz 8 ile yapilan

degerlendirmesi.
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Yapilan h-skor ile uygulamalarda siras1 ile tekli uygulamalarin SVF> PRP
MKH>>KBY olacak sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Sekil 6.16).
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Sekil 6.16. Tekli HT uygulamalarinda kaspaz 8 IHK degerlendirmesi. KR-BY (KG),
SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG-SVF (DG-SVF), DH-YG-MKH (DG-MKH), DH-YG-PRP (DG-
PRP), DH-YG-KBY (DG-KBY).

Tablo 6.9. Tekli HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 8 IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirlmast  Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG -66.717 6.178 ** P<0.01
KR-BY vs DH-YG -150.38 13.925 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-SVF -99.770 9.238 *** P<(.001
KR-BY vs DH-YG-MKH -86.497 8.009 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-PRP -73.553 6.811 ** P<0.01
KR-BY vs DH-YG-KBY -66.917 6.196 ** P<0.01
SH-NG vs DH-YG -83.667 7.747 ** P<0.01
DH-YG vs DH-YG-MKH 63.887 5.916 * P<0.05
DH-YG vs DH-YG-PRP 76.830 7.114 ** P<0.01

DH-YG vs DH-YG-KBY 83.467 7.729 ** P<0.01
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6.3.9 Tekli Uygulamalarin Caspase 9 Immunohistokimyasal Bulgular

Apoptoz degerlendirmesi Caspase 9 THK ile yapildi. KG grubunda saptanan
apoptozun DG ile 1 saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. Tekli

uygulamalarin anlamli bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.11).
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Resim 6.11. Tekli HT uygulamalarinda Apoptozun kaspaz 9 ile degerlendirmesi.

Yapilan h-skor ile uygulamalarda sirasi ile tekli uygulamalarin SVF> PRP
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MKH>>KBY olacak sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Sekil 6.17).
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Sekil 6.17. Tekli HT uygulamalarinda kaspaz 9 IHK degerlendirmesi. KR-BY
(KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG-SVF (DG-SVF), DH-YG-MKH (DG-MKH),
DH-YG-PRP (DG-PRP), DH-YG-KBY (DG-KBY).

Tablo 6.10. Tekli HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 9 IHK degerlendirmesi

Ortalamalarin karsilagtirilmast  Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG -97.667 9.867 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG -183.61 18.550 *** P<(.001
KR-BY vs DH-YG-SVF -115.15 11.634 *** P<(.001
KR-BY vs DH-YG-MKH  -85.580 8.646 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-PRP  -91.553 9.250 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG-KBY -103.20 10.427 *** P<0.001
SH-NG vs DH-YG -85.942 8.683 *** P<(.001
DH-YG vs DH-YG-SVF  68.461 6.917 ** P<0.01
DH-YG vs DH-YG-MKH  98.029 9.904 *** P<0.001
DH-YG vs DH-YG-PRP ~ 92.056 9.301 *** P<0.001
DH-YG vs DH-YG-KBY  80.407 8.124 *** P<(0.001

98



6.4 Ikili Uygulamalarin Bulgular1

Bu caligmada saglikli hayvanlardan alinan spermlerde kiiltlir ortaminda yiiksek
glikozlu besiyeri kullanilarak DB hasar olusturuldu. Spermlere MKH, 48 saatlik
salgiladiklar faktorler olan KBY ve PRP ile desteklenmis SVF uygulamalari yapilarak

deneysel diyabetik modelde sperm hasarinin azaltilmasi amaglandi.

6.4.1 ikili Uygulamalarin Canhhk Bulgular:
Canlilik degerlendirmesi Eozin Y ile yapildi. KG grubuna goére DG canliligi 1 saat

sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde azaldu. Ikili uygulamalarm anlamli olarak canlilig

korudugu saptandi (Resim 6.12).
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Resim 6.12. Ikili HT uygulamalar1 i¢in canlilik boyamasi.
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Yapilan ikili uygulamalarin etkinlik agisindan PRP>MKH>SVF>KBY seklinde
canlilig1 korudugu saptandi (Sekil 6.18).
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Sekil 6.18. Ikili HT uygulamalari i¢in canlilik testi. KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-
YG (DG), DD-SVF (DG+SVF), DD+SVF+MKH (DG+SVF+MKH), DD+SVF+MKH+PRP
(DG+ SVF+MKH+PRP), DD+SVF+MKH+PRP+KBY (DG+ SVF+MKH+PRP+KBY),
DD+PRP+KBY (DG+PRP+KBY).

Tablo 6.11. ikili HT uygulari igin canlilik testi.

Fark q P degeri

Ortalamalarin karsilagtirilmast

KR-BY vs SH-NG

KR-BY vs DH-YG

KR-BY vs DD+SVF+MKH
KR-BY vs DD+SVF+PRP
KR-BY vs DD+SVF+KB
KR-BY vs DD+MKH+PRP
SH-NG vs DH-YG

69.000 32.230 *** P<0.001
86.667 40.482 *** P<0.001
16.000 7.474 ** P<0.01
20.667 9.653 *** P<(.001
27.333 12.767 *** P<0.001
11.667 5.449 * P<0.05
17.667 8.252 *** P<(.001

-53.000 24.756 *** P<0.001

-48.333 22.576 *** P<0.001

-41.667 19.462 *** P<(.001
-57.333 26.780 *** P<0.001
-58.667 27.403 *** P<(.001

SH-NG vs DD+SVF+MKH
SH-NG vs DD+SVF+PRP
SH-NG vs DD+SVF+KB
SH-NG vs DD+MKH+PRP
SH-NG vs DD+PRP+KB
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DH-YG vs DD+SVF+MKH
DH-YG vs DD+SVF+PRP
DH-YG vs DD+SVF+KB
DH-YG vs DD+MKH+PRP
DH-YG vs DD+PRP+KB

-70.667 33.008 *** P<(.001
-66.000 30.829 *** P<(.001
-59.333 27.715 *** P<0.001
-75.000 35.032 *** P<(.001
-76.333 35.655 *** P<(.001

DD+SVF+KB vs DD+MKH+PRP -15.667 7.318 ** P<0.01
DD+SVF+KB vs DD+PRP+KB -17.000 7.941 *** P<0.001

6.4.2 ikili Uygulamalarin Hareket Bulgulari

Faz kontrast mikroskobu ile yapilan hareket degerlendirmesinde. KG grubuna

gore DG hareketi 1 saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde azalds. Ikili uygulamalarin

anlamli olarak hareketi korudugu saptandi (Resim 6.13).
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Resim 6.13. ikili HT uygulamalari igin hareketliligin faz kontrast

gorlintiileri.

103



Yapilan ikili uygulamalarin etkinlik agisindan PRP>MKH>SVF>KBY seklinde
hareketliligi korudugu saptandi (Sekil 6.19).
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Sekil 6.19. ikili HT uygulamalari i¢in hareket testi. KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-YG
(DG), DD+SVF+MKH (DG+SVF+MKH), DD+SVF+PRP (DG +SVF+PRP), DD+SVF+KBY
(DG+SVF+KBY), DD+MKH+PRP (DG+MKH+PRP), DD+PRP+KBY (DG+PRP+KBY).

Tablo 6.12. Ikili HT uygulamalari icin hareketlilik testi.

Ortalamalarin karsilagtirilmas1  Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG

KR-BY vs DH-YG

KR-BY vs DD+SVF+MKH
KR-BY vs DD+SVF+PRP
KR-BY vs DD+SVF+KB
KR-BY vs DD+MKH-+PRP
KR-BY vs DD+PRP+KB
SH-NG vs DD+SVF+MKH
SH-NG vs DD+SVF+PRP
SH-NG vs DD+SVF+KB
SH-NG vs DD+MKH+PRP
SH-NG vs DD+PRP+KB
DH-YG vs DD+SVF+MKH
DH-YG vs DD+SVF+PRP

71.000 16.707 *** P<0.001
78.333 18.433 *** P<(.001
34.833 8.197 *** P<0.001
41.333 9.726 *** P<0.001
29.333 6.903 ** P<0.01
30.333 7.138 ** P<0.01
20.833 4.902 * P<0.05
-36.167 8.511 *** P<0.001
-29.667 6.981 ** P<0.01
-41.667 9.805 *** P<0.001
-40.667 9.570 *** P<0.001
-50.167 11.805 *** P<0.001
-43.500 10.236 *** P<0.001
-37.000 8.707 *** P<0.001
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DH-YG vs DD+SVF+KB -49.000 11.531 *** P<0.001
DH-YG vs DD+MKH-+PRP  -48.000 11.295 *** P<0.001
DH-YG vs DD+PRP+KB -57.500 13.531 *** P<(.001

6.4.3 ikili Uygulamalarin Morfoloji Degerlendirmesi

Morfoloji degerlendirmesi Diff Quick ile yapildi. KG grubunda saptanan normal
morfolojinin DG ile 1 saat sonunda oldukga anlamli bir sekilde bozuldugu goriildii.

Ikili uygulamalarin anlamli bir sekilde morfolojiyi korudugu saptandi (Resim 6.14).
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Resim 6.14. Ikili HT uygulamalarinda Diff Quick ile morfoloji

degerlendirmesi.
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Yapilan uygulamalarda sirasi ile ikili uygulamalarin PRP>MKH>SVF>KBY
seklinde morfolojiyi korudugu saptand: (Sekil 6.20). Ornekler arasinda morfoloji
degerlendirmesinde oldukg¢a anlamli(p<0,001) farkliligin oldugu goriildii.
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Sekil 6.20. ikili HT uygulamalari i¢in morfoloji degerlendirmesi. KR-BY (KG),
SH-NG (SG), DH-YG (DG), DD+SVF+MKH (DG+SVF+MKH), DD+SVF+PRP (DG
+SVF+PRP), DD+SVF+KBY (DG+SVF+KBY), DD+MKH+PRP (DG+MKH+PRP),
DD+PRP+KBY (DG+PRP+KBY).

Tablo 6.13. ikili HT uygulamalar1 i¢in morfoloji degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast Fark q P degeri
KR-BY vs SH-NG 64.333 15.717 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG 75.000 18.323 *** P<(0.001
KR-BY vs DD+SVF+MKH 29.817 7.284 ** P<0.01
KR-BY vs DD+SVF+PRP 36.100 8.819 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SVF+KB 24.500 5.985 * P<0.05
KR-BY vs DD+MKH+PRP 25.467 6.222 ** P<0.01
SH-NG vs DD+SVF+MKH -34.517 8.433 *** P<0.001
SH-NG vs DD+SVF+PRP -28.233 6.897 ** P<0.01
SH-NG vs DD+SVF+KB -39.833 9.731 *** P<0.001
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SH-NG vs DD+MKH+PRP
SH-NG vs DD+PRP+KB
DH-YG vs DD+SVF+MKH
DH-YG vs DD+SVF+PRP
DH-YG vs DD+SVF+KB
DH-YG vs DD+MKH-+PRP
DH-YG vs DD+PRP+KB

-38.867 9.495 *** P<0.001
-48.050 11.739 *** P<0.001
-45.183 11.038 *** P<(.001
-38.900 9.503 *** P<0.001
-50.500 12.337 *** P<(.001
-49.533 12.101 *** P<0.001
-58.717 14.345 *** P<0.001

6.4.4 ikili Uygulamalarin eNOS Immunohistokimyasal Bulgular
Oksidatif stres degerlendirmesi eNOS THK ile yapildi. KG saptanan stresin DG

ile 1 saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. ikili uygulamalarin

anlaml1 bir sekilde oksidatif stresten korudugu saptandi (Resim 6.15).
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Resim 6.15. Ikili HT uygularinda Oksidatif stresin eNOS ile degerlendirmesi.
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Yapilan  h-skor ile sirast  ile  ikili  uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde oksidatif stresi azalttig1 saptandi (Sekil 6.21).

uygulamalarda
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Sekil 6.21. ikili HT uygulamalari igin e-NOS IHK degerlendirmesi. KR-BY (KG),
SH-NG (SG), DH-YG (DG), DD+SVF+MKH (DG+SVF+MKH), DD+SVF+PRP (DG
+SVF+PRP), DD+SVF+KBY (DG+SVF+KBY), DD+MKH+PRP (DG+MKH+PRP),
DD+PRP+KBY (DG+PRP+KBY).
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Tablo 6.14. ikili HT uygularinda h-skor ile eNOS IHK degerlendirmesi

Ortalamalarin karsilagtirilmast Fark q P degeri

-116.00 21.572 *** P<0.001
-210.00 39.052 *** P<0.001

KR-BY vs SH-NG
KR-BY vs DH-YG

KR-BY vs DD+SVF+MKH -100.00 18.596 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SVF+PRP -116.67 21.696 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SVF+KB -128.00 23.803 *** P<(.001
KR-BY vs DD+MKH+PRP -105.67 19.650 *** P<0.001
KR-BY vs DD+PRP+KB -75.667 14.071 *** P<0.001

SH-NG vs DH-YG

SH-NG vs DD+PRP+KB
DH-YG vs DD+SVF+MKH
DH-YG vs DD+SVF+PRP

-94.000 17.480 *** P<0.001
40.333 7.500 ** P<0.01

110.00 20.456 *** P<(.001

93.333 17.357 *** P<0.001
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DH-YG vs DD+SVF+KB 82.000 15.249 *** P<0.001
DH-YG vs DD+MKH-+PRP 104.33 19.402 *** P<0.001

DH-YG vs DD+PRP+KB 134.33 24.981 *** P<0.001

DD+SVF+KB vs DD+PRP+KB 52.333 9.732 *** P<(.001
DD+MKH+PRP vs DD+PRP+KB 30.000 5.579 * P<0.05

6.4.5 ikili Uygulamalarin iNOS Immunohistokimyasal Bulgular
Oksidatif stres degerlendirmesi iNOS THK ile yapildi. KG saptanan stresin DG

ile 1 saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. ikili uygulamalarin

anlaml1 bir sekilde oksidatif stresten korudugu saptandi (Resim 6.16).
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Resim 6.16. ikili HT uygulamalarinda Oksidatif stresin iNOS ile degerlendirmesi.
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Yapilan h-skor ile uygulamalarda siras1 ile ikili uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde oksidatif stresi azalttig1 saptandi (Sekil 6.22).
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Sekil 6.22. ikili HT uygulamalar i¢in iNOS IHK degerlendirmesi. KR-BY (KG),
SH-NG (SG), DH-YG (DG), DD+SVF+MKH (DG+SVF+MKH), DD+SVF+PRP (DG
+SVF+PRP), DD+SVF+KBY (DG+SVF+KBY), DD+MKH+PRP (DG+MKH+PRP),
DD+PRP+KBY (DG+PRP+KBY).,

Tablo 6.15. ikili HT uygulamalarinda h-skor ile iNOS IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast Fark q P degeri
KR-BY vs SH-NG -138.33 29.428 *** P<(0.001
KR-BY vs DH-YG -220.00 46.801 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SVF+MKH -115.67 24.606 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SVF+PRP -126.67 26.946 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SVF+KB -138.00 29.357 *** P<0.001
KR-BY vs DD+MKH+PRP -110.00 23.400 *** P<0.001
KR-BY vs DD+PRP+KB -85.667 18.224 *** P<(.001
SH-NG vs DH-YG -81.667 17.373 *** P<(.001

SH-NG vs DD+MKH+PRP 28.333 6.027 * P<0.05
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SH-NG vs DD+PRP+KB
DH-YG vs DD+SVF+MKH
DH-YG vs DD+SVF+PRP
DH-YG vs DD+SVF+KB
DH-YG vs DD+MKH-+PRP
DH-YG vs DD+PRP+KB

52.667 11.204 *** P<0.001

104.33 22.195 *** P<0.001
93.333 19.855 *** P<(.001
82.000 17.444 *** P<0.001
110.00 23.400 *** P<0.001
134.33 28.577 *** P<(.001

DD+SVF+PRP vs DD+PRP+KB  41.000 8.722 *** P<0.001
DD+SVF+KB vs DD+MKH+PRP 28.000 5.956 * P<0.05
DD+SVF+KB vs DD+PRP+KB ~ 52.333 11.133 *** P<0.001
DD+MKH+PRP vs DD+PRP+KB 24.333 5.176 * P<0.05

4.4.6 TUNEL isaretlemesi

Apoptoz degerlendirmesi TUNEL isaretlemesi ile yapildi. KG saptanan
apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukca anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. ikili

uygulamalarin anlaml bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.17).
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DG + SVF + MKH

DG + SVF + KBY DG + PRP + MKH

DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY

Resim 6.17. ikili HT uygulamalarinda Apoptozun TUNEL isaretlemesi ile

degerlendirmesi.
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Yapilan apoptotik indeks ile uygulamalarda sirast ile ikili uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde apoptozu azalttig1 saptandi (Sekil 6.23).
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Sekil 6.23. ikili HT uygularinda Apoptotik indeks ile TUNEL degerlendirmesi.
KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DD+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH+PRP),
DD+SVF+MKH+KBY (DG +SVF+MKH+KBY), DD+SVF+KBY (DG+SVF+KBY),
DD+MKH+PRP (DG+MKH+PRP), DD+PRP+KBY (DG+PRP+KBY).

Tablo 6.16. ikili HT uygularinda apoptotik indeks ile TUNEL degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirlmast ~ Fark q P degeri

KR-BY vs DH-YG -40.617 9.727 *** P<0.001
SH-NG vs DH-YG -24.450 5.856 * P<0.05
DH-YG vs DD+SVF+MKH  21.983 5.265* P<0.05
DH-YG vs DD+SVF+PRP 23.667 5.668 * P<0.05
DH-YG vs DD+SVF+KB 25.317 6.063 * P<0.05
DH-YG vs DD+MKH+PRP  26.167 6.267 ** P<0.01
DH-YG vs DD+PRP+KB 29.652 7.102 ** P<0.01
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6.4.7 ikili Uygulamalarin Caspase 3 Immunohistokimyasal Bulgulari
Apoptoz degerlendirmesi Caspase 3 THK ile yapildi. KG grubunda saptanan

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukca anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. ikili

uygulamalarin anlamli bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.18).
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DG + SVF + MKH

DG + SVF + KBY DG + PRP + MKH

DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY

Resim 6.18. Ikili HT uygulamalarinda Apoptozun kaspaz 3 ile degerlendirmesi.
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Yapilan h-skor ile uygulamalarda siras1 ile ikili uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde apoptozu azalttig1 saptandi (Sekil 6.24).
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Sekil 6.24. Ikili HT uygulamalarinda kaspaz 3 THK degerlendirmesi. KR-BY (KG),
SH-NG (SG), DH-YG (DG), DD+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH+PRP), DD+SVF+MKH+KBY
(DG +SVF+MKH+KBY), DD+SVF+KBY (DG+SVF+KBY), DD+MKH+PRP (DG+MKH+PRP),
DD+PRP+KBY (DG+PRP+KBY).
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Tablo 6.17. Ikili HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 3 IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG
KR-BY vs DH-YG

-155.00 14.304 *** P<0.001
-180.33 16.642 *** P<0.001

KR-BY vs DD+SVF+MKH
KR-BY vs DD+SVF+PRP
KR-BY vs DD+SVF+KB
KR-BY vs DD+MKH-+PRP
SH-NG vs DD+SVF+PRP
SH-NG vs DD+SVF+KB
SH-NG vs DD+MKH+PRP
SH-NG vs DD+PRP+KB
DH-YG vs DD+SVF+MKH

-110.53 10.200 *** P<0.001
-98.467 9.087 *** P<0.001
-86.700 8.001 *** P<0.001
-80.667 7.444 ** P<0.01
56.533 5.217* P<0.05
68.300 6.303 ** P<0.01
74.333 6.860 ** P<0.01

115.33 10.643 *** P<0.001

69.800 6.441 ** P<0.01
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DH-YG vs DD+SVF+PRP 81.867 7.555 ** P<0.01

DH-YG vs DD+SVF+KB 93.633 8.641 *** P<(.001
DH-YG vs DD+MKH+PRP 99.667 9.197 *** P<(.001
DH-YG vs DD+PRP+KB 140.67 12.981 *** P<0.001

6.4.8 ikili Uygulamalarin Caspase 8 Immunohistokimyasal Bulgulari
Apoptoz degerlendirmesi Caspase 8 THK ile yapildi. KG grubunda saptanan

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukca anlaml bir sekilde arttig1 gozlendi. ikili

uygulamalarin anlamli bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.19).
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DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY

Resim 6.19. Ikili HT uygulamalarinda Apoptozun kaspaz 8 ile degerlendirmesi.
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Yapilan  h-skor ile sirast  ile  ikili  uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde apoptozu azalttig1 saptandi (Sekil 6.25).
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Sekil 6.25. Ikili HT uygulamalarinda kaspaz 8 IHK degerlendirmesi. KR-BY (KG),

SH-NG (SG), DH-YG (DG), DD+SVF+MKH (DG+SVF+MKH), DD+SVF+PRP (DG
+SVF+PRP), DD+SVF+KBY (DG+SVF+KBY), DD+MKH+PRP (DG+MKH+PRP),
DD+PRP+KBY (DG+PRP+KBY).

Tablo 6.18. Ikili HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 8 IHK degerlendirmesi.
Ortalamalarin karsilagtirilmast

Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG
KR-BY vs DH-YG

-66.717 6.310 ** P<0.01
-150.38 14.224 *** P<(.001

KR-BY vs DD+SVF+MKH -99.770 9.437 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SVF+PRP -86.497 8.181 *** P<(.001
KR-BY vs DD+SVF+KB -73.553 6.957 ** P<0.01
KR-BY vs DD+MKH+PRP -66.917 6.329 ** P<0.01

SH-NG vs DH-YG

DH-YG vs DD+SVF+PRP
DH-YG vs DD+SVF+KB
DH-YG vs DD+MKH-+PRP
DH-YG vs DD+PRP+KB

-83.667 7.914 *** P<(0.001
63.887 6.043 * P<0.05
76.830 7.267 ** P<0.01
83.467 7.895 *** P<0.001
102.00 9.648 *** P<0.001
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6.4.9 ikili Uygulamalarin Caspase 9 Immunohistokimyasal Bulgulari

Apoptoz degerlendirmesi Caspase 9 THK ile yapildi. KG grubunda saptanan
apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukca anlaml1 bir sekilde arttig1 gdzlendi. ikili

uygulamalarin anlamli bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.20).
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DG + SVF + MKH

DG + SVF + KBY DG + PRP + MKH

DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY

Resim 6.20. Uglii HT uygulamalarinda Apoptozun kaspaz 9 ile degerlendirmesi.
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Yapilan h-skor ile uygulamalarda sirast ile ikili uygulamalarin anlamli bir
sekilde apoptozun azalttig1 saptandi (Sekil 6.26).
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Sekil 6.26. Ikili HT uygulamalarinda kaspaz 9 IHK degerlendirmesi. KR-BY (KG),
SH-NG (SG), DH-YG (DG), DD+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH+PRP),
DD+SVF+MKH+KBY (DG +SVF+MKH+KBY), DD+SVF+KBY (DG+SVF+KBY),
DD+MKH+PRP (DG+MKH+PRP), DD+PRP+KBY (DG+PRP+KBY).
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Tablo 6.19. Uglii HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 9 IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirllmasiFark q

P degeri

KR-BY vs SH-NG

KR-BY vs DH-YG

KR-BY vs DD+SVF+MKH
KR-BY vs DD+SVF+PRP
KR-BY vs DD+SVF+KB
KR-BY vs DD+MKH+PRP
KR-BY vs DD+PRP+KB
SH-NG vs DH-YG

DH-YG vs DD+SVF+MKH
DH-YG vs DD+SVF+PRP
DH-YG vs DD+SVF+KB

-97.667 9.997 *** P<0.001
-183.61 18.794 *** P<0.001
-115.15 11.786 *** P<0.001

-85.580 8.760 *** P<0.001

-91.553 9.371 *** P<0.001
-103.20 10.564 *** P<0.001
-89.667 9.178 *** P<(.001
-85.942 8.797 *** P<0.001

68.461 7.008 ** P<0.01

98.029 10.034 *** P<(.001

92.056 9.423 *** P<(.001
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DH-YG vs DD+MKH-+PRP 80.407 8.230 *** P<0.001
DH-YG vs DD+PRP+KB 93.942 9.616 *** P<0.001

6.5 Uclii Uygulamalarin Bulgular

Bu caligmada saglikli hayvanlardan alinan spermlerde kiiltiir ortaminda yiiksek
glikozlu besiyeri kullanilarak DB hasar olusturuldu. Spermlere MKH, 48 saatlik
salgiladiklar faktorler olan KBY ve PRP ile desteklenmis SVF uygulamalari yapilarak

deneysel diyabetik modelde sperm hasarinin azaltilmasi incelendi.
6.5.1 Uclii Uygulamalarin Canhlik Bulgular
Canlilik degerlendirmesi Eozin Y ile yapildi. KG grubuna goére DG canliligi 1 saat

sonunda oldukga anlamli bir sekilde azaldi. Uglii uygulamalarin anlamli olarak

canlilif1 korudugu saptandi (Resim 6.21).
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KG SG
DG DG + SVF + MKH + KBY

DG +PRP + MKH + KBY

Resim 6.21. Uglii HT uygular1 i¢in canlilik boyamasi.
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Yapilan ii¢li uygulamalarin etkinlik acisindan PRP>MKH>SVF>KBY seklinde

canlilig1 korudugu saptandi (Sekil 6.27).

UCLU HT UYGULAMALARINDA CANLILIK

100
75
50

ORT + SD

Sekil 6.27. Uglii HT uygulamalari igin canlilik testi. KR-BY (KG), SH-NG (SG),
DH-YG (DG), DD-YG+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH+PRP), DD-
YG+SVF+MKH+KBY (DG+ SVF+MKH+KBY).

Tablo 6.20. Uglii HT uygulamalari i¢in canlilik testi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast

Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG

KR-BY vs DH-YG

KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP
KR-BY vs DD+SV+MKH+KBY
SH-NG vs DH-YG

DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP
DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY

-97.667 10.709 *** P<0.001
-183.61 20.133 *** P<(.001
-115.15 12.626 *** P<0.001

-85.580 9.384 *** P<(.001

-85.942 9.424 *** P<0.001

68.461 7.507 ** P<0.01

98.029 10.749 *** P<0.001
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6.5.2 Uclii Uygulamalarin Hareket Bulgular:

Faz kontrast mikroskobu ile yapilan hareket degerlendirmesinde. KG grubuna
gore DG hareketi 1 saat sonunda oldukca anlamli bir sekilde azaldi. Uclii

uygulamalarin anlamli olarak hareketi korudugu saptandi. (Resim 6.22).

KG SG

DG DG + SVF + MKH + KBY

DG + PRP + MKH +KBY

Resim 6.22. Uglii HT uygulamalar1 i¢in hareketliligin faz kontrast goriintiileri.

Yapilan {glii uygulamalarin etkinlik agisindan PRP>MKH>SVF>KBYseklinde
hareketliligi korudugu saptandi (Sekil 6.28).
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Sekil 6.28. Uclii HT uygulamalari i¢in hareketlilik testi. KR-BY (KG), SH-NG (SG),
DH-YG (DG), DD+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH+PRP), DD+SVF+MKH+KBY
(DG+SVF+MKH+KBY).

Tablo 6.21. Uglii HT uygulamalar1 icin hareketlilik testi.

Ortalamalarin karsilastirilmasi Fark q P degeri
KR-BY vs SH-NG 71.000 14.500 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG 78.333 15.997 *** P<0.001

SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP  -62.667 12.798 *** P<0.001

SH-NG vs DD+SV+MKH+KBY  -64.667 13.206 *** P<0.001
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP  -70.000 14.295 *** P<(.001
DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY  -72.000 14.704 *** P<0.001
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6.5.3 Uclii Uygulamalarin Morfoloji Degerlendirmesi

Morfoloji degerlendirmesi Diff Quick ile yapildi. KG grubunda saptanan normal
morfolojinin DG ile 1 saat sonunda oldukca anlamli bir sekilde bozuldugu goriildii.

Uclii uygulamalarin anlaml bir sekilde morfolojiyi korudugu saptand: (Resim 6.23).

KG SG

DG DG + SVF + MKH + KBY

DG + PRP + MKH + KBY

Resim 6.23 Uglii HT uygulamalarinda Diff Quick ile morfoloji degerlendirmesi.

Yapilan uygulamalarda sirasi ile ti¢lii uygulamalarin PRP>MKH>SVF>KBY
seklinde morfolojiyi korudugu saptandi (Sekil 6.29). Ornekler arasinda morfoloji
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degerlendirmesinde olduk¢a anlamli(p<0,001) farkliligin oldugu goriildii.
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Sekil 6.29. Uglii uygulamalar i¢in morfoloji degerlendirmesi. KR-BY (KG), SH-
NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH+PRP), DH-
YG+SVF+MKH+KBY (DG+SVF+MKH+KBY).

Tablo 6.22. Uglii uygulamalar i¢in morfoloji degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmasi

Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG

KR-BY vs DH-YG

SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP
SH-NG vs DD+SV+MKH+KBY
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP
DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY

64.333 24.050 *** P<0.001
75.000 28.038 *** P<(.001
-60.333 22.555 *** P<0.001
-53.667 20.062 *** P<0.001
-71.000 26.542 *** P<0.001
-64.333 24.050 *** P<0.001
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6.5.4 Uclii Uygulamalarin eNOS immunohistokimyasal Bulgulari

Oksidatif stres degerlendirmesi eNOS THK ile yapildi. KG saptanan stresin DG
ile 1 saat sonunda oldukg¢a anlamli bir sekilde arttign gdzlendi. Uglii uygulamalarin

anlamli bir sekilde oksidatif stresten korudugu saptandi (Resim 6.24).

KG SG
DG DG + SVF + MKH + KBY
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Resim 6.24. Ucli HT uygulamalarinda Oksidatif stresin eNOS ile

degerlendirmesi.

Yapilan  h-skor ile wuygulamalarda swrast ile icli = uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBYseklinde oksidatif stresi azalttig1 saptandi (Sekil 6.30).
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Sekil 6.30. Uclii uygulamalar i¢in e-NOS IHK degerlendirmesi. KR-BY (KG), SH-
NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH+PRP), DH-
YG+SVF+MKH+KBY (DG+SVF+MKH+KBY).

Tablo 6.23. Uglii HT uygulamalarinda h-skor ile eNOS THK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast Fark q P degeri
KR-BY vs SH-NG -116.00 20.393 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG -210.00 36.919 *** P<0.001

KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP  -100.00 17.580 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SV+MKH+KBY  -116.67 20.510 *** P<0.001
SH-NG vs DH-YG -94.000 16.525 *** P<(.001
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP 110.00 19.338 *** P<(.001
DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY  93.333 16.408 *** P<(.001

6.5.5 Uclii Uygulamalarin iNOS Immunohistokimyasal Bulgular
Oksidatif stres degerlendirmesi iNOS THK ile yapildi. KG saptanan stresin DG 1

saat sonunda oldukc¢a anlamli bir sekilde arttig1 gézlendi. Uglii uygulamalarin anlamli

bir sekilde oksidatif stresten korudugu saptandi (Resim 6.25).
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DG + SVF + MKH + KBY

DG + PRP + MKH + KBY

Resim 6.25. Ugli HT wuygulamalarinda Oksidatif stresin iNOS ile

degerlendirmesi.

Yapilan h-skor ile wuygulamalarda sirast ile iicli uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde oksidatif stresi azalttig1 saptandi (Sekil 6.31).
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Sekil 6.31. Uglii uygulamalar i¢in i-NOS IHK degerlendirmesi. KR-BY (KG), SH-

NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH+PRP), DH-
YG+SVF+MKH+KBY (DG+SVF+MKH+KBY).

Tablo 6.24. Uglii HT uygulamalarinda h-skor ile iNOS THK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast

Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG

KR-BY vs DH-YG

KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP
KR-BY vs DD+SV+MKH+KBY
SH-NG vs DH-YG

SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP
DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY

6.5.6 TUNEL isaretlemesi

-138.33 29.811 *** P<0.001
-220.00 47.410 *** P<0.001
-115.67 24.926 *** P<0.001
-126.67 27.296 *** P<0.001
-81.667 17.599 *** P<0.001
22.667 4.885 * P<0.05
104.33 22.484 *** P<(0.001
93.333 20.113 *** P<0.001

Apoptoz degerlendirmesi TUNEL isaretlemesi ile yapildi. KG saptanan

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukca anlamli bir sekilde arttigi gdzlendi. Uglii

uygulamalarin anlamli bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.26).
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DG DG + SVF + MKH + KBY

DG + PRP + MKH + KBY

Resim 6.26. Uclii HT uygulamalarinda Apoptozun TUNEL isaretlemesi ile

degerlendirmesi.

Yapilan apoptotik indeks ile uygulamalarda sirasi ile ii¢li uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde apoptozu azalttig1 saptand1 (Sekil 6.32).
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Sekil 6.32. Uglii HT uygulamalarinda Apoptotik indeks ile TUNEL
degerlendirmesi. KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF+MKH+PRP
(DG+SVF+MKH+PRP), DH-YG+SVF+MKH+KBY (DG+SVF+MKH+KBY).

Tablo 6.25. Ugli HT uygulamalarinda apoptotik indeks ile TUNEL

degerlendirmesi.
Ortalamalarin karsilagtirilmasi Fark q P degeri
KR-BY vs DH-YG -40.617 9.003 *** P<0.001
SH-NG vs DH-YG -24.450 5.419 * P<0.05

DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP 21.983 4.873 * P<0.05
DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY  23.667 5.246 * P<0.05

6.5.7 Uclii Uygulamalarin Caspase 3 Immunohistokimyasal Bulgular
Apoptoz degerlendirmesi Caspase 3 THK ile yapildi. KG grubunda saptanan

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukca anlamli bir sekilde arttigi gdzlendi. Uglii

uygulamalarin anlamli bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.27).
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Resim 6.27. Uglii HT uygulamalarinda Apoptozun kaspaz 3 ile degerlendirmesi.

Yapilan h-skor ile uygulamalarda sirasi ile ii¢lii uygulamalarin anlamli bir

sekilde PRP>MKH>SVF>KBY seklinde apoptozu azalttig1 saptandi (Sekil 6.33).
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UCLU HT UYGULAMALARINDA KASPAZ 3

Ky

Sekil 6.33. Uclii HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 3 IHK degerlendirmesi.
KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF+MKH+PRP
(DG+SVF+MKH+PRP), DH-YG+SVF+MKH+KBY (DG+SVF+MKH+KBY).
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Tablo 6.26. Uglii HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 3 IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmasi Fark q P degeri
KR-BY vs SH-NG -155.00 13.886 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG -180.33 16.155 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP -110.53  9.902 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SV+MKH+KBY -98.467 8.821 *** P<0.001
SH-NG vs DD+SV+MKH+KBY 56.533 5.065 * P<0.05
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP 69.800 6.253 ** P<0.01
DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY 81.867 7.334 ** P<0.01

6.5.8 Uclii Uygulamalarin Caspase 8 Immunohistokimyasal Bulgular
Apoptoz degerlendirmesi Caspase 8 THK ile yapildi. KG grubunda saptanan

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukca anlamli bir sekilde arttigi gdzlendi. Uglii

uygulamalarin anlamli bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.28).
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Resim 6.28. Uglii HT uygulamalarinda Apoptozun kaspaz 8 ile degerlendirmesi.

Yapilan h-skor ile wuygulamalarda sirasi ile {icli uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde apoptozu azalttig1 saptandi (Sekil 6.34).

141



UCLU HT UYGULAMALARINDA KASPAZ 8

Ky

Sekil 6.34. Uclii HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 8 IHK degerlendirmesi.
KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF+MKH+PRP
(DG+SVF+MKH+PRP), DH-YG+SVF+MKH+KBY (DG+SVF+MKH+KBY).
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Tablo 6.27. Uglii HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 8 IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast Fark q P degeri
KR-BY vs SH-NG -66.717 6.494 ** P<0.01
KR-BY vs DH-YG -150.38 14.638 *** P<(.001
KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP -99.770 9.712 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SV+MKH+KBY -86.497 8.420 ** P<0.01
SH-NG vs DH-YG -83.667 8.144 ** P<0.01
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP 50.613 4.927* P<0.05
DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY 63.887 6.219 ** P<0.01

6.5.9 Uclii Uygulamalarin Caspase 9 Immunohistokimyasal Bulgular

Apoptoz degerlendirmesi Caspase 9 THK ile yapildi. KG grubunda saptanan
apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukg¢a anlamli bir sekilde arttign gozlendi. Uglii

uygulamalarin anlamli bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.29).
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Resim 6.29. Uglii HT uygulamalarinda Apoptozun kaspaz 9 ile degerlendirmesi.

Yapilan h-skor ile wuygulamalarda sirasi ile {i¢li uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde apoptozu azalttig1 saptandi (Sekil 6.35).
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UCLU HT UYGULAMALARINDA KASPAZ 9

Ky

Sekil 6.35. Uglii HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 9 IHK degerlendirmesi.
KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF+MKH+PRP
(DG+SVF+MKH+PRP), DH-YG+SVF+MKH+KBY (DG+SVF+MKH+KBY).
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Tablo 6.28. Uglii HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 9 IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast Fark q P degeri
KR-BY vs SH-NG -97.667 10.709 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG -183.61 20.133 *** P<(.001
KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP -115.15 12.626 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SV+MKH+KBY -85.580 9.384 *** P<(.001
SH-NG vs DH-YG -85.942  9.424 *** P<0.001
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP 68.461 7.507 ** P<0.01
DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY 98.029 10.749 *** P<0.001
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6.6 Dortlii Uygulama Bulgular

Diyabet ortaminin sperme verdigi hasar tarafindan iiretilen morfolojik, canlilikve
hareket anormalliklerinin, daha yiiksek apoptotik belirte¢ seviyelerinin yani sira daha
yiiksek eNOS ve iNOS seviyeleri ile baglantili oldugu kesfedildi. Tedavilerin, sperm
morfolojisini, canliligin1 ve hareketliligini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
korurken oksidatif stresi ve apoptozu en aza indirdigi bulunmustur. Bireysel
uygulamalar umut vaat ederken, DG + SVF + PRP + MKH + KBY kombinasyonunun

cok daha basarili oldugu bulunmustur.

6.6.1 Dortlii Uygulamalarin Canliik Bulgular
Canlilik degerlendirmesi Eozin Y ile yapildi. KG grubuna gore DG canliligi 1 saat

sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde azaldi. Dortlii uygulamalarin anlamli olarak

canlili1 korudugu saptandi (Resim 6.30).
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Resim 6.30. Dortlii HT uygulamalari i¢in canlilik boyamasi.
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Yapilan dortlii uygulamalarin etkinlik agisindan PRP>MKH>SVF>KBY seklinde

canlilig1 korudugu saptandi (Sekil 6.36).

DORTLU HT UYGULAMALARINDA CANLILIK
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Sekil 6.36. Dortliit HT uygulamalari i¢in canlilik testi. KR-BY (KG), SH-NG (SG),
DH-YG (DG), DH-YG+SVF (DG+SVF), DH-YG+SVF+MKH (DG+SVF+MKH), DH-
YG+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH+PRP).

Tablo 6.29. Dértli HT uygulamalari i¢in canlilik testi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast

Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG

KR-BY vs DH-YG

KR-BY vs DD+SVF

KR-BY vs DD+SVF+MKH

KR-BY vs DD+SV+MKH-+PRP
KR-BY vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY
SH-NG vs DH-YG

SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP
SH-NG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY
DH-YG vs DD+SVF+MKH

DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP
DH-YG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY
DD+SVF vs DD+SVF+MKH

DD+SVF vs DD+SV+MKH+PRP

69.000 28.825 *** P<0.001
86.667 36.205 *** P<0.001
79.333 33.142 *** P<0.001
61.333 25.622 *** P<0.001
35.667 14.900 *** P<0.001
18.333 7.659 ** P<0.01
17.667 7.380 ** P<0.01
-33.333 13.925 *** P<0.001
-50.667 21.166*** P<0.001
-25.333 10.583 *** P<(.001
-51.000 21.305 *** P<0.001
-68.333 28.546*** P<0.001
-18.000 7.520 ** P<0.01
-43.667 18.242 *** P<0.001
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6.6.2 Dortlii Uygulamalarin Hareket Bulgular:

Faz kontrast mikroskobu ile yapilan hareket degerlendirmesinde. KG grubuna gore
DG hareketi 1 saat sonunda oldukca anlamli bir sekilde azaldi. Dortlii uygulamalarin

anlamli olarak hareketi korudugu saptandi. (Resim 6.31).
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Resim 6.31. Dortlii HT uygulamalari i¢in hareketliligin faz kontrast goriintiileri.
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Yapilan dortlii uygulamalarin etkinlik agcisindan PRP>MKH>SVF>KBYseklinde
hareketliligi korudugu saptandi (Sekil 6.37).
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Sekil 6.37. Dortli HT uygulamalar i¢in hareketlilik testi. KR-BY (KG), SH-NG
(SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF (DG+SVF), DH-YG+SVF+MKH (DG+SVF+MKH),
DH-YG+SVF+MKH-+PRP  (DG+SVF+MKH+PRP), DH-YG+SVF+MKH+PRP+KBY
(DG+SVF+MKH+PRP+KBY).

ORT + SD

Tablo 6.30. Dortlit HT uygulamalar i¢in hareketlilik testi.

Ortalamalarin karsilagtirilmasi

Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG

KR-BY vs DH-YG

KR-BY vs DD+SVF

KR-BY vs DD+SVF+MKH
KR-BY vs DD+SV+MKH-+PRP
SH-NG vs DH-YG

SH-NG vs DD+SVF+MKH
SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP
SH-NG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY
DH-YG vs DD+SVF

DH-YG vs DD+SVF+MKH
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP

69.000 43.709 *** P<0.001
86.667 54.900 *** P<0.001
70.667 44.765 *** P<0.001
16.000 10.135 *** P<0.001
7.667 4.857 * P<0.05
17.667 11.191 *** P<0.001
-53.000 33.573 *** P<(.001
-61.333 38.852 *** P<(.001
-71.333 45.187*** P<0.001
-16.000 10.135 *** P<0.001
-70.667 44.765 *** P<0.001
-79.000 50.043 *** P<0.001
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DH-YG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY -89.000 56.378*** P<(.001
DD+SVF vs DD+SVF+MKH -54.667 34.629 *** P<0.001
DD+SVF vs DD+SV+MKH+PRP -63.000 39.908 *** P<(.001
DD+SVF vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY  -73.000 46.243*** P<0.001
DD+SVF+MKH vs DD+SV+MKH+PRP -8.333 5.279 * P<0.05
DD+SVF+MKH vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY -18.333 11.613*** P<(.001
DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY -10.000 6.335 ** P<0.01

6.6.3 Dortlii Uygulamalarin Morfoloji Degerlendirmesi

Morfoloji degerlendirmesi Diff Quick ile yapildi. KG grubunda saptanan normal
morfolojinin DG ile 1 saat sonunda oldukga anlamli bir sekilde bozuldugu goriildii.

Dortlii uygulamalarin anlamli bir sekilde morfolojiyi korudugu saptandi (Resim 6.32).
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Resim 6.32. Dortli HT uygulamalarinda Diff Quick ile morfoloji degerlendirmesi.
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Yapilan uygulamalarda sirasi ile dortlii uygulamalarin PRP>MKH>SVF>KBY
seklinde morfolojiyi korudugu saptand: (Sekil 6.38). Ornekler arasinda morfoloji
degerlendirmesinde oldukca anlamli(p<0,001) farkliligin oldugu goriildii.
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Sekil 6.38. Dortlit HT uygulamalar i¢in morfoloji degerlendirmesi. KR-BY (KG),
SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF (DG+SVF), DH-YG+SVF+MKH
(DG+SVF+MKH), DH-YG+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH-+PRP), DH-
YG+SVF+MKH+PRP+KBY (DG+SVF+MKH+PRP+KBY).

Tablo 6.31. Dortlit HT uygulamalari i¢in morfoloji degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast

Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG

KR-BY vs DH-YG

KR-BY vs DD+SVF

KR-BY vs DD+SVF+MKH

KR-BY vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY
SH-NG vs DH-YG

SH-NG vs DD+SVF

SH-NG vs DD+SVF+MKH

SH-NG vs DD+SV+MKH-+PRP
SH-NG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY
DH-YG vs DD+SVF+MKH

153

69.000 41.165 *** P<0.001
86.667 51.705 *** P<0.001
79.333 47.330 *** P<0.001
16.000 9.546 *** P<0.001
-2.333 1.392ns P>0.05
17.667 10.540 *** P<0.001
10.333 6.165 ** P<0.01
-53.000 31.620 *** P<0.001
-61.333 36.591 *** P<0.001
-71.333 42.558*** P<(.001
-70.667 42.160 *** P<0.001



DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP -79.000 47.131 *** P<0.001
DH-YG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY -89.000 53.097*** P<0.001

DD+SVF vs DD+SVF+MKH -63.333 37.785 *** P<0.001
DD+SVF vs DD+SV+MKH+PRP -71.667 42.756 *** P<0.001
DD+SVF vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY  -81.667 48.722*** P<0.001

DD+SVF+MKH vs DD+SV+MKH+PRP -8.333 4.972 * P<0.05

DD+SVF+MKH vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY -18.333 10.938*** P<(.001
DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY -10.000 5.966 * P<0.05

6.6.4 Dortlii Uygulamalarin eNOS Iimmunohistokimyasal Bulgulari
Oksidatif stres degerlendirmesi eNOS IHK ile yapildi. KG saptanan stresin DG

ile 1 saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. Dortlii uygulamalarin

anlamli bir sekilde oksidatif stresten korudugu saptandi (Resim 6.33).
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Resim 6.33. Dortlii HT uygulamalarinda Oksidatif stresin  eNOS ile

degerlendirmesi.
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Yapilan h-skor ile wuygulamalarda sirasi ile dortlii uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde oksidatif stresi azalttig1 saptandi (Sekil 6.39).
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Sekil 6.39. Dértlii uygulamalar i¢in e-NOS IHK degerlendirmesi. KR-BY (KG),
SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF (DG+SVF), DH-YG+SVF+MKH
(DG+SVF+MKH), DH-YG+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH-+PRP), DH-
YG+SVF+MKH-+PRP+KBY (DG+SVF+MKH-+PRP+KBY).

Tablo 6.32. Dértlii HT uygulamarmda h-skor ile eNOS IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmasi Fark q P degeri

KR-BY vs SH-NG

KR-BY vs DH-YG

KR-BY vs DD+SVF

KR-BY vs DD+SVF+MKH
SH-NG vs DH-YG

SH-NG vs DD+SVF+MKH
SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP
SH-NG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY
DH-YG vs DD+SVF

DH-YG vs DD+SVF+MKH
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP

-116.00 20.671 *** P<0.001
-210.00 37.421 *** P<0.001
-100.00 17.820 *** P<0.001
-50.000 8.910 *** P<0.001
-94.000 16.750 *** P<0.001
66.000 11.761 *** P<0.001
91.000 16.216 *** P<0.001
118.67 21.146*** P<0.001
110.00 19.602 *** P<0.001
160.00 28.511 *** P<0.001
185.00 32.966 *** P<0.001
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DH-YG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 212.67 37.896*** P<0.001
DD+SVF vs DD+SVF+MKH 50.000 8.910 *** P<0.001
DD+SVF vs DD+SV+MKH+PRP 75.000 13.365 *** P<(.001
DD+SVF vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY  102.67 18.295*** P<0.001
DD+SVF+MKH vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 52.667 9.385%*** P<(.001
DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 27.667 4.930 * P<0.05

6.6.5 Dortlii Uygulamalarin iNOS Immunohistokimyasal Bulgular
Oksidatif stres degerlendirmesi iNOS THK ile yapildi. KG saptanan stresin DG

ile 1 saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. Dortlii uygulamalarin

anlamli bir sekilde oksidatif stresten korudugu saptandi (Resim 6.34).
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Resim 6.34. Dortlii HT uygulamalarinda Oksidatif stresin iNOS ile yapilan

degerlendirmesi.
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Yapilan h-skor ile wuygulamalarda sirasi ile dortlii uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBYseklinde oksidatif stresi azalttig1 saptandi (Sekil 6.40).
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Sekil 6.40. Dértlii HT uygulamalar igin i-NOS IHK degerlendirmesi. KR-BY
(KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF (DG+SVF), DH-YG+SVF+MKH
(DG+SVF+MKH), DH-YG+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH-+PRP), DH-
YG+SVF+MKH+PRP+KBY (DG+SVF+MKH+PRP+KBY).

Tablo 6.33. Dértlii HT uygulamalarinda h-skor ile iNOS IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast Fark q P degeri
KR-BY vs SH-NG -127.33 22.811 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG -221.33 39.651 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SVF -111.33 19.945 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SVF+MKH -45.000 8.062 *** P<(.001
KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP -37.667 6.748 ** P<0.01
SH-NG vs DH-YG -94.000 16.840 *** P<0.001
SH-NG vs DD+SVF+MKH 82.333 14.750 *** P<0.001
SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP 89.667 16.064 *** P<0.001
SH-NG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 119.67 21.438*** P<(.001
DH-YG vs DD+SVF 110.00 19.706 *** P<0.001
DH-YG vs DD+SVF+MKH 176.33 31.590 *** P<0.001
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP 183.67 32.903 *** P<0.001

DH-YG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 213.67 38.278*** P<(.001
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DD+SVF vs DD+SVF+MKH 66.333 11.883 *** P<(0.001

DD+SVF vs DD+SV+MKH+PRP  73.667 13.197 *** P<0.001

DD+SVF vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 103.67 18.572*** P<(.001
DD+SVF+MKH vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 37.333 6.688 ** P<(0.01
DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 30.000 5.374 * P<0.05

6.6.6 TUNEL isaretlemesi

Apoptoz degerlendirmesi TUNEL isaretlemesi ile yapildi. KG saptanan

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukg¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. Dortlii

uygulamalarin anlamli bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.35).
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Resim 6.35. Dortli HT uygulamalarinda Apoptozun TUNEL isaretlemesi

degerlendirmesi.
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Yapilan apoptotik indeks ile uygulamalarda sirasi ile dortlii uygulamalarin

anlamli bir sekilde apoptozun azalttig1 saptandi (Sekil 6.41).
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Sekil 6.41. Dortlit HT uygulamalarinda Apoptotik indeks ile TUNEL

degerlendirmesi. KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF (DG+SVF), DH-
YG+SVF+MKH(DG+SVF+MKH),DH-Y G+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH+PRP), DH-
YG+SVF+MKH+PRP+KBY (DG+SVF+MKH+PRP+KBY).

Tablo 6.34. Dortlii HT uygulamalarinda apoptotik  indeks

degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast

Fark q P degeri

KR-BY vs DH-YG

KR-BY vs DD+SVF

KR-BY vs DD+SVF+MKH
KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP
SH-NG vs DH-YG

SH-NG vs DD+SVF

SH-NG vs DD+SVF+MKH
DH-YG vs DD+SVF

DH-YG vs DD+SVF+MKH
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP
DH-YG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY

-46.583 28.035 *** P<(.001
-28.917 17.403 *** P<(.001
-18.917 11.385 *** P<0.001
-14.917 8.977 *** P<0.001
-39.333 23.672 *** P<0.001
-21.667 13.040 *** P<0.001
-11.667 7.021 ** P<0.01
17.667 10.632 *** P<0.001
27.667 16.651 *** P<0.001
31.667 19.058 *** P<0.001
40.000 24.073*** P<0.001

DD+SVF vs DD+SVF+MKH 10.000 6.018 * P<0.05
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DD+SVF vs DD+SV+MKH+PRP 14.000 8.426 *** P<0.001

DD+SVF vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 22.333 13.441*** P<(.001
DD+SVF+MKH vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 12.333 7.423 ** P<(.01
DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY  8.333 5.015 * P<0.05

6.6.7 Dortlii Uygulamalarin Caspase 3 Immunohistokimyasal Bulgular

Apoptoz degerlendirmesi Caspase 3 THK ile yapildi. KG grubunda saptanan
apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukga anlamli bir sekilde arttig1 gézlendi. Dortlii

uygulamalarin anlaml bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.36).
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Resim 6.36. Dortlit HT uygulamalarinda Apoptozun kaspaz 3 ile degerlendirmesi.
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Yapilan h-skor ile wuygulamalarda sirasi ile dortlii uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde apoptozu azalttig1 saptandi (Sekil 6.42).

DORTLU HT UYGULAMALARINDA KASPAZ 3
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Sekil 6.42. Dértlii HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 3 THK degerlendirmesi.
KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF (DG+SVF), DH-YG+SVF+MKH
(DG+SVF+MKH),DH-Y G+SVF+MKH+PRP(DG+SVF+MKH+PRP),DH
YG+SVF+MKH+PRP+KBY (DG+SVF+MKH+PRP+KBY).

Tablo 6.35. Dértlii HT uygulamarinda h-skor ile kaspaz 3 IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmasi Fark q P degeri
KR-BY vs SH-NG -128.17 16.574 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG -193.67 25.044 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SVF -107.00 13.837 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SVF+MKH -89.400 11.561 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP -42.667 5.518 * P<0.05
SH-NG vs DH-YG -65.500 8.470 *** P<0.001
SH-NG vs DD+SVF+MKH 38.767 5.013 * P<0.05
SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP 85.500 11.057 *** P<0.001
SH-NG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 124.17 16.057*** P<0.001
DH-YG vs DD+SVF 86.667 11.207 *** P<0.001
DH-YG vs DD+SVF+MKH 104.27 13.483 *** P<0.001
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP 151.00 19.527 *** P<0.001
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DH-YG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 189.67 24.527*** P<(.001
DD+SVF vs DD+SV+MKH+PRP 64.333 8.319 *** P<(.001

DD+SVF vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 103.00 13.320*** P<(0.001
DD+SVF+MKH vs DD+SV+MKH+PRP  46.733 6.043 * P<0.05
DD+SVF+MKH vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY  85.400 11.044*** P<(0.001
DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 38.667 5.000 * P<0.05

6.6.8 Dortlii Uygulamalarin Caspase 8 Immunohistokimyasal Bulgular
Apoptoz degerlendirmesi Caspase 8 THK ile yapildi. KG grubunda saptanan

apoptozun DG ile 1 saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. Dortlii

uygulamalarin anlaml bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.37).

166



SG

DG + SVF

DG+SVF+MKH DG+SVF+MKH+PRP

-

DG + SVF + PRP + MKH + KBY

Resim 6.37. Dortlit HT uygulamalarinda Apoptozun kaspaz 8 ile degerlendirmesi.
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Yapilan h-skor ile wuygulamalarda sirasi ile dortlii uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde apoptozu azalttig1 saptandi (Sekil 6.43).
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Sekil 6.43. Dértlii HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 8 IHK degerlendirmesi.
KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF (DG+SVF), DH-YG+SVF+MKH
(DG+SVF+MKH), DH-YG+SVF+MKH+PRP (DG+SVF+MKH-+PRP), DH-
YG+SVF+MKH+PRP+KBY (DG+SVF+MKH+PRP+KBY).

Tablo 6.36. Dértlii HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 8 IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast Fark q P degeri
KR-BY vs SH-NG -69.800 10.749 *** P<0.001
KR-BY vs DH-YG -153.47 23.634 *** P<(.001
KR-BY vs DD+SVF -113.18 17.431 *** P<(.001
KR-BY vs DD+SVF+MKH -84.207 12.968 *** P<(.001
KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP -57.467 8.850 *** P<0.001
SH-NG vs DH-YG -83.667 12.885 *** P<(.001
SH-NG vs DD+SVF -43.383 6.681 ** P<0.01
SH-NG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 50.000 7.700 ** P<0.01
DH-YG vs DD+SVF 40.283 6.204 ** P<0.01
DH-YG vs DD+SVF+MKH 69.260 10.666 *** P<0.001
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP 96.000 14.784 *** P<0.001

DH-YG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 133.67 20.585*** P<0.001
DD+SVF vs DD+SV+MKH+PRP  55.717 8.581 *** P<0.001
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DD+SVF vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 93.383 14.381*** P<(.001
DD+SVF+MKH vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 64.407 9.919*** P<0.001
DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 37.667 5.801 * P<0.05

6.6.9 Dortlii Uygulamalarin Caspase 9 Immunohistokimyasal Bulgular

Apoptoz degerlendirmesi Caspase 9 THK ile yapildi. KG grubunda saptanan
apoptozun DG ile 1 saat sonunda olduk¢a anlamli bir sekilde arttig1 gozlendi. Dortlii

uygulamalarin anlamli bir sekilde apoptozu azalttig1 saptandi (Resim 6.38).
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Resim 6.38. Dortlit HT uygulamalarinda Apoptozun kaspaz 9 ile degerlendirmesi.
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Yapilan h-skor ile wuygulamalarda sirasi ile dortlii uygulamalarin

PRP>MKH>SVF>KBY seklinde apoptozu azalttig1 saptandi (Sekil 6.44).
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Sekil 6.44. Dértlii HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 9 THK degerlendirmesi.
KR-BY (KG), SH-NG (SG), DH-YG (DG), DH-YG+SVF (DG+SVF), DH-YG+SVF+MKH
(DG+SVF+MKH),DH-Y G+SVF+MKH-+PRP(DG+SVF+MKH+PRP),DH-
YG+SVF+MKH+PRP+KBY (DG+SVF+MKH+PRP+KBY).

Tablo 6.37. Dértlii HT uygulamalarinda h-skor ile kaspaz 9 IHK degerlendirmesi.

Ortalamalarin karsilagtirilmast Fark q P degeri
KR-BY vs SH-NG -97.667 11.943 *** P<(.001
KR-BY vs DH-YG -183.61 22.452 *** P<(.001
KR-BY vs DD+SVF -137.38 16.799 *** P<0.001
KR-BY vs DD+SVF+MKH -111.63 13.650 *** P<(.001
KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP -91.553 11.195 *** P<0.001
SH-NG vs DH-YG -85.942 10.509 *** P<0.001
SH-NG vs DD+SVF -39.712 4.856 * P<0.05
SH-NG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 58.333 7.133 ** P<0.01
DH-YG vs DD+SVF 46.230 5.653 * P<0.05
DH-YG vs DD+SVF+MKH 71.978 8.801 *** P<(.001
DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP 92.056 11.257 *** P<0.001

DH-YG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 144.28 17.642*** P<0.001
DD+SVF vs DD+SV+MKH+PRP 45.825 5.604 * P<0.05
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DD+SVF vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 98.045 11.989*** P<0.001
DD+SVF+MKH vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 72.297 8.840*** P<(.001
DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY 52.220 6.385 ** P<0.01
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7. TARTISMA

Calismamizda, STZ ile agir diyabete maruz kalmis siganlarin spermlerine in vitro
ortamda, tedavi amaclhi SVF, PRP, MKH ve KBY uygulanarak, histopatolojik,
immiinohistokimyal ve TUNEL yontemleriyle incelendi. DB in vitro modelinin sperm
hasarina neden oldugu ve bu hasarin diger tedavi segenekleri i¢in bir model olarak
kullanilarak onlenebilecegi kanitlanmistir. Bu durum hiicre sayisini ve biiylime
faktorlerini artirmanin ayrica sinyal mekanizmalarini giiclendirmenin bir sonucudur.
Bu ¢alismada SVF, PRP, MKH ve KBY kombinasyonunun hiicresel tedavi olarak
oldukea etkili olabilecegi bulundu. SVF, PRP, MKH ve KBY gibi hiicre tedavilerinin
in vivo ve in vitro diyabetik hasar1 azaltabildigini gosteren bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda, énemli 6l¢iide basarili hiicre tedavilerinin tek bir
uygulamasi kullanilmigtir. Amacimiz, her uygulamanin sinerjisini elde etmek i¢in bu
uygulamalarin bir kombinasyonunu kullanmakti. SVF uygulamasi, PRP ve KBY den
gelen yeterli MKH ve biiyiime faktoriine bunun yaninda sitokine sahiptir.
Sonuglarimiz, kombinasyonun yararinin diyabetik ve oksidatif hasara kars1 biiyiik bir
basar1 oldugunu gosterdi. Tekli veya ikili uygulamalar1 {ig¢li uygulamalarla
karsilagtirdigimizda ¢ok daha iyiydi. En iyi sonuglari dort uygulamanin hepsinin
kombinasyonu ile aldik. DB, spermler i¢in 6nemli Ol¢iide azalmis canlilifa ve

hareketsizlige neden oldu.

Bu caligmada saglikli hayvanlardan alinan spermlerde kiiltiir ortaminda yiiksek
glikozlu besiyeri kullanilarak diyabetik hasar olusturulmustur. Spermlere MKH, 48
saatlik salgiladiklar faktorler olan KBY ve PRP ile desteklenmis SVF uygulamalari

yapilarak deneysel diyabetik modelde sperm hasarinin azaltilmasi1 amaglanmustir.

12 haftalik Wistar Albino cinsi 15 adet erkek sigandan elde edilen spermler kiiltiir
ortaminda 6 gozli flasklara alinarak 15 farkli grup olacak sekilde belirlendi. Kontrol
(KG), Sham (SG), DB, DB+ MKH, DB + KB, DB+MKH+ KB, DB+ PRP, DB+ SVF,
DB+ MKH+PRP, DB+ MKH+ SVF, DB+ KB+ PRP, DB+ KB+ SVF, DB+MKH+
KB+ PRP, DB+ MKH + KB+ SVF ve DB+ MKH+ KB+ PRP+SVF olarak gruplari

ayrildi. Bir saatlik uygulamada morfoloji, canlilik ve hareket degerlendirilmeleri
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yapilarak yaymalari hazirlanan 6rnekler oksidatif stres icin e-NOSve i-NOS ile apoptoz
icin TUNEL, CASPAZ 3, CASPAZ 8 ve CASPAZ 9 ile immiinohistokimyasal olarak

analiz edildi.

DB besiyeri ortamimin sperme verdigi hasarda olusan morfolojik, canlilik ve
hareket bozukluklarmin artan eNOS ve iNOS ile artan apoptotik belirtecler ile iliskili
oldugu belirlendi. Uygulamalarin istatistiksel olarak anlamli bir bi¢cimde sperm
morfoloji, canlilik ve hareketini koruyarak oksidatif stres ve apoptozu azalttigi
goriildii. Tekli uygulamalarda olumlu etki varken SVF, PRP, MKH ve KBY

kombinasyonunun anlamli bir sekilde daha etkin oldugu saptandi.

DB invitro modelin, sperm hasar1 yapmasi ve uygulamalar ile bu hasarin
onlenebilmesi, diger tedavi olasiliklari i¢in 6nemli olabilecegini gosterdi. SVF, PRP,
MKH ve KBY kombinasyonunun ilk defa kullanildig1 bu calisma ile hiicresel tedavi
olarak hiicre sayisinin artirilmasi, biiyiime faktorlerinin c¢ogaltilmasi ve sinyal
mekanizmalariin giiclendirilmesi sonucunda oldukga yararli olabilecegi belirlendi.
Toplumda yiiksek prevalansta goriilen ve giderek artan erkek infertilitesine yonelik
hiicresel tedavi gibi maliyetleri az ve etkinligi ¢ok yeni rejeneratif yOntemin
gelismesine katki saglayacak sonuglarimiz ¢ocuk sahibi olmak isteyen ailelere iimit
olacaktir. Deney hayvani ve insan ¢alismalar1 ile bulgularin dogrulanmasi ve

mekanizmalarin aydinlatilmasi klinikte kullanimlarini saglayacaktir.

Onceki bir ¢alismada, kiiltiir ortaminin ve serumun in vitro sigan spermlerinin
hayatta kalmasi {izerindeki etkisini incelemek i¢in tasarlanmistir. 2004 ve 2005 yillari
arasinda in vitro olarak, %10 fetal bovin serumu (FBS) igeren veya icermeyen farkli
kiiltiir ortamlarinin; Gamete-20, RPMI-1640, alpha MEM (AMEM), Dulbecco'nun
degistirilmis Eagle ortami (DMEM) ve Eagle's MEM (MEM) Wistar sicanlarinin
spermatidleri ve spermiumlari {izerindeki etkileri degerlendirilmistir. Hiicrelerin sayisi
ve morfolojisi 4. ve 24. saatlerde kaydedilmistir. Tiim kosullar altinda hiicrelerin sayis1
ve canlilifi zamanla azalmig, ancak parametreler FBS' nin varligindan olumlu
etkilenmistir. 24 saatlik kiiltiirde spermatidlerin ve spermatozoanin canlilik oranlari

azalmistir. Canlilik ve morfoloji, serumlu RPMI' de en iyisi ve serumsuz MEM' de en
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kotii olarak bildirilmistir. Bu sonuglar, farkli kiiltiir ortam1 ve FBS kompozisyonunun
spermatozoanin olgunlagsmas1 ve hayatta kalmasi i¢in Onemli oldugunu
gostermektedir. Ozenle secilmis kiiltiir besiyerleri, in vitro fertilizasyon (IVF)
prosediirlerinin basarisinda oldugu kadar fonksiyonel spermlerin iiretilmesinde de
onemli roller oynayabilir (Cezayirli ve ark. 2009). Literatiirdeki baska bir ¢aligmada
ise sulandirici tipinin kriyosurvival iizerinde Onemli etkisi (p<0.05) oldugu
bildirilmistir. Coziilme sonrasi en yiiksek motilite (%27,5), TES /Tris (TES) sulandirict
varliginda dondurulansperm o6rneklerinden elde edilmistir (p<0.05). Sonug olarak,
sogutma hizi kriyoprezervasyonu oOnemli Olc¢lide etkilemese de sulandiricilarin
cozlilme sonrasi sperm parametrelerini etkiledigi ve TES epididimal Lewis si¢an
sperminin dondurulabilirligini 6nemli dl¢ilide iyilestirdigi bildirilmistir (Varigh ve ark.
2015). Bir baskacaligmada ise, si¢an epididimal sperm kriyoprezervasyonu i¢in ideal
bir dondurma sulandiric1 ve yontemi gelistirmek amaglanmistir. 30 Wistar erkek
sigcandan toplanan epididimal spermler dondurularak, rafinoz igermeyen tampon veya
damitilmis ve deiyonize su, PBS veya modifiye Krebs-Ringer i¢inde ¢6zlilmiis cesitli
rafinoz ve yumurta sarisi konsantrasyonlar: ile donduruldugunda ¢oziilme sonrasi
ozelliklerini incelemek i¢in deneyler yapilmistir. Bikarbonat mKRB bazli genisletici,
PBS veya mKRB i¢eren yumurta saris1 i¢inde ¢oziilen farkl gliserol, Equex STM veya
sodyumdodesil siilfat (SDS) konsantrasyonlar1 da test edilmistir. Bu deneylerden elde
edilen verilere dayanarak, Equex STM, SDS ve yumurta saris1 takviyesi ile mKRB' de
¢oziinen rafinoz, trehaloz, laktoz, fruktoz ve glikoz gibi farkli sekerlerin, dondurularak
saklanan spermlerin ¢oziilme sonrasi Ozelliklerini nasil etkiledigi daha sonraki
deneylerde test edilmistir. Dondurulmus ¢oziilmiis spermin kriyo-sagkalimi, sperm
motilite indeksinin (SMI) mikroskobik degerlendirmesi ile degerlendirilerek akrozom
biitiinltigli FITC-PNA boyamasi ile dl¢iilmiistiir. Spermler 3 saatlik bir termal direng
testine tabi tutulmustur. mKRB' de 0.1M rafinoz %0.75 Equex STM, %0.05 SDS ve
%20 yumurta saris1 ile kullanildiginda, spermin ¢oziilme sonrasi hayatta kalmasi
iizerinde faydali etkiler elde edilmistir. Bu islemle dondurularak saklanan sperm, diger
kriyoprotektanlar ve trehaloz, laktoz, fruktoz, glukozun ¢esitli konsantrasyonlarinda
dondurulan sperm ile karsilagtirildiginda, inkiibasyon boyunca daha yiiksek bir
motilite indeksi sergileyerek, daha yiiksek SMI ve akrozom biitiinliiglinii korumustur.
Sonug olarak, Equex STM, SDS ve yumurta sarisi iceren mKRB i¢inde ¢oziilmiis
rafinozun sulandirici bir soliisyonunda kriyoprezervasyon, si¢an epididimal sperminin

dondurulabilirligini biiyiik 6l¢iide artirdig: bildirilmistir (Yamashiro ve ark. 2007).
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Fare testis dokular1 ile hava-sivi interfaz organ kiiltlirii yontemi kullanilarak in
vitro spermatogenez (IVS) miimkiindiir. Bununla birlikte, aynt yontem, fareler
disindaki hayvanlara pek uygulanamamistir, yalnizca spermatogenezde ilerleme
kaydedilmemekte veya sl ilerleme kaydedilmektedir. Literatiirde yapilan bir
caligmada, hormonlar, antioksidanlar ve lizofosfolipidler dahil olmak iizere kimyasal
maddeler ekleyerek, kiiltiir ortaminin modifikasyonlari ile siganlarin IVS'sini meydana
cikarmaktadir. Ek olarak, dokular1 daha diisiik oksijen konsantrasyonuna sahip bir
inkiibatore yerlestirerek veya doku iizerine silikon Ortii tavan1 uygulayarak oksijen
gerilimini azaltmak, spermatojenik verimlili§i arttirmada etkili olmustur. Kiiltiir
kosulunun bu modifikasyonlar1 yoluyla, kiiltiirlenmis dokuda 70 giin boyunca
yuvarlak spermatidlere kadar si¢can spermatogenezi muhafaza edilmistir. Mevcut
sonuglar, sican IVS' sinde 6nemli bir ilerleme oldugunu gostermistir. Ayrica fareler ve
sicanlar i¢cin yaygin olarak uygun olan kosullar1 ortaya ¢ikararak, sicana 0zgii
optimizasyonlar bulunmustur. Bu, insanlar da dahil olmak {izere bir¢ok hayvan
tiiriinde basarili IVS' ye dogru 6nemli bir adimdir (Matsumura ve ark. 2021). Kiiresel
saglik i¢in en biiyiikendiselerden birini temsil etmektedir ve iireme islev bozuklugu
dahil olmak tizere ¢esitli klinik komplikasyonlarla iligkilidir. Hipergliseminin hastalik
patofizyolojisinindnemli bir etkeni olarak tanimlandig1 goz oniine alindiginda, yiiksek
glikoz kosullarinin insan sperm fonksiyonu iizerindeki izole etkisini ele almak i¢in in
vitro bir yaklagim kullanilmistir. Yiiksek glikozun sperm fonksiyonu iizerindeki
etkisine yonelik in vitro olarak spermlerin bu kosullardan etkilendigini gosteren bir¢ok
caligmayapilmistir. Genellikle in vitro sperm hazirlig1 i¢in optimal konsantrasyon igin
5 mM,diyabetik durumu taklit etmek i¢in 25 mM veya yiiksek dozlarda glukoza hiicre
tepkisini degerlendirmek i¢in 50 mM kullanmislardir. Diyabetik durumu taklit etmek
icin 25 mM kullanilmistir ama ayni1 zamanda oksidatif stres nedeniyle cogunlukla 3
saatin sonunda 6len spermleri inkiibator disinda dlmeleri beklenmistir (Mahadevan ve

ark. 1997, Amaral ve ark. 2011).

Diabetes mellitus glukoz homeostazinin bozulmasi sonucu olusan metabolik bir
hastaliktir. Immiinolojik kaynakli ortaya cikan Tip 1 diyabet ve insiilin direnci,
bozulmus insiilin sekresyonu, glikoz tliretimindeki artis sonucu olusan Tip 2 diyabet
olmak tiizere iki farkli formu bulunmaktadir. Genetik ve cevresel faktdrlerle olusan

diabetes mellitusa bagli komplikasyonlarin arastirilmasinda ve tedavisinde diyabetik
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hayvan modelleri kullanilmaktadir (Ak¢a ve Celtik 2010). Infertilite, iireme
organlarinda veya gametlerde, cinsiyete Ozgl faktorler, genital enfeksiyonlar,
endokrin anormallikleri, immiinolojik ve anatomik faktorler, tiitiin, esrar, alkol
kullanimi gibi multifaktdriyel kosullarin = sonucununda iiremenin biyolojik
basarisizligidir (Teixeira ve ark. 2019). Bugiine kadar ¢esitli incelemelerde diyabetle
iliskili infertilite konusu ele alinmistir ancak diyabetinneden oldugu hipergliseminin
infertilite iizerindeki mekanizmarinin aydinlatilmasina hala ihtiya¢ duyulmaktadir.
Hiperglisemi, 6zellikle tireme ¢agindaki erkekleri deetkileyen ve hizla artan prevalansi
gdz Oniline alindiginda, bireylerin saghigina yonelik biiyiik tehdit olusturmaktadir.
Sonug olarak, diyabet prevalansinin yiiksek oldugu toplumlarda infertilitenin ve
dogum oranlarindaki diigiisiin 6nlenmesi i¢in tedaviamacl kapsamli c¢alismalara

gereksinim bulunmaktadir (Maresch ve ark. 2018).

Yapilan AKS ve VA sonuglarinin 6nceki calismalarla uyumlu olup benzer
bulgular elde edilmistir (Bhansali ve ark. 2015, Maresch ve ark. 2018, Jato ve ark.
2018). Diyabet grubunda testiste olusan hasar i¢in intertisyel alanda 6dem, konjesyon,
bag doku artis1, germ ve sertoli hiicrelerinde kayip,vakualizasyon, tiibiil liimeninde
residiiel cisimcikler ve seminifer tiibiil ¢capinda azalma 6ne ¢ikan bulgular olup
bunlarda onceki g¢alismalarla uyumlu olarak kullanilantiim parametrelerle benzer

bulgular elde edilmistir.

Sican epididimal spermlerin bilgisayar destekli sperm analizi [CASA] ile
incelendigi bir caligmada distal kauda epididimisten izole edilen spermler, proksimal
kauda epididimisten izole edilen spermlerden 6nemli dl¢iide daha yiiksek hareketli
sperm ylizdeleri ve yilizme hizlar sergiledigi goriilmiistiir (Slott VL ve ark 1991).
Calismamizda kullanilan besiyeri ile ¢ok daha verimli canli, hareketli ve diizgiin

morfolojisi olan spermler elde edilmistir.

Hiicre tedavilerinin eNOS ve iNOS boyamas: ile oksidatif stresi azalttigini
gosterdik. Oksidatif stres tarafindan germ hiicre hasari, sperm apoptozu, DNA hasar1
ve reaktif oksijen radikalleri [ROS] olusumunu igerir. Oksidatif stres altinda, ROS
hiicresel bilesenlerde ciddi hasara neden olabilir ve apoptozu artirabilir. Tekli veya

ikili uygulamalar ii¢liiuygulamalarla karsilagtirdigimizda ¢ok daha iyiydi. En iyi
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sonuglar1 dort uygulamanin hepsinin kombinasyonu ile aldik. Hiicre tedavilerinin
eNOS ve iINOS boyamasi ile oksidatif stresi azalttigini gosterdik. Oksidatif stres
tarafindan germ hiicre hasari, sperm apoptozu, DNA hasar1 ve ROS olusumunu igerir.
Oksidatif stres altinda, ROS hiicresel bilesenlerde ciddi hasara neden olabilir ve
apoptozu artirabilir. Tekli veya ikili uygulamalarn {¢li uygulamalarla
karsilagtirdigimizda c¢ok daha iyiydi. En iyisonuclart dort uygulamanin hepsinin

kombinasyonu ile aldik.

Stromal kok hiicre in vitro cogalir ve birkag soy boyunca farklilagabilir. Taze izole
edilmis bu hiicreler, tam olarak karakterize edilemeyecek kadar az veya yeterincesaf
degildir. Burada, CD31 ekspresyonuna gore ayrilabilen insan yag dokusundan iki
CD45-CD34+CD105+ hiicre popiilasyonu izole edilmigtir. CD31+ hiicreleri ile
karsilastirildiginda, CD31- hiicreleri, hiicre dongiisii durgunlugu ve kok hiicre olma ile
iliskili transkriptleri ve kikirdak, kemik, yag, kas ve noral dokularin biyolojisi ile ilgili
transkriptleri asir1 eksprese edilmistir. Buna karsilik, CD3 1+ hiicreleri, endotel ve ana
doku uygunluk kompleksi simif IT kompleksi ile baglantili transkriptleri asir1 ifade
etmigtir. CD31- hiicrelerinin klonlari, in vitro olarak genisletilebilir ve kemik, yag ve
noral benzeri doku 6zelliklerine sahip hiicrelere farklilagtirilabilir. Kiiltiirde, hiicre
dongiisii durgunlugu, govde, belirli sitokinler ve organa Ozgii genlerle iligkili
transkriptler down regiile edilirken, sinyal iletimi, hiicre yapismas1 ve hiicre iskeleti
bilesenleri ile iligkili transkriptler up regiile edilmistir. CD3 1+ hiicreleri in vitro olarak
cogalmamistir. Insan yag dokusundan elde edilen CD45-CD34+CD105+CD31-
hiicreleri, onlar1 doku miihendisligi i¢in yararli hale getirebilecek stromal kok hiicre
ozelliklerine sahip oldugu bildirilmistir (Boquest ve ark. 2005). Dithiothreitol
etkinliginin aragtirildigr bir insan sperm caligmasinda apoptoz TUNEL ile oksidatif
stres 8OHAG ile incelenmigve yiizde dortliik bir oranda saglikli bireyler artmis stres ve
apoptoza rastlanmistir (Townsend 2016). Kopek spermlerinde MKH-+KBY
kulanmanin ortamdaki antioksidanlarin ve biiylime faktorlerinin arttirmasindan dolay1
donmus ¢0ziilmiis sperm hiicrelerinin kalite ile ilgili parametrelerini gelistirdigi
gosterilmis ve en iyi konsantrasyonun ylizdeon oldugu saptanmistir (Mahiddine ve ark.
2020). Bir antioksidan olarak safran, kadmiyuma maruz birakilan siganlarda sperm
parametreleri iizerinde olumlu etkileri oldugu saptanmistir (Asadi ve ark. 2013).

Sadece omentumdan tiiretilen AKMKH 'ler, RA ile farklilasma tedavisinden sonra

178



erkek germ hiicre soylari ile ilgili dnemli bir gen isaret¢isini ifade etmistir. Bu bulgular,
yag dokusunun multipotent stromal kok hiicrelerin bir kaynagi olarak ve ayrica
farklilagma amacina iliskin MKH 'lerin kaynadi olarak Onemini bir kez daha
gostermektedir (Braunig ve ark. 2018). Kursunun hayvanlarin semen 6zelliklerini ve
testosteron diizeylerini baskilama egilimi olan bir gonadotoksik oldugu sonucuna
varilmig, MKH'lerin varliginin kursunun toksik etkilerini hafiflettigi bulunmustur.
Sicanlarin kemik iliginden elde edilen MKH 'lerin LN kaynakl1 gonado toksisitesinin
etkili bir tedavisi olabilecegi ve dolayisiyla infertilite tedavisine katkida

bulunabilecegi sonucuna varilmistir (Hassan ve Alam 2014).

KBY 'min toplam sperm sayisin1 ve spermatogonia, birincil spermatositler,
yuvarlak spermatidler, Sertoli Hiicreleri 'ler ve Leydig hiicreleri gibi testis hiicrelerinin
sayisint kontrol, DMSO ve busulfan gruplariyla karsilastirildiginda belirgin sekilde
artirdigin1 gostermistir. Ayrica sonuglar, son enjeksiyondan 8 hafta sonra busulfan ve
busulfan/SH gruplarinda c-kit ve STRAS ekspresyonunun énemli dl¢iide azaldigini (p
<0.001) ancak kontrol ve DMSO ile karsilastirildiginda PCNA i¢in anlamli bir fark
bulunmadigi (p < 0.05) saptanmistir. Bu bulgular, Sertoli hiicre kosullu ortamin iireme
ve rejeneratif tipta terapotik stratejiler icin pratik bir yaklasim olarak faydal
olabilecegini diisiindiirmektedir (Panahi ve ark. 2020). Literatiirdeki yapilan
caligmada, kisraklarda mezenkimal kok hiicre sartlandirilmis ortamin MKH-KBY
sperm parametreleri, intrauterin polimorfoniikleer nétrofiller (PMN), intrauterin sivi
birikimi (IUF) ve fertilite lizerindeki etkilerini degerlendirmesi amaglanmistir. Deney
I'de, on aygirdanalinan iki ejakiilat, siit bazli bir sulandiric1 kullanilarak 50 milyon
sperm/mL'yeayarlanmistir. Daha sonra, MKH-KBY den 20 mL hazirlanarak semene 0,
5, 10, 15 ve20 mL. olacak sekilde eklenmistir. Sperm kinetigi ve plazma membran
biitiinltigli seyreltmeden hemen sonra (T0) ve 37 °C'de (T2) inkiibasyondan 2 saat
sonra degerlendirilmistir. Deney 2' de, direncli (n = 13) veya endometrite duyarli (n =
7) olarak karakterize edilen kisraklar, iki (Kontrol ve CM-1) ve ii¢ (Kontrol, CM-1 ve
CM-2) yumurtlamanin indiiklenmesinden 24 saat sonra taze semen ile dollenmistir.
Gruplar: kontrol, farmakolojik miidahale yok; CM-1, semen déllenme dozunun 3:4'te
eklenmesi (v:v,MKH-KBY:semen); CM-2, 30 mL MKH-KBY , dollenmeden 24 saat
once uterusa inflize edilmistir. PMN'lerin sayisint ve interlokin IL6, IL10 ve TNFa

konsantrasyonlarini degerlendirmek i¢in tohumlamadan dollenmeden 6 ve 24 saat
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sonra endometriyal sitoloji ve rahim sivist toplanmaistir. [UF, tohumlamadan 24 ve 48
saat sonra ultrasonografi ile belirlenmistir. Hamilelik durumu, yumurtlamadan 14 giin
sonra teshis edilmistir. Semene MKH-KBY eklenmesi, direngli kisraklarda
tohumlamadan doéllenmeden 6 saat sonra TO ve T2'de (P> 0.05) sperm parametrelerini
etkilememistir ve (CM-1; P <0.05) PMN sayisini azaltmistir (CM-1; P <0.05). Duyarh
kisraklarda, tohumlamadan déllenmeden 6 ve 24 saat sonra PMN'ler ve ayrica IUF,
tedavi edilen her iki dongiide (CM-1 ve CM-2) azalmistir (P <0.05). Ek olarak, MKH-
KBY tohumlamadan dollenmeden sonra duyarli kisraklarin uterusunda IL6'y1
upregiile ederek, IL10 konsantrasyonlarni up regiile etmistir. Hem direncli
(Kontrol, %77, 10/13; CM-1, %62, 8/13) hem de duyarl kisraklarda (Kontrol, %42,8,
3/7; CM-1, %57,1, 4/7; CM-2, %85,7,6/7) dir. Sonug olarak, MKH-KBY seyreltilmis
semen ile karigtirildiginda sperm parametrelerini  etkilemeyerek, kisraklarda
tohumlama sonrasiinflamatuar yanitlar1 azaltmistir (Eriky Akio de Oliveira Tongu ve
ark 2021). Seminal siv1 faktorleri, embriyo implantasyonunu ve ilireme bagarisini
kolaylastirmak icin gebe kalma sirasinda disi bagisiklik tepkisini modiile eder.
Spermin bu yanit1 etkileyip etkilemedigi agik degildir. Bozulmamis veya vazektomize
erkeklerle ¢iftlestikten sonra fare rahminde mikrodizi ile global gen ekspresyonu
degerlendirilmistir. Saglam erkekler, gen transkripsiyonunda daha biiyilik
degisikliklere neden oldugu, belirgin bir sekilde pro- inflamatuar sitokini ve immiin
diizenleyici genleri etkilegi ve TLR4 sinyallemesi en iist siradaki yukari akis siiriiciisii
olarak tanimlandig: bildirilmistir. Notrofillerin toplanmasi ve periferik diizenleyici T
hiicrelerinin geniglemesi, saglam erkeklerin seminal sivisi tarafindan yiikseltilmistir.
In vitro, epididimal sperm, wild tipteki uterusepitel hiicrelerinde 1L6, CXCL2 ve
CSF3'li indiiklemektedir, ancak TIr4 gebe olmayan disilerde indiiklenmemektedir.
Toplu olarak bu deneyler, spermin TLR4'e bagli sinyalleme yoluyla uterus sitokin
ekspresyonunu ortaya ¢ikararak kadin bagisiklik toleransini arttirmaya yardimci
oldugunu gostermektedir. Bulgular, tireme yatiriminin disi kontroliinde yer alan
bagisiklik mekanizmalarin1 modiile etmede, oosit dollenmesinin 6tesinde sperm igin

biyolojik bir role isaret ettigi belirtilmistir (Schjenken ve ark. 2021).

Nonobstriiktif azosperminin tedavisinde mezenkimal stromal/kok hiicreler MKH
'ler yerine hiicre dis1 vezikiil iceren sartlandirilmig ortamin KBY etkisinigdstermektir.
Bir sonraki adimda, MKH 'lerin farelerin seminifer tiibiillerine enjeksiyonundan sonra

MKH 'lerin spermatositlere farklilasma potansiyelini incelenmesi amaglanmistir.
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Yapilan caligmada, hayvan modellerinde adipoz doku kaynakli AK-MKH 'ler ve
kemik iligi kaynakli MKH 'ler ve kemik iligi KBY kullanilarak busulfan kaynakli
azospermi i¢in uygulamali bir tedavigerceklestirilmistir. Bu baglamda, sirasiyla 30
erkek yetiskin Balb/C faresi (30+5g) veiki disi eGFP+/+ Balb/C faresi (30+5g) deney
gruplarini belirlemek ve kok hiicreleri kiiltiirlemek i¢in kullanilmistir. Daha sonra
intakt kontrol, azospermi, AKMKH tedavisi, KI-MKH tedavisi, KI-KBY tedavisi ve
spontan iyilesme gruplari olmak f{izere alti grupta incelenmistir. Saglam kontrol
disindaki tiim gruplara 21 giin ara ile iki dozbusulfan (10 mg/kg) enjekte edilerek
azospermi olusturulmustur. Tiim farelerin testisleri ¢ikarilmistir ve tedaviden 60 giin
sonra histomorfometri ve akis sitometrisi analizi ile incelenmistir. Testislerin
histomorfometri ve akis sitometrisi degerlendirmesi, tedavi gruplarinin seminifer
tiibiillerinin ¢ogunun normal morfolojisinin yani sira spermatogenezin basarili bir
sekilde geri kazanildigim1 gostermistir, ancak azospermi grubunda spermatogenez
gdzlenmemistir. KI-MKH tedavi grubunun sonuglarmin diger tedavi gruplarina gére
daha olumlu olmas1 dikkatedegerdir. Sonug olarak, AK-MKH, Ki-MKH ve Ki-KBY
azospermi tedavisinde adayolarak siddetle onerilebilir (Tongu ve ark. 2021). Testis
torsiyonu-detorsiyonu, sperm miktarin1 énemli Olciide azaltarak, motiliteyi inhibe
edip, F-aktin ekspresyonunu azalmistir ve bunun sonucunda spermdeki ATP igerigini
azalmistir MKH' lerin lokal enjeksiyonu, Ozellikle sperm motilitesinde, sperm
fonksiyonunu iyilestirmistir. MKH' ler ile, testistorsiyon-detorsiyonundan sonra ATP
icerigi ve F-aktin korunmustur. MKH' ler, fosfogliserat kinaz 2 ve gliseraldehit-3-
fosfat dehidrojenaz-spermatojenik ekspresyonunu artirarak, Akt'yi aktive ederek ve
glikojen sentaz kinaz 3'0 (GSK3) artirarak kanitlandigi gibi, testis torsiyon-
detorsiyonu tarafindan indiiklenen sperm vetestisteki glikoliz dengesizligini 6nemli
Olciide tersine ¢evirmistir. Bu da glikoliz kaskadlarinda ve ATP iiretiminde artisa
neden olmustur. Sperm testis torsiyonu- detorsiyonu ile indiiklenen germ hiicre
hasarindan muzdarip oldugunda insan kok hiicre faktorii Akt/GSK3 ekseninin
aktivasyonuna katkida bulunmustur. Sonug¢ olarak testis torsiyonu-detorsiyonu ile
hasar gormiis bir testise MKH' lerin lokal enjeksiyonu, esas olarak sperm
hareketliligini ve enerjisini gelistirerek sperm fonksiyonunu eski haline getirmektedir.
MKH' ler, Akt/GSK3 eksenini diizenleyerek spermdeki glikojenez ve glikoliz
dengesizligini tersine ¢evirmektedir. Bu nedenle, MKH' ler, lokal enjeksiyon yoluyla
torsiyon-detorsiyonun neden oldugu infertiliteyi potansiyel olarak kurtarabilir (Tongu

ve ark. 2021).
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Literatiirdeki bir bagka ¢caligmada ise, MKH' lerle tedavi edilen testisler morfolojik
olarak normal goriiniime sahip oldugu, ancak seminifer tiibiillerin bos oldugu kok
hiicre tedavisi uygulanmayan siganlar atrofik gdriiniime sahip oldugu bildirilmistir.
Spermatogenez, hiicre ile tedavi edilen testislerin tiim tiibiillerinde degil,bazilarinda
tespit edilmistir. Testislerdeki GFP+/VASA+ ve GFP+/SCP1+ hiicreleri, uygun
mikrogcevrede MKH' lerin spermatogenetik hiicrelere farklilasmasini gostermistir.
Hiicre tedavisi ile sicanlar, spermatogenezin tam olarak geri kazanildiginigostermek
icin ¢iftlestirilerek siirekli nesiller elde edilmistir. GFP ekspresyonu, yag dokusu ve
kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicrelerde ve ayrica yavrularin
spermlerinde tespit edilmistir. Sonug olarak, gelecekte MKH' ler insanlarda ayni amag
icin kullanilabilir (Cakici ve ark. 2013). In vitro ¢calismalara dayali olarak, farkli doku
kaynaklarindangelen MKH’ ler hem erkek hem de diside basit yontemlerle germ
hiicrelerine veya gamet progenitdr hiicrelere farklilastirilmistir. Ote yandan,
MKH'lerin terapdtik etkileri, kimyasal veya cerrahi bilesiklerle olusturulan NOA
hayvan modellerinin tedavisi i¢in degerlendirilmistir. Bu c¢alismalarin sonuglari,
seminifer  tiibiillerde = MKH'lerin  basarili  allotransplantasyonunu  veya
ksenotransplantasyonunu dogrulanmistir. Ayrica, MKH'ler tarafindan salgilanan
eksozomlarm, infertil hayvan modellerinin testislerinde spermatogenez siirecini
indiikleyebildigi bildirilmistir. Erkeklerde ve kadinlarda tireme hastaliklarinin MKH'
ler veya eksozomlar1 yardimiyla tedavisinde sayisiz ilerlemeye ragmen, NOA
tedavisine iligkin higbir klinik calisma sonlandirilmamistir. Yapilan c¢alismada
erkeklerde NOA i¢in MKH tedavisi olasili§iniarastirmaya ¢alismaktadir. MKH'lerin
kursun kaynakli iireme toksisitesi iizerindeki etkileri heniiz bildirilmemistir. Bu
calisma, MKH'lerin oksidatif stresi ve erkek sicanlarda kursun tarafindan indiiklenen
bastirilmis tiremeyi degistirme yetenegini aragtirmak i¢in yapilmistir (Zhankina ve ark.
2021). MKH’lerle tedaviyi takiben testosteron seviyelerinin ve semen kalitesinin
lyilestigini gostermistir. Ayrica siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz
seviyeleri, MKH'lerin tedavisinden 21, 30 ve 60 giin sonra artmistir. Ayrica, MKH
tedavisinden sonra genomik DNA degisikliginde bir azalma ve parcalanmis DNA
yiizdesi kaydedilmistir. Kursun nitrat bazi seminifer tiibiillerde dejenerasyon, nekroz,
interstisyel 60dem ve spermatojenik aktivitede azalmaya neden olmustur. Testisin

histopatolojik bulgularinda LN'nin neden oldugu degisiklikler, MKH' lerle tedavi ile
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kismen tersine ¢evrilmistir. Testisin histolojik incelemesi,Kursun nitrat grubundaki
seminifer tliblillerde biiylik hasarli test hayvanlarinda testis morfolojisinde
deformiteler gostermistir. Testisin histopatolojik bulgularinda LN' ninneden oldugu
degisiklikler, MKH'lerin tedavisi ile kismen tersine c¢evrilmistir. Kursunun
hayvanlarin semen 6zelliklerini ve testosteron seviyelerini baskilama egilimi olan bir
gonadotoksik oldugu sonucuna varilmis, MKH' lerin varliginin kursunun toksik
etkilerini hafiflettigi bulunmustur. Siganlarin kemik iliginden elde edilen MKH 'lerin
LN kaynakli gonado toksisitesinin etkili bir tedavisi olabilecegi ve dolayisiyla
infertilite tedavisine katkida bulunabilecegi sonucuna varilmistir (Hassan ve Alam

2017).

Literatiirdeki diger bir calismada, PRP anjiyogenezin mRNA ekspresyonu
tizerindeki potansiyel olarak yararliligini arastirmak icin yapilmistir. 14 giinliik
kiiltiirde sigan kemik iligi stromal hiicre farklilasmasi i¢in tip I kollajen, vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve trombosit tiirevli biiyiime faktorii (PDGF) i¢in
ek tahlil ve ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi
yapilmistir. PRP, kontrole kiyasla PRP ile 5. glinden sonra alkalin fosfataz aktivitesini
onemli Olgiide yiikselmistir (P <.05) ve DNA ve protein igerigi kiiltiir 1, 3 ve 5.
giinlerde (P <.01) artmistir. RT-PCR, tip I kollajenin tiim substratlarda eksprese
edildigini ve 14 giinliik kiiltir sirasinda PRP ile yiiksek kaldigint ve VEGF ve
PDGF'nin mRNA ekspresyonunun zaman i¢inde daha yiiksek oldugunu gostermistir.
Yapilan c¢alismada, PRP' nin muhtemelen anjiyogenez siirecini baglatmasi, kan
damarlarint olusturan endotel hiicrelerini toplamasi ve kemik rejenerasyonunu
baglatmasi gibi potansiyel bir katkisin1 gostermektedir (Hu ve ark. 2008). PRP, doku
progenitdr hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilagmasi yoluyla doku onarimi iizerinde
potansiyel bir etkiye sahiptir. Yapilan ¢aligmanin amaci, infertil sican modelinde
PRP'nin testis yapis1 ve fonksiyonu iizerindeki etkisini stereolojik yontemle
degerlendirmektir. Otuziki erkek sican dért gruba ayrilmustir. Infertilite, busulfan
(BUS) (10mg/kg, I.P., tek doz) uygulamasiyla indiiklenmistir. Olgulara PRP (80ul,
testis lokal enjeksiyon, tek doz) uygulanmistir. 48 giin sonra semen analizi yapilmis
ve testosteronu Olgmek i¢in kalpten kan Ornekleri alinmistir. Daha sonra sol testis
cikarilarak, fikse edilip, gomiildiikten sonra, kesit alinip ve H&E ile boyandiktan;
sonra testisler analiz edilmistir. Sonug olarak, BUS'un kontrol grubuna kiyasla sperm

sayisini, hareketliligini, normal morfolojisini, spermatozoon kuyrugunun uzunlugunu,
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testis hacmini, seminifer tiibiilleri, germinal epitel yiiksekligini ve spermatogenez soy
hiicresayisini azaltabildigini gostermistir (p <0.01). PRP, BUS uygulanan hayvanda
spermatojenik kok hiicre sayisini, sperm sayisint, hareketliligini ve kuyruk uzunlugunu
ve testosteron seviyesini Onemli 6l¢iide artirmistir ancak testis hacmi, germinal epitel
yiiksekligi, Sertoli ve Leydig hiicre sayist ve seminifer tiibiillerin uzunlugu iizerinde
herhangi bir etkisi olmamistir. PRP'nin BUS ile tedavide testisin yapisal ve
fonksiyonel bozuklugunu iyilestirebilecegi sonucuna varilmistir (Dehghani ve ark.

2018).

Yapilan bir baska calismada, inflizyon, spinal ve intraartikiiler enjeksiyon yoluyla
verilen SVF ve PRP' nin giivenilirliginin belirlenmesi amaglanmistir. Lipoaspirat,
doku ayristirict bir enzim ile islendikten sonra santrifiijleme yoluyla SVF izole
edilmistir. Ayrica her hastadan kan alinarak PRP izole edilmistir Tiim deneklere
intravenoz (IV) enjeksiyon yoluyla otolog PRP ve SVF uygulanmistir. Deney grubu
icindeki azinlik bir grubu, ek bir spinal veya eklem i¢i enjeksiyon yapilmistir. Deney
tipi, her hastalik degerlendirmesi ile belirlenmistir. Her hasta i¢in hiicre dozlar1 ve yan
etkiler saptanarak analiz edilmistir. Giivenli oldugu disiiniilen hiicre dozu, IV
enjeksiyon i¢in 250 cc normal salin i¢inde 10 milyar SVF hiicresinden az ve eklem i¢i
ve spinal enjeksiyon i¢in 1 milyar SVF'den azdir. Olumsuz vakalar siddetli olmadigi
ve bagsariyla tedavi edildigi bildirilmistir. Gozlenen herhangi bir yan etki, spinal veya
eklem i¢i enjeksiyonlarin bir sonucu olarak tanimlanarak SVF veya PRP ile ilgili
olmadigi belirtilmistir. Sonug olarak, 421 hastanin ¢ogunda infiizyon, spinal ve intra-
artikiiler enjeksiyon yoluyla 10 milyar hiicreye kadar yiliksek dozda SVF
uygulamasinin major olumsuz vakalara neden olmadan uygulanabilir oldugunu ve iyi
tasarlanmis faz I-II'de daha fazla arastirilmasi gerektigini gostermistir (Karina ve ark.
2020). Torsiyon-detorsiyon (T/D) kaynakl testis hasari, erkek subfertilitesine ve hatta
infertiliteye neden olabilir. Kok hiicre tedavisi, testis hasarini hafifletmek ve
spermatogenezi tesviketmek icin bir alternatif saglar. Adipoz kaynakli SVF, hiicre
kiiltiirii  sirasinda  potansiyel mikrobiyal kontaminasyon, ksenojenik beslenme
kaynaklar1 vb. risklerini 6nleyebilen in vitro genisleme olmadan uygun bir sekilde elde
edilebilir. Literatlirdekicalismada, bir sican T/D modelinde otolog kiiltiirlenmemis
SVF' nin testis hasar1 ve spermatogenez iizerindeki koruyucu etkileri aragtirilmigtir.

Hayvanlar rastgele sham, T/D+ fosfat tamponlu salin ve T/D + SVF gruplarina (her
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grupta 18 sican) ayrilmistir. SVF  izole edilerek, lipofilik florokrom
klorometilbenzamido dialkilkarbosiyanin ile etiketlendikten sonra lokal enjeksiyonla
T/D testise gergeklestirilmistir. 3, 7, 14 ve 28giinlerde F cerrahisinde, histopatolojik,
immiinohistokimyasal, Western blot ve enzime bagli immiinosorbent testleri i¢in testis
dokusu ve serum 6rnekleritoplanmistir. Histopatolojik bulgular, T/D'nin 6nciiliik ettigi
diisiik Johnsen skoru ile testiste ciddi hasarlanma gosterirken, kiiltiirlenmemis SVF
testis hasarini azaltarak vediisiik skoru yiikseltmistir. Enjekte edilen SVF hiicreleri
esas olarak interstisyel bolgeye ve seminifer tiibiillere verilerek, testiste temel
fibroblast bliylime faktorii ve kok hiicre faktoriiniin salgilanmasini arttirmistir,
malondialdehit seviyesinin diigmesine ve hormonal homeostazin diizenlenmesine
katkida bulunarak, Leydig hiicrelerinin hasarlanmasini azaltmis, germ hiicrelerinin
yani sira spermatogenezi tesvik etmistir. Son bulgular, otolog kiiltiirlenmemis SVF'
nin testisleri testikiiler iskemi-reperfiizyon hasarindan koruyabildigini ve testikiiler
T/D'nin neden oldugu infertilitenin 6nlenmesi i¢in 6énemli klinik ¢ikarimlar saglayan

spermatogenezi tesvikedebilecegini gostermistir (Zhou ve ark. 2018).

DD 'nin, germ hiicrelerinde ve olgun spermlerde DNA hasar1 ve diisiik kaliteli
spermatozoa dahil olmak tiizere testis iizerinde zararl etkileri var olup hiicre 6liimiine
yol agmaktadir. Bazi ¢aligmalar, mitokondriye bagl apoptotik yolun, DD' nin neden
oldugu germ hiicre Oliimiinde baslatict kaspaz-9 ve yiiriitiicii kaspaz-3'iin
aktivasyonunda yer aldigina dair kanitlar saglamistir. Fertil erkeklerde, DD sirasinda,
sperm motilitesi, sayist ve normal morfolojisi azalirken, oksidatif stres, anormal
kromatin yogunlagmasi ve kaspaz-3 aktivitesi oranlar1 artmistir. Kaspaz 8 ve 9'un
aktiviteleri de dnemli Olciide yiikselmistir. Bu gozlemler, sperm hasar ile yapilan
birka¢ calismada gosterilmistir. Bu c¢aligmalardan birinde Erkek Balb/c farelerde
isitmadan (42 °C, 30 dakika) sonra, TUNEL-pozitif hiicre sayisi (spermatojenik
hiicrelerin apoptotik indeksi) ve kaspaz 3, 8, 9 ekspresyonlar1 artarken ekspresyon

mRNA seviyesindeki Bcl-2 AKT azaldig1 saptanmistir (Tongu ve ark. 2021).
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8. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada saglikli hayvanlardan alinan spermlerde kiiltiir ortaminda yiiksek
glikozlu besiyeri kullanilarak DH hasar olusturulmustur. Bir model olarak bir¢cok

caligmada kullanilan bu yontem ilk defa sperm kiiltiirii i¢cin denendi ve basarili oldu.

Spermlere MKH, 48 saatlik salgiladiklar1 faktorler olan KBY ve PRP ile
desteklenmis SVF uygulamalari yapilarak deneysel diyabetik modelde sperm hasarinin
azaltilmas1 amaglandi. HT yapilan tiim uygulamalarda anlamli bir basar1 saglamakla
beraber KBY, PRP ve MKH ile desteklenen SVF dortlii kombinasyonunun daha etkili
oldugu saptandi.

Gruplar tekli, ikili, Uglii ve dortlii olarak karsilastirildiginda uygun
optimizasyonda birlikte kullanimlarinin artan hiicre, biliylime faktorii ve sinyal

mekanizmasi ile daha anlamli bir etki yarattig1 anlasildi.

Bir saatlik uygulamada morfoloji, canlilik ve hareket degerlendirilmeleri
yapilmast HT uygulamalarinin etkinliinin anlagilmast i¢in optimum siire olarak
goriildii. DB besiyeri ortaminin sperme verdigi hasarda olusan morfolojik, canlilik
ve hareket bozukluklarinin bu model ile basarili bir sekilde ortaya konuldugu ve HT

ile anlaml1 bir gekilde azaltildig1 izlendi.

Yaymalar1 hazirlanan Ornekler oksidatif stres icin e-NOS ve i-NOS ile

incelendiginde bu model ile etkin bir stresin saglandigi ve HT ile azaltildig1 bulundu.

Apoptoz icin TUNEL, CASPAZ 3, CASPAZ 8 ve CASPAZ 9 ile
immiinohistokimyasal olarak analiz edildiginde bu modelin tiim belirtegler igin
anlamli bir basar1 sagladigt ve HT ile bunun azaltildigi saptandi. Model olarak

interensek ve ekstrensek apoptatik yolagin kullanildig: anlasildi.

DB invitro modelin sperm hasar1 yapmasit ve uygulamalar ile bu hasarin
onlenebilmesi model olarak diger tedavi olasiliklar1 i¢in 6nemli olabilecegini gosterdi.
SVF+PRP+MKH+KBY kombinasyonunun ilk defa kullanildig1 bu ¢aligma ile HT

olarak hiicre sayisinin artirilmasi, biiyiime faktorlerinin cogaltilmas: ve sinyal
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mekanizmalariin giiclendirilmesi sonucunda oldukga yararli olabilecegi belirlendi.

Toplumda yiiksek prevalansta goriilen ve giderek artan erkek infertilitesine
yonelik hiicresel tedavi gibi maliyetleri az ve etkinligi ¢ok yeni rejeneratif yontemin
gelismesine katki saglayacak sonuclarimiz ¢ocuk sahibi olmak isteyen ailelere timit
olacaktir. Deney hayvani ve insan ¢alismalar1 ile bulgularin dogrulanmasi ve

mekanizmalarin aydinlatilmasi klinikte kullanimlarini saglayacaktir.

Toplumda yayginlig yiiksek olan ve giderek yayginlagan erkek infertilitesi igin
hiicresel tedavi gibi diigiik maliyetli, yliksek verimli yeni bir rejeneratif tedavinin

olusturulmasina yardimci olacak sonuglarimiz, dileyen ailelere umut olacaktir.

Bulgular1 dogrulamak ve mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in deneysel hayvan ve

insan arastirmalart kullanilacak ve klinikte kullanilmasina izin verecektir.
Gelecekte, bu model {izerinde HT etkisine eksozom katkis1 ve programlanmis

hiicre 6liimiinde 6zellikle otofaji olmak {izere diger mekanizmalarin iligkisine bakarak

optimal model ve tedavi etkinligini arastiracagiz.
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OZET

Bu calismada saglikli hayvanlardan alman spermlerde kiiltiir ortaminda yiiksek glikozlu
besiyeri kullamlarak diyabetik (DB) hasar olusturuldu. Spermlere mezenkimal kék hiicre
(MKH), 48 saatlik salgiladiklar faktorler olan kosullu besiyeri (KB) Nis ve Trombosit Zengin
Plazma (PRP) ile desteklenmis Stromal Vaskiiler Fraksiyon (SVF) uygulamalar1 yapilarak
deneysel diyabetik modelde sperm hasarmin azaltilmasi amaglandi.

12 haftalik Wistar Albino cinsi 15 adet sicandan elde edilen spermler kiiltiir ortaminda 6
gozlii flasklara alinarak 15 farkli grup olacak sekilde belirlendi. Kontrol (KG), Sham (SG).
DB, DB+ MKH, DB + KB. DB+MKH+ KB. DB+ PRP. DB+ SVF. DB+ MKH+PRP, DB+
MKH+ SVF, DB+ KB+ PRP. DB+ KB+ SVF, DB+MKH+ KB+ PRP, DB+ MKH + KB+
SVF ve DB+ MKH+ KB+ PRP+SVF olarak gruplart ayrldi. Uc saatlik uygulamada
morfoloji, canlilik ve hareket degerlendirilmeleri yapilarak yaymalar1 hazirlanan érnekler
oksidatif stres icin e-NOS ve i-NOS ile apoptoz icin Terminal Transferased UTP Nick End
Labeling (TUNEL), Caspas 3. 8 ve 9 ile immiinohistokimyasal olarak analiz edildi. DB
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Ozet (ID-215)

Diyabete bagh erkek infertilitesi giderek artan énemli bir sorundur. Hiicresel tedaviler son zamanlarda
klinik karsilik bulan énemli tedavi yontemleridir. Bu galismada saglikli hayvanlardan alinan spermlerde
kiiltiir ortamunda yiiksek glikozlu besiyeri kullanilarak diyabetik (DH) hasar olusturuldu. Aym ortamda
spermlere mezenkimal kok hiicre (MKH), 48 saatlik salgiladiklar faktorler olan kosullu besiyeri (KBY),
Trombosit Zengin Plazma (PRP) ile Stromal Vaskiiler Fraksiyon (SVF) uygulamalari yapilarak hasariin
azaltilmasi ve etkinliklerinin karsilastirilmasi amaglandi.

12 haftalik Wistar Albino cinsi erkek sigandan clde edilen spermler kiiltiir ortaminda 6 gozlii flasklara
alinarak Kontrol 0 saat (KGO0S), Kontrol 3 saat (KGO0S), DH, DH+PBS, DH+ MKH, DH + KBY, DH+
PRP ve DH+ SVF, uygulamalani yapildi. Ug saatlik uygulamada morfoloji, canlilik ve hareket
degerlendirilmeleri yapilarak yaymalan hazirlanan érnekler oksidatif stres icin endotel Nitroz Oksit
Sentaz (e-NOS) ve indiiklenebilir (i) NOS ile apoptoz i¢in Terminal Transferased UTP Nick End Labeling
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Abstract (ID-216)

Apoptoz, oksidatif saldin ve kromatin olgunlagmasindaki kusurlar sonucu olusan sperm DNA
fragmantasyonu, erkek dogurganligi, insan tiremesi ve yavrularn sagh@ igin bir tehdit olusturur.
Diyabete bagh erkek infertilitesi igin dnemli bir mekanizmadir. Apoptozun en erken ve sik goriilen
ozelligi sitozolik sistein proteaz olan kaspazlarin (KP) aktiflesmesi ozellikle yiiriitiicii olan KP3,
Fas/CD95 yolak igin KP9 ve mitokondriyal yolak icin KP9 iizerinden gergeklesmesidir. Kok hiicre ve
hiicresel tedaviler (HT) son zamanlarda klinik karsilik bulan énemli tedavi yontemleri olup bu ¢alismada
sperm oliimiine etkileri incelendi.

Sigan epididiminden alinan spermler kiiltiir ortaminda yiiksek glikozlu besiyeri kullamlarak diyabetik
(DH) hasar ve apoptoza yonlendirildi. Spermlere mezenkimal kok hiicre (MKH), 48 saatlik salgiladiklart
faktorler olan kosullu besiyeri (KBY), Trombosit Zengin Plazma (PRP) ile Stromal Vaskiiler Fraksiyon
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