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Başlığı: Yüksek Glikozlu Besiyeri ile Deneysel Diyabetik Modelde Hasara Uğramış 

Spermlere Kök Hücre ve Niş ile Desteklenmiş Trombosit Zengin Plazma (PRP) ve Stromal 

Vasküler Fraksiyon (SVF) Etkisi 

Öğrencinin Adı: Rabia DURUŞMA 

Danışmanı: Doç. Dr. Erdoğan KOCAMAZ 

Anabilim Dalı: Histoloji- Embriyoloji 

1. ÖZET 

Amaç: Bu çalışmada sağlıklı hayvanlardan alınan spermlerde kültür ortamında yüksek glikozlu 

besiyeri kullanılarak diyabetik hasar [DH] oluşturuldu. Spermlere mezenkimal kök hücre [MKH], 48 

saatlik salgıladıkları faktörler olan koşullu besiyeri [KB] yani Niş ve Trombosit Zengin Plazma [PRP] 

ile desteklenmiş Stromal Vasküler Fraksiyon (SVF) uygulamaları yapılarak deneysel diyabetik modelde 

sperm hasarının azaltılması amaçlandı. 

Gereç ve Yöntem: 12 haftalık Wistar Albino cinsi 15 adet erkek sıçandan elde edilen spermler kültür 

ortamında 6 gözlü flasklara alınarak 15 farklı grup olacak şekilde belirlendi. Kontrol (KG), Sham (SG), 

DG, DG+ MKH, DG + KBY, DG+MKH+ KBY, DG+ PRP, DG+ SVF, DG+ MKH+PRP, DG+ MKH+ 

SVF, DG+ KBY+ PRP, DG+ KBY+ SVF, DG+MKH+ KBY+ PRP, DG+MKH + KBY+ SVF ve DG+ 

MKH+ KBY+ PRP+SVF olarak grupları ayrıldı. Üç saatlik uygulamada morfoloji, canlılık ve hareket 

değerlendirilmeleri yapılarak yaymaları hazırlanan örnekler oksidatif stres için e-NOS ve i-NOS ile 

apoptoz için TUNEL, CASPAZ 3, CASPAZ 8 ve CASPAZ 9 ile immünohistokimyasal olarak analiz 

edildi. 

Bulgular: DH besiyeri ortamının sperme verdiği hasarda oluşan morfolojik, canlılık ve hareket 

bozukluklarının artan eNOS ve iNOS ile artan apoptotik belirteçler ile ilişkili olduğu belirlendi. 

Uygulamaların istatistiksel olarak anlamlı bir biçimde sperm morfoloji, canlılık ve hareketini koruyarak 

oksidatif stres ve apoptozu azalttığı görüldü. Bireysel uygulamalarda olumlu etki varken 

MKH+KB+PRP+SVF kombinasyonunun anlamlı bir şekilde daha etkin olduğu saptandı. 

Sonuçlar: DH invitro modelin sperm hasarı yapması ve uygulamalar ile bu hasarın önlenebilmesi 

model olarak diğer tedavi olasılıkları için önemli olabileceğini gösterdi. MKH, PRP, KB ve SVF 

kombinasyonunun ilk defa kullanıldığı bu çalışma ile hücresel tedavi olarak hücre sayısının artırılması, 

büyüme faktörlerinin çoğaltılması ve sinyal mekanizmalarının güçlendirilmesi sonucunda oldukça 

yararlı olabileceği belirlendi. Toplumda yüksek prevalansta görülen ve giderek artan erkek 

infertilitesine yönelik hücresel tedavi gibi maliyetleri az ve etkinliği çok yeni rejeneratif yöntemin 

gelişmesine katkı sağlayacak sonuçlarımız çocuk sahibi olmak isteyen ailelere ümit olacaktır. Deney 

hayvanı ve insan çalışmaları ile bulguların doğrulanması ve mekanizmaların aydınlatılması klinikte 

kullanımlarını sağlayacaktır. 

Anahtar Kelimeler: İnfertilite, Deneysel diyabet, Kök hücre, PRP, Koşullu besiyeri,    SVF 
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Title: Effect of Platelet Rich Plasma (PRP) and Stromal Vascular Fraction (SVF) 

Supplemented with Stem Cells and Niches on Sperms Damaged in Experimental Diabetic Model 

with High Glucose Medium 

Student Name: Rabia DURUŞMA 

Supervisor: Assoc. Prof. Erdoğan KOCAMAZ  

Department: Histology & Embryology 

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 were used for 

morphology and immunocytochemistry which e-NOS and i-NOS for oxidative stress, and TUNEL, 

Caspase 3, 8, and 9 for apoptosis were 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 enhancing the 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 prevalence in 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 
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3. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

Açıklanamayan erkek infertilitesinin %30-40’ını anormal sperm parametreleri 

olan erkekler oluşturur. Spermatogenik defektlerin nedenleri infertil bireylerde 

multifaktöryeldir. Ancak erkek infertilitesi hala tam olarak çözüme kavuşmamış bir 

sorun olup yenilikçi tedavilerin geliştirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır. Son yapılan 

çalışmalarda, diyabetin erkek infertilitisine neden olan faktörlerden biri olduğu 

gösterilmiştir (Hamada ve ark. 2012).  

 

Hücresel tedaviler ve kök hücrenin üreme sağlığında tedavi edici etkisi önemli 

bulunmaktadır. Önemli bir kaynak olarak yağ kaynaklı mezenkimal kök hücrenin 

(YKMKH) giderek artan bir şekilde etkin bir kullanımı başlamıştır. Mezenkimal kök 

hücreler [MKH] farklı hücre tiplerine dönüşüm kapasitelerinin yanı sıra, ürettikleri 

birden fazla büyüme faktörü ve sitokinlerle immün baskılayıcı ve trofik etki 

potansiyeline sahip hücrelerdir. Rejeneratif tıp araştırmalarında, MKH’lerin sistemik 

olarak vücuda verildikten sonra hedef bölgeye eğilimi olduğundan ve in vivo 

düzenleyici parakrin etkisi nedeniyle önerilmektedir (Tekeli 2016). Kültür ortamında 

bu hücrelerin 24 saatlik besiyerine salgıladıkları faktörler özellikle büyüme faktörleri 

ayrıca katkı sağlayan bir ortam olmakta ve Koşullu besiyeri [Niş] olarak 

isimlendirilmektedir.  

 

Trombositten zengin plasma [PRP], yakın zamanda dikkat çeken ve tedavide 

yardımcı madde olarak kullanılan, büyüme faktörü açısından zengin bir biyolojik 

üründür. PRP alınan kandan santrifüj sonrası üstte kalan sarı jelatinöz kıvamlı kısım 

olup kolayca elde edilir. Kök hücre çoğalmasını ve doku iyileşmesini destekleyerek 

etkili olduğunu gösteren kanıtlar vardır. PRP trombositlerin alfa granüllerinde yer alan 

zengin büyüme faktörleri nedeniyle, antioksidan ve anti-apoptotik aktivite yoluyla 

etkili olduğu düşünülmektedir. 

 

Stromal vasküler fraksiyon [SVF] kasık bölgesinden kolaylıkla elde edilen yağ 

dokusunun santrifüj edilmesi sonrası orta çaplı yağ hücreleri ile birçok öncül hücreyi 

de içeren önemli bir üründür. Hücresel tedavi yaklaşımı için umut vaat eden yetişkin 

kök hücre ve progenitör kaynağı olarak [SVF], hücre kültürü sırasında mikrobiyal 
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kontaminasyon, ksenojenik besin kaynakları ve benzeri gibi potansiyel riskleri 

önleyebilecek yetenektedir. Testiste hasara karşı etkili olduğu düşünülmüştür. 

 

Diyabet ile ilişkili infertilite sürecinde iyileşme problemleri ve sperm anomalileri 

tıbbın önemli bir problemidir ve bununla ilgili çalışmalar günümüzde sürmektedir. 

İnsan deneylerinin etik sorunları ve getireceği zararlar nedeniyle bilimsel çalışmanın 

kültür ortamında taklit edilmesi bilinen bir yöntemdir. Çalışmamızda, sağlıklı 

hayvanlardan alınan spermler kültürde yüksek glikoz ortamında diyabetik hasar 

oluşturulmuştur. Spermler kültür ortamında mezenkimal kök hücre ve koşullu besiyeri 

ile desteklenmiş Trombosit Zengin Plazma [PRP] ve Stromal Vasküler Fraksiyon 

[SVF] uygulamaları yaparak, deneysel diyabetik modelde uğrattığı hasarı azaltmayı 

ve teorik hesaplamalarla deneysel sonuçları desteklemesi amaçlanmıştır. Ratlar 

üzerinde elde edilen deneysel ve teorik sonuçların olumlu çıkması durumunda infertil 

vakalarda uygulanması hedeflenmektedir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4. 1 Erkek Üreme Sisteminin Genel Yapısı 

 

Esas amacı sperm ve hormon üretimi olan erkek üreme sistemi, testis, epididimis, 

vas deferens kanalı, seminal vezikül, prostat, bulboüretral aksesuar bezlerinden ve 

penisten oluşmaktadır. Testisin seminifer tübüllerinde, sperm [spermatozoa] 

hücrelerini oluşturmak için devamlı bölünebilen spermatogenetik kök hücreler yer alır. 

Primer erkek cinsiyet hormonu olan testesteron ve folikül stimüle edici hormon [FSH] 

gibi bazı hormonların kontrolü altında spermler epididimiste olgunlaşmaya başlarlar 

ve aynı zamanda burada depolanırlar. Ejakülasyon sırasında epididimiste depolanan 

spermler vas [duktus] deferens yoluyla ejekülatör kanaldan geçerek prostat bezine 

bağlanır ve olgun spermleri penil üretraya ulaştırır. Spermlerin oosite ulaşana kadar 

yaşaması için ihtiyaç duyduğu salgıları aksesuar bezler üretirler (Eroschenko 2008; 

Kierszenbaum 2006; McLaughlin, Stamford, and White 2006). 

 

Şekil 4.1. Erkek üreme sisteminin anatomik görünümü (Ross ve Pawlina 2011) 
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4.1.1 Testis Anatomisi 

 

Testisler, skrotal septumla birbirinden ayrılan elips şeklinde, skrotum ile 

abdominal duvar arasında yer alan funiculus spermaticus ile asılı olarak yerleşmiş olan 

bir çift organdır. Her bir çiftin ortalama ağırlıkları yetişkinlerde 10-15 gram kadar olup 

2.5-3 cm. genişliğinde, 3.5-5 cm. uzunluğunda ve 3 cm. derinliğindedir. Erkek genital 

sistemi, bir seri kanal ve tübül yapısından oluşur. Testis, epididimis, vas deferens, 

ejekülatar kanal gibi ana yapılar yan hatlarda, üretra ve peniste orta hatta konumludur. 

Abdomen, pelvis ve perin yapıları testislerin gelişimine öncülük eder ve 3. ve 5. lumbal 

omurların sağında ve solunda posterior abdominal duvarda gelişimine başlar. 

Doğumdan önce 7. ayda kanalis inguinalis yoluyla skrotuma inişi tamamlanır. 

Skrotum, testis, epididimis ve funikulus spermatikus ile vas deferensin bir kısmını da 

içeren deri yapısı kıvrımlı olan torbadır (Cosgun and Aras 1998; Drake 2008; Gökmen 

2003; Snell 2000). 

 

Testis dıştan içe doğru, skrotum, Tunica dartos, Fascia spermatica externa, Fascia 

cremasterica, Fascia spermatica interna, Tunica vaginalis, Lamina parietalis, Lamina 

visceralis, Tunica albuginea ve Tunica vasculosa ile sarılmıştır (Arıncı ve Elhan 2020). 

Testisin,  facies medialis ve facies lateralis olmak üzere iki tarafı, extremitas superior 

ve extremitas inferior olmak üzere iki ucu, margo anterior ve margo posterior olmak 

üzere iki kenarı bulunmaktadır. Margo posteriorda; korpus epididimis, damar, sinir ve 

kanalların yer aldığı mediastinum testis bulunmaktadır. Extremitas superior kaput 

epididimise yerleşmiş olan kısımdır ve extremitas inferior ise kauda epididimis ile 

sarılmış halde bulunmaktadır (Gökmen 2003). Margo anterior, extremitas superior ve 

inferior uçları ve iki tarafı visseral peritonla sarılıyken, margo posteriorda sadece 

lateral kısımlar visseral peritonla sarılıdır. Periton bulunmayan kısmında epididimis 

yer alırken, üst kısmında ise appendix testis bulunur. Küçük yassılaşmış bu yapı, 

paramezonefrik kanalın kalıntısıdır ve diğer mezonefroza ait ikinci embriyonel kalıntı 

ise appendix epididimistir (Sancak and Cumhur 2008; Sargon 2012). Testislerin karın 

içindeki bağlantılarını ileten funiculus spermaticusun fonksiyonu skrotum içeresinde 

oblik olarak yerleşmiş testislerin asılı kalmasını sağlamaktır. Funiculus spermaticus; 

vas deferens, A. ductus defferentes, plexus ductus defferentes, A. testicularis, plexus 

testicularis, plexus pampiniformis, ramus genitalis nervus genitofemoralis, lenf 
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damarları ve fascialar, dışta kas lifleri olan fascia spermatica externa, fascia spermatica 

interna ve cremaster tabakalarından oluşmaktadır ve bu yapılar gevşek bağ dokusu ile 

birbirine                   bağlanmıştır (Sargon 2012). Gelişimin ileri döneminde kanalis ingualis fibröz 

bir yapı haline gelerek gubernakulum testisi oluşturur. İnferiorda testis skrotuma, 

gubernaculumun bir kalıntısı olan skrotal ligament ile sabitlenir. Testislerin skrotuma 

inişi 7. ayda gerçekleşmektedir. Bu sürece, arka kenarın lateral kısmını saran peritonun 

parmaksı çıkıntısı olan processus vajinalis öncülük eder. Proccessus vajinalis iniş 

esnasında, fascia spermatica externa, fascia crematerica, m. cremaster ve fascia 

spermatica interna’yıda beraberinde götürür. Bu yapı, doğumdan bir süre sonra 

tamamen kapanarak, processus vajinalisin’in kalıntısı olarak tunica vaginalisi 

oluşturur. Tunica                          vaginalis; lamina pariatelis ve lamina visceralis denilen iki yapraktan 

oluşur ve    yaprakların arasında az miktarda seröz sıvı barındıran boşluk bulunur 

(Sargon 2012; Swartz 2009). 

 

Önden ve iki taraftan saran lamina visseralis iç yaprağı, testis ve epididimisin 

üzerini sarar. Arka ve lateral kısımdan çevreleyen lamina pariyetalis dış yaprağı ise 

skrotumun iç yüzünü örter. Mezotelle kaplı olan lamina parietalisin iç yüzü düzdür. 

Testisi saran diğer iki iç katman, tunica albuginea ve vasculosadır. Arka kenarı hariç 

dıştan lamina visseralis tarafından örtülü olan tunica albuginea kollajenden zengin 

kalın fibröz bir tabakadır. Tunica albugineanın iç yüzünde bulunan, tunica vasculosa 

gevşek bağ dokusu yapısındaki damar ağıdır. Tunica albuginea, arka kenardan testisin 

içine doğru kalın bölme olacak şekilde uzantı göndererek mediastinum testisi 

oluşturur. Bu yapı, testisin üst ucundan alt ucuna kadar uzanarak testis parankimasını 

piramit şeklinde lobüllere ayırmaktadır. Her bir lobül içerisinde kıvrımlı kanallar 

(tubuli seminiferi conterti) ve düz kanallar (tubuli seminiferi recti) içerir ve bu kanal 

sistemi rete testis adı verilen bir ağsı yapı oluşturur. Üretilen spermler rete testis ve 

ductuli efferentesten geçerek epididimise ulaşır (Barbara Young 2006; Arıncı ve Elhan 

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

 

Arterial destek iki testis içinde, öncelikle kan akımının 2/3’sini sağlayan 

abdominal aorta'nın dalı olan testiküler arterlerden, renal arterlerin inferiorundan, renal 

abdominal aortun lateral yüzünden sağlanır. Retroperitoneal alanda üreterler üzerinde 

çapraz giriş yaparak, inguinal kanaldan skrotuma ulaşarak testis yüzeyinde dallanma 
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gösterirler. Testiküler arter dallarından biri vas deferensin arteriyle anastozom yapar 

(Tunalı ve Başar 2012; Yıldırım 2013). Testislerin kanlanmasına katkı sağlayan diğer 

arterler, deferansiyel arter ve kremasterik arterdir. Özellikle deferensiyel arter, testis 

kanlanmasını katkı sağlarken, bunun yanı sıra epididimisin beslenmesinde de ana rol 

oynamaktadır. Diğer testiküler arter olan kremesterik arter, internal spermatik ve 

deferensiyel arterlerle mediastinumda anastomoz yapar. Testisin yaklaşık altıda birlik 

kanlanmasını sağlayan bu arterin ana fonksiyonu tunica vaginalis’i beslemesidir 

(Gürbüz 2004; Orhan ve ark. 2004). Testislerde, mediastinumdan çıkan küçük venler 

sayesinde venöz drenajı gerçekleşir. Mediastinum testisten sonra venler, 8-12 damar 

ağından oluşan pampiniform venöz pleksusu olarak devam eder. Funiculus 

spermaticus’da testiküler arteri çevreleyen bu damar ağı, inguinal kanaldan geçerek 

abdomene ulaşır. Bu venler, testis ve epididimis venleriyle birleşerek, testiküler arterin 

her iki yanında önce bir çift testiküler veni oluştururlar. Bir çift venlerde daha sonra 

birleşerek tek bir testiküler venin oluşmasını sağlar. Testis venleri, sağ tarafta vena 

cava inferior'a, sol tarafta ise sol renal vene açılmaktadır (Sargon 2012; Tunalı ve 

Başar 2012). Testislerin lenfatik drenajı, tunica vaginalis’in alt kısmından başlayan 

yüzeyel damar ağı ile epididimis ve testisin içindeki derin damar ağıyla 

sağlanmaktadır. Testiküler arterler beraber yol alarak lenfatik nodüllere açılırlar 

(Gökmen 2003). Testisleri inverve eden sempatik sinir lifleri medulla spinalisin T10-

T11 segmentlerinden gelir. Bu sinirler plexus renalis ve plexus aorticus abdominalis 

adı verilen otonomik pleksuslar içerisinde testislere ulaşırlar. Genitofemoral sinirin 

dalları, tunika vajinalis ve skrotumun duyarlılığını sağlamaktadır (Sargon 2012; Tunalı 

ve Başar 2012).  

 

4.1.2 Testis Embriyolojisi 

 

Gametlerin öncüleri olan primordiyal germ hücreleri (PGC), epiblastan köken 

alıp, primitif çizgi boyunca yol alarak 3.haftada vitellus kesesinin allontoise yakın 

duvarındaki hücrelerinin arasına yerleşirler. 4.haftada çoğalan bu hücreler ameboid 

hareketler ile son bağırsağın mezenterinden dorsal eksen boyunca ilerler. PGC 

hücreleri, 5. haftada mezonefrozun medialinde mezotel ve altındaki mezenşimin 

çoğalması ile bir kalınlaşma halinde gelişen gonadal kabartıya ulaşır. PGC'nin 

ulaşmasından hemen önce ve ulaşma zamanında gonadal kabartının epiteli altındaki 

mezenşim aralarına doğru çoğalarak, primitif cinsiyet kordonları olarak adlandırılan 



 
 

9 

düzensiz şekilli kordonları oluştururlar. PGC’lerinin göçü Stella, Fragilis genleri ve 

BMP-4 tarafından düzenlenmektedir. Primitif cinsiyet kordonları hem erkek hemde 

dişi embriyolarda yüzey epiteline bağlıdır. 7. haftaya kadar olan bu dönemde erkek 

veya dişi gonadların birbirinden ayırt edilmesi mümkün değildir ve bu evre 

farklanmamış gonad evresi olarak adlandırılır. Gonadlar özetle, embriyonik 

mezoderm, primordiyal germ hücreleri ve mezonefrozun medial kısmındaki mezotel 

hücrelerinden gelişir Gonadlar özetle, üç kaynaktan köken alarak gelişirler. Bu 

kaynaklar; embriyonik mezoderm, primordiyal germ hücreleri ve mezonefrozun 

medial kısmındaki mezotel hücrelerinden gelişir. Farklanmamış gonadlar dışta korteks 

içte medulla olmak üzere iki şekilde gelişir (Rehman J ve ark., 1997). 

 

Gonadların gelişimi için gereken en erken genlerden biri olan WT-1, ara 

mezoderm boyunca eksprese edilen ve erken böbrek oluşumunda önemlidir. Erken 

süreçte farklılanmamış gonadda steroidojenik faktör-1 [SF-1] ekspre edilir. Lim1 

gonadal gelişimin ilk evresinde yer alan diğer büyük gendir ve ekspresyonunun 

olmaması sonucu gonadlar oluşmaz. Fertilizasyonla embriyonun genotipi (46, XX 

veya 46, XY) belirlenir. 1-6. haftalarda, embriyo cinsel olarak farklılaşmamış 

evrededir ve bu erkek ya da dişi embriyoların fenotipik olarak ayırt edilemez olduğu 

anlamına gelir. 7. hafta boyunca, embriyo farklılaşmaya başlar. 12. haftada dış genital 

organların kadın veya erkek özellikleri tanınabilir ve 20. haftaya kadar fenotipik 

farklılaşma tamamlanır. Farklanmamış gonadlar, dışta korteks içte medulla 

bölümlerinden oluşur. Testis gelişiminde medulla kısmı gelişip farklılanırken, korteks 

kısmı ise gerileyerek dejenerasyona uğrar. Gonadal farklılaşmanın altında yatan 

prensip ise, Y kromozomu üzerindeki SRY geninin etkisi altında gerçekleşir. Bu genin 

ifadesi yokluğunda, gonadlar ovaryuma dönüşür. Kromozom Yp11.3'teki SRY geni, 

Y kromozomunun cinsiyet belirleme bölgesini kodlar ve testis belirleme faktörü (TDF) 

olarak da adlandırılır (Carslon Bruce M. 2014). TDF, yüksek oranda korunmuş bir 

DNA bağlayıcı bölge içeren 220 aminoasitlik histonik olmayan bir proteindir. 

Cinsiyeti belirleyen genler, germ hücreleri üzerinde değil, testisin somatik kısmı 

üzerinde etkilidir. SRY, farklılaşmamış stromal hücrelerin Sertoli hücrelerine 

farklılaşmasını sağlayan SOX-9 ekspresyonunu uyarır. SOX-9 geni ise, SOX-9 

aktivitesini güçlendiren FGF-9 aktivitesini uyarır (Carslon Bruce M. 2014; Dudek 

2014; Moore. ve ark. 2013). Testisin farklılaşmasında zamanlama önemli olup testis 

ovaryumdan daha hızlı gelişir. Sertoli hücrelerinin öncüleri testis farklılaşması için 
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belirli bir süre genetik sinyalleri (Sox-9) alacak şekilde hazır olmalıdır. Eğer bu durum 

oluşmazsa, PGC'ler mayoz bölünmeye girerekovaryuma dönüşür. SRY geni X 

kromozomları üzerinde bulunan dişi belirleyici genleri DAX1 ve WNT4'ü inhibe ettiği 

için testislerin oluşumunu sağlar (Carslon Bruce M. 2014; Gartner, Hiatt, J.L., and 

Strum 2010).  

 

Testisin erken farklılaşması, mezonefrozlardan gelen WT-1 sinyaline bağlıdır. 

Mezonefroz yokluğunda testis kordonları zayıf bir şekilde farklılaşır. Altıncı haftanın 

başında, SOX-9'un etkisiyle, bir dizi primitif seks kordonu genital kabartıda şekillenir 

ve PGC'ler primitif seks kordonlarına göç ederler. Altıncı haftanın sonunda primitif 

seks kordonları genişler ve farklılaştıkça, yüzey epitelinden tunika albuginea adı 

verilen yoğun bir bağ dokusu tabakası ile ayrılırlar. Seks kordonlarının dış kısımları 

seminifer tübülleri, iç kısımlar ağsı yapıdaki rete testisi oluşturur ve mezonefrik 

tübüllerden gelişen duktuli efferenteslere katılır (Carslon Bruce M. 2014). Gelişimin 

ilk ikinci ayında, Leydig hücreleri embriyonik testiste ayırt edilemez. Genital 

kabarıklıklardan kaynaklanan lokal steroidojenik hücrelere ek olarak, Leydig hücre 

öncüleri mezonefrozlardan testise geçebilir. Sekizinci hafta boyunca tanınabilir hale 

gelirler ve androjenik (testosteron ve androstenedion) hormonları sentezlemeye başlar. 

Erkek genital kanal sisteminin ve dış genital organların farklılaşması fetal testisin 

salgıladığı seks hormonlarına bağlıdır. Fetal Leydig hücrelerinin salgıladığı 

testosteron ve androstenedion hormonlar sadece 9 ile 14 haftalar arasında genital 

kanalların farklılaştığı dönemde salgılanır. 17. ve 18. haftalardan sonra, fetal Leydig 

hücreleri yavaş yavaş geriler ve spermatogenezin başladığı döneme yani puberteye 

kadar ortaya çıkmazlar. 

 

8-12’nci haftada en yüksek değere ulaşan koryonik gonadotropin hormonu [hCG] 

testesteron üretimini stimüle eder (Kopera ve ark. 2010). 8 haftada, embriyonik Sertoli 

hücreleri de dişi genital kanallarının oluşumunu baskılayan müllerian inhibe edici 

madde [MIS] ya da diğer bir adıyla anti-müllerian hormonu [AMH] üretir. Erkeklerde 

cinsel farklılaşmada sertoli hücrelerinin birden fazla görevi mevcuttur. Bunlar; 

mezenkimal hücrelerin [endotel hücreleri] mezonefrozdan testise göçünü indüklemesi, 

erkek germ hücrelerinin mayoz bölünmesini engelleyen ve bunun yanında leydig 

hücrelerinin farklılaşmasını indükleyen sinyallerin üretimi ve müllerian inhibe edici 

madde [MIS] ve androjen bağlayıcı faktör üretimi sayılabilir. Geç embriyonik ve fetal 
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dönemlerde ve doğumdan sonra, PGC'ler mitoz ile yavaşça bölünür, ancak fetal Sertoli 

hücreleri androjenlere karşı duyarsızdır ve olgunlaşmazlar. Sertoli hücrelerinin 

mayozu önleyici bir faktör salgıladığı düşünülmektedir. Erkekte genital kanal 

sisteminin gelişimi, MIS etkisi altında 8. haftada Sertoli hücreleri tarafından salgılanan 

TGFβ ekspresyonuyla kranial ve kaudal uçları hariç paramezonefrik [Müller] kanallar 

dejenere olur. MIS, paramezonefrik kanalların epiteli yerine çevredeki mezenkimi 

etkiler. Bu mezenkimal hücreler, MIS’e bağlanan serin-treonin kinaz membran 

reseptörünü kodlayan geni ifade eder. Çevredeki mezenkimal hücreler, müllerian 

kanalının epitel hücrelerinin apoptozla ve epitel hücrelerinin mezenkime dönüşümü 

yoluyla gerilemesini sağlar (Carslon Bruce M. 2014). 

 

 Dördüncü ayda, testis kordonları atnalı biçiminde kıvrıntılar yapar. İki uçları 

birleşerek ince bir kanal olan tubuli rekti’yi oluşturur (Cosgun and Aras 1998; 

Kierszenbaum 2006). Testis kordonları puberteye kadar solid haldedir ve pubertede 

lümenleri açılarak seminifer tübüllere dönüşürler. Seminifer tübüller kanalize olur ve 

rete testis tübülleriyle birleşerek  duktuli deferenteslere girerler (Dudek 2014). Sertoli 

hücreleri, testisin yüzey epitelinden gelişirken diğer spermatogenik hücreler ise PCG 

farklanmaktadırlar (Kopera ve ark. 2010). 

 

Sertoli hücrelerinden gelen iki sinyal, desert hedgehog ve trombosit kaynaklı 

büyüme faktörü, testosteron salgılayan fetal Leydig hücrelerinin farklılaşmasını 

uyarır. Testosteronun etkisi altında, mezonefrik böbrekler dejenere olmasına rağmen 

mezonephrik kanallar gelişmeye devam eder. Mezonephrik kanallar, testisden üretraya 

sperm taşıyan vas deferens'e ayrılır bu kanalların proksimal ucu kıvrımlı bir şekil 

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

 

Dejenere olan mezonefrik tübüllerin bazı bölümleri testis yakınında paradidim 

olarak kalabilir. Hox genleri, özellikle Hoxa-10, kaudal epididimden vas deferensin 

üretraya ulaştığı noktaya kadar mezonefrik kanal boyunca eksprese edilir. Embriyoda, 

ürogenital sinüsin çevresindeki dokular, testosteronu dihidrotestosterona dönüştüren 

bir enzim olan 5α-redüktazı sentezlerler Böylelikle, testesteronun her iki formu da 

uygun reseptörlerin etkisiyle erkek üreme sisteminin dokularını koruyup büyümesini 

sağlar (Carslon 2014). Bu kanalların kaudal uçlarından seminal bezler gelişir. Seminal 
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bezlere ait kanallar ve üretra arasındaki mezonefrik kanaldan ise duktus ejakulator 

gelişir. Uretranın prostatik parçasından oluşan endodermal çıkıntıların mezenşim içine 

doğru gelişmesiyle prostatın glandüler bezleri, üretranın spongioz parçasından 

bülboüretral bezler oluşmaktadır (Moore ve ark. 2013). Kloakal zar etrafında 

mezoderm proliferasyonu, üstteki ektodermin yükselmesine sebep olarak fallus, 

ürogenital kıvrımlar ve labiyosrotal şişlikler olmak üzere üç yapıyı oluşturur. Fallustan 

glans penis, corpora cavernosa penis ve corpus spongiosum penis oluşur. Ürogenital 

kıvrımlar penisin ventral yönünü ve labiyokrostal şişliklerden de skrotum oluşur 

(Dudek 2014).  

 

 

 

Şekil 4.2. Testisin Gelişim Evresi (Ross ve Pawlina 2011) 

 

4.1.2.1 Testis İnişi 

 

Gelişmekte olan skrorum ile testisin inferiyor kutbu arasında gubernakulum 

oluşur. Abdominal duvardan oblik olarak geçer ve testisleri gelecekteki skrotal kese 

olan genital şişkinliğe bağlar. Gebeliğin 3. ve 7. ayları arasında testis inguinal kanalın 

yakınında konumlanır. 9. ayda veya doğumdan hemen sonra, testisler inguinal 

kanaldan geçerek skrotal keseye ulaşır. Gubernakulum testesteron hormonuna 

duyarlıdır ve bu hormonun etkisiyle kısalarak her bir testis skrotuma çekilir. Bu iniş 
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sırasında testisler, duktus deferens kanalıyla birlikte kan damarlarını, lenf damarlarını 

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

 

4.1.3 Testis Histolojisi 

 

Testisler abdominal kavitenin dışında yer alan, skrotuma gubernakulumun 

kalıntıları olan skrotal ligamentlerle bağlanan bir çift oval şekilli endokrin ve ekzokrin 

salgılama organlardır. Spermatogenez, vücut sıcaklığının 2oC ila 3oC altındaki bir 

sıcaklıkta (34oC ile 35oC) gerçekleştiği için vücut boşluğunda yer alırlar. Hem testisler 

hem de epididimis sermatik kord tarafından asılır. Spermatik kord içerisinde vas 

deferens, spermatik arter, venöz ve lenfatik pleksuslar yer alır (Ross and Pawlina 

2011). Sıcaklığının düşürülmesinde iki faktör etkilidir. Bunlar, skrotamal yüzeyden 

terin buharlaşması ve testisleri besleyen kan damarlarının özel düzenlenmesiyle 

gerçekleşir. Testislerde ters akım ısı değişim sistemi mevcuttur. Testislerden çıkan 

pampiniform pleksusundan dönen kan, skrotumdan testislere inen arterlerden daha 

serindir. Böylece, arteriyel kan, testislere girmeden önce venöz kan tarafından 

soğutulması sağlanarak sıcaklık korunmuş olur (Eroschenko 2008). Spermatik 

kordonda kremaster kaslarının kasılması sonucunda testislerin yüksek sıcaklıkta 

kalabileceği inguinal kanala çekilmesiyle sıcaklık ayarı sağlanır (Kierszenbaum 2006). 

 

Testisler, tunika albuginea denilen fibroelastik bağ dokusundan oluşan bir kapsül 

ile çevrilidir. Bu bağ dokusu testislere beyaz bir görünüm sağlar. Tunika albuginea 

dıştan mezotelle örtülü tunika vaginalisle sarılıdır. En iç kısmında kan damarları içeren 

gevşek bağ dokusundan tunika vasküloza yer alır Tunika albuginea testisin arka 

yüzünde kalınlaşarak mediastinum testisi oluşturur. Buradan ince bir bağ dokusu bezin 

içine uzanarak fibröz septumlarla bezi yaklaşık 250-300 adet primidal lobüle ayırır. 

Her bir lobüllün içinde 1-4 adet seminifer tübül yer almaktadır. Kan damarları, lenf 

damarları ve genital boşaltım kanalları testise giriş ve çıkışta mediastinumun içinden 

geçer (Ross and Pawlina 2011). 

 

Seminifer tübülleri saran ve destekleyen ara gevşek bağ dokusu içerisinde, kan ve 

lenf damarları, sinirler ve epitelioid hücre kümeleri olan olan Leydig (interstisyel) 

hücreleri bulunur. Bu hücreler testosteronu üretimini sağlayan steroid hücrelerdir. Her 
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seminifer tübülün germinal epitel, çoğalan spermatogenetik germ hücreleri ve 

çoğalmayan destekleyici Sertoli (sustenkular) hücreleriyle döşelidir. Seminifer 

tübüllerde spermatogenetenik hücreler 4-8 tabaka halinde düzenlenmişlerdir ve 

bölünüp olgunlaşarak en son spermatozaları üretiler. Kıvrıntılı seminifer tübüller 

tübüli rekti ile testiküler spermleri, salgısal proteinleri ve iyonlar gibi seminifer epitelin 

ürünlerini toplayan ağımsı yapıdaki rete testise bağlanır. Rete testis daha sonra 

anastomozlaşarak 12-15 adet duktuli eferentes kanal sistemi ile mediastunuma 

bağlanır. Spermler en son duktus epididimisin proksimal bölümüne iletilir 

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

 

 

 

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

 

4.1.3.1 Seminifer Tübül Histolojisi 

 

Her seminifer tübül yaklaşık 150 um çapında ve 80 cm uzunluğundadır ve rete 

testise iki ucu açılan U şeklindeki bir yapıdır. Her testiste yaklaşık 250-1000 kıvrımlı 

yapıda seminifer tübül bulunmaktadır. Her bir testiste seminifer tübüllerin toplam 

uzunluğu 280-400 cm. arasındadır. Erişkin bir erkekte spermlerin üretim hızı günde 

yaklaşık 2X10⁸’dir (Mescher 2017; Ovalle and Nahirney 2014).  Seminifer tübüller, 

germinal epitel adı verilen özelleşmiş çok tabakalı bir epitele sahiptir. Bu epitel, sperm 

üreteminden sorumlu olan spermatogenetik germ hücreleri ile destekleyici ve besleyici 
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Sertoli hücreleri olmak üzere iki farklı hücre tipi içerir. Spermatogenetik seri hücreleri, 

kök hücre özelliğindeki spermatogonyumlar, primer ve sekonder spermatositleri ve 

spermatidleri içerir. Germinal epitel, bazal membran ve bazal membranın dışında 

tunika propriya olarak adlandırılan 3-5 tabakalı bağ dokusundan bir duvar ile 

çevrilidir. Tunika propriya, peritübüler kontraktil hücreler olarakta bilinen miyoid 

hücrelerden, fibroblastlardan, kollajen ve elastik liflerlerden zengin bir yapıdan 

oluşmaktadır. Aktin filamentleri içermesi yönünden düz kas hücrelerine benzeyen 

miyoid hücrelerinin görevi, ritmik kasılmalar yaparak hareketsiz spermlerin rete testise 

geçişini sağlamak ve ayrıca kollajen sentezlemektir (Eroschenko 2008; Kierszenbaum 

2006).  

4.1.3.2 Spermatogenez 

 

Spermatogonyumların bölünme, farklılaşma ve olgunlaşma gibi aşamalar 

geçirerek olgun sperm üretmesine spermatogenez denir. Spermatogenez süreci, 

spermatogonyal evre, spermatosit evresi ve spermatid evresi olmak üzere 3 ayrı evrede 

incelenmektedir. Pubertede, spermatogenetik germ hücrelerinden sentezlenen BMP8B 

ve ayrıca testesteron hormonunun kritik değere ulaşmasıyla spermatogenez süreci 

başlar. Primordial germ hücreleri [PGC] kendilerinden daha küçük olan 

spermatogonyumları oluşturmak için bölünürler (Gilbert SF. 2000). 

Spermatagonyumlar, hücre ölümüne [apoptoz] uğrayabilirler ya da kendi kendini 

yenileyerek başka bir spermatogonyum tipini oluşturabilen kök hücrelerdir. Tip A 

açık, Tip A koyu ve Tip B olmak üzere üç tip spermatogonyal hücre bulunur ve mitoz 

bölünme geçiren son hücre tipi ise Tip B spermatogonyumlardır. Bu hücreler 

spermatositlerin öncüsüdür ve mitoz bölünmeler sonucu primer spermatositleri 

üretirler. Primer ve sekonder spermatositler, kromozom sayısını ve DNA [Deoksiribo 

Nükleik Asit] miktarını azaltmak için mayotik bölünmeye uğrarlar. Primer 

spermatositler, sekonder spermatositleri oluşturmak için birinci mayoz bölünmeye 

uğrarlar. Sekonder spermatositlerde ikinci mayoz bölünmeyle, 23 kromozom (22 X 

veya 22Y) içeren spermatid adı verilen haploid hücreleri üretirler. Spermatidler 

bölünmeye geçirmezler fakat spermiogenez denilen bir süreçle olgun spermlere 

dönüşürler. Spermatogenetik hücrelerin farklılaşması ve gelişimi sürecinde hücreler 

birbirine hücreler arası köprülerle bağlıdır. Bu köprüler, gelişmiş spermatidlerin olgun 

sperm olarak seminifer tübül lümenine salınacağı zaman ortadan kalkar (Eroschenko 

2008; Gilbert SF. 2000). 
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4.1.3.3 Spermatogonyal Evre 

 

Primordial germ hücrelerden [PGC'ler] köken alan spermatogonyal kök hücreler 

[SSC] mitoz bölünmelerle iki eş hücreyi üretirler. Bu hücrelerden biri SSC olarak 

kalırken; diğeri yeni nesil hücreleri üretmek için bir seri mitotik bölünmeler geçirir 

(Kierszenbaum ve Tres 2013). Folikül uyarıcı hormon [FSH] ile uyarılan Sertoli 

hücreleri, gliyal hücre hattı kaynaklı nörotropik faktör [GDNF] salgılar. GDNF-

GFRα1-RET kompleksi ve c-kit reseptör-kök hücre ligand kompleksinin parakrin etkisi 

altında Sertoli hücreleri tarafından SSC’lerin kendi kendini yenilemesi ve 

farklılaşması düzenlenmektedir. Tip A açık, Tip A koyu ve Tip B olmak üzere farklı 

morfolojide üç tip spermatogonyum çapında büyük, yuvarlak bir çekirdeğe sahip 

diploid hücrelerdir. Seminifer tübüllerin bazal membranına bitişik ve iki Sertoli 

hücresinin oluşturduğu sıkı bağlantıların altında yer alırlar (Mescher 2017; Ovalle ve  

Nahirney 2014).  

 

Tip A koyu hücreler, koyu oval çekirdeğe, bazofilik ve ince granüllü kromatine 

sahiptirler. Mitotik olarak inaktif rezerv hücreler olup hücre döngüsünün G0 fazında 

dinleme halindedirler. Puberteden itibaren mitotik olarak aktiftirler ve kaynağı 

korumak için aynı tipteki yani Tip A açık hücreleri veya B tipi spermatogonyumları 

üretirler. Tip B hücreler, Tip A açık hücrelerden farklı olarak koyu kromatine 

sahiptirler. B tipi spermatogonyumlar başarılı mitotik bölünmelerle, seminifer 

tübüllerin üçte birlik orta bölgesinde bulunan ve en büyük germ hücreleri olan primer 

spermatositleri üretirler (Cosgun ve Aras 1998). Spermatogonyal bölünmeler sırasında 

sitokinez olayının tam olarak tamamlamaması sonucunda, her bir hücre yaklaşık 1 um 

çapında sitoplazmik köprüler aracılığıyla birbirleriyle iletişim kurduğu bir sinsityum 

oluştururlar. Bu sinsityum sayesinde, iyonlar ve moleküller bu hücreler arası 

köprülerden kolayca geçtiği için eşzamanlı olarak olgunlaşırlar Kısacası, 

spermatogenezde senkronize bir hücre döngüsü mevcuttur (Dudek 2014; Gilbert 

2000).  
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4.1.3.4 Spermatosit Evresi 

 

B tipi spermatogonyumlar S fazını yani DNA sentezini tamamlayarak G2 fazına 

geçerler. Mitoz bölünme gerçekleştirmeyip, birinci mayoz bölünmeyi başlatmak için 

adluminal bölmeye ilerleyerek mayoz bölünmenin profaz evresine girerler. Primer 

spermatositler 46 kromozom (44+XY) ve 4C DNA içeriğine sahip büyük diploid 

hücrelerdir. Spermotositler iki başarılı mayotik hücre bölünmesi geçirirler. Seminifer 

epitelyumun adluminal kompartımanında yer aldığı için mayoz bölünmeler kan testis 

bariyerinin içinde gerçekleşir. Primer spermotositler sekonder spermotositleri 

oluşturmak için, birinci mayoz bölünmeye girerek redüksiyon bölünmesi geçirirler. 

Birinci mayoz bölünmenin sounuda, kromozom sayıları ve DNA miktarları yarıya 

düşerek (22+X) ya da (22+Y) olan sekonder spermatositler oluşur. Her bir sekonder 

spermatosit artık iki adet haploid spermatidleri meydana getirir (Kierszenbaum ve Tres 

2013; Mescher 2017). Kromozom sayıları özetle, birinci mayoz bölünmenin sonunda, 

primer spermatositlerin 4C DNA miktarı sekonder spermatositerde 2C’ye düşer. İkinci 

mayoz bölünmenin sonunda 2C DNA miktarı 1C‘ye düşer. Seminifer 

epitelyumundaen fazla bulunan hücreler primer spermatositlerdir. Bu durum, birinci 

mayoz bölünmenin günlerce sürmesinden kaynaklıdır. İkinci mayoz bölünme, birinci 

mayoz bölünmeye göre çok kısa dakikalar içinde gerçekleştiğinden sekonder 

spermatositleri kesitlerde gözlemlemek zordur. Profoz evresi leptoten (iki kardeş 

kromatitten oluşan kromozomlar), zigoten (kromozomların eşleşmesi), pakiten 

(kromozomların kalınlaşması), diploten (eşleşmiş kromozomların ayrılması), diakinez 

(birbirinden uzaklaşan kromozomlar) aşamalarından oluşur (Kierszenbaum ve Tres 

2013). 

 

Homolog kromozomların eşleşmesini veya sinapsını kolaylaştırmak için zigoten-

pakiten sırasında sinaptonemal kompleks adında üçlü bir yapınınn oluşumu 

gerçekleşir. Sinaptonemal kompleks oluşumu zigoten evresinde başlar ve pakiten 

evresinde tamamlanır. Mayoz I profazının en uzun aşaması olan pakiten evresinde 

paternal ve maternal homolog kromozomların kardeş olmayan kromatidleri arasında 

crossing over gerçekleşir. Diploten evresinde krossing-over olayı son bulurken, 

kromozomların arasında tetrat oluşumu gözlenir. Diakinez evresinde sinaptonemal 

kompleksin dağılır ve mikrotübül ipliği gelişmeye başlar. Profoz evresinin bitmesinin 
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ardından, metafaz evresinde kromozomların ekvatoral düzlemde sıralandığı görülür. 

Anafaz evresinde ise kardeş kromatidler rastgele zıt kutuplara çekilerek mayoz 

bölünme tamamlanır. Spermatidlerde genetik çeşitlilik krossing over olayı ve ayrıca 

anafazda homolog kromozomların karşılıklı kutuplara rastgele ayrılmaları sonucu 

oluşmaktadır (Ross ve Pawlina 2011).  

 

4.1.3.5 Spermatid Evresi 

 

Spermatidler, sekonder spermatositlerin bölünmesi sonucu oluşan 1C DNA içeren 

haploid hücrelerdir. Seminifer tübüllerin yakınında, adluminal bölmede yer alırlarlar. 

7-8 um çapında olan spermatidler yoğunlaşmış kromatin bölgeleri içeren nükleuslara 

sahiptirler. Bir çift sentriole, mitokondri, serbest ribozom, SER ve iyi gelişmiş bir 

Golgi kompleksine sahiptirler (Mescher 2017).  Yuvarlak (erken) ve uzun (geç) 

spermatidler olmak üzere iki farklı morfolojide bulunmaktadırlar. Sertoli hücrelerinin 

sitoplazmasındaki nişlere yerleşenler yuvarlak spermatidlerdir. Uzun veya geç 

spermatidler, sertoli hücrelerinin apikal sitoplazmasındaki derin invajinasyonlarıyla 

oluşan kriptalara gömülüdürler. Sertoli hücrelerinin F-aktin içeren apikal ektoplazmik 

bölgesi, uzama esnasında spermatid başının üst üçte birini sarar ve kasılma kuvveti 

oluşturur (Kierszenbaum ve Tres 2013; Ovalle ve Nahirney 2014).  

 

 

 

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

 

Spermatidler spermiyogenez adı verilen bir süreç ile hareketli spermlere 

dönüşürler. Spermatidler, akrozom gelişimi, manşet gelişimi, flagella oluşumu ve 

çekirdeğin uzaması ve kromatinin yoğunlaşması gibi sıralı bir şekilde morfolojik 

değişime uğrarlar. Bu değişim aşamaları golgi fazı, kep fazı, akrozom ve olgunlaşma 

fazı olmak üzere 4 evreden oluşmaktadır (Ross ve Pawlina 2011). 

 

4.1.3.7. Olgun Spermin Yapısı 

 

Spermin baş kısmının yapısı: Son aşama olan spermiyasyon sonucuda oluşan 

olgun spermin boyutu yaklaşık 60 um uzunluğundadır. Sperm başı 4. 5 um 

uzunluğunda, 3 um genişliğinde ve 1 um kalınlığındadır. Sivri ve yassı şekilli baş 

kısmında, oositin korona radiata hücrelerini ve zona pellucida tabakasını geçmesini 

sağlayan asit fosfataz, nöraminidaz, hiyalüronidaz ve proteaz hidrolitik enzimleri 

içeren akrozom yer almaktadır. Nükleusun ön üçte ikilik bölümünü saran akrozomdan 

bu enzimlerin salınması olayına akrozomal reaksiyon adı verilmektedir (Dudek 2014; 

Ross ve Pawlina 2011).  

 

Spermin flagella yapısı: Boyun, orta parça, esas parça ve son parça olmak üzere 

birbirinden faklı dört bölümden oluşmaktadır. Baş ile boyun bölgesindeki flagellanın 

geri kalanını oluşturan dokuz dış yoğun liflere tutunan bağlantı parçasını ve annulusa 

kadar uzanır. Annulus spermin orta kısmını ve ana parçaya bağlayan, plazma zarının 

altında bulunan halka şeklindeki bir yapıdır. Hücre iskelet proteinlerinden septin 4 

proteini içeren annulus, spermiyogenez sırasında, proteinleri flagellumun farklı 

bölmelerine hapsederek difüzyon bariyeri olarak görev almaktadır (Kwitny ve ark. 

2010; Ross ve Pawlina 2011). 

 

Orta parça, dokuz periferik ve iki merkezi mikrotübül çiftinden oluşan aksonem 

yapısından, dokuz dış fibröz kılıftan ve spiral olarak düzenlenmiş bir mitokondriyal 

kılıfından oluşmaktadır. Mitokondriler flagellanın hareketi için gerekli olan enerjiyi 

sağlamaktadırlar. Esas parça yaklaşık 40 um uzunluğunda olup, annulustan son 

parçaya kadar uzanır. Esas parça, mitokonriyon içermeyen, fibröz bir kılıfla çevrrili, 

yedi adet dış yoğun lifler ile aksonem yapısını içermektedir. Son parça flagellumun 
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yaklaşık son 5 urn'lik kısmı olup sadece aksonem içermektedir ve plazma zarıyla 

çevrilidir (Dudek 2014; Ross ve Pawlina 2011).  
 

 

 

Şekil 4.5. Spermatogenez aşamaları (Ross ve Pawlina 2011)  

 

4.1.3.8 Leydig hücreleri 

 

İntertisyel hücreler olarak da bilinen Leydig hücreleri, seminifer tübüller 

arasındaki gevşek bağ dokusu yapısındaki interstisyel alanda bulunan büyük, 

eozinofilik sitoplazmalı, yuvarlak ya da poligonal hücreledir. Steroid sentezi yapan 

hücre karakterine sahip Leydig hücreleri, bir ya da iki çekirdekçik içeren merkezi 

çekirdeğe, tübüler kristalı mitokondriye, iyi gelişmiş bir Golgi kompleksine, bol 

miktarda granülsüz endoplamik retikuluma ve tipik olarak birçok lipid damlacıklarına 

sahiptirler. İntertisyel alanda Leydig hücreleri, zengin kılcal damarlar ve lenfatik 

damarlar ile desteklenmektedir. Bu hücrelerde, ayırt edici olarak lipofuskin pigmenri 

ve çubuk şekilli fonksiyonları tam olarak bilinmeyen Reinke kristalleri bulunmaktadır. 

Bu kristallerin hücrenin bir protein ürünü olan inklüzyonlar olduğu düşünülmektedir 

ve refraktildirler (Ross ve Pawlina 2011).  Reinke kristalleri yaşla beraber daha belirgin 

hale gelirler. Leydig hücreleri testosteron hormonu üreten endokrin hücrelerdir. Bu 
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hormonun salgılanması, hipofiz bezinden üretilen Luteinize Edici Hormon [LH] 

hormonuyla sağlanır. Testesteronun öncül maddesi olan kolestroldür. Plazmadaki 

kolesterol hücreye girdiğinde, asetil koenzim A ile esterlenerek sitoplazmada lipit 

damlacıkları olarak saklanır. Yağ asitleri ise de düz endoplazmik retikulumda 

kolesterole çevirilir. Fazla lipit içeriğinden kaynaklı hücrenin sitoplazması köpüksü 

bir görünüme sahiptir. Kolesterol, steroidojenik akut düzenleyici protein (StAR) ile 

lipit damlacıklarından mitokondriye taşınır ve pregnenolon üretilir. Pregnenolon ilk 

olarak düz endoplazmik retikulumdaki enzimler ile progesterona ve daha sonra da 

testosterona dönüştürülür (Dudek 2014; Kierszenbaum 2006; Mescher 2017; Ovalle ve 

Nahirney 2014). Ergenlikten sonra, siklik adenosin monofosfat (cAMP) aracılı bir 

mekanizmayla LH uyarılıp, dihidrotestosteron 5alfa-redüktaz enzimi tarafından 

testosterona dönüştürülür. Testosteronun yaklaşık %95'i Leydig hücreleri tarafından 

sentezlenmektedir ve günde 7 mg kadar testosteron ürettiği tahmin edilmektedir. 

Sertoli hücreleri tarafından üretilen ABP yüksek testosteron konsantrasyonunu 

sürdürülmesini sağlar. Testesteronun hücre zarından difüzyonla geçişini artırmak için 

çok sayıda mikrovillus içerirler (Kierszenbaum 2006; Mescher 2017; Ovalle ve 

Nahirney 2014). 

 

Fetal Leydig hücreleri, gebeliğin 8 ile 18’inci haftalar arasında aktiftirler ve 

özellikle 18. haftada hücreler baskın hale gelirek androjenlerin üretimi sağlarlar 

gonadların normal gelişimi için kritik öneme sahiptir. Androjen seviyeleri puberteye 

kadar düşük kalırken, puberte dönemine gelindiğinde LH'deki artışla androjen sentezi 

aktive edilir. LH’ın yanında, diğer bir hormon olan prolaktin LH reseptörünün gen 

ekspresyonunu düzenleyerek Leydig hücrelerinin işlevini düzenler. Prolakin 

hormonun salınım seviyesi önemlidir. Aşırı prolaktin salınımı androjen üretimini ve 

spermatogenezi azaltarak infertilteye ve erektil disfonksiyonuna sebep olabilir. 

Pubertede, sperm üretimi ve sekonder seks karakterlerinin gelişimi testeron 

hormonunu salgılanmasıyla başlar. Yetişkinde ise, spermatogenezin, sekonder seks 

karakterlerinin ve aksesuar cinsiyet bezlerinin hayat boyu sağlıklı bir şekilde 

fonksiyonunu sürdürebilmesi için gereklidir (Kierszenbaum 2006; Ross ve Pawlina 

2011). Leydig hücrelerinden salınan testosteron özetle, kan-testis bariyerinin 

devamlılığının sürdürülmesi, mayoz bölünmenin ilerlemesi ve tamamlanması; 

spermatidlerin Sertoli hücrelerine tutunması ve olgun spermatitlerin lümene salınması 
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için gereklidir (Kierszenbaum 2006).  

 

4.1.3.9 Sertoli Hücreleri 

 

Sustenraküler hücreler olarak da tanımlanan sertoli hücreleri, seminifer tübülün 

epitelini oluşturmak için tübül duvarından lümene kadar uzanan tüm çoğalan ve 

farklılaşan spermatojenik hücrelerle temas halinde olan hücrelerdir. Sertoli hücreleri 

birçok fonksiyona sahip olan spermatogenik hücreler arasında bulunan destek 

hücreleridir. Puberteye kadar mitotik olarak dominant hücre tipiyken, puberteden 

sonra postmitotik hale gelerek seminifer tübül epitelindeki hücrelerin yaklaşık 

%10’unu oluştururlar. Sertoli hücreleri komşu spermatogenik hücreleri çevreleyen ve 

apikal ve lateral uzantılara sahip, sınırları güçlükle ayırt edilebilen uzun prizmatik 

hücrelerdir (Kierszenbaum 2006; Ross ve Pawlina 2011).  Aktif hücreler olan sertoli 

hücreleri, oval ya da üçgen sekilli ökromatik nükleusa ve spermatogenik hücrelerden 

farklı olarak belirgin bir nükleolusa sahiptir. Hücrenin tabanında, bazal membranın 

üzerinde yer alan nükleus 7-9 nm’lik bir filament kılıfla sarılarak diğer organellerden 

ayrılır. Sertoli hücreleri sitoplazmaları yaygın düz endoplazmik retikulum, iyi gelişmiş 

granülü endoplazmik retikulum, çok sayıda tübüler tipte mitokondri, yaygın Golgi 

aygıtına, lipofuksin içeren lizozomlara ve çok sayıda lipid damlacıklarına sahiptir. 

Ayrıca, değişken sayıda veziküllere, glikojen granüllerine ve mikrotübül, aktin 

mikrofilament, ara filament ve vimentinden zengin bir hücre iskeleti içermektedir. Bu 

sayede, spermatojenik hücreler seminifer tübülün çevresinden daha uzak ve lümene 

yakın bir yere hareket edebilmektedirler. Spermlerin desteklenmesinde ve 

beslenmesinde görev alan bu hücrelerin lümene bakan kısımlarında spermatidlerin 

yerleştiği kriptalar bulunmaktadır. Sertoli hücrelerine özgü, nükleusa yakın konumda, 

fusiform şekilli protein yapıdaki Charcot- Böttcher adı verilen kristalloid inklüzyon 

cisimcikleri görülmektedir. Bu yapıda, lipoprotein reseptör (CLA-1) proteinlerinin 

varlığından dolayı lipidlerin kullanımında rol oynadığı düşünülmektedir 

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

 

4.1.3.10 Spermatogenezin Hormanal Kontrolü 

 

Spermatogenez, negatif feedback mekanizması ile bir dizi endokrin ve parakrin 
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yolaklar üzerinden etki eden hormonlar tarafından kontrol edilir. Steroidogenik ve 

spermatogenik aktivite için, hipotalamustaki nöroendokrin hücrelerden salgılanan 

gonadotropin salgılatıcı hormon [GnRH] portal kan damarları yoluyla adenohipofize 

ulaşır. GnRH testiküler hormonların üretimi için adenohipofizden spermatogenezin 

primer düzenleyecileri olarak görev yapan LH ve FSH salınımını başlatır. 

Adenohipofizden salınan diğer bir hormon ise prolaktin hormonudur. Prolaktin 

hormonu, LH ile ortaklaşa çalışarak Leydig hücrelerinin steroidogenik aktivitesinin 

artmasını sağlayan diğer bir hormondur. Sertoli hücreleri tarafından da salgılanan 

inhibininin hipofiz bezi üzerinde inhibe edici etkisi vardır ve ek FSH üretimini baskılar. 

Aşırı testosteron seviyeleri LH salınımını inhibe ederken, Sertoli hücreleri tarafından 

salgılanan inhibin hormonu FSH salınımını inhibe eder. 

 

Spermatogenetik hücreler, çevresel kaynaklı zararlı maddelere ve genetik 

faktörlere karşı hassastırlar. Spermatogenez sürecini olumsuz etkileyecek birçok 

faktöre maruz kalınması sonucunda infertilite problemi ortaya çıkmaktadır. Yetersiz 

beslenme, viral enfeksiyonlar, metabolik hastalıklar, steroid hormonlar, toksik ajanlar 

ve radyasyon negatif etkili faktörlerdendir. Özellikle, mitotik olarak aktif olan 

spermatogenetik hücreler, bölünmeyen sertoli hücreleri ve daha az aktif olan leydig 

hücrelerine kıyasla bu faktörlerden daha fazla etkilenmektedirler (Dudek 2014; Ross 

ve Pawlina 2011; Widmaier ve ark. 2008). 

 

4.1.3.11 Testis İçi Genital Kanallar 

 

Seminifer tübüllerden salınan spermler ve sıvılar, testisleri üstteki epididimise 

bağlayan intertestiküler kanallardan geçerek taşınırlar. Mediastunum testis içindeki 

(duktuli efferentes) boşaltım kanallarını oluşturmaktadır. Her bir seminifer tübül uzun 

olması nedeniyle kendi üzerine katlanarak halka şekline kıvrımlı bir yapı haline gelir. 

 

Bu halka şeklindeki yapının uçları mediastinum bölgesine yakındır ve burada 

seminifer tübüller düz tübüllerde sonlanır. Düz tübüller spermatojenik hücreler 

içermeyen ve sadece sertoli hücrelerinden oluşan basit kübik veya alçak prizmatik 

epitelle çevirili kısa dar kanallardır (Ross ve Pawlina 2011). Rete testis, basit yassı-

kübik ya da alçak prizmatiğe değişen epitelle çevrili bir tübül ağıdır. Sperm, rete 
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testisten epididimisin baş kısmına ileten yaklaşık 10- 20 kısa tübülden oluşan efferent 

kanallara (ductuli efferentes) girer. Ductuli efferentes rete testisi epididimin duktus 

epididimisine bağlanır. Duktuli efferentes yakınında rete testis daha geniştir. Duktuli 

efferentes düz yapıda olup, epididimisin baş kısmına yaklaştığı noktada kıvrımlı bir 

yapı haline gelir. Ductuli efferentes epiteli daha kısa kübik hücreler ve daha uzun 

prizmatik hücreler olmak üzere iki farklı hücre grubundan oluşan yalancı çok katlı 

prizmatik epitelle döşelidir. Farklı hücre yükseklikleri nedeniyle, duktuli efferentesin 

lümeni düzensiz bir yapıdadır. Spermlerin epididimise transportunda görevli uzun 

hücreler silya içerirken, sertoli hücreleri tarafından üretilen testis sıvısınının geri 

emilimi için kübik hücreler mikrovillus içermektedir. Ayrıca epitelde bazal hücreler 

olan kök hücreler bulunmaktadır. Duktuli efferentesin çeperi, bazal membranın altında 

yer alan ince sirküler bir düz kas tabakasıyla çevrilidir ve kanallarda ilk burada kas 

tabakası görülmektedir. Sperm transportunu sağlayan silyalı hücreler ile bu tübülleri 

çevreleyen kas tabakasının kontraksiyonu da bu sürece yardımcı olmaktadır. Bu kas 

tabakası dağınık halde bulunan elastik liflerle desteklenmiştir. Hücrelerin apikal 

kısmında endositotik fonksiyonunun bir belirteci olarak invajinasyonlar yoğun 

cisimcikler, lizozomlar ve pinositik veziküllerden zengindir (Dudek 2014; Ross ve 

Pawlina 2011).  

 

4.1.3.12 Genital Boşaltım Kanalları 

 

Spermlerin penise kadar iletimini sağlayan intertestiküler kanallar epididimis, 

duktus deferens (vas deferens) ve üretradır. Epididimis, testisi saran hilal şekilli bir 

yapı olup baş, gövde ve kuyruk olmak üzere 3 bölümden oluşur. Bağ dokusu ile çevrili 

uzun kıvrık bir tübül olan duktus epididimis ile duktuli efferentes birlikte yaklaşık 4- 

6 m uzunluğunda epididimisi oluşturur. Peristaltik kasılmalara uğrayan ve spermin vas 

deferens'e doğru taşınmasına yardımcı olan dairesel düz kas tabakası, bağ dokusu ve 

damarlarla çevrilidir. Duktuli efferentes epididimsin baş kısmını, duktus epididimis ise 

gövde ve kuyruk kısmını oluşturmaktadır. Epididimisin görevi, spermin geçici 

depolanmasını ve daha fazla olgunlaşmasını sağlamaktır (Dudek 2014; Ross ve 

Pawlina 2011). Bazal lamina tarafından çevrelenen esas ve bazal hücreler olmak üzere 

iki hücre tipini içeren yalancıçok katlı epitele sahiptir. Bazal hücreler, farklılaşmamış 

yuvarlak kök hücreler olup esas hücrelerin öncülleridir. Esas hücrelerin yüksekliği 

epididimis boyunca değişkenlik göstermektedir. Baş kısmında kuyruk kısmına kıyasla 
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neredeyse iki kat daha uzun olan prizmatik hücrelerdir. Duktuli efferentes'de 

emilmeyen testis sıvısının geri emiliminden sorumlu olan esas hücreler, işlevselliğine 

uygun olarak apikal yüzeylerinde hareketsiz uzun ve dallı mikrovilluslar olan 

stereosilyumlara sahiptirler. Hücrenin yüksekliğ azaldıkça buna uyumlu olarak 

streosilyumlarında uzunluğu azalmaktadır. Bu hücreler, yaygın bir Golgi kompleksine, 

nukleusun yakınında çok sayıda RER, lizozomlara, birçok apikal pinositotik ve kaplı 

veziküllere ve invaginasyonlara sahiptir. Epididimdeki esas hücrelerin diğer görevi, 

tübüllerde Sertoli hücreleri tarafından fagosite edilmeyen artık cisimleri, anormal veya 

dejenere olan sperm hücrelerini ortadan kaldırmaktır. Ayrıca epitel içinde halo 

hücreleri olarak adlandırılan lenfositler yer almaktadır. 

 

Spermler epididimise girdiğinde hareketsizdirler ve ayrıca bir oositi fertilize etme 

yeteneğine de sahip değillerdir. Epididimise ulaştıktan yaklaşık bir hafta sonra duktus 

epididimisten geçerken hareket yeteneği kazanırlar. Bu hücreler, ayrıca spermin dişi 

üreme sistemine ulaşıncaya kadar spermin kapasitasyonunu engelleyen yüzey-ilişkili 

dekapasitasyon faktörünü salgılarlar. Dekapasite olan bir spermin oositi fertilize etme 

yeteneğini yoktur. Kapasitasyon ancak sperm dişi üreme sistemi girdiğinde, dış 

akrozomal membrandaki yüzey-ilişkili dekapasitasyon faktörünün uzaklaşması 

sonucu gerçekleşir. Epididimisteki spermler olgunlaşma sürecindeyken diğer 

değişimler nukleustaki DNA’nın yoğunlaşması, spermin baş kısmının ve 

sitoplazmasının azalmasıdır (Dudek 2014; Eroschenko 2008; Ross ve Pawlina 2011).   

 

Epidimiste spermin hareketiliği, protein kinazların ve protein fosfatazların 

üzerinden düzenlemektedir. Bu protein fosforilasyonun aktivitesi hücre içi adenozin 

monofosfat (cAMP), kalsiyum iyon düzeyinden ve pH değişimlerinden 

etkilenmektedir. Spermler özellikle epididimisin kuyruk kısmında depolanır ve 

boşaltım kanallarında birkaç hafta canlılığını koruyabilirler. Dişi üreme sistemine 

girdiklerinde ise bu süreç sadece 2-3 gün kadardır. Epididimis baş kısmının tamamı ve 

gövde kısmının büyük çoğunluğu ince sirküler düz kas tabakasıyla çevrilidir. 

Fonksiyonuyla doğru orantılı olarak, spermlerin depolanma yeri olan kuyruk bölgesin 

tabakalı hale gelmektedir. Bu bölgede peristaltik kasılmalar nadir gözlemlenir ve 

nöranal uyarım sonucunda spermler buradan güçlü kasılmalarla vas deferense iletilir 

(Ross ve Pawlina 2011).  
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Duktus (vas) deferens, uzunlamasına mukoza kıvrımları içeren ince bir mukoza, 

kalın bir muskularis tabakası ve bir adventisya tabakasından oluşan boşaltım kanalının 

en uzun parçasıdır. Duktus deferens, üç tabakalı kalın bir kas duvarına sahiptir. Kas 

tabakaları, içte ve dışta ince longitudinual, ortada kalın dairesel olarak düzenlenim 

gösteren kas tabakasından oluşmaktadır. Lümeni dar ve düzensiz olan duktus deferens 

duktus epididimise benzer şekilde sterosilyalı yalancı çok katlı epitel ile kaplıdır, ancak 

epitelin yüksekliği biraz daha alçaktır. İnce lamina propria kollajen liflerinden ve ince 

bir elastik lif ağından oluşur. Duktusun adventiyası spermatik kordun bağ dokusu ile 

birleşerek inguinal kanalın içinden geçip abdomene ulaşır. Duktusun terminal kısmı 

mesane seviyesinde genişleyerek ampullayı oluşturur. Duktus deferensin ampullası 

duktus deferensin mukoza yapısından farklıdır. Ampulla lümeni, duktus deferensin 

lümeninden daha büyüktür. Mukozayı çevreleyen kas tabakasına uzanan çok sayıda 

düzensiz, dallanmış mukozal kıvrımlar ve derin glandüler divertikül yapısından oluşan 

basit prizmatik veya kübik epiteldir. Duktus deferensin ampullası mesanenin arkasında 

veziküla seminalisin kısa boşaltım kanalı ile birleşerek ejakülatuar kanalı oluşturur. 

Daha sonra, ejakülatuar kanal prostat bezinin içinden geçerek üretraya açılır (Dudek 

2014; Eroschenko 2008; Ross ve Pawlina 2011). 

 

4.1.3.13 Yardımcı Genital Bezler 

 

Erkek üreme sisteminin aksesuar bir çift seminal vezikül, bir çift bulboüretral bez 

ve tek bir prostat bezinden oluşur. Görevleri, spermleri içeren semen sıvısının 

üretimidir. Seminal veziküllerin glandüler epiteli yalancı çok katlı epitel-alçak 

prizmatik veya kübik olmak üzere testosteron düzeylerine bağlı olarak değişkenlik 

gösterir. Lamina propria, geniş primer ve daha dar olan sekonder kıvrımlardan 

oluşmaktadır. Her seminal vezikülün boşaltım kanalı, duktusun ampullasına birleşerek 

ejakülatör kanalı oluşturur. Ejakülatör kanal prostat bezinden geçerek prostatik 

üretraya açılır. Mukozanın karmaşık katlanması nedeniyle net ayırt edilemeyen içte 

dairesel ve dışta longitidunal düz kas tabakasına sahiptir. İnce fibroelastik bağ 

dokusundan adventisya muskularis tabakasını çevreler. Seminal veziküller, spermi 

viskoz bir sıvı salgılar ve bu sıvı insan ejakülatının yaklaşık %70'ini oluşturur (Dudek 

2014; Eroschenko 2008; Ross ve Pawlina 2011). 
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Bezlerin en büyüğü olan prostat bezi fibroelastik kapsülle çevrili olup, kapsülün 

oluşturduğu septalar ile lobüllere ayrılmıştır. İçeriğini boşaltım kanallarıyla prostatik 

üretraya boşaltan bezin parankiması, boyutu ve şekli değişen 30-50 adet dallanmış 

tubuloalveoler prostatik bezden oluşur. Bezler üretranın etrafında periüretral mukozal, 

periüretral submukozal ve esas tabaka olmak üzere üç tabaka şeklinde düzenlenmiştir. 

Bağ doku ve düz kas hücrelerini içeren zengin fibromüsküler stroma ile karakterizedir. 

Genellikle açık boyanmış basit prizmatik veya yalancı prizmatik hücrelerle çevrili 

lümen, bağ dokusu kıvrımlarından dolayı düzensiz ve geniştir. Bazı bölgelerde epitel 

değişkenlik gösterir ve lümen yassı veya kübik epitelle çevrilidir. Kanalların terminal 

kısımlarında epitel genellikle prizmatiktir ve hücreler üretraya girmeden daha koyu 

boyanmıştır. Lümende glikoprotein ve aynı zamanda yaşlı bireylerde bez salgılarının 

kalsifiye olmasıyla oluşan prostatik taşlar (corpora amilasea) içermektedir [3, 22, 34]. 

Prostat bezi, su, sitrik asit, Prostatik asit fosfataz [PAF] enzimlerini, kalsiyum ve çinko 

minerallerini, seminaplazmin, fosfolipidler, prostaglandinler, fibrinojen ve prostat 

spesifik antijen [PSA] gibi içerik bakımından zengin bazik bir sıvı salgılar. İçerdiği bu 

maddeler ile osmotik dengenin sağlanmasını, bakteriostatik işlevde ve özellikle PAF ve 

PSA kanser belirtecinde kullanılmaktadır. Ayrıca, fibrinojen pıhtı oluşturarak serviks 

ve vajinanın derin kısmımda semenin tutunmasına yardımcı olmaktadır (Mescher 

2017). 

 

Bulboüretral bezler ya da Cowper bezleri, membranöz üretraya bitişik 3-5 μm 

çapındaki tübüloalveoler bezlerdir. Berrak renkte mukus benzeri salgı üretirler ve 

salgılarını membranöz üretranın lümenine boşaltırlar. Tek katlı kübik ya da prizmatik 

epitele sahiptirler. Düz ve iskelet kası içeren fibroelastik bir kapsül ile çevrilidirler. 

Kanalları penil üretranın proksimal kısmına girerek burada salgısıyla kayganlaştırıcı 

bir görev yaparlar (Dudek 2014; Mescher 2017).  

 

Penis, endotel ile kaplı vasküler boşluklardan oluşur. Erektil corpora cavernosa 

dorsal tarafta ve korpus spongiosum ventral tarafta bulunur. Tunica albuginea erektil 

cisimleri çevrelemektedir. 
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4.1.4 Epididimis 

 

Kıvrımlı bir tüp yapısında olan epididimis yaklaşık olarak boyu 4 ile 5 cm arasında 

farklılık gösteren duktus efferentes ile duktus deffentes arasında önemli bir bağlantı 

noktasıdır (Robaire ve ark., 2000). Epididimisin üç ana fonksiyonu; spermin 

olgunlaşması, hareket kazanması ve döllenme kabiliyetinin sağlanmasıdır (Robaire ve 

ark., 2000). 

 

Erişkin bir epididiminin ana işlevi, döllenmenin gelişimini ve sürdürülmesini 

destekleyen sürekli değişen bir çevresel ortama maruz kaldıkları için spermlerin kanal 

boyunca hareket etmesi için gerekli koşulları sağlamaktır. (Robaire ve ark., 2000). 

 

Dorsal arter ve derin arterler erektil cisimlere kan sağlar (Eroschenko 2008). 

Benoit tarafından epididimis ilk kez 4 anatomik kısıma ayrılarak; ilk segment, baş 

(kaput), gövde (korpus), kuyruk (kauda) olarak adlandırılmıştır (Benoit, 1926). Kalın 

bir kas katmanı ile çevrelenen ve düz bir tüp şeklinde olan vas deferens, epididimisin 

uzantısıdır (Turner ve ark.,1990). 

 

4.1.4.1 Epididimis Histolojisi 

 

Duktus epididimis, bağ dokusu ile ince düz kas katmanı tarafından çevrilmiş olup 

uzun ve kıvrımlı bir tübüldür. Epiteli, yalancı çok katlı prizmatik yapısı göstermektedir 

ve bazı kısımları olgun sperm yapısı içerir (Robaire ve Hermo, 1988).  

 

Epididimis farklı özelliklere sahip epitel hücreleri içermektedir. Bunlardan 

bazıları kanal boyunca yer alırken diğerleri ise belirli özel bölgelerde bulunurlar 

(Benoit, 1926). Bu hücre tipleri belirli bölgelerde bulunurlar ayrıca bölgesel 

farklılıklar da dahil olmak üzere benzer yapısal özellikleri ve fonksiyonları paylaşırlar 

(Yeung ve ark., 1991; Kirchhoff, 1999). Epididimis   5 farklı hücre yapısına sahiptir. 

Bunlar; esas hücre epididimisin sahip olduğu hücre tiplerinden esas hücreler protein 

salgılanmasının yanında emiliminden, şeffaf ve apikal hücreler endositozundan, halo 

hücreleri bağışıklıktan ve bazal hücreler ise antioksidanların üretiminden 
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sorumludurlar (Robaire ve ark., 2000; França ve ark., 2005). 

 

Esas hücreler; tüm memelilerin epididimisindeki başlıca hücre tipine verilen 

adlandırmadır. Bu hücreler tüm kanal boyunca yer alırlar, fakat her bölgede yapısal 

farklılıklar gösterirler (Hamilton, 1975; Robaire ve Hermo,1988).  

 

Bu hücrelerin en dikkat çekici özellikleri; gelişmiş salgı, endositik mekanizma ve 

bazal kısmında sıralanmış olan çekirdekleridir. Esas hücreler, incelenen bölgeye bağlı 

olarak epididmisin toplam epitel hücre populasyonunun yaklaşık olarak %65 ile 

%80’ini oluştururlar (Trasler ve ark., 1988). Yapı ve işlevleri farklı bölgeler arasında 

önemli ölçüde değişiklik gösterir (Hamilton, 1975; Robaire ve ark.,1988; Hermo ve 

ark., 1994).  

 

Bazal hücreler, bugüne kadar incelenen insanda dahil olmak üzere tüm türlerde 

bulunur (Hamilton, 1975; Robaire ve ark., 1988). Hemosferik görünümünlerinde, bazal 

memnrana yapışıktırlar ve doğrudan kanalın lümenine erişemezler (Veri ve ark., 

1993). Bazal hücreler, epididimis tübüllerin çevresini büyük ölçüde çevreleyen ana 

yarı küresel hücre gövdesinden temel zar boyunca uzanan ince hücrelerdir (Veri ve 

ark., 1993). 

 

Apikal hücreler; esas olarak ilk segment ve ara bölgenin        epitelinde bulunur (Serre 

ve Robaire, 1998). Bu hücrelerin lümendeki maddeleri endositoz yapma yetenekleri 

dışında spesifik işlevleri hakkında çok az bilgi bilinmektedir (Adamali ve ark., 1999). 

 

Şeffaf hücreler, büyük ve aktif endositik hücrelerdir. İnsanlarda dahil olmak üzere 

birçok türde epididimisin kaput, korpus ve kauda bölgelerinde bulunur (Hamilton, 

1975; Cooper 1986; Robaire ve Hermo, 1988). Bu hücrelerin apikal bölgesinde çok 

sayıda kesecik, endozom, multivasküler cisim ve lizozoma bulunur. Bazal bölgelerinde 

ise çekirdek ve farklı miktarlarda lipit damlacıkları içeirirler Abou-Haila ve ark., 1984; 

Hermo ve ark., 1988; Robaire ve Hermo, 1988). Şeffaf hücrelerde endositik aktivite 

özellikle epididimisin kauda kısmında esas hücrelere göre çok daha yüksektir (Moore 



 
 

30 

ve Bedford, 1979; Hermo ve ark., 1988). Şeffaf hücreler çoğunlukla spermler 

tarafından kanaldan geçerken salınımı gerçekleşen sitoplazmik damlacıkların içeriğini 

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

 

Halo hücreler küçük hücrelerdir ve epididimis epitelinde bulunan şeffaf 

sitoplazmanın dar kısmında yer alırlar. Bu hücreler genellikle epitel tabanında 

bulunurlar ancak bazal membranla temas etmezler ayrıca farklı sayılarda yoğun 

çekirdek granülleri vardır (Robaire ve Hermo, 1988). Halo hücreleri lenfositler veya 

monositler olarak tanımlanır. Bu iki hücre tipinin hem boyutları hemde çekirdek 

morfolojilerindeki benzerlikten dolayı ışık mikroskobunda ayırt edilmesi zordur (Reid 

ve Cleland, 1957; Hamilton, 1972; Robaire ve Hermo,1988; Flickinger ve ark., 1997;). 

Erişkin hayvanlarda halo hücreleri yardımcı T lenfositleri, sitotoksik T lenfositleri ve 

monositleri içerirler ancak B lenfositlerini içermez (Serre ve Robaire, 1998). 

 

4.2 Diabetes Mellitus Tanımı 

 

Diabetes mellitus [DM], pankreastaki β hücrelerinin tahribatı sonucunda, tam ya 

da kısmı olarak yetersiz insülin salınımının eşlik ettiği hiperglisemi ve glukagon 

yüksekliği ile karakterize, akut metabolik ve kronik dejeneratif komplikasyonlara 

neden olan bir sendromdur. İnsülin hormonunun yetersizliğinde veya tamamen 

yokluğunda ana enerji kaynağı olan glikozun hücre içine girişi gerçekleşemez ve buna 

bağlı olarak kan dolaşımında yüksek glikoz seviyesine neden olmaktadır (Gavin ve 

ark. 2003; Maurya ve ark. 2019). 

 

4.2.1 Diabetes Mellitusun Epidemiyolojisi ve Prevalansı 

 

1980'den beri, küresel DM prevalansına ilişkin yapılan tahminlerin üstünde 

diyabet hastalığı tanısı konmaktadır. Bu yüzden günümüzde DM dünyada gittikçe 

artan ciddi bir sağlık sorunu haline gelmektedir. Prevalansı bazı ülkelerde 

dengeleniyor olsa da hiçbir ülkede önemli ölçüde azalmamaktadır. Diyabet için 

tahmini küresel sağlık harcamalarının 2003'ten bu yana üç kattan fazla arttığı 

gözlenmektedir (Gümüş ve ark 2020; Wang ve ark. 2018). 
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4.2.2 Diabetes Mellitusun ve Prediyabetin Tanısı 

 

Klasik semptomları olan bir hastada teşhis için plazma glikozunun ölçümü 

yeterlidir. American Diabetes Association (ADA) 2021 Standartlarına göre 

belirlenmektedir. Kesin hipergliseminin yokluğunda, teşhis aynı numuneden veya iki 

ayrı test numunesinden iki anormal test sonucunu gerektirir (American Diabetes 

Association (ADA) 2021).  

 

4.2.2.1 Prediyabet Tanısı 

 

Kan şekeri düzeyi normalden yüksek olmasına rağmen diyabet tanısı koymaya 

yeterli yükseklikte olmayan bireyler prediyabetik olarak tanımlanır. Prediyabet tanısı 

alan bireyler Tip 2 diyabete adaydır ve genellikle 10 yıl içinde diyabetin geliştiği 

saptanmıştır. Prediyabetli bireylerde kardiyovasküler hastalık riski normal bir bireye 

göre 1,5 kat fazlayken, bu değer diyabetli bireylerde 2-4 kat fazladır (Khan ve ark. 

2019). 

 

4.2.3 Diabetes Mellitusun Sınıflandırılması 

 

Diyabet etiyolojik sınıflandırılması dört genel kategoride incelenmektedir. 

 

1. Tip 1 diyabet 

2. İmmunolojik 

3. İdiopatik 

4. Tip 2 diyabet 

Diğer nedenlere bağlı spesifik diyabet türleri 

İnsülin etkisinde genetik kusurlar 

Ekzokrin pankreas hastalıkları 

Endokrinopatiler 

İlaç veya kimyasal kaynaklı 

Enfeksiyonlar 

Gestasyonel diabetes mellitus (American Diabetes Association (ADA) 2021). 
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4.2.4 Diabetes Mellitusun Semptomları ve Komplikasyonları 

 

Dokuların insüline duyarlılığının azalmasına bağlı olarak; karbonhidrat, yağ ve 

protein metabolizması bozulmakta ve bu durum ileri dönemde akut ve kronik 

komplikasyonlara sebep olmaktadır. Diyabetin kronik hiperglisemisi, çeşitli 

organlarda işlev bozukluğuna ve yetmezliğe sebep olmaktadır. 

 

Diyabetin akut komplikasyonları ketoasidozlu hiperglisemi, ketotik olmayan 

hiperosmolar sendrom, hipoglisemi ve laktik asidozdur (Gavin ve ark.  2003; Okur 

ve ark.  2017). Tip 1 diyabette semptomlar çoğunlukla hızla ilerlerlerken, tip 2 

diyabette çok daha yavaş ilerler. Bu yüzden hastalık tanısı yıllar sonra konabilir 

(Gümüş ve ark. 2020).  

 

4.2.5 Streptoptozotosin ile Diyabet Oluşturma Mekanizması 

 

Deney hayvanlarında deneysel diyabet oluşumu kimyasal ajanlar, cerrahi, spontan 

veya virüs kullanılarak yapılabilir. Streptozotosin [STZ] gibi toksik kimyasalların 

uygulanmasıyla pankreastaki adacık hücreleri hasara uğratılarak hiperglisemi modeli 

oluşturulmaktadır. Streptozotosin yanında, allokson, vacor, ditizon, 8-hidroksikinolon 

gibi kimyasal ajanların intraperitoneal, subkutan ve intravenöz uygulamaları ile 

diyabet modeli oluşturulmaktadır. STZ duyarlılığı artırmak için 8-12 saat açlıktan 

sonra, tek bir yüksek doz veya birden fazla düşük doz şeklinde pH 4.5 olan bir sitrat 

tamponunda çözdürülerek uygulanabilir. Tek seferde yüksek doz verilen STZ 

uygulamasında, farelerde 100-200 mg/kg, sıçanlarda ise 35-65 mg/kg’nın diyabete 

neden olduğu görülmüştür. Çoklu düşük dozlar günde 20 ila 40 mg / kg arasında 5 gün 

boyunca verilebilir (Dağaşan ve Erbaş 2021).  

 

4.2.6 Diyabet ve İnfertilite İlişkisi 

 

Glikoz metabolizması spermatogenezde önemli bir faktör olup, yapılan klinik ve 

deneysel çalışmalarda, testis biyopsilerinde spermatogenez sürecinde histolojik 

değişiklikler izlenmiştir. Diyabetin sperm üzerindeki başlıca komplikasyonları, 

seminal sıvıda artan reaktif oksijen radikal (ROS) üretimine bağlı oksidatif stres, 
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lipoperoksidasyon, sperm DNA’sının onarımındaki genlerin ekspresyonunun 

etkilenmesiyle oluşan DNA fragmantasyonu, mitokondriyal DNA delesyonu, erektil 

disfonksiyon, azalmış sperm sayısı ve hareketliliği sayılabilir (Condorelli ve ark. 

2018).  

 

İnsülin eksikliği, leydig hücre fonksiyonunu, testosteron üretimini, FSH'deki 

düşüş nedeniyle sperm üretimini ve fertilizasyon oranını azalmaktadır. Bu durum, 

erkek germ hücre hattı yoluyla birden fazla nesile geçerek diyabet riskini artırabilir 

(Ding ve ark. 2015).  

 

4.2.7 Diyabetik Testiste Glikoz Metabolizmasının Moleküler Temeli 

 

Spermatogenezin devamlılığı glikoz metabolizmasına bağlı olup, glikoz ve diğer 

metabolik ara ürünlerin kandan germ hücrelere taşınması kan-testis bariyerindeki 

[KTB] sertoli hücreleri tarafından kontrol edilir. Testis boyutuyla sayıları değişkenlik 

gösteren sertoli hüreleri germ hücrelerinin gelişimi için gerekli olan metabolik 

öncülerin üretiminden sorumludur. Özellikle, sertoli hücreleri pakiten spermatositler 

ve yuvarlak spermatitler tarafından kullanılan yüksek oranda laktat üretirler ve bunu 

üretmek için de harici glikozu kullanırlar. Sertoli hücrelerinde glikoz taşıyıcılarından 

[GLUTs] GLUT1 ve GLUT3 izoformları tanımlanmıştır. Bu taşıyıcıların hormonlar, 

sitokinler veya büyüme faktörlerine duyarlı olduğu ve glukoz taşınımını düzenlediği 

gösterilmiştir. Taşıyıcılarla alınan glukoz piruvata oksitlenir ve NADH'ın oksidasyonu 

ile laktat dehidrojenaz [LDH] ile laktata indirgenir. Laktat, monokarboksilat taşıyıcısı 

4 [MCT4] ile germ hücreleri tarafından kullanılmak üzere intratubular sıvıya aktarılır. 

Sertoli ve germ hücreleri, glikoz alımı ve laktat üretimine bağlı olan bir metabolik iş 

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

 

4.3 Hücresel Tedaviler 

 

4.3.1 Kök Hücre Tanımı ve Çeşitleri 

 

Kök hücreler, çok hücreli organizmalarda, farklı hücrelere farklılaşma yetkinliği 

(potensi), klon oluşturma yeteneği (klonite) ve mitotik hücre bölünmesi yoluyla 
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kendini yenileme yeteneğine sahip hücrelerdir (Weissman 2000, Can 2014). Kök 

hücreler, mikroçevre ve hücre içinden aldıkları sinyal yolaklarından dolayı dinlenme 

evresinde kalabilir, kendini yenileyebilir ya da farklılaşma gösterebilirler. Hücre 

içinde Oct4, Sox2, Nanog gibi transkripsiyon faktörleri ve LIF-STAT, MAP-	ERK, 

PI3K ve Wnt gibi sinyal yolakları rol oynamaktadır (Ören 2019).  

 

Kök hücreler, beyin, kemik, kas, sinir, kan ve diğer organların gelişiminde, 

yenilenmesinde ve onarımında önemli rol oynarlar. Kök hücreler, farklı hücre tiplerine 

farklılaşma potansiyellerine göre, totipotent, pluripotent, multipotent, oligopotent ve 

unipotent olmak üzere 5 tipe ayrılmaktadır (Kalra ve Tomar 2014).  

 

Kök hücreler, farklı birden fazla kaynaktan elde edilebilirler. Orjinlerine veya 

lokasyonlarına göre iki kategoride sınıflandırılmaktadır. Embriyonik ve embriyonik 

olmayan kök hücreler olarak iki temel gruba ayrılmaktadırlar. Dokuya özgü kök 

hücreler olarak da adlandırılan yetişkin kök hücreler, embriyonik kök hücrelerdir (Can 

2008).  

 

Embriyonik kök hücreler [EKH], implantasyon öncesi blastosistin iç hücre 

topluluğundan elde edilmektedirler. Bu hücreler, pluripotent karakterde olduklarından 

dolayı hızlı çoğalma ve farklılaşma kapasiteleri bulunmakta olup, süresiz olarak 

çoğalabilme yeteneğindedirler. Bu aşamada embriyonik germ hücreleriyle aynı 

özelliklere sahiptirler (Gaskell ve ark. 2016).  

 

Kemirgenler, primatlar ve insanlardan elde edilen embriyonik kök hücreler, farklı 

besleyici tabakalarda kültüre edildiklerinde embriyoid cisimcik denilen küresel 

agregatları oluştururlar. Bu küresel yapılar, her üç germ tabakasının da türevlerinden 

oluşmaktadır (Bishop ve ark. 2002).  

 

Yetişkin kök hücreler multipotent hücre yapısındadır ayrıca doku kaybında veya 

hasarında polifere olarak hücrelerin yenilenmesinden sorumludur. Bu hücreler niş 

olarak adlandırılan özel bir vasküler mikroçevrede bulunurlar. Bu mikroçevrenin 

hücrelerin büyümesini ve gelişimini düzenlenmesinde etkisi bulunmaktadır. 

Yoğunlukla kemik iliği, kan, yağ dokusu, deriden izole edilirler. Hematopoietik kök 
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hücreler ve MKH’ler yetişkin kök hücrelerdir ve doku homeostazının 

sürdürülmesinde önemli rol oynarlar (Gavrilov ve Landry 2011; Hansen ve Inselman 

2011; Łos ve ark. 2018). 

 

Hematopoietik kök hücreler [HKE] ve MKH’ler için kemik iliği temel kaynaktır. 

HKE’ler genellikle CD34, CD45 ve CD14 hücre yüzeyi antijeninin eksprese ederler. 

Hematolojik bozukluklarda kemik iliği transplantasyonu için klinik olarak 

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

 

Mezenkimal kök hücreler [MKH] terapötik uygulamalar için umut verici bir 

kaynak olan hematopoietik olmayan kök hücre popülasyonudur. Bu hücreler 

Friedenstein ve arkadaşları tarafından, ilk olarak 130 yıl önce kemik iliğinde yapışık, 

iğ şekilli hücreler şeklinde fibroblast benzeri bir populasyon olarak tanımlanmıştır. 

Daha sonra, yağ dokusu, deri, akciğer, sinoviyal membran, diş pulpası, nazal mukoza, 

anne sütü, kas, periosteum, periferik kan, endometriyal ve menstrüel kan, umblikal 

kord, beyin, dalak, karaciğer, böbrek, timus ve pankreas gibi diğer yetişkin dokulardan 

da izole edilmişlerdir. MKH’ler osteoblastlar, adipositler ve kondrositler dahil olmak 

üzere hücre hatlarına dönüşebilirler. Günümüzde en çok kemik iliği ve subkutan yağ 

dokusu mezenkimal kök hücre kaynağı olarak tercih edilir (Hu ve ark. 2018; Keshtkar 

ve ark. 2018; Vizoso ve ark. 2017).  

 

MKH’lerin karakterizasyonu için gerekli olan minimal kriterler şu 

şekildedir: 

Standart kültür koşullarında muhafaza edildiklerinde plastiğe yapışmalıdır. 

 CD45, CD34, CD14 hematopoietik belirteçlerinden ve CD11b, CD79α, CD19, 

HLA-DR, CD86, CD31(PECAM-1), CD18, CD56 yüzey moleküllerinin 

ekspresyonundan yoksun olmalıdırlar. Bu belirteçler MKH’lerin negatif belirteçleridir. 

Farelerde ise Sca-1, CD29, CD44 ve CD105 insanlarda, Stro-1, CD29, CD44, CD73, 

CD90 (Thy-1), CD105, CD146 ve SSEA4, CD106 (VCAM-1) ve ICAM -1, MKH’ler 

için pozitif belirteçlerdir. İn vitro olarak osteoblastlara, adipositlere ve kondroblastlara 

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

 

Adipoz Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücreler [AKMKH] ilk olarak 2001’de yağ 

dokusundaki MKH’ler olarak tanımlanmıştır. Adipoz dokusundan türetilen kök 



 
 

36 

hücreler için adipozdan türetilmiş stromal hücreler, işlenmiş lipoaspire hücreler, 

adipozdan türetilmiş MKH’ler, adipozdan türetilmiş yetişkin kök hücreler gibi farklı 

terimler kullanılmıştır. 2004 yılında adipozdan türetilen kök hücreler terimi kabul 

görmüştür. Karın, uyluk ve kolun deri altı yağ dokusundan kolayca izole edilebilirler 

(Tsuji 2014).  

 

2006 yılında, Uluslararası Hücresel Terapi Derneği [ISCT], AKMKH’ler 

tanımlamak için CD73, CD90 ve CD105 pozitif, ancak CD45, CD34, CD14, CD19 ve 

HLA-DR yüzey moleküllerinin negatif olması gerektiğini tanımlamıştır. 2013’te ISCT, 

CD13, CD29 ve CD44 yüzey moleküllerin hücrelerin %80’inden fazlasında ifade 

edilmesi gerektiği, CD31, CD45 ve CD235a ‘nın ise %2’den daha azında ifade 

edilmesi gereken negatif belirteçler olarak tanımlamıştır (Si ve ark. 2019). 

 

4.3.2 PRP Tanımı ve Büyüme Faktörleri 

 

Trombositten zengin plazma (platelet rich plasma – PRP), tam kandan daha 

yüksek yoğunlukta trobosit içeren bir plazma birleneşinidir ve tam kanın satrifüj 

edilmesi ile elde edilir (Paoloni ve ark. 2011). Otolog PRP, yara iyileşmesi sürecini 

hızlandırmasının yanı sıra toksik ve immünreaktif değildir. 

 

PRP’de büyüme faktörleri Trombositlerin alfa granüllerinde birçok sayıda 

büyüme faktörü bulunmaktadır. Bunlardan bir kısmı; PDEGF (Platelet-Derived 

Epidermal Growth Factor, Trombosit Kaynaklı Epidermal Büyüme Faktörü), PDAF 

(Platelet-Derived Angiogenesis Factor, Trombosit Büyüme Faktörü Kaynaklı 

Anjiogenezis Faktör), IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1, İnsülin benzeri büyüme 

Faktörü-1), TGF-β (Transforming Growth Factor-β, Transforme Edici Büyüme 

Faktörü-β), VEGF (Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü), FGF-1 ve FGF-2 

(Fibroblast Büyüme Faktörü 1 ve 2), EGF (Epidermal Büyüme Faktörü), PF-4 (Platelet 

Factor 4, Trombosit Faktör 4)’dür. PRP içeriğindeki büyüme faktörleri birbirleri ve 

çevrelerindeki moleküller ile etkileşime geçerek sadece bir büyüme faktörü 

kullanımına göre daha etkili olmaktadırlar (Hupp 2008, Özkaynak 2007). 

 

 PDGF (Platelet Derived Growth Factor, Trombosit Kaynaklı Büyüme Faktörü) 
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bir glikoproteindir. Trombositlerdeki primer büyüme faktörü olmasına rağmen 

makrofajlar ve endotelyal hücreler gibi hücreler tarafından da sentez edilir ve 

salgılanır. PDGF trombositlerin degranülasyonu sonucu yara bölgesine dağılır. Her bir 

trombositte hemen hemen 1200 PDGF molekülü bulunmaktadır. Bu da PDGF’nin 

potansiyelinin vurgulanması bakımından önemlidir. PDGF, moleküllerin etkisi 

membran reseptörlerine bağlandıklarında başlar. Bu bağlanmanın gerçekleşmesi, 

hücrelerin popülasyonlarının artması, anjiogenezisin ve makrofaj aktivasyonunun 

başlamasına bağlıdır (Lynch 1999, Hupp 2008). 

 

TGF-β (Transforming Growth Factor-β, Transforme Edici Büyüme Faktörü-β) 

ailesinin üyeleri olan TGF-β1 ve TGF-β2, hücre farklılaşmasına neden olan faktör 

olarak ve bağ doku iyileşmesi ayrıca kemik rejenerasyonunda büyüme faktörü olarak 

görev almaktadırlar. Hem TGF-β1 hem de TGF-β2, PDGF gibi trombositlerden 

sentezlenirler ve dolayısıyla PRP’de bulunmasının yanı sıra makrofajlarda ve 

osteoblastlarda sentezlenmektedirler. 

 

IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1, İnsülin benzeri Büyüme Faktörü-1), doğal 

yenilenme ve onarım süreçlerinde çeşitli faydaları bulunmaktadır. Trombositler 

içerisindeki büyüme faktörleri bu süreçleri desteklemektedir. 

 

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, Vasküler Endotelyal Büyüme 

Faktörü), tümör anjiogenezisi üzerindeki etkisi nedeniyle tanımlanmış bir faktördür 

(Storkebaum ve ark., 2004). Tümör hücrelerince salınan VEGF vasküler permeabilite 

faktörü olarak nitelendirilmiştir çünkü vasküler endotel hücre geçirgenliğini arttırarak, 

ödeme sebep olmaktadır. Anjiogenezi, endotel hücreleri için güçlü anjiogenik etki 

göstererek arttırmaktadır. 

 

FGF–1 ve FGF–2 (Fibroblast Growth Factor-1 and 2, Fibroblast     Büyüme 

Faktörü 1 ve 2), endotel hücreleri, nöral hücreler, vasküler düz kas hücreleri ve 

keratinositler tarafından üretilebilirler. Her iki faktör de mezoderm ve nöroektoderm 

kökenli hücreler üzerine güçlü mitojenik etki gösterir (Grazul-Bilska ve ark., 2003). 

 

EGF (Epithelial Growth Factor, Epidermal Büyüme Faktörü), erkek fare 

submandibuler bezinden, 1962 yılında Stanley Cohen tarafından izole edilmiştir 
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(Özbayoğlu, 2008). Endotel hücreleri, fibroblastlar ve sinir sistemi destek doku 

hücreleri için mitojeniktir. Ayrıca, anjiogenezde de önemli role sahiptir ve vasküler 

düz kas hücrelerine de mitojenik özelliktedir. 

 

PRP otolog hazırlanması gerekmektedir (Tsay ve ark., 2005). PRP elde etmenin 

birçok değişik yolu vardır. Fakat en çok iki yol kullanılmaktadır. Birincisi hematolojik 

hücre ayrıştırıcıları ile yapılan kompleks teknikler, diğeri ise kullanılmaya hazır 

kitlerle yapılan basitleştirilmiş tekniklerdir. Bu basitleştirilmiş teknikte iki basamaklı 

santrifüj ile trombosit konsantrasyonu elde edilmektedir. Anuita’nın tariflediği 

teknikte, %3,8 lik sodyum sitrat ile yıkanmış enjektöre 2 ml kan alınır. Santrifüj tüpüne 

konulan kan 1800 devirde 8 dakika santrifüj edilir. Santrifüj sonrası tüpün alt kısmında 

eritrositlerin ağırlıkta olduğu kanın şekilli elemanları, üst kısmında trombositten fakir 

plazma toplanır. 

 

Ortada kalan trombositten zengin plazma, altta şekilli elemanlar ile birleştiği 

hattın hemen üzerinden bir enjektör yardımıyla alınır. Sıçanlardan, alınan 1.5 ml 

kandan bu teknikle 0.2 ml PRP elde edilmekte, bunu aktifleştirmek için 0.01 ml 

kalsiyum klorid eklenip oda ısısında 10 dakika bekletilmektedir (Pietrzak ve ark., 

2005; Anitua ve ark.1999; Whitman ve ark., 1997).  

 

Ortada kalan trombositten zengin plazma, altta şekilli elemanlar ile birleştiği 

hattın hemen üzerinden bir enjektör yardımıyla alınır. Sıçanlardan, alınan 1.5 ml 

kandan bu teknikle 0.2 ml PRP elde edilmekte, bunu aktifleştirmek için 0.01 ml 

kalsiyum klorid eklenip oda ısısında 10 dakika bekletilmektedir (Pietrzak ve ark., 

2005; Anitua ve ark.1999; Whitman ve ark., 1997).  

 

PRP, bir kez üretildiğinde antikoagüle durumda, stabil ve steril olarak 8 saat kalır. 

Bu durumda, plazma ve şekilli elemanlar birbirinden ayrılarak saklanmalıdır çünkü 

konsantre PRP yavaşça aşağı dağılırak eritrositle karışır ve RPP içeriğindeki trombosit 

miktarı düşer. 

 

PRP, çeşitli şekillerde uygulanabilir. Örneğin; kemik grefti ile muamele edilebilir, 

bir tabaka olarak tek başına greft gibi yerleştirilebilir, yumuşak doku yüzeyine sprey 

gibi sıkılabilir, greftin en üstüne uygulanabilir ya da biyolojik bir membran gibi 
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kullanılabilir (Garg, 2004). 

 

Pıhtılaşma ile trombositler aktive olur, hızlı bir şekilde büyüme faktörlerini 

salgılamaya başlarlar. 10 dakika içerisinde sahip oldukları büyüme faktörlerinin 

%70’ini salgılarlar ve yaklaşık %100’ünü ilk saatte salgılamış olurlar. Sonrasında ilave 

miktarda büyüme faktörlerini 8 gün boyunca tükenip canlılıklarını yitirinceye kadar 

sentez ederler. 

 

4.3.3 Stromal Vasküler Fraksiyon [SVF] 

 

Stromal vasküler fraksiyon [SVF], yağ greftlerinin santrifüj edilmesi sonucu elde 

edilen ve yağ dokusu kökenli MKH’lerden zengin bir yağ doku komponentidir. Adipoz 

dokuya ait mononükleer fraksiyon mitojenik aktivitesi süren adipozit prekürsörleri 

olarak tanımlanmıştır. Daha sonra literatürde stromal vasküler fraksiyon olarak 

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

 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda, yağ dokusunun adipositler dışında, preadiposit, 

endotelyal hücreler, düz kas hücreleri, fibroblastlar ve multipotent yağ kaynaklı kök 

hücre gibi hücreleri ihtiva ettiğini ortaya çıkarmıştır. Kök hücreler, bilindiği üzere diğer 

hücrelerden farklı olarak, kendi ve farklı türdeki hücrelere dönüşebilme kapasitesine 

sahip hücrelerdir. ADSCs, lipoaspirat materyalinin stromal vasküler fraksiyonunda 

bulunmaktadır. Bu MKH’lerin kemik, kas, kıkırdak, sinir, kan damarları gibi birçok 

mezodermal kaynaklı dokuya dönüşebildiği in-vivo ve in-vitro deneylerle 

gösterilmiştir. Yapılan çalışmalar yağ dokusu içerisindeki bu hücrelerin, anjiyogenik 

ve antiapoptotik salgılarınında olduğunu göstermiştir (Rehman J ve ark., 1997). Tüm 

bu bilgilerin sonucunda, kök hücre içeriği yüksek yağ greftinden elde edilen SVF’nun, 

verildiği dokularda yeni damar oluşumunu sağlayıp, vaskülariteyi arttırabileceği, 

hasara uğramış dokuları onararak eksikliklikleri giderilebileceği fikri ortaya atılmıştır 

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

 

4.3.4. Mezenkimal Kök Hücre Nişi 

 

Kök hücrelerin, yapılan araştırmalarda, direk hücre-hücre etkileşimleriyle veya 
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kök hücre nişi olarak adlandırılan özel mikroçevreden yayılan sinyallerle kontrol 

edildiği gösterilmiştir. Kök hücrelerin proliferasyonunu, farklılaşmasını, sağ kalımını 

ve lokalizasyonu düzenleyen bu önemli paraselüler ortam, lokal ve sistemik 

kaynaklardan gelen hücresel ve hücresel olmayan bileşenleri (adheziv sinyalleri, 

çözünür faktörleri ve matriks proteinlerini) içermektedir. Nişin içeriği, embriyonik, 

yetişkin ve progenitör kök hücreler için değişiklik gösterebilir. Kök hücreler, fiziksel, 

humoral, parakrin, otokrin ve metabolik etkileşimler dahil olmak üzere çeşitli 

mekanizmalarla çevredeki niş tarafından korunur. Bu nedenle, farklı mikroçevresel 

sinyaller ile rejenerasyon sürecini düzenleyebilir (Pennings ve ark. 2018; Youssef ve 

ark. 2017).  

 

4.3.4.1 Adipoz Doku Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin Klinik Kullanımı 

 

Son on yılda, hasarlı organ ve dokuların onarımı sırasında mezenkimal kök hücre 

fonksiyonula ilgili araştırmalar büyük bir ivme kazanmıştır. Hücre terapisinin 

uygulanması ve ayrıca rejeneratif tıp için farklı mekanizmalarla terapötiklerin 

geliştirilmesi büyük umut vaat etmektedir (Spees ve ark. 2016). MKH’ler parakrin 

mekanizmasıyla doku yenilenmesinde rol oynayan kemokinleri, sitokinleri ve büyüme 

faktörlerini salgılarlar. Ayrıca, MKH’ler allojenik bir konakçıya transplante 

edildiğinde immünosupresyon gerektirmeyebilir. Bu nedenle, MKH’lerin  

immünojenik etkiye sahip olmaması klinik uygulamalar için büyük avantaj 

oluşturmaktadır (Chamberlain ve ark. 2007). 

 

Özetle, AKMKH 'lerin elde edilme kolaylığı, bolluğu, farklı hücre hatlarına 

farklılaşabilme kapasitesi ve çeşitli immünomodülatör etkileriyle doku 

rejenerasyonunda günümüzde önemli bir kök hücre kaynağı haline gelmişir (Si ve 

ark.,2019).  
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Şekil 4.6. Yağ kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin özellikleri, farklılaşması ve 

klinik uygulamaları (Si ve ark. 2019)  

 

4.4 İnfertilite 

 

İnfertilite tanım olarak; korunmasız, düzenli cinsel ilişkiye rağmen 35 yaşın 

altında 1 yıl, 35 yaşın üstünde ise 6 ay gebelik elde edilememesi durumudur . İnfertilite 

prevalansı toplumdan topluma ve gebelik istemi olan çiftlerin yaş aralığına göre 

değişmekle birlikte, reprodüktif çağdaki çiftlerin yaklaşık %10-15’i infertiliteden 

etkilenmektedir (Zhang ve ark. 2014). İnfertilite tıbbi, psikolojik, sosyal sorunlara 

neden olan toplumsal, kültürel yönleri olan ayrıca bireylerin ve çiftlerin ihtiyaçlarını 

ve hedeflerini etkileyen, önemli bir sorundur. 

 

4.4.1 Erkek İnfertilitesi 

 

Toplumda çiftlerin yaklaşık %15’i infertilite sorunu yaşamaktadır. İnfertilite, 

%20-30 erkek kaynaklı, %20-35 kadın kaynaklı, %30-40 ise hem kadın hem erkek 

kaynaklı nedenlere bağlı olmaktadır. Açıklanamayan infertilite oranı ise %10-20’dir 

(ESHRE, 2014). Genel olarak erkek infertilitesi sperm üretimi, fonksiyonu ve 
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transportuyla ilgili sorunlar, genetik ve çevresel etkenler, kanser ve kanser tedavisine 

bağlı ortaya çıkmaktadır. 

 

İnfertilite tanısı erkeklere fizik muayene ile spermiyogram, hormon testi, genetik 

test, radyolojik görüntüleme, testis biyopsisi ile konulur. Tedavi ise infertilitenin 

nedenine göre ve kadın ile erkeğin medikal durumuna göre uygulanır (Mayo Clinic, 

2019). 

 

4.5 Apoptoz 

 

Apoptoz sitoplazmada ön enzimler olarak bulunan kaspazlar ile yönetilmekte 

olup, aktive edildiklerinde hücrede apoptoza yol açan bir dizi proteolitik yolağın 

akışını başlatırlar. Apoptozu başlatan üç aktivasyon yolağı vardır: Ekstrinsik (ölüm 

reseptörü) yolak, intrinsik (mitokondriyal) yolak ve granzim yolak. Bu yolaklarda çeşitli 

kaspazlar görev almakla birlikte her üç yolakta da efektör kaspaz 3’ ün aktivasyonu 

diğer efektör kaspazların (kaspaz 6 ve 7) aktivasyonu ile apoptoza neden olur (Güneş, 

2014; Kam & Ferch, 2000).  

 

Ekstrinsik yolak hücre zarı reseptörü olan FAS veya TNF reseptörlerine ilişkili 

ligandların bağlanması ile başlatılır. Üçlü yapı oluşturması ve Fas ile ilişkili ölüm alanı 

(FADD) ve TNF reseptörü ile ilişkili ölüm alanı (TRADD) olarak adlandıran 

proteinler ilişkili reseptörlerle birleşir. FADD kaspaz 8’e bağlanabilmek ve kesilmek 

için gerekli iki ölüm efektör alanına sahiptir. TRADD bu efektör alanlarına sahip 

olmadığından dolayı FADD ile birleşerek kaspaz 8’i aktive eder. Aktif hale gelen 

kaspaz 8, kaspaz 3’ü aktive ederek hücrenin apoptoza girmesini sağlar (Güneş, 2014; 

Kam & Ferch, 2000).  

 

İntrinsik yolak stres, toksik reaktifler, UV ışını ve inflamasyon yoluyla 

tetiklenebilir. Mitokondri zar potansiyelindeki (ΔΨm) değişiklikler aracılığıyla aktive 

edilir. ΔΨm değişiklikler mPTP’lerin açılması ve mitokondri iç zarında bulunan 

sitokrom c’nin sitozole translokasyonu ile sonuçlanmaktadır. Sitokrom c apoptoz 

proteaz aktifleştirici faktör 1 (APAF-1) bağlanarak, ATP varlığında kaspaz 9’u 
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keserek aktifleştirir. Kaspaz 9, kaspaz 3’ü aktive ederek hücrenin apoptoza girmesini 

sağlar. İntrinsik yolak dış mitokondriyal zarda yerleşik olan Bcl-2 tarafından 

düzenlenir. Bcl-2 ailesi üyelerinden Bvl2 ve Bcl-x anti-apoptotik, Bax ve Bad pro- 

apoptotiktir (Gewies, 2003; Lawen, 2003). 

4.6 Hücresel Tedavi [HT] Uygulamalarında Birlikte Kullanım 

 

4.6.1 Tekli Uygulamalar 

 

Fare testis dokuları ile hava-sıvı ara yüzü organ kültürü yöntemi kullanılarak in 

vitro spermatogenez [IVS] mümkündür. Bununla birlikte, aynı yöntem, fareler 

dışındaki hayvanlara pek uygulanamamıştır, yalnızca spermatogenezde ilerleme 

kaydedilmemekte veya sınırlı ilerleme kaydedilmektedir. Literatürdeki bir çalışmada, 

hormonlar, antioksidanlar ve lizofosfolipidler dahil olmak üzere kimyasal maddeler 

ekleyerek, kültür ortamının modifikasyonları ile sıçanların IVS' sindeki eksiklik 

giderilmiştir. Buna ek olarak, dokuları daha düşük oksijen konsantrasyonuna sahip bir 

inkübatöre yerleştirerek veya doku üzerine silikon örtü tavanı uygulayarak oksijen 

gerilimini azaltmak, spermatojenik verimliliği arttırmada etkili olmuştur. Kültür 

koşulunun bu modifikasyonları yoluyla, kültürlenmiş dokuda 70 gün boyunca 

yuvarlak spermatidlere kadar sıçan spermatogenez korunmuştur. Mevcut sonuçlar, 

sıçan IVS'sinde önemli bir ilerleme olduğunu göstermiştir, fareler ve sıçanlar için 

yaygın olarak uygun olan koşulları ortaya çıkarmıştır ve ayrıca sıçana özgü 

optimizasyonlar bulunmuştur. Bu, insanlar da dahil olmak üzere birçok hayvan 

türünde başarılı IVS'ye doğru önemli bir gelişmedir. (Takafumi Matsumura ve ark 

2021). 

 

Testislerinde spermatozoanın izlenemediği azospermi hastalarının tedavisine 

ilişkin son raporlar, daha çok MKH'ler gibi yetişkin kök hücrelerin potansiyel 

kullanımına odaklanılmıştır. Yapılan bir çalışmada, sıçan modellerini kullanarak 

azospermi tedavisinde yağ dokusundan elde edilen MKH'lerin potansiyel kullanımını 

göstermek amaçlanmıştır. Busulfan uygulamasından sonra, sıçanlara (n = 20) GFP (+) 

MKH'ler sol rete testislerine enjekte edilmiştir. 12 hafta sonra hücre enjeksiyonu ile 

testisler boyutsal ve immünohistokimyasal [İHK] analizden sonra kontrol ile 

karşılaştırılmıştır. MKH'lerle tedavi edilen testisler morfolojik olarak normal 
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görünüyor, ancak kök hücre tedavisi görmemiş, seminifer tübüllerin boş olduğu 

sıçanlarda atrofi gözlenmiştir. Spermatogenez, hücre ile tedavi edilen testislerin tüm 

tübüllerinde değil, bazılarında tespit edilmiştir. Testislerdeki GFP(+) /VASA(+) ve 

GFP(+)/SCP1(+) hücreleri, uygun mikro çevrede MKH'lerin spermatogenetik 

hücrelere farklılaşmasını göstermektedir. Hücre tedavisi ile sıçanlar, spermatogenezin 

tam olarak geri kazanıldığını göstermek için çiftleştirilmiştir ve sürekli nesiller elde 

edilmiştir. GFP ekspresyonu, yağ dokusu ve kemik iliğinden elde edilen MKH’lerde 

ve ayrıca yavruların spermlerinde tespit edilmiştir. Sonuç olarak, MKH'ler gelecekte 

insanlarda aynı amaç için çalışılabilir (Cihangir Cakici ve ark 2013). 

 

İnfertilite, farklı üreme bozukluklarının neden olduğu dünya çapında bir sorundur. 

Bugüne kadar, etiyolojiye özgü ilaçlar, hormonal tedaviler, cerrahi eksizyonlar ve 

yardımcı üreme teknolojileri dahil olmak üzere fertiliteyi geri kazanmak için çeşitli 

terapötik yaklaşımlar denenmiştir. Bu yaklaşımlar sonuç verse de her durumda fertilite 

onarımını sağlanamaz. Kök hücre [KH] tedavisinin kullanılmasındaki ilerlemeler, 

kendilerini yenileme, farklılaşma ve hasarlı veya hasarlı hücreleri yenilemek ve 

etkilenen germ hücrelerini yenilemek için farklı parakrin faktörleri üretme yetenekleri 

nedeniyle infertil hastaları tedavi etmek için büyük bir umut vaat etmektedir. Ayrıca 

KH'ler, nükleik asitler, lipidler ve proteinler dahil biyolojik olarak aktif moleküller 

içeren hücre dışı veziküller (EV'ler) salgılarlar. EV'ler çeşitli fizyolojik ve patolojik 

süreçlerde yer alır ve infertilite ile mücadele için umut verici hücresel olmayan 

terapötik kullanımlar göstermektedir. Birkaç çalışma, KH'lerin veya bunlardan 

türetilmiş EV'lerinin transplantasyonunun üreme sisteminin farklı bölümlerinin 

yenilenmesinde, oosit üretiminde ve sperm üretiminin başlatılmasında çok önemli bir 

rol oynadığını göstermiştir. Bununla birlikte, mevcut kanıtlar, insan popülasyonunun 

infertilite sorunlarını çözmede KH transplantasyonu veya EV enjeksiyonunun 

etkinliğini kanıtlama ihtiyacını tetiklemiştir. Bu derlemede, kök hücreler veya 

bunlardan türetilen EV'ler tarafından olası tedavilere özel olarak odaklanarak, 

kadınlarda ve erkeklerde infertilite konularını kapsayan son literatürün altı çizilmiştir. 

(Ahmad Yar Qamar ve ark 2021). 

 

Testis torsiyonu, iskemik yaralanmaya bağlı infertiliteye neden olabilen ürolojik 

bir acil durumdur. Orşiopeksi ile kısa sürede yapılan cerrahi düzeltme, infertiliteyi 

önlemenin tek yoludur ve spermatogenezin onarımı için etkili bir tedavi yoktur. Daha 



 
 

45 

önce testis torsiyon detorsiyonu üzerine lokal enjeksiyon yoluyla MKH'ler sperme 

farklılaşmadan spermatogenezi onardığı bildirmiştir. Bu çalışmada, testis torsiyon-

detorsiyonu ile indüklenen germ hücre aktivitesini düzenlemede MKH'lerin moleküler 

mekanizmaları araştırılmıştır. 6-8 haftalık on altı erkek Sprague Dawley sıçanı, 3 saat 

boyunca sol testis 720° torsiyonu ve ardından MKH'li veya MKH'siz detorsiyon 

oluşturulmuştur. Testis torsiyonu olmaksızın sağ kasık derisi kesisi kontrol olarak 

kullanılmıştır. 3 x 104 hücreli MKH'ler, detorsiyondan 30 dakika önce sol testise lokal 

olarak enjekte edilmiştir. Ameliyattan üç gün sonra orşiektomi yapılmıştır ve testis, 

epididim ve sperm birbirinden ayrılmıştır. Sperm üzerindeki fonksiyonel 

değerlendirmeler, sperm miktarını ve sperm hareketliliğini saymayı, F-aktin boyamayı 

ve adenosin trifosfat [ATP] içeriğini ölçmeyi içermektedir. Her doku segmentindeki 

glikojenez ve glikolizin ayırt edici özellikleri Western blot ile ölçülmüştür. Testis 

torsiyonu-detorsiyonu, sperm miktarını önemli ölçüde azaltmıştır, hareketliliği 

engellemiştir, F-aktin ekspresyonunu azaltarak, spermdeki ATP içeriğini azaltmıştır. 

MKH'lerin lokal enjeksiyonu, özellikle sperm hareketliliğini ve sperm fonksiyonunu 

iyileştirmiştir. MKH'ler ile, testis torsiyon detorsiyonundan sonra ATP içeriği ve F 

aktin korunmuştur. İnsan kök hücre faktörü, sperm testis torsiyon detorsiyonunun 

neden olduğu germ hücre hasarının neden olduğu Akt/GSK3 ekseninin aktivasyonuna 

katkıda bulunmuştur. Testiküler torsiyon detorsiyonu ile hasar görmüş bir testise 

MKH'lerin lokal enjeksiyonu, esas olarak sperm hareketliliğini ve enerjisini 

geliştirerek sperm fonksiyonunu eski haline getirir. MKH'ler, spermdeki glikojenez ve 

glikoliz dengesizliğini düzenleyerek tersine çevirmiştir (Chi-Hao Hsiao ve ark 2019). 

 

Azospermi hastalarının tedavisine ilişkin son raporlar, daha çok MKH'ler gibi 

yetişkin kök hücrelerin potansiyel kullanımına odaklanmıştır. Literatürdeki bir 

çalışmada, sıçan hastalığı modellerini kullanarak azospermi tedavisinde adipoz 

dokudan elde edilen MKH'lerin potansiyel kullanımını göstermek amaçlanmıştır. 

Busulfan uygulamasından sonra sıçanlara GFP+ MKH'ler sol rete testislerine enjekte 

edilmiştir. 12 hafta sonra hücre enjeksiyonu yapılan testisler (sağ testis) boyutsal ve 

immunohistokimyasal analizinden sonra kontrol (sol testis) ile karşılaştırılmıştır. 

MKH'lerle tedavi edilen testisler morfolojik olarak normal görünmektedir, ancak kök 

hücre tedavisi uygulanmayan ve seminifer tübüllerin boş olduğu sıçanlarda atrofik 

olarak izlenmiştir. Spermatogenez, hücre ile tedavi edilen testislerin tüm tübüllerinde 

olmasada, bazılarında tespit edilmiştir. GFP+/VASA+ ve GFP+/SCP1+ hücreleri, 
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uygun mikroçevrede MKH'lerin spermatogenetik hücrelere farklılaşmasını 

göstermiştir. Hücre tedavisi ile sıçanlar, spermatogenezin tam olarak geri kazanıldığını 

göstermek için çiftleştirilmiştir ve sürekli nesiller elde edilmiştir. GFP ekspresyonu, 

yağ dokusu ve kemik iliğinden elde edilen MKH’lerde ve ayrıca yavruların 

spermlerinde tespit edilmiştir. Sonuç olarak, MKH'ler gelecekte insanlarda aynı amaç 

için çalışılabilir. (Cihangir Cakici ve ark 2019). 

 

2.6.2 İkili Uygulamalar 

 

Rejeneratif tıpta kullanım için uygun hücre orijininin uygulanması en önemli 

konudur. Doku mühendisliği ve rejeneratif tıp için çeşitli kök hücreler kullanılmıştır. 

Örneğin, rejeneratif tıp için tedavi seçeneği olarak birkaç stromal hücre kullanılmıştır. 

Örneğin, insan kemik iliğinden türetilen stromal hücreler ve adipozdan türetilen 

stromal hücreler (ADSC'ler), hücre bazlı terapide kullanılır. ADSC ile ilişkili kök 

hücre tedavisi ve süreçleri ile ilgili veriler, son 10 yılda dikkate değer bir şekilde 

gelişmiştir. Tıbbi seçenekler olarak hem SVF hem de ADSC, kusursuz hücre bazlı 

terapötikler olarak iyi bir fırsat sunmaktadır. Bazı biyolojik özellikler, hücresel 

bağışıklık sistemi özelliklerinin modülasyonu ve sitokinler, kemokinler ve büyüme 

faktörleri gibi biyoaktif proteinlerin salgılanması ve ayrıca bunların içsel anti ülser ve 

anti inflamatuar potansiyeli dahil olmak üzere ADSC'lerin rejeneratif aktivitesini 

etkileyen ana faktörlerdir. ADSC'ler tarafından çeşitli hastalıklar tedavi edilmiştir ve 

ADSC'lerin daha geniş bir hastalık yelpazesini iyileştirmek için terapötik strateji 

olarak kullanılabilmesi olasılığına büyük ilgi gösterilmesi şaşırtıcı değildir. Bu, 

özellikle rutin tedavi yöntemlerinin hastalıkların tedavisinde tam olarak etkili olmadığı 

hatırlandığında önemlidir. Burada ADSC'nin kolit, karaciğer yetmezliği, diabetes 

mellitus, multipl skleroz, ortopedik bozukluklar, saç dökülmesi, fertilite sorunları ve 

tükürük bezi hasarına uygulamaları tartışılmıştır. (Tabatabaei Qomi R ve ark 2017). 

 

İnsan adipoz kaynaklı MKH'ler inatçı hastalıkların veya travmatik doku hasarının 

tedavisi olarak klinik uygulaması dikkat çekmiştir. Zarar gören ovaryumları yeniden 

etkinleştirme yeteneğini ele almak için, bir antikanser ajanı olan siklofosfamid (CTX) 

kullanarak zarar görmüş ovaryumlara sahip bir sıçan modeli hazırlanmıştır. Daha 

sonra ovaryum fonksiyonu üzerindeki onarıcı etkileri ve yağ kaynaklı MKH'lerin (A-

MKH'ler) güvenliğini araştırılmıştır. MKH'lerin anjiyogenezi indükleyebildiği ve 



 
 

47 

ovaryumlardaki over foliküllerinin ve korpus luteumun sayısını geri yükleyebildiği 

gösterilmiştir. F1 ve F2 sıçanlarında hiçbir deformasyon, tümör oluşumu veya ölüm 

gözlenmemiştir, bu da MKH'lerin overlere lokal enjeksiyonunun herhangi bir belirgin 

yan etkiye sahip olmadığını gösterir. Ayrıca, overlere erkek A MKH'leri enjekte 

edilerek floresan in situ hibridizasyon yöntemi kullanılarak Y kromozomunun 

lokalizasyonu araştırılmıştır; sonuç olarak, Y kromozomları foliküllerde değil, tekal 

katmanlarda lokalize olmuştur. ELISA, A-MKH'lerin kuyruk fibroblast hücrelerinden 

daha yüksek seviyelerde vasküler endotelyal hücre büyüme faktörü (VEGF), insülin 

benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) ve hepatosit büyüme faktörü (HGF) salgıladığını 

ortaya koymuştur. Nicel gerçek zamanlı PCR ve immünohistokimya, A MKH 

transplantasyonundan sonra CTX ile tedavi edilen overlerde VEGF, IGF-1 ve HGF'nin 

daha yüksek ekspresyon seviyelerinin gözlendiğini göstermiştir. Bu bulgular, 

MKH'lerin hasarlı over fonksiyonunu geri kazanmada bir rolü olabileceğini ve 

rejeneratif tıp için yararlı olabileceğini düşündürmektedir. (Takuya Aida ve ark 2013). 

 

Kültürlenmiş adipoz türevli kök hücrelerin (ADSC'ler) intrakavernöz 

enjeksiyonu, yaralanma anında uygulandığında kavernöz sinir hasarı görmüş 

sıçanlarda erektil işlevi etkin bir şekilde geri yüklemektedir. Bununla birlikte, 

kültürleme, ADSC'leri kontaminasyon ve farklılaşma riskine maruz bırakır. 

Kültürlenmemiş otolog adipoz türevli SVF, yaralanma sırasında veya yaralanmadan 4 

hafta sonra uygulandığında kavernöz sinir yaralanmasının bir sıçan modelinde erektil 

fonksiyonun iyileştirilmesi üzerindeki etkisini keşfedilmiştir. 89 erkek Sprague 

Dawley sıçanı rastgele dört gruba ayrılmıştır. Çalışmanın başlangıcında kavernöz sinir 

yaralanması veya sham cerrahi uygulandı ve sıçanlar ya SVF ile tedavi edildi. 

Kavernöz sinir ezilme veya sham cerrahisinden 12 hafta sonra fonksiyonel testler ve 

histolojik analizler yapılmıştır. Kavernöz sinir ezilmesinden hemen sonra 

intrakavernöz salin enjeksiyonu (n = 23), kavernöz sinir ezilmesinden hemen sonra 

intrakavernöz SVF enjeksiyonu (n = 17), kavernöz sinir ezilmesinden 4 hafta sonra 

SVF intrakavernöz enjeksiyonu (n = 23) veya sham cerrahisi (n = 23) kullanılmıştır. 

Kavernöz sinir elektrostimülasyonuna intrakavernöz basınç yanıtını incelenmiştir ve 

midpenil kesitlerinin histolojik incelemesini yapılmıştır. Veriler, tek yönlü varyans 

analizi ve ardından Tukey-Kramer testi kullanılarak analiz edilmiştir. 

 

SVF ile hem acil hem de gecikmeli tedavi, araçla tedavi edilen grupla 
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karşılaştırıldığında, ICP'nin ortalama arter basıncına oranının önemli ölçüde 

artmasıyla sonuçlandı. SVF ile hem acil hem de gecikmeli tedavi, araç grubuna kıyasla 

dorsal penil sinirlerde nöronal nitrik oksit sentaz ve nörofilament ekspresyonunu 

önemli ölçüde arttırmıştır. Ayrıca, korpus kavernozum içindeki düz kas-kollajen oranı, 

araçla tedavi edilen sıçanlara kıyasla her iki SVF grubunda da önemli ölçüde 

iyileştirmiştir. Çalışmanın ana kısıtlılığı, SVF bileşenlerinin belirlenmemiş olmasıdır. 

 

Kültürlenmemiş otolog SVF, KS ezilmesinden hemen veya 4 hafta sonra enjekte 

edilmiştir, erektil fonksiyonu iyileştirmiştir, sinir rejenerasyonunu desteklemiştir ve 

KS yaralanmasını takiben korpus kavernozumda fibrozisi önlemiştir (Xuefeng Qiu ve 

ark 2012). 

 

Son dönemlerde yapılan birçok çalışmada, MKH ’lerin farklı hastalık 

modellerinde terapötik etkilerini göstermiştir. İnfertilite, dünya çapında yüksek 

yaygınlıkta görülen bir hastalıktır. Genetik faktörler, toksik maddelere maruziyet, 

radyoterapi, kemoterapi gibi antikanser tedavileri, testis torsiyonu gibi nedenlerle 

nonobstrüktif azospermi oluşabilir. Farklılaşma kapasiteleri ve parakrin etkileri 

nedeniyle erkek infertilitesinin tedavisinde MKH’lerin etkinliğini belirlemek için 

birçok çalışma yapılmıştır. Farklı kaynaklardan elde edilen MKH 'lerin erkek germ 

hücrelerine farklılaşma kapasitesinin in vitro olarak belirlenmesine ek olarak, MKH'ler 

testise enjekte edilerek bu hücrelerin testis nişi üzerindeki etkileri belirlenmiştir. 

Obstrüktif olmayan azosperminin nedenlerinden birkaçına değinilmiştir ve MKH'lerin 

testis yaralanması üzerindeki terapötik etkilerini belirlemek için mevcut çalışmalar 

özetlenmiştir (Büşra Çetinkaya Ün ve ark 2020). 

 

4.6.3 Üçlü Uygulamalar 

 

Çalışma grubu tarafından beş klinik merkezde 421 hastayı tedavi etmek için son 

altı yılda SVF tedavisi uygulanmıştır. Kök hücre içeren bir madde olan otolog SVF, 

lipoaspirattan izole edilerek, PRP ile karıştırılmıştır ve dejeneratif hastalıklar, 

otoimmün hastalıklar, travma, yaşlanma ve etiyolojisi bilinmeyen diğer hastalıkları 

olan hastalara uygulanmıştır. Bu çalışmada infüzyon, spinal ve intraartiküler 

enjeksiyon yoluyla verilen SVF ve PRP'nin güvenilirliğinin belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Lipoaspirat, doku ayrıştırıcı bir enzim ile işlenerek ve ardından 
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santrifüjleme yoluyla SVF izole edilmiştir. Ayrıca her hastadan kan alınarak PRP izole 

edilmiştir. Tüm deneklere intravenöz [IV] enjeksiyonla otolog PRP ve SVF 

uygulanmıştır. Azınlık grubu, ek bir spinal veya eklem içi enjeksiyon yapılmıştır. 

Müdahale tipi, her hastalık değerlendirmesi ile belirlenmiştir. Her hasta için hücre 

dozları ve yan etkiler belgelendi ve analiz edildi. Güvenli kabul edilen hücre dozu, IV 

enjeksiyon için 250 cc normal salin içinde 10 milyar SVF hücresinden az ve eklem içi 

ve spinal enjeksiyon için 1 milyar SVF'den azdı. Olumsuz olaylar şiddetli değildi ve 

başarıyla tedavi edildi. Gözlenen herhangi bir yan etki, spinal veya eklem içi 

enjeksiyonların bir sonucu olarak tanımlandı ve SVF veya PRP ile ilgili değildi. Sonuç 

olarak, infüzyon, spinal ve intraartiküler enjeksiyon yoluyla 421 hastanın 

çoğunluğunda 10 milyar hücreye kadar yüksek dozda SVF uygulamasının majör 

advers olaylara neden olmadan uygulanabilir olduğunu ve iyi tasarlanmış tedavinin 

güvenliğini ve etkinliğini ele alan deneme faz I-II çalışmalarının klinikte daha fazla 

araştırılması gerektiğini göstermiştir (Karina F. Moegni ve ark 2020). 

 

Diyabetik ayak ülseri, diyabetes mellitusun yüksek sakatlık, mortalite ve 

morbidite ile karakterize ciddi bir kronik komplikasyonudur. Trombositten zengin 

plazma (PRP), yüksek büyüme faktörleri içeriği nedeniyle diyabetik yara 

iyileşmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır. Bununla birlikte, büyüme faktörlerinin 

hızlı bir şekilde bozulması nedeniyle uygulaması sınırlıdır. Bu çalışma, kombine 

adipoz türevli mezenkimal kök hücrelerin (ADSC'ler) ve PRP tedavisinin diyabetik 

yara iyileşmesini desteklemedeki etkinliğini Notch sinyal yolu ile ilgili olarak 

değerlendirmeyi amaçlamıştır. 

 

Albino sıçanlar 6 gruba [kontrol (yarasız), sham (yaralı ancak diyabetik olmayan), 

diyabetik, PRP ile tedavi edilen, ADSC ile tedavi edilen ve PRP+ADSC ile tedavi 

edilen gruplar] ayrılmıştır. Bireysel ve kombine tedavinin etkisi, yara kapanma hızı, 

epidermal kalınlık, dermal kollajen ve anjiyogenez değerlendirilerek değerlendirildi. 

Ayrıca, Notch sinyal yolunun anahtar elemanlarının gen ve protein ekspresyonu 

(Notch1, Delta benzeri kanonik Notch ligand 4 (DLL4), Hairy Enhancer of Split-1 

(Hes1), Hey1, Jagged-1), anjiyojenik işaretçinin gen ekspresyonu (vasküler endotelyal 

büyüme faktörü ve stromal hücre kaynaklı faktör 1) ve epidermal kök hücreler 

(EPSC'ler) ile ilgili gen (ß1 Integrin) değerlendirilmiştir. 

Kombine terapi, kollajen, epidermal kalınlık ve anjiyogenez alan yüzdesinde 
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belirgin bir artışla yeniden epitelizasyon ve granülasyon dokusu oluşumuna neden 

olduğundan, verilerde 7 ve 14 gün sonra bireysel kullanımlarına kıyasla 

PRP+ADSC'lerin daha iyi yara iyileşmesi göstermiştir. Ayrıca, Notch sinyali önemli 

ölçüde aşağı regüle edilmiştir ve diğer tedavi edilen gruplara ve diyabetik gruplara 

kıyasla EPSC proliferasyonu ve alımı geliştirilmiştir. 

 

Bu veriler, PRP ve ADSC'lerin kombine tedavisinin, Notch yolunu modüle 

ederek, anjiyogenez ve EPSC proliferasyonunu teşvik ederek sıçanlarda deneysel 

olarak indüklenen diyabetik yaraların iyileşmesini önemli ölçüde hızlandırdığını 

göstermiştir. (Nesrine Ebrahim ve ark 2021). 

 

İnsan adipozdan türetilen SVF hücre enjeksiyonunun mikrosirkülasyon 

üzerindeki faydalı etkileri, yakın zamanda in vitro ve in vivo çalışmalarda rapor 

edilmiştir. Bununla birlikte, intravasküler kan akışının durumuna bakılmaksızın, 

yaygın olarak doku perfüzyonu bozukluğu yaşayan diyabetik hastalarda etkisini 

bildiren hiçbir klinik çalışma yoktur. Bu çalışmada, özellikle iskemik diyabetik 

ayaklarda mikro dolaşımı hızlandırmak için SVF hücre enjeksiyonunun olasılığını 

klinik olarak incelemek için tasarlanmıştır. 

 

Yaraların etrafına SVF hücrelerinin deri altı enjeksiyonunu almak için on 

diyabetik ayak dahil edildi. Transkütanöz parsiyel oksijen basıncı (TcPO2) ve kutanöz 

mikrovasküler kan akışı, hücre enjeksiyonundan önce ve 12. haftaya kadar her dört 

haftada bir ölçülmüştür. 

 

TcPO2 değerleri enjeksiyon öncesi 31.3±7.4'ten SVF enjeksiyonundan 12 hafta 

sonra 46.4±8.2 mmHg'ye yükseldi (1.5 kat, p<0.05). Kutanöz mikrovasküler kan akışı 

seviyeleri, enjeksiyon öncesi 34.0±21.1'den SVF enjeksiyonundan 12 hafta sonra 

76.1±32.5 perfüzyon ünitesine yükseldi (2.2 kat, p<0.05). SVF hücre enjeksiyonu ile 

ilgili herhangi bir yan etki olmamıştır. Bu çalışmanın sonuçları, adipoz kaynaklı SVF 

hücre enjeksiyonunun iskemik diyabetik ayaklarda mikro sirkülasyon üzerinde faydalı 

etkiler sağlama olasılığına sahip olduğunu göstermektedir. (Kyung-Chul Moon ve ark 

2019). 
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4.6.4 Dörtlü Uygulamalar 

 

Bir canlı hücre topluluğunun yarı geçirgen bir zar içinde tutulduğu bir strateji olan 

hücre kapsülleme, gelişen bir biyoteknoloji ve rejeneratif tıp dalını temsil etmektedir. 

Örneğin, son 20 yılda erkek ve dişi gametler ve embriyolar, in vitro gametogenez, 

embriyo kültürü, hücre muhafazası ve meni kontrollü salıverme gibi farklı amaçlar için 

somatik hücrelerle veya somatik hücreler olmadan kapsüllenmiştir. Bunun yanı sıra, 

hücre dışı matrisi taklit eden ve hem hücre fonksiyonlarını hem de metabolizmayı 

destekleyen, biyolojik olarak parçalanabilen doğal bir polimer olan aljinatta hücre 

kapsülleme teknolojisi, üç boyutlu (3D) kültürler elde etmek amacıyla geliştirilmiştir. 

Bu bağlamda, adipoz kaynaklı SVF, doku rejenerasyonundaki önemli potansiyeli 

nedeniyle giderek daha fazla dikkat çekmiştir. Aslında, SVF, potansiyel olarak 

adipositlere, kondrositlere, osteoblastlara, miyositlere, kardiyomiyositlere, 

hepatositlere ve nöronal, epitelyal ve endotelyal hücrelere farklılaşabilen zengin bir 

mezenkimal hücre (ADSC'ler) kaynağını temsil eder. Bu hücreler rejeneratif tıpta, 

doku mühendisliğinde, gen tedavisi ve hücre yenileme kanser tedavilerinde kullanım 

için ideal adaylardır. İleri tedavilere (gen tedavisi, somatik hücre tedavisi ve doku 

mühendisliği) yönelik büyük ölçekli hücre kapsülleme için teknolojik kaynaklar 

mevcut olduğu sürece, bu alandaki son gelişmeler bilimsel literatür açısından gözden 

geçirilmektedir (Ilaria Ghidoni ve ark 2008). 
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

Çalışmamız Manisa Celal Bayar Üniversitesi Tıp Fakültesi Hayvan Deneyleri 

Yerel Etik Kurulu’nun 02/06/2020 tarih ve 77.637.435 numaralı onayı ile Manisa 

Celal Bayar Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafından 

2020-059 no’lu proje ile gerçekleştirilmiştir. Yüksek Lisans tez çalışmalarının tamamı 

Manisa Celal Bayar Üniversitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı 

laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. 

 

5.1 Deney Hayvanlarının Temini ve Deney Grupları 

 

Bu çalışma da Manisa Celal Bayar Üniversitesi Deney Hayvanları Uygulama ve 

Araştırma Merkezi’nden (DEHAM) temin edilen 15 adet, ağırlıkları 300-400 gr 

arasında değişen 12 haftalık erişkin Wistar albino erkek sıçanlar kullanılmıştır. 

Sıçanlar 3 gün boyunca (adaptasyon için) herhangi bir sağlık problemi belirtisine karşı 

bekletilmiştir. Çalışma boyunca hayvanlar stabil koşullar altında (220C sıcaklık, %30- 

70 nem, aydınlık/karanlık döngüsü 12/12 saat) tutuldu. Sıçanların beslenmeleri kuru 

pelletler ve çeşme suyu ile sağlandı. 

 

Deney grupları 15 adet sıçandan elde edilen spermler ile kültür ortamında 6 gözlü 

flasklara alınarak 15 grup oluşturuldu. Gruplar Kontrol Grubu (KG), Sham Grubu 

(SG), Diyabet Grubu (DG), Diyabet+ MKH Grubu, Diyabet + Koşullu 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 şeklinde ayrılmıştır 

(Tablo 5.1). 

 

Deney sonunda elde edilen lam üzerinde hazırlanan sperm yaymaları morfolojik 

incelemeler için Diff-Quik kiti (MedionDiagnostics, Almanya) kullanılarak 
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değerlendirilmiştir. İmmunohistokimyasal analizler için Endotelyal Nitrik Oksit 

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

8, CASPAZ 9 primer antikorları ile boyandı. Apoptotik hücre ölümünün belirlenmesi 

amacı ile Terminal Transferased UTP Nick End Labeling [TUNEL] boyama yöntemi 

kullanılmıştır. 

 

Tablo 5.1. Deney Grupları 

 

Grup 1 Kontrol Grubu 

(KG) 

N=6 - Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 
1 saat boyunca bekletilip canlılık, hareket 
ve morfoloji için analiz edilmiştir. 

Grup 2 Sham 

Grubu 

(SG) 

N=6 - Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 
1 saat boyunca normal glikozlu besiyeri 
ile bekletilip canlılık, hareket ve morfoloji 
için analiz edilmiştir. 

Grup 3 Diyabet 

Grubu 

(DG) 

N=6 - İntraperitonal olarak 50 mg/kg tek 
doz olacak şekilde 0.1mol/L sodyum 
sitrat tamponu (pH: 4.7) ile hazırlanmış 
streptozotosin (STZ) enjekte edildi. 
- Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 1 
saat boyunca yüksek glikozlu besiyeri 
ile bekletilerek canlılık, hareket ve 
morfoloji için analiz edilmiştir. 

Grup 4 Diyabet+ 
MKH Grubu 

N=6 - Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 
1 saat boyunca yüksek glikozlu besiyeri+ 
MKH (1x106 YKMKH) 100 µl besiyeri 
ile bekletilerek canlılık, hareket ve 
morfoloji için analiz edilmiştir. 

Grup 5 

 

Diyabet+ 
Koşullu 
Besiyeri 
Grubu 

N=6 - Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 1 
saat boyunca yüksek glikozlu besiyeri+ 
Koşullu besiyeri (100 µl 24 saat beklemiş 
besiyeri) ile bekletilerek canlılık, hareket 
ve morfoloji için analiz edilmiştir. 

 

Grup 6 

 

Diyabet+ 
MKH+ 
Koşullu 
Besiyeri 
Grubu 

 

N=6 Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 1 
saat boyunca yüksek glikozlu 
besiyeri+MKH (1x106 YKMKH) + 
Koşullu besiyeri (100 µl 24 saat beklemiş 
besiyeri) ile bekletilerek canlılık, hareket 
ve morfoloji için analiz edilmiştir. 
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Grup 7 

 

Diyabet+ PRP 
Grubu 

 

N=6 - Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 1 
saat boyunca yüksek glikozlu besiyeri+ 
Trombosit Zengin Plazma (PRP) %20 v/v 
oranında ile bekletilerek canlılık, hareket 
ve morfoloji için analiz edilmiştir. 

 

Grup 8 
Diyabet+ SVF 
Grubu 

N=6 Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 1 
saat boyunca yüksek glikozlu besiyeri+ 
Stromal Vasküler Fraksiyon (SVF) 1-2 
mm³ olacak şekilde bekletilerek canlılık, 
hareket ve morfoloji için analiz 
edilmiştir. 
 

Grup 9 

 

Diyabet+ 
MKH+ PRP 
Grubu 

 

N=6 - Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 1 
saat boyunca yüksek glikozlu besiyeri+ 
MKH (1x106 YKMKH) + Trombosit 
Zengin Plazma (PRP) %20 v/v oranında 
ile bekletilerek canlılık, hareket ve 
morfoloji için analiz edilmiştir. 

 

Grup 10 

 

Diyabet+ 
MKH+ SVF 
Grubu 

N=6 - Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 1 
saat boyunca yüksek glikozlu besiyeri+ 
MKH (1x106 YKMKH) + Stromal 
Vasküler Fraksiyon (SVF) 1-2 mm³ ile 
bekletilerek canlılık, hareket ve morfoloji 
için analiz edilmiştir. 

 

Grup 11 

 

Diyabet+ 
Koşullu 
Besiyeri+ PRP 
Grubu 

N=6 - Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 1 
saat boyunca yüksek glikozlu besiyeri + 
Koşullu Besiyeri (100 µl 24 saat beklemiş 
besiyeri) + Trombosit Zengin Plazma 
(PRP) %20 v/v oranında ile bekletilerek 
canlılık, hareket ve morfoloji için analiz 
edilmiştir. 

 
Grup 12 

 

Diyabet+ 
Koşullu 
Besiyeri+ SVF 
Grubu 

N=6 - Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 1 
saat boyunca yüksek glikozlu besiyeri+ 
Koşullu Besiyeri (100 µl 24 saat beklemiş 
besiyeri) + Stromal Vasküler Fraksiyon 
(SVF) 1-2 mm³ ile bekletilerek canlılık, 
hareket ve morfoloji için analiz 
edilmiştir. 
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Grup 13 

 

Diyabet+ 
MKH+ Koşullu 
Besiyeri+ PRP 
Grubu 

N=6 - Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 1 
saat boyunca yüksek glikozlu besiyeri+ 
MKH (1x106 YKMKH) + Koşullu 
Besiyeri (100 µl 24 saat beklemiş 
besiyeri) + Trombosit Zengin Plazma 
(PRP) %20 v/v oranında ile bekletilerek 
canlılık, hareket ve morfoloji için analiz 
edilmiştir. 

 

Grup 14 
Diyabet+ 
MKH+ Koşullu 
besiyeri+ SVF 
Grubu 

N=6 - Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 1 
saat boyunca yüksek glikozlu besiyeri+ 
MKH (1x106 YKMKH) + Koşullu 
besiyeri (100 µl 24 saat beklemiş 
besiyeri) + Stromal Vasküler Fraksiyon 
(SVF) 1-2 mm³ ile bekletilerek canlılık, 
hareket ve morfoloji için analiz 
edilmiştir. 

Grup 15 
Diyabet+ 
MKH+ Koşullu 
besiyeri+ PRP+ 
SVF Grubu 

N=6 -Sperm olgunlaşma besiyerine alınıp 1 
saat boyunca yüksek glikozlu besiyeri+ 
MKH (1x106 YKMKH) + Koşullu 
besiyeri (100 µl 24 saat beklemiş 
besiyeri) + Trombosit Zengin Plazma 
(PRP) %20 v/v oranında+ Stromal 
Vasküler Fraksiyon (SVF) 1-2 mm³ ile 
bekletilerek canlılık, hareket ve morfoloji 
için analiz edilmiştir. 

 

5.2 Deneysel Diyabet Modelinin Oluşturulması 

 

300-400 gr. arasında değişen Wistar Albino 15 erkek gruplara ayrılmıştır. 

Diyabetik gruplar için denekler, diyabet oluşturulmadan önce 12 saat aç bırakılmıştır. 

50 mg/kg tek doz olacak şekilde 0.1mol/L sodyum sitrat tamponu (pH:4.7) ile 

hazırlanan STZ (Sigma, katolog no: 18883-66-4) intraperitoneal olacak şekilde enjekte 

edilmiştir (Mercan ve ark. 2020). 

 

5.3 Mezenkimal Kök Hücrelerin ve Nişin Eldesi 

 

5.3.1 Yağ Doku Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücre Eldesi ve 

Karakterizasyonu 

  

Yağ dokusu kaynaklı MKH’ler, 6-8 haftalık bir sıçanın subkutan inguinal 
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yağından elde edilmiştir. Sıçanlara aneztezi uygulandıktan sonra steril makaslar 

kullanılarak yağ dokusu çıkartılmıştır. Kandan gelebilecek herhangi bir 

kontaminasyon riskine karşı defalarca fosfat tamponlu salin [PBS] (Gibco, katalog 

no: 10010023) solüsyonunda yıkanmıştır. Daha sonra yağ dokusu steril bistürü 

yardımıyla küçük parçalar halinde kesilerek,10 dk boyunca %0,1 tip 1 kollajenazla 

(Gibco, katalog no:17100017) enzimatik olarak parçalanmıştır ve çökeltilerin 

uzaklaştırılması için 800×g’de 10 dk santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrasında en üst 

beyaz tabakada toplanan yağ dokusu alınarak, ikinci kez 37 C'de eşit hacimde %0,1 

kollajenaz ile enzimatik sindirimi gerçekleştirilmiştir. Enzim aktivitesinin inhibisyonu 

için, eşit hacimde Dulbecco Modifiye Eagle: Nutrient mixture F12 [DMEM/F12] 

(Merck, katalog no: DF-041-B) besiyeri ve %10 sığır serumu [FBS] (Sigma Aldrich, 

katalog no: F4135) ilave edilmiştir ve yeniden 800 x g'de 10 dakika santrifüj 

edilmiştir. 

 

Çökelti, DMEM ile ikinci kez yıkandıktan sonra 10 dakika boyunca 800 x g'de 

tekrar santrifüj edilmiştir. Yıkanmış hücreler, besiyeri içeren 75 cm2'lik bir kültür 

kabına akratırılarak 37 °C'de, %5 CO2’li ortamda inkübe edilmiştir. 24 saat sonunda 

flaska yapışmış olan MKH’lerin, diğer yüzen hücrelerden ayırmak için steril PBS ile 

yıkama yapılmıştır. Hücre çoğalması %70-80 konfluensiye ulaştığında, hücreler 

kültür kabından %0.25 Tripsin EDTA (Gibco, katalog no: 1797206) ile 37°C' de 1 

dakika inkübe edilerek kaldrılması sağlanmıştır. DMEM/F12 besiyeri eklenerek 

hücreler 800 x g'de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Tripsini uzaklaştırmak için yeniden 

süspansiyon haline getirilmiştir ve %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin-amfoterisin B 

ve DMEM/F12 besiyeri eklenenen petri kabına ekilmiştir. Hücreler, 2. pasaja kadar 

pasajlama işlemi yapıldıktan sonra uygulamaya en uygun hale getirilmiştir. Kültür 

ortamında 4. pasajdaki MKH kültür kabında konfluent olduğunda, doğrulanmıştır. 

Hücrelerin mezenkimal kök hücre olduğunu ispatlamak için, CD73+, CD90+, 

CD105+ ve CD45-, CD34- olmak üzere negatif ve pozitif MKH belirteçleri ile 

immuhistokimyasal boyaması yapılmıştır. Bu hücreler kök hücre gruplarına her dozda 

1x106 hücre olacak şekilde 3 doz uygulanmıştır. 

 

5.3.2 Adipoz Doku Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücre Nişinin Eldesi 

 

Pasaj 7’deki %80-%90 konfluensiye ulaşan hücrelere taze besiyeri eklenmiştir. 24 
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saat inkübe edildikten sonra bu besiyeri toplanarak niş gruplarına uygulanmıştır. 

5.4 PRP Elde Edilmesi 

 

Anestezi altındaki deneğin kalbinden %3,8’lik sodyum sitrat ile yıkanmış tüpe 1,5 

ml kan alınmıştır. Bu miktar ortalama büyüklükteki bir sıçanda hayvanı şoka 

sokmadan tek seferde alınabilecek maksimum kan miktarı olarak bilinmektedir. Saf 

PRP tekniğine uygun olarak, alınan kan santrifüj tüpüne konuldu ve 1800 devirde 8 

dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrası tüpün alt kısmında kırmızı renkte kanın 

şekilli elemanları, en üst kısmında ise açık sarı renkte trombositten fakir plazma 

toplandı. Bir enjektör yardımıyla ortadaki trombositten zengin 0,2 ml’lik plazma kısmı 

alındı. Alınan plazmayı aktifleştirmek için içerisine 0,01 ml kalsiyum klorid eklenip 

karıştırılarak uygulama yapıldı. 

 

 

 

Resim 5.1. Denekten PRP elde etmek için kan alımı 

 

 

 

Resim 5.2. Santrifüj işlemi sonrası elde edilen PRP’nin görünümü 
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5.5 SVF Elde Edilmesi 

 

Diseksiyonla her bir sıçanın inguinal bölgelerinden yağ yastıkçıkları çıkartılıp 

ince uçlu bir doku makası ile mekanik olarak küçük parçalara ayrıldıktan sonra 

içerisine %0,1‘lik kollojenaz tip I (C0130, Sigma Aldrich™, St. Louis, MO) ve tip II 

(C6885, Sigma Aldrich™, St. Louis, MO) konulularak 37 ºC’de 30 dk bekletilmiştir. 

Üzerinde biriken triglisertiten zengin yağ tabakası uzaklaştırılmıştır. Ardından 3000 

devir/dk’da 5 dk. süreyle santrifüj edilerek dipte çökmiş halde SVF matür 

adipositlerden ayrılmıştır. SVF, 0,2 ml doz şeklinde uygulama yapıldı. 

 

 

 

Resim 5.3. Santrifüj ile dipte çökmüş halde bulunan SVF 

 

5.6 Testis Dokularınının Alınması 

 

Deney sonunda sıçanlar servikal dislokasyon yöntemiyle sakrifiye edildi. 

Histokimyasal analizler için testisler bouin fiksatifine alındı. 

 

5.6.1 Kan Şekerlerinin Ölçülmesi 

 

STZ uygulamasından dört saat sonra deneklerin yiyecekleri tekrar verilmiştir. Üç 

gün sonra, 6 saatlik açlık sonrası kuyruk ucundan alınan kandan el glukometresi 

(Accu-check) ile kan sekeri değerleri ölçülerek, 250 mg/dl üzeri kan şekerine sahip 
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olan denekler diyabet kabul edilmiştir (Mercan ve ark. 2020). 

 

 

 

Resim 5.4. STZ uygulaması sonrası kan şekeri ölçümü 

 

5. 6.2 Vücut Ağırlıklarının Ölçülmesi 

 

Deney başlangıcında her sıçanın vücut ağırlığı ölçüldü. Ölçülen ağırlıklar 

istatistiksel olarak değerlendirildi. 

5. 7 Testis Dokularının Takibi ve Histopatolojik Değerlendirilmesi 

 

5. 7. 1 Parafin Doku Takibi 

 

Histokimyasal ve immunohistokimyasal değerlendirmeler için sağ testis dokuları 

bouin solüsyonu (Polyscience, kataolog no: 1604-1) içerisine bütün halde atıldı ve 48 

saat bekletilerek fikse edildi. Daha sonrasında, örnekler %70 alkol ile sarı renk 

kayboluncaya kadar fiksatiften arındırıldı. Bir gece %70 alkolde tutuldu ve ertesi gün 

derecesi giderek artan etil alkol serilerinde (%70, %80, %100) (İsolab, katalog no: 

920.026) bekletilerek dehidratasyon işlemi gerçekleşitirildi. Şeffaflaştırma için 

kademeli geçiş yapıldı. Geçiş fazında alkol-ksilenden (Merck, katolog no: 108685) eşit 

miktar olacak şekilde hazırlandı ve dokular alkol-ksilende 2 saat bekletildi. Ksilende 1 

gece tutularak şefaflandırma yapıldı. Bir sonraki geçiş fazında, yine eşit miktarda 

hazırlanan ksilen-parafinde 1 saat tutulduktan sonra parafine (Sigma Alrich, katalog 

no: P3558) alınıp 3 saat bekletildi. İkinci bir parafin değişimi yapılıp 1 gece etüvde 

parafinde bekletildi. Son olarak dokular bloklar içerisinde parafine gömüldü. 
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5. 7. 2 Testis Dokularının Hematoksilen- Eozin (H&E) Boyaması 

Parafin bloklardan Rotary mikrotom cihazı (RM 2135, Leica) ile 5µm kalınlığında 

kesitler rodajlı lamlara alındı. Kesitler alındıktan sonra 1 gece 60oC’lik etüvde 

parafinin erimesi için deparafinizasyon işlemine tabi tutuldu. Ardından parafinin 

uzaklaştırlması için iki değişim ksilende 30’ar dk. tutularak kimyasal deparafinizasyon 

işlemi uygulandı. Rehidratasyon için azalan alkol serilerinden (%95, %80, %70, %60) 

geçirildi. Daha sonra 5 dk akarsuda yıkanan lamlar önce hematoksilene batırıldı ve 5 

dk. beklendi. Sonrasında fazla boyanın uzaklaştırlması için tekrar akarsuya alınan 

lamlar 5 dk. daha yıkandı. Diferansiyasyon işlemi için asit- alkol solüsyonunda 1 saniye 

tutulduktan sonra 2 dakika eozin solüsyonuna batırıldı. Dokular yeniden 5 dk. 

akarsuda tutularak yıkama işlemi gerçekleştirildi. Son olarak dokular dehidratasyon 

için %80 ve %95’lik artan alkol serilerinden geçirilip havada kurutuldu. 30’ar dakika 

iki değişim ksilende beklenip entellan ile kapatıldı. 

 

5. 7. 3 Seminifer Tübül Çapı Ölçümü 

 

Testisteki hasarın bir göstergesi olarak fiji/image j programı kullanılarak 

seminifer tübül çapları ölçüldü. Seminifer tübül çapı ölçümü, her gruptan X 20’ lik 

objektifte 10 farklı alandan ölçülerek yapıldı ve istatistiksel olarak değerlendirildi. 

 

5. 7. 4 Johsen Skoru 

 

Seminifer tübüllerdeki hasarlanmanın derecesini göstermek için Johnsen testis 

biyopsi skoru yöntemiyle değerlendirildi. Her gruptan x20 objektifte rastgele 10 farklı 

tübül incelendi ve her tübül kesitine 1 ile 10 arasında bir derece verildi. Gruplar arası 

farklılık istatistiksel olarak değerlendirildi. 

5.8 Spermlerin Hazırlanması ve Analizi 

 

5.8.1 Sperm Sayımı 

 

Bu çalışmada sakrifikasyondan hemen sonra çıkarılan kaudal epididimis 1 mL 
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%10 FBS ilave edilmiş DMEM F12 besiyeri içerisine alındı ve bisturi yardımıyla 

kesim yapılarak çok küçük parçalara ayrıldı. Ependorf içerisine alınan bu çözelti 2230 

rpm’de 3 dk santrifüj edildi. Pellet ile süpernatant arasında spermlerin bulunduğu 

kısımdan 100 µL alınarak santrifüj işlemi tekrar edildi. Toplam 100 µL sıvı içerisinden 

süpernatantın miktarı mikropipet yardımıyla hesaplanarak atıldı ve besiyeri tamamen 

uzaklaştırıldı. Ependorf içerisinde kalan pellet miktarı kadar tekrar serumlu besiyeri 

eklenerek 1:1 oranında seyreltme yapıldı. Seyreltilmiş çözeltiden bir damla (10 μl) 

alnıp Makler sperm sayım kamerasının merkezine damlatılarak üzerine kapak camı 

kapatıldı. Mikroskop altında 20X büyütme altında, referans çizginin her iki tarafından 

5’er kare içerisindeki sperm başları sayıldı. İki farklı referans çizgiyle sayım yapılarak 

ortalamalar alındı ve bulunan sayı 2x10⁶ ile çarpılarak mL’deki sperm miktarı 

hesaplandı (WHO, 2010).  

 
 

 
 

Resim 5.5. Epididimis dokularının alınması 

 

5.8.2 Sperm Morfolojisi 

 

Sakrifikasyondan hemen sonra çıkarılan kaudal epididimis 1 mL %10 FBS ilave 

edilmiş DMEM F12 besiyeri içerisine alındı ve bisturi yardımıyla kesim yapılarak çok 

küçük parçalara ayrıldı (IRDG, 2000; Akram ve ark., 2012; Taib ve ark., 2013).  

Kültür ortamında 15 gruptaki uygulamaların ardından bir damla alınarak lam 

üzerine damlatıldı ve yayma yapıldı. 
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5.8.2.1 Diff-Quick Boyama 

 

Yayma preparatlardan Diff-Quick boyama yapıldı ve her bir preparat için 200 

sperm değerlendirildi. 

 

5. 8. 3 Hareketlilik 

Sperm hareketlilik değerlendirmeleri 1 saat olarak faz kontrast mikroskobisi ile 

belirlenmiştir. 

 

5. 8. 4 Canlılık 

 

Canlılık değerlendirmesi için lam üzerine semen örneğinden bir damla damlatıldı 

ve üzerine 1 damla %1’lik eozin-y eklenerek karıştırıldı ve lamel ile kapatıldı. Her 

örnekte farklı alanlarda totalde 100 sperm canlılık açısından değerlendirildi. 

5.9 İmmunohistokimyasal Boyama 

 

İmmünohistokimyasal boyama için polizinli lam üzerinde hazırlanan sperm 

yaymaları absolü metanol ile fikse edilmiştir. Daha sonra 5’şer dk. 3 kez PBS (Thermo 

Fisher, katalog no: 18912014) ile yıkanan numuneler buz üzerinde 10 dk. %0,1 Triton 

x-100 ile permeablizisyon sağlanmıştır. 5’şer dk. 3 kez PBS ile yıkamadan sonra, 

endojen peroksidaz aktivitesini inhibe etmek için %3’lük hidrojen peroksit çözeltisi 

içinde 15 dk. süreyle inkübe edilmiştir. 5’şer dk. 3 kez PBS ile yıkama yapılmıştır. 

Bloklama solüsyonu (Thermo Fisher, Ultra Vision, katalog no: TP-125-HL) 1 saat 

olacak şekilde oda sıcaklığında uygulanmıştır. Daha sonra PBS ile yıkama yapmadan 

spermler anti e-NOS, i-NOS, CASPAZ 3, CASPAZ 8, CASPAZ 9 primer antikorları 

ile 1 gece +4 derece inkübe edilmiştir. Ertesi günde 5’şer dk. 3 kez PBS ile yıkama 

yapıldıktan sonra biotinlenmiş sekonder antikor oda sıcaklığında 30 dk. bekletilmiştir. 

Tekrar yıkama yapıldıktan sonra 30 dk. straptavidin peroxidase uygulanmıştır. Bu 

aşamadan sonra numuneler tekrar PBS ile 3 kere yıkanıp immün reaksiyonun 

gözlenmesi için DAB (Thermo Scientific, katalog no: 34002) kromojeni ile belirli süre 

inkübe edilerek antikorların görünürlüğü sağlanmıştır. Mayers hematoksilen (Skytek) 

ile de çekirdek boyması gerçekleştirilmiştir. Son kez distile su ile yıkanan lamlar 
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kapatma solüsyonu kullanılarak lamel ile kapatılmıştır. Işık mikroskobu ile 

incelenmiştir. 

 

Sperm yaymalarından elde edilen preperatlar üzerinde rastgele seçilen 10 alanda 

sayılan 100 hücre üzerinde H-skor analizi yapılmıştır. Boyanmanın derecesine göre, 0-

boyanma yok, 1-zayıf boyanma, 2- orta boyanma, 3-kuvvetli /şiddetli boyanma olarak 

skorlanmıştır. Elde edilen sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirilmiştir. 

 

5. 10 TUNEL Boyaması 

 

Apoptotik hücre ölümünün belirlenmesinde Terminal Transferase dUTP Nick End 

Labeling (TUNEL-Millipore LOT: 2869035) boyama kiti kullanıldı. Alınan 5 µm’lik 

seri kesitler, deparafinizasyon için 1 gece 60°C etüvde bekletildikten sonra iki kez 

ksilen ile muamele edildi. Rehidratasyon için, azalan etil alkol serilerinden (%96- 80-

70-60) geçirildi. 10 dakika %3’lük hidrojen peroksit (1.08597.2500, Merck 3002, 

Invitrogen) ile oda ısısında yıkandı. 50µg/ml Proteinaz-K 37°C’de 15 dakika 

uygulandı. PBS ile 5’er dakika üç kez yıkamayı takiben Örnekler 10 dakika 

Equilibration buffer ile oda ısısında tutulduktan sonra TdT-reaksiyon karışımı 

eklenerek nemli atmosferik ortamda 37°C’de 60 dakika bekletildi. Sürenin ardından 

Stop Wash Buffer ile 10 dakika bekletildi. Spesik boyanmayı kaldırmak için her bir 

dokuya 50ul reducing buffer eklenerek 30 dakika bekletildi. Antidioksigenin 

Peroksidaz Konjugatı ile 1 saat 37C’de nemli kutuda muamele edilen örnekler 5’er 

dakika üç kez PBS ile yıkandı. HRP polimeri ile 30 dk inkübe edildi ve 5’er dakika 

üç kez PBS ile yıkandı. Ardından DAB (Diaminobenzidin ACK125, SkyTek) ile 

boyama yapılarak, birkaç kez distile su ile yıkandı. Artalan boyaması için 30 saniye 

Mayer’s Hematoksilen (HMM999, ScyTek) ile boyandı ve çeşme suyu ile yıkandı. 

Son olarak dehidratasyon için %95’lik ve %100’lük alkollere batırılıp çıkartıldı ve 

şeffaflaştırma işlemi için 30 dk. ksilende beklenip entellan ile kapatıldı. 

 

Her gruptan x40 büyütme altında rastgele seçilen 10 farklı tübülden 100 hücre 

sayılarak TUNEL pozitif hücreler saptandı. Gruplar arası istatistiksel karşılaştırmalar 

yapıldı. 
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5. 11 İstatistiksel Analiz 

 

İstatistiksel analiz için Graphpad Prism 8.3.1 programı kullanıldı. Gruplardan elde 

edilen ortalama değerler, standart sapmalar ve istatistiksel sonuçlar tablo ve grafik 

şeklinde gösterildi. Kanşekeri değerlerinin ve hayvan ağırlıklarının değerlendirilmesi 

için two-way anova testi yapıldı. p <0,05 olan değerler istatiksel olarak anlamlı kabul 

edildi. Seminifer tübül çapları imaje j programıyla ölçüldü. Hematoksilen&Eosin ile 

boyalı preperatlardan Johnsen skorlaması yapıldı. Ayrıca, çalışmamızda TUNEL 

boyanan kesitlerden apoptotik indeks için hücre sayımı yapıldı. Seminifer tübül 

çapları, Johnsen skorlaması ve TUNEL analizin verileri Mann Whitney U testiyle 

değerlendi. IHC sonuçları için, gruplar arasındaki farkın istatistiksel olarak 

kıyaslanması için One-Way ANOVA (Tek Yönlü Varyans Analizi) kullanıldı. 

İstatistiksel değerlendirme sonuçlarında P≤0,05 değeri anlamlı olarak kabul edildi. 

Çoklu karşılaştırma için Post hoc testi olarak Tukey’s testi kullanıldı. 
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6. BULGULAR 

 

Yüksek glikozlu besiyerinde diyabetik testis epididimisinden toplanmış 

spermlerin üzerindeki etkisini anlamak amacıyla normal glikozlu besiyerindeki 

spermlerle karşılaştırmak üzere oda sıcaklığında SVF, PRP, MKH ve MKH tarafından 

salgılanan farktörler olarak 24 saatlik KBY niş olarak kullanılıp bunların farklı 

kombinasyonlarının sperm canlılığı, hareketliliği, morfolojisi, oksidatif stres ve 

apoptoz üzerindeki etkisi histolojik ve immünohistokimyasal yöntemlerle incelendi. 

 

6.1 Diyabet Bulguları 

 

6.1.1 Kan Şekerleri 

 

STZ uygulamasından dört saat sonra deneklerin yiyecekleri tekrar verildi. Üç gün 

sonra, 6 saatlik açlık sonrası kuyruk ucundan alınan kandan el glukometresi (Accu-

check) ile kan sekeri değerleri ölçüldü ve 250 mg/dl üzeri kan şekerine sahip olan 

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

 

AKŞ ölçümlerinin karşılaştırılmasında D olanlarda ND ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak oldukça (p<0,001) anlamlılık bulundu (Şekil 6.1). 

 

 

 

Şekil 6.1. Deney Gruplarında AKŞ değerleri.  
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6.1.2 Vücut Ağırlıkları 

 

Deney başlangıcında ve bitişinde her sıçanın vücut ağırlığı ölçüldü. Ölçülen 

ağırlıkların farkı istatistiksel olarak karşılaştırıldığında ND örneklerinde D örneklerine 

göre oldukça anlamlı (p<0,001) bir azalma izlendi (Şekil 6.2). 

 

 

 

Şekil 6.2. Deney Gruplarında İlk ve Son Vücut Ağırlıkları farkı. 

 

6.1.3 Hücresel Tedavi Belirteçleri 

 

6.1.3.1 SVF Karakterizasyonu 

 

SVF karakterizasyonu için HE ve CD90 boyaması yapıldı. İçeriğindeki MKH 

oranına   bakılarak MKH oranı h-skor ile belirlendi (Şekil 6.3). 
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HE 

  

CD90 

 

 

 Şekil 6.3. SVF karakterizasyonu için HE ve CD90 boyaması. 

 

6.1.3.2 PRP Karakterizasyonu 

 

PRP karakterizasyonu için HE boyaması yapıldı. İçeriğindeki trombosit oranına 

bakıldı (Şekil 6.4). 

HE 

  

  Şekil 6.4. PRP karakterizasyonu için HE boyaması. 
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6.1.3.3 MKH Karakterizasyonu 

 

MKH karakterizasyonu için CD73, C90, C105 ile pozitifliği, CD34 ve CD45 

negatifliği ve antikor yerine PBS kullanılan boyanmamış negatif kontrol kullanılarak 

immunohistokimyal yöntemle doğrulandı (Şekil 6.5). 

 

 

            Şekil 6.5. MKH karaterizasyonu için PBS, CD45, CD34 ve CD73, C90,           

CD105 boyaması. 
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Yapılan H-skor analizinde MKH için büyük çoğunlukla CD73, C90, C105 

pozitifliği ile çok az miktarda CD45 pozitifliği ve CD 34 ve negatif kontrolde 

işaretlemenin çok az olduğu görüldü (Şekil 6.6). 

 

 

 

Şekil 6.6. MKH karekterizasyonu için PBS, CD45, CD34 ve CD73, C90, CD105 

İmmunoreaktivitesi. 

 

Tablo 6.1. MKH karakterizasyonu için H-skor Analizi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması      Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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<0.001 

CD34 vs CD105                        -221.00  15.433 *** P<0.001 

CD45 vs CD73                         -237.00  16.551 *** P<0.001 

CD45 vs CD90                         -257.00  17.947 *** P<0.001 

CD45 vs CD105                       -217.00  15.154 *** P<0.001 
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6.2 Testis Bulguları 

 

6.2.1 HE Bulguları 

 

Kontrol grubu kesitlerinde, testisi saran sıkı bağ dokusu yapısındaki tunika 

albuginea normal görünümündeydi. Seminifer tübüllerin arasındaki gevşek bağ doku 

yapısındaki interstisiyel alandaki Leydig hücreleri, tübül içinde spermatogenik seriye 

ait hücreler ve Sertoli hücrelerinin normal histolojik yapılarını koruduğu görüldü. 

Seminifer tübül sınırlarının düzgün olduğu ve germ hücrelerinin gelişimsel seriye 

uygun olarak düzenli sıralandığı sertoli hücreleri, spermatogonyumlar, spermatositler, 

spermatidler ve spermatozoalar görüldü. 

 

Diyabet grubunda, seminifer tübüllerin birçoğunun dejenere olduğu, 

spermatogenik seriye ait hücrelerin azaldığı ve germinal epitelin kaybı görüldü. Birçok 

alanda lümeninde spermlerin olmadığı atrofik tübüller tespit edildi. Hücresel 

kayıplarla beraber seminifer tübüllerin sınırlarının düzensiz olduğu ve lümende bazal 

ve adluminal kompartmanlarının ayrıldığı alanlar, spermatogenik seri hücrelerinde 

dağılmalar ve bazı tübüllerde lümene dökülmüş germ hücreleri saptandı. İnterstisyel 

alana bakıldığında bağ doku artışı, ödem ve konjesyon tespit edildi. Tübül içi sertoli 

hücrelerinde belirgin vakuolizasyon ve eozinofilik sitoplazmalı çok çekirdekli dev 

hücreler (multiveziküler cisimcikler) görüldü. Bu hücrelerin çekirdeklerinde kromatin 

yapısı hilal şeklindeydi (Resim 6.2). 
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                                                       ND 

    

                                                        D 

  

 

                 Resim 6.1. Testis histolojisi HE örnekleri. 

 

HE örneklerinde Johnson skorlaması yapıldı ve ND ile D örnekler arasında          

anlamlı bir hasar saptandı (Şekil 6.7). 

 

 

 

Şekil 6.7. Johnson skorlaması. 
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6.2.2 Seminifer Tübül Çapı 

 

Kontrole kıyasla, diyabet grubunda, tübül çaplarının azaldığı görüldü (Resim 

6.2). 
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                 Resim 6.2. Seminifer Tübül Çapı 
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Kontrole kıyasla, diyabet grubunda, tübül çaplarının azaldığı istatistiksel                                  olarak 

anlamlılık bulundu (Şekil 6.8). 

 

  
 

Şekil 6.8. Seminifer Tübül Çapı. 

6.3 Tekli Uygulamaların Bulguları 

 

Bu çalışmada sağlıklı hayvanlardan alınan spermlerde kültür ortamında yüksek 

glikozlu besiyeri kullanılarak DB hasar oluşturuldu. Spermlere MKH, 48 saatlik 

salgıladıkları faktörler olan KBY ve PRP ile desteklenmiş SVF uygulamaları yapılarak 

deneysel diyabetik modelde sperm hasarının azaltılması incelendi. 

 

6.3.1 Tekli Uygulamaların Canlılık Bulguları 

 

Canlılık değerlendirmesi Eozin Y ile yapıldı. KG grubuna göre DG canlılığı 1 saat 

sonunda oldukça anlamlı bir şekilde azaldı. Tekli uygulamaların anlamlı olarak 

canlılığı koruduğu saptandı (Resim 6.3). 
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           Resim 6.3. Tekli HT uygulamaları için canlılık boyaması. 
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Yapılan tekli uygulamaların etkinlik açısından PRP>MKH>KBY>SVF şeklinde 

canlılığı koruduğu saptandı (Şekil 6.9). 

 
 

 

 

Şekil 6.9. Tekli HT uygulamaları için canlılık 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 uygulamaları için canlılık testi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması             Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                            69.000 39.320 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                           86.667 49.388 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG-SVF                   57.000 32.482 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG-MKH                 38.333 21.845 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG-PRP                   27.333 15.576 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG-KBY                  48.000 27.353 *** P<0.001 

SH-NG vs DH-YG                            17.667 10.068 *** P<0.001 

SH-NG vs DH-YG-SVF                  -12.000   6.838  **  P<0.01 

SH-NG vs DH-YG-MKH                -30.667  17.476 *** P<0.001 

SH-NG vs DH-YG-PRP                   -41.667  23.744 *** P<0.001 

SH-NG vs DH-YG-KBY                  -21.000  11.967 *** P<0.001 

DH-YG vs DH-YG-SVF                  -29.667  16.906 *** P<0.001 

DH-YG vs DH-YG-MKH                -48.333  27.543 *** P<0.001 
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DH-YG vs DH-YG-PRP                  -59.333  33.812 *** P<0.001 

DH-YG vs DH-YG-KBY                -38.667  22.035 *** P<0.001 

DH-YG-SVF vs DH-YG-MKH      -18.667  10.637 *** P<0.001 

DH-YG-SVF vs DH-YG-PRP          -29.667  16.906 *** P<0.001 

DH-YG-SVF vs DH-YG-KBY           -9.000   5.129  *   P<0.05 

DH-YG-MKH vs DH-YG-PRP         -11.000   6.268  **  P<0.01 

DH-YG-MKH vs DH-YG-KBY           9.667   5.509 *   P<0.05 

DH-YG-PRP vs DH-YG-KBY           20.667 11.777 *** P<0.001 

 

6.3.2 Tekli Uygulamaların Hareket Bulguları 

 

Faz kontrast mikroskobu ile yapılan hareket değerlendirmesinde. KG grubuna göre 

DG hareketi 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde azaldı. Tekli uygulamaların 

anlamlı olarak hareketi koruduğu saptandı (Resim 6.4). 
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Resim 6.4. Tekli HT uygulamaları için hareketliliğin faz kontrast görüntüleri. 
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Yapılan tekli uygulamaların etkinlik açısından PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde 

hareketliliği koruduğu saptandı (Şekil 6.10). 

 

 

 

Şekil 6.10. Tekli HT uygulamaları için 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 uygulamaları için hareketlilik testi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması    Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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<0.001 

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<0.001 

DH-YG vs DH-YG-MKH         -23.333  11.690 *** P<0.001 

DH-YG vs DH-YG-PRP           -28.000  14.028 *** P<0.001 

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 Uygulamaların Morfoloji Bulguları 

 

Morfoloji değerlendirmesi Diff Quick ile yapıldı. KG grubunda saptanan normal 

morfolojinin DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde bozulduğu görüldü. 

Tekli uygulamaların anlamlı bir şekilde morfolojiyi koruduğu saptandı (Resim 6.5). 
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DG + KBY 

 

 

 

Resim 6.5. Tekli HT uygulamalarında Diff Quick ile yapılan morfoloji 

değerlendirmesi. 
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Yapılan uygulamalarda sırası ile tekli uygulamaların MKH>KBY>PRP>SVF 

şekilde morfolojiyi koruduğu saptandı (Şekil 6.11). Örnekler arasında morfoloji 

değerlendirmesinde oldukça anlamlı (p<0,001) farklılığın olduğu görüldü. 

 

 

 

Şekil 6.11. Tekli HT uygulamaları için morfoloji değerlendirmesi. 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 uygulamaları için morfoloji değerlendirmesi 

 

Ortalamaların karşılaştırılması              Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                              64.333 31.607 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                             75.000 36.848 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG-SVF                   62.667 30.788 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG-MKH                 51.333 25.220 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG-PRP                   59.000 28.987 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG-KBY                  55.000 27.022 *** P<0.001 

SH-NG vs DH-YG                           10.667   5.241 *   P<0.05 

SH-NG vs DH-YG-MKH               -13.000   6.387  **  P<0.01 

DH-YG vs DH-YG-SVF                -12.333   6.059  *   P<0.05 

DH-YG vs DH-YG-MKH                 -23.667  11.628 *** P<0.001 

DH-YG vs DH-YG-PRP                  -16.000   7.861  **  P<0.01 

DH-YG vs DH-YG-KBY                 -20.000   9.826 *** P<0.001 

DH-YG-SVF vs DH-YG-MKH       -11.333   5.568  *   P<0.05 
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6.3.4 Tekli Uygulamaların eNOS İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Oksidatif stres değerlendirmesi eNOS İHK ile yapıldı. KG saptanan stresin DG 

ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Tekli uygulamaların 

anlamlı bir şekilde oksidatif stresten koruduğu saptandı (Resim 6.6). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF 

  

DG + PRP DG + MKH 

  

DG + KBY 

 

 

Resim 6.6. Tekli HT uygulamalarında Oksidatif stresin eNOS ile değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile tekli uygulamaların SVF >MKH> 

PRP>KBY şekilde oksidatif stresi azalttığı saptandı (Şekil 6.12). 

 

 

 

Şekil 6.12. Tekli HT uygulamalarında h-skor ile eNOS İHK değerlendirmesi. 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 uygulamalarında h-skor ile eNOS İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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<0.001 

KR-BY vs DH-YG-PRP           -128.00  24.321 *** P<0.001 

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<0.001 

DH-YG-SVF vs DH-YG-PRP   -28.000   5.320  *   P<0.05 
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6.3.5 Tekli Uygulamaların iNOS İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Oksidatif stres değerlendirmesi iNOS İHK ile yapıldı. KG saptanan stresin DG 1 

saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Tekli uygulamaların anlamlı 

bir şekilde oksidatif stresten koruduğu saptandı (Resim 6.7). 
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Resim 6.7. Tekli HT uygulamalarında Oksidatif stresin iNOS ile değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile tekli uygulamaların PRP >SVF> 

MKH>KBY anlamlı bir şekilde oksidatif stresi azalttığı saptandı (Şekil 6.13). 

 

 

Şekil 6.13. Tekli HT uygulamalarında h-skor ile iNOS İHK değerlendirmesi. 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 uygulamalarında h-skor ile iNOS İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması       Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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 işaretlemesi 

 

Apoptoz değerlendirmesi TUNEL işaretlemesi ile yapıldı. KG saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Tekli 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.8). 
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Resim 6.8. Tekli HT uygulamalarında Apoptozun TUNEL işaretlemesi ile 

değerlendirmesi.  
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Yapılan apoptotik indeks ile uygulamalarda sırası ile tekli uygulamaların 

SVF>PRP>MKH>KBY şekilde apoptozu anlamlı olarak azalttığı saptandı (Şekil 

6.14). 

 

 

 

Şekil 6.14. Tekli HT uygulamalarında Apoptotik indeks ile TUNEL değerlendirmesi. 

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 uygulamalarında apoptotik indeks ile TUNEL 

değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması         Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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 Uygulamaların Caspase 3 İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Apoptoz değerlendirmesi Caspase 3 İHK ile yapıldı. KG grubunda saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Tekli 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.9). 
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KG SG 
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DG + KBY 

 

Resim 6.9. Tekli HT uygulamalarında Apoptozun kaspaz 3 ile değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile tekli uygulamaların SVF> PRP 

MKH>KBY olacak şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.15). 

 

 

 

Şekil 6.15. Tekli HT uygulamalarında kaspaz 3 İHK değerlendirmesi. 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 6.8. Tekli HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 3 İHK değerlendirmesi. 

   

            Ortalamaların karşılaştırılması    Fark    q      P değeri   

================================== ==========  

          KR-BY vs SH-NG                       -155.00  13.971 *** P<0.001 

          KR-BY vs DH-YG                      -180.33  16.254 *** P<0.001 

          KR-BY vs DH-YG-SVF             -110.53   9.963 *** P<0.001 

          KR-BY vs DH-YG-MKH           -98.467   8.875 *** P<0.001 

          KR-BY vs DH-YG-PRP             -86.700   7.815  **  P<0.01 

          KR-BY vs DH-YG-KBY           -80.667   7.271  **  P<0.01 

          SH-NG vs DH-YG-MKH           56.533   5.096  *   P<0.05 

          SH-NG vs DH-YG-PRP             68.300   6.156  **  P<0.01 

          SH-NG vs DH-YG-KBY            74.333   6.700  **  P<0.01 

          DH-YG vs DH-YG-SVF            69.800   6.291  **  P<0.01 

          DH-YG vs DH-YG-MKH          81.867   7.379  **  P<0.01 
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          DH-YG vs DH-YG-PRP            93.633   8.440 *** P<0.001 

          DH-YG vs DH-YG-KBY           99.667   8.983 *** P<0.001 

 

6.3.8 Tekli Uygulamaların Caspase 8 İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Apoptoz değerlendirmesi Caspase 8 İHK ile yapıldı. KG grubunda saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Tekli 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.10). 
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Resim 6.10. Tekli HT uygulamalarında Apoptozun kaspaz 8 ile yapılan 

değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile tekli uygulamaların SVF> PRP 

MKH> >KBY olacak şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.16). 

 

 

 

Şekil 6.16. Tekli HT uygulamalarında kaspaz 8 İHK değerlendirmesi. 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 uygulamalarında h-skor ile kaspaz 8 İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması      Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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<0.001 

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 Uygulamaların Caspase 9 İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Apoptoz değerlendirmesi Caspase 9 İHK ile yapıldı. KG grubunda saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Tekli 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.11). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF 

  

DG + PRP DG + MKH 

  

DG + KBY 

 

 

 

 

 

 

Resim 6.11. Tekli HT uygulamalarında Apoptozun kaspaz 9 ile değerlendirmesi. 

 

 

 

 

Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile tekli uygulamaların SVF> PRP 
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MKH> >KBY olacak şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.17). 

 

 

 

Şekil 6.17. Tekli HT uygulamalarında kaspaz 9 İHK değerlendirmesi. 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 uygulamalarında h-skor ile kaspaz 9 İHK değerlendirmesi 

 

Ortalamaların karşılaştırılması     Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                  -97.667   9.867 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                 -183.61  18.550 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG-SVF        -115.15  11.634 *** P<0.001 

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<0.001 

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 
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6.4 İkili Uygulamaların Bulguları 

 

Bu çalışmada sağlıklı hayvanlardan alınan spermlerde kültür ortamında yüksek 

glikozlu besiyeri kullanılarak DB hasar oluşturuldu. Spermlere MKH, 48 saatlik 

salgıladıkları faktörler olan KBY ve PRP ile desteklenmiş SVF uygulamaları yapılarak 

deneysel diyabetik modelde sperm hasarının azaltılması amaçlandı. 

 

6.4.1 İkili Uygulamaların Canlılık Bulguları 

 

Canlılık değerlendirmesi Eozin Y ile yapıldı. KG grubuna göre DG canlılığı 1 saat 

sonunda oldukça anlamlı bir şekilde azaldı. İkili uygulamaların anlamlı olarak canlılığı 

koruduğu saptandı (Resim 6.12). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH 

  

DG + SVF + KBY DG + PRP + MKH 

  

DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY 

  
 

Resim 6.12. İkili HT uygulamaları için canlılık boyaması. 
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Yapılan ikili uygulamaların etkinlik açısından PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde 

canlılığı koruduğu saptandı (Şekil 6.18).  

 

 

 

Şekil 6.18. İkili HT uygulamaları için canlılık 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. İkili HT uyguları için canlılık testi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması     Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                       69.000  32.230 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                      86.667  40.482 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+MKH        16.000   7.474  **  P<0.01 

KR-BY vs DD+SVF+PRP          20.667   9.653 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+KB           27.333  12.767 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+MKH+PRP       11.667   5.449  *   P<0.05 

SH-NG vs DH-YG                     17.667   8.252 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SVF+MKH     -53.000  24.756 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SVF+PRP        -48.333  22.576 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SVF+KB         -41.667  19.462 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+MKH+PRP         -57.333  26.780 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+PRP+KB            -58.667  27.403 *** P<0.001 
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DH-YG vs DD+SVF+MKH        -70.667  33.008 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+PRP         -66.000  30.829 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+KB          -59.333  27.715 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+MKH+PRP       -75.000  35.032 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+PRP+KB          -76.333  35.655 *** P<0.001 

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 İkili Uygulamaların Hareket Bulguları 

 

Faz kontrast mikroskobu ile yapılan hareket değerlendirmesinde. KG grubuna 

göre DG hareketi 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde azaldı. İkili uygulamaların 

anlamlı olarak hareketi koruduğu saptandı (Resim 6.13). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH 

  

DG + SVF + KBY DG + PRP + MKH 

 
 

DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY 

  

 

          Resim 6.13. İkili HT uygulamaları için hareketliliğin faz kontrast 

görüntüleri. 
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Yapılan ikili uygulamaların etkinlik açısından PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde 

hareketliliği koruduğu saptandı (Şekil 6.19). 

 

 

 

Şekil 6.19. İkili HT uygulamaları için 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. İkili HT uygulamaları için hareketlilik testi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması    Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                      71.000 16.707 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                     78.333 18.433 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+MKH       34.833   8.197 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+PRP          41.333   9.726 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+KB           29.333   6.903 ** P<0.01 

KR-BY vs DD+MKH+PRP        30.333   7.138 ** P<0.01 

KR-BY vs DD+PRP+KB           20.833   4.902 *   P<0.05 

SH-NG vs DD+SVF+MKH       -36.167   8.511 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SVF+PRP         -29.667   6.981  **  P<0.01 

SH-NG vs DD+SVF+KB          -41.667   9.805 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+MKH+PRP       -40.667   9.570 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+PRP+KB          -50.167  11.805 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+MKH       -43.500  10.236 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+PRP         -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<0.001 

 

6.4.3 İkili Uygulamaların Morfoloji Değerlendirmesi 

 

Morfoloji değerlendirmesi Diff Quick ile yapıldı. KG grubunda saptanan normal 

morfolojinin DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde bozulduğu görüldü. 

İkili uygulamaların anlamlı bir şekilde morfolojiyi koruduğu saptandı (Resim 6.14). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH 

  

DG + SVF + KBY DG + PRP + MKH 

  

DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY 

  

 

          Resim 6.14. İkili HT uygulamalarında Diff Quick ile morfoloji 

değerlendirmesi. 
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Yapılan uygulamalarda sırası ile ikili uygulamaların PRP>MKH>SVF>KBY 

şeklinde morfolojiyi koruduğu saptandı (Şekil 6.20). Örnekler arasında morfoloji 

değerlendirmesinde oldukça anlamlı (p<0,001) farklılığın olduğu görüldü. 

 

 

 

Şekil 6.20. İkili HT uygulamaları için morfoloji değerlendirmesi. 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. İkili HT uygulamaları için morfoloji değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması           Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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          -38.867   9.495 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+PRP+KB              -48.050  11.739 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+MKH         -45.183  11.038 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+PRP            -38.900   9.503 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+KB             -50.500  12.337 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+MKH+PRP         -49.533  12.101 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+PRP+KB             -58.717  14.345 *** P<0.001 

 

6.4.4 İkili Uygulamaların eNOS İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Oksidatif stres değerlendirmesi eNOS İHK ile yapıldı. KG saptanan stresin DG 

ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. İkili uygulamaların 

anlamlı bir şekilde oksidatif stresten koruduğu saptandı (Resim 6.15). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH 

  

DG + SVF + KBY DG + PRP + MKH 

  

DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY 

  

 

Resim 6.15. İkili HT uygularında Oksidatif stresin eNOS ile değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile ikili uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY   şeklinde oksidatif stresi azalttığı saptandı (Şekil 6.21). 

 

 

 

Şekil 6.21. İkili HT uygulamaları için e-NOS İHK değerlendirmesi. 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 6.14. İkili HT uygularında h-skor ile eNOS İHK değerlendirmesi 

 

Ortalamaların karşılaştırılması            Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                             -116.00  21.572 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                             -210.00  39.052 *** P<0.001 

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<0.001 

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                             -94.000  17.480 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+PRP+KB                     40.333   7.500 **  P<0.01 

DH-YG vs DD+SVF+MKH              110.00 20.456 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+PRP                 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<0.001 

DD+MKH+PRP vs DD+PRP+KB    30.000   5.579 *   P<0.05 

 

6.4.5 İkili Uygulamaların iNOS İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Oksidatif stres değerlendirmesi iNOS İHK ile yapıldı. KG saptanan stresin DG 

ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. İkili uygulamaların 

anlamlı bir şekilde oksidatif stresten koruduğu saptandı (Resim 6.16). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH 

  

DG + SVF + KBY DG + PRP + MKH 

  

DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY 

  

 

Resim 6.16. İkili HT uygulamalarında Oksidatif stresin iNOS ile değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile ikili uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde oksidatif stresi azalttığı saptandı (Şekil 6.22). 

 

 

 

Şekil 6.22. İkili HT uygulamaları için iNOS İHK değerlendirmesi. 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. İkili HT uygulamalarında h-skor ile iNOS İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması          Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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<0.001 

SH-NG vs DH-YG                       -81.667  17.373 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+MKH+PRP          28.333   6.027  *   P<0.05 
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SH-NG vs DD+PRP+KB              52.667 11.204 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+MKH         104.33 22.195 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+PRP             93.333 19.855 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+KB               82.000 17.444 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+MKH+PRP            110.00 23.400 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+PRP+KB                134.33 28.577 *** P<0.001 

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 işaretlemesi 

 

Apoptoz değerlendirmesi TUNEL işaretlemesi ile yapıldı. KG saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. İkili 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.17). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH 

  

 

 

DG + SVF + KBY DG + PRP + MKH 

  

DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY 

  

 

Resim 6.17. İkili HT uygulamalarında Apoptozun TUNEL işaretlemesi ile 

değerlendirmesi. 
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Yapılan apoptotik indeks ile uygulamalarda sırası ile ikili uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.23).  

 

 

 

Şekil 6.23. İkili HT uygularında Apoptotik indeks ile TUNEL değerlendirmesi. 

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. İkili HT uygularında apoptotik indeks ile TUNEL değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması       Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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 İkili Uygulamaların Caspase 3 İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Apoptoz değerlendirmesi Caspase 3 İHK ile yapıldı. KG grubunda saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. İkili 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.18). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH 

  

DG + SVF + KBY DG + PRP + MKH 

  

DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY 

  

 

Resim 6.18. İkili HT uygulamalarında Apoptozun kaspaz 3 ile değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile ikili uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.24). 

 

 

 

Şekil 6.24. İkili HT uygulamalarında kaspaz 3 İHK değerlendirmesi. 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 6.17. İkili HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 3 İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması         Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                       -155.00  14.304 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                      -180.33  16.642 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+MKH         -110.53  10.200 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+PRP            -98.467   9.087 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+KB              -86.700   8.001 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+MKH+PRP          -80.667   7.444  **  P<0.01 

SH-NG vs DD+SVF+PRP             56.533   5.217 *   P<0.05 

SH-NG vs DD+SVF+KB              68.300   6.303 ** P<0.01 

SH-NG vs DD+MKH+PRP          74.333   6.860 ** P<0.01 

SH-NG vs DD+PRP+KB            115.33 10.643 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+MKH          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<0.001 

DH-YG vs DD+MKH+PRP          99.667   9.197 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+PRP+KB           140.67 12.981 *** P<0.001 

 

6.4.8 İkili Uygulamaların Caspase 8 İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Apoptoz değerlendirmesi Caspase 8 İHK ile yapıldı. KG grubunda saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. İkili 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.19). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH 

  

DG + SVF + KBY DG + PRP + MKH 

  

DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY 

  

 

Resim 6.19. İkili HT uygulamalarında Apoptozun kaspaz 8 ile değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile ikili uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.25). 

 

 

 

Şekil 6.25. İkili HT uygulamalarında kaspaz 8 İHK değerlendirmesi. 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. İkili HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 8 İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması        Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                       -66.717   6.310  **  P<0.01 

KR-BY vs DH-YG                     -150.38  14.224 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+MKH         -99.770   9.437 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+PRP          -86.497   8.181 *** P<0.001 

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                      -83.667   7.914 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+PRP          63.887   6.043  *   P<0.05 

DH-YG vs DD+SVF+KB            76.830   7.267  **  P<0.01 

DH-YG vs DD+MKH+PRP         83.467   7.895 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+PRP+KB           102.00   9.648 *** P<0.001 
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6.4.9 İkili Uygulamaların Caspase 9 İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Apoptoz değerlendirmesi Caspase 9 İHK ile yapıldı. KG grubunda saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. İkili 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.20). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH 

  

DG + SVF + KBY DG + PRP + MKH 

  

DG + PRP + KBY DG + MKH + KBY 

  

 

Resim 6.20. Üçlü HT uygulamalarında Apoptozun kaspaz 9 ile değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile ikili uygulamaların anlamlı bir 

şekilde apoptozun azalttığı saptandı (Şekil 6.26). 

 

 

 

Şekil 6.26. İkili HT uygulamalarında kaspaz 9 İHK değerlendirmesi. 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 6.19. Üçlü HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 9 İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılmasıFark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                          -97.667   9.997 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                       -183.61  18.794 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+MKH         -115.15  11.786 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+PRP             -85.580   8.760 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+KB               -91.553   9.371 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+MKH+PRP         -103.20  10.564 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+PRP+KB             -89.667   9.178 *** P<0.001 

SH-NG vs DH-YG                        -85.942   8.797 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+MKH          68.461   7.008 ** P<0.01 

DH-YG vs DD+SVF+PRP             98.029 10.034 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+KB              92.056   9.423 *** P<0.001 
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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 Üçlü Uygulamaların Bulguları 

 

Bu çalışmada sağlıklı hayvanlardan alınan spermlerde kültür ortamında yüksek 

glikozlu besiyeri kullanılarak DB hasar oluşturuldu. Spermlere MKH, 48 saatlik 

salgıladıkları faktörler olan KBY ve PRP ile desteklenmiş SVF uygulamaları yapılarak 

deneysel diyabetik modelde sperm hasarının azaltılması incelendi. 
 

6.5.1 Üçlü Uygulamaların Canlılık Bulguları 

 

Canlılık değerlendirmesi Eozin Y ile yapıldı. KG grubuna göre DG canlılığı 1 saat 

sonunda oldukça anlamlı bir şekilde azaldı. Üçlü uygulamaların anlamlı olarak 

canlılığı koruduğu saptandı (Resim 6.21). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH + KBY 

  

DG +PRP + MKH + KBY 

 
 

Resim 6.21. Üçlü HT uyguları için canlılık boyaması. 
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Yapılan üçlü uygulamaların etkinlik açısından PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde  

canlılığı koruduğu saptandı (Şekil 6.27). 

 

 

 

Şekil 6.27. Üçlü HT uygulamaları için canlılık 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. Üçlü HT uygulamaları için canlılık testi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması               Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                               -97.667  10.709 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                            -183.61  20.133 *** P<0.001 

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<0.001 

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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6.5.2 Üçlü Uygulamaların Hareket Bulguları 

 

Faz kontrast mikroskobu ile yapılan hareket değerlendirmesinde. KG grubuna 

göre DG hareketi 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde azaldı. Üçlü 

uygulamaların anlamlı olarak hareketi koruduğu saptandı. (Resim 6.22). 

 

KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH + KBY 

  

DG + PRP + MKH +KBY 

 
 

Resim 6.22. Üçlü HT uygulamaları için hareketliliğin faz kontrast görüntüleri.  

 

 

 

Yapılan üçlü uygulamaların etkinlik açısından PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde 

hareketliliği koruduğu saptandı (Şekil 6.28). 
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Şekil 6.28. Üçlü HT uygulamaları için 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. Üçlü HT uygulamaları için hareketlilik testi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması              Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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<0.001 

DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY      -72.000  14.704 *** P<0.001 
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6.5.3 Üçlü Uygulamaların Morfoloji Değerlendirmesi 

 

Morfoloji değerlendirmesi Diff Quick ile yapıldı. KG grubunda saptanan normal 

morfolojinin DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde bozulduğu görüldü. 

Üçlü uygulamaların anlamlı bir şekilde morfolojiyi koruduğu saptandı (Resim 6.23). 

 

KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH + KBY 

  

DG + PRP + MKH + KBY 

 

 

Resim 6.23 Üçlü HT uygulamalarında Diff Quick ile morfoloji değerlendirmesi. 

 

 

 

Yapılan uygulamalarda sırası ile üçlü uygulamaların PRP>MKH>SVF>KBY 

şeklinde morfolojiyi koruduğu saptandı (Şekil 6.29). Örnekler arasında morfoloji 
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değerlendirmesinde oldukça anlamlı (p<0,001) farklılığın olduğu görüldü. 

 

 

 

Şekil 6.29. Üçlü uygulamalar için morfoloji değerlendirmesi. 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. Üçlü uygulamalar için morfoloji değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması                  Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                                     64.333 24.050 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                                     75.000 28.038 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP              -60.333  22.555 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SV+MKH+KBY             -53.667  20.062 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP             -71.000  26.542 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY           -64.333  24.050 *** P<0.001 
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6.5.4 Üçlü Uygulamaların eNOS İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Oksidatif stres değerlendirmesi eNOS İHK ile yapıldı. KG saptanan stresin DG 

ile 1  saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Üçlü uygulamaların 

anlamlı bir şekilde oksidatif stresten koruduğu saptandı (Resim 6.24). 

 

KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH + KBY 

  

DG + PRP + MKH + KBY 

 

 

Resim 6.24. Üçlü HT uygulamalarında Oksidatif stresin eNOS ile 

değerlendirmesi. 

 

 

Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile üçlü uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde oksidatif stresi azalttığı saptandı (Şekil 6.30).  
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Şekil 6.30. Üçlü uygulamalar için e-NOS İHK değerlendirmesi. 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. Üçlü HT uygulamalarında h-skor ile eNOS İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması               Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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<0.001 

DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP        110.00 19.338 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY       93.333 16.408 *** P<0.001 

 

6.5.5 Üçlü Uygulamaların iNOS İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Oksidatif stres değerlendirmesi iNOS İHK ile yapıldı. KG saptanan stresin DG 1 

saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Üçlü uygulamaların anlamlı 

bir şekilde oksidatif stresten koruduğu saptandı (Resim 6.25). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH + KBY 

  

DG + PRP + MKH + KBY 

 

 

Resim 6.25. Üçlü HT uygulamalarında Oksidatif stresin iNOS ile 

değerlendirmesi. 

 

 

 

 

 

Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile üçlü uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY                  şeklinde oksidatif stresi azalttığı saptandı (Şekil 6.31).  
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Şekil 6.31. Üçlü uygulamalar için i-NOS İHK değerlendirmesi. 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. Üçlü HT uygulamalarında h-skor ile iNOS İHK değerlendirmesi. 

Ortalamaların karşılaştırılması             Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                            -138.33  29.811 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                            -220.00  47.410 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP       -115.67  24.926 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SV+MKH+KBY      -126.67  27.296 *** P<0.001 

SH-NG vs DH-YG                             -81.667  17.599 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP         22.667   4.885  *   P<0.05 

DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP       104.33  22.484 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SV+MKH+KBY       93.333  20.113 *** P<0.001 

 

6.5.6 TUNEL işaretlemesi 

 

Apoptoz değerlendirmesi TUNEL işaretlemesi ile yapıldı. KG saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Üçlü 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.26). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH + KBY 

  

DG + PRP + MKH + KBY 

 

 

Resim 6.26. Üçlü HT uygulamalarında Apoptozun TUNEL işaretlemesi ile 

değerlendirmesi. 

 

 

 

 

 

Yapılan apoptotik indeks ile uygulamalarda sırası ile üçlü uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY                  şeklinde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.32). 
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Şekil 6.32. Üçlü HT uygulamalarında Apoptotik indeks ile TUNEL 

değerlendirmesi. 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. Üçlü HT uygulamalarında apoptotik indeks ile TUNEL 

değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması              Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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 Üçlü Uygulamaların Caspase 3 İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Apoptoz değerlendirmesi Caspase 3 İHK ile yapıldı. KG grubunda saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Üçlü 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.27). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH + KBY 

  

DG + PRP + MKH + KBY 

 

 

Resim 6.27. Üçlü HT uygulamalarında Apoptozun kaspaz 3 ile değerlendirmesi. 

 

 

Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile üçlü uygulamaların anlamlı bir 

şekilde PRP>MKH>SVF>KBY                  şeklinde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.33). 
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Şekil 6.33. Üçlü HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 3 İHK değerlendirmesi. 

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 6.26. Üçlü HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 3 İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması                  Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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 Üçlü Uygulamaların Caspase 8 İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Apoptoz değerlendirmesi Caspase 8 İHK ile yapıldı. KG grubunda saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Üçlü 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.28). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH + KBY 

  

DG + PRP + MKH + KBY 

 

Resim 6.28. Üçlü HT uygulamalarında Apoptozun kaspaz 8 ile değerlendirmesi. 

 

 

Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile üçlü uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY                                                   şeklinde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.34). 
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Şekil 6.34. Üçlü HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 8 İHK değerlendirmesi. 

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 6.27. Üçlü HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 8 İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması                   Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                                     -66.717   6.494  **  P<0.01 

KR-BY vs DH-YG                                 -150.38  14.638 *** P<0.001 

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 Üçlü Uygulamaların Caspase 9 İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Apoptoz değerlendirmesi Caspase 9 İHK ile yapıldı. KG grubunda saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Üçlü 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.29). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF + MKH + KBY 

  

DG + PRP + MKH + KBY 

 

Resim 6.29. Üçlü HT uygulamalarında Apoptozun kaspaz 9 ile değerlendirmesi. 

 

Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile üçlü uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.35). 

 
 



 
 

144 

 

 

Şekil 6.35. Üçlü HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 9 İHK değerlendirmesi. 

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 6.28. Üçlü HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 9 İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması                   Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                                    -97.667  10.709 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                                   -183.61  20.133 *** P<0.001 

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<0.001 

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 Dörtlü Uygulama Bulguları 

 

Diyabet ortamının sperme verdiği hasar tarafından üretilen morfolojik, canlılık ve 

hareket anormalliklerinin, daha yüksek apoptotik belirteç seviyelerinin yanı sıra daha 

yüksek eNOS ve iNOS seviyeleri ile bağlantılı olduğu keşfedildi. Tedavilerin, sperm 

morfolojisini, canlılığını ve hareketliliğini istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 

korurken oksidatif stresi ve apoptozu en aza indirdiği bulunmuştur. Bireysel 

uygulamalar umut vaat ederken, DG + SVF + PRP + MKH + KBY kombinasyonunun 

çok daha başarılı olduğu bulunmuştur. 

 

6.6.1 Dörtlü Uygulamaların Canlılık Bulguları 

 

Canlılık değerlendirmesi Eozin Y ile yapıldı. KG grubuna göre DG canlılığı 1 saat 

sonunda oldukça anlamlı bir şekilde azaldı. Dörtlü uygulamaların anlamlı olarak 

canlılığı koruduğu saptandı (Resim 6.30). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF 

  

 

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

  

DG + MKH + KBY + PRP + SVF 

 

Resim 6.30. Dörtlü HT uygulamaları için canlılık boyaması. 
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Yapılan dörtlü uygulamaların etkinlik açısından PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde 

canlılığı koruduğu saptandı (Şekil 6.36). 

 

 

 

Şekil 6.36. Dörtlü HT uygulamaları için canlılık 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. Dörtlü HT uygulamaları için canlılık testi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması                     Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                                        69.000  28.825 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                                       86.667  36.205 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF                                     79.333  33.142 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+MKH                         61.333  25.622 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP                  35.667 14.900 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY     18.333 7.659 ** P<0.01 

SH-NG vs DH-YG                                       17.667   7.380 ** P<0.01 

SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP                   -33.333  13.925 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY      -50.667 21.166*** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+MKH                        -25.333  10.583 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP                  -51.000  21.305 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY     -68.333 28.546*** P<0.001 

DD+SVF vs DD+SVF+MKH                      -18.000   7.520  **  P<0.01 

DD+SVF vs DD+SV+MKH+PRP               -43.667  18.242 *** P<0.001 
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6.6.2 Dörtlü Uygulamaların Hareket Bulguları 

 

Faz kontrast mikroskobu ile yapılan hareket değerlendirmesinde. KG grubuna göre 

DG hareketi 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde azaldı. Dörtlü uygulamaların 

anlamlı olarak hareketi koruduğu saptandı. (Resim 6.31). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF 

  

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

  

DG + SVF + PRP + MKH + KBY 

 
 

Resim 6.31. Dörtlü HT uygulamaları için hareketliliğin faz kontrast görüntüleri. 
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Yapılan dörtlü uygulamaların etkinlik açısından PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde 

hareketliliği koruduğu saptandı (Şekil 6.37). 

 

 

 

Şekil 6.37. Dörtlü HT uygulamaları için 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). 

 

Tablo 6.30. Dörtlü HT uygulamaları için hareketlilik testi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması                        Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                                            69.000  43.709 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                                           86.667  54.900 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF                                        70.667  44.765 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+MKH                            16.000  10.135 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP                     7.667   4.857  *   P<0.05 

SH-NG vs DH-YG                                          17.667  11.191 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SVF+MKH                           -53.000  33.573 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP                    -61.333  38.852 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY       -71.333 45.187*** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF                                      -16.000  10.135 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+MKH                           -70.667  44.765 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP                    -79.000  50.043 *** P<0.001 
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DH-YG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY        -89.000 56.378*** P<0.001 

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<0.001 

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<0.001 

DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY   -10.000  6.335 **  P<0.01 

  

6.6.3 Dörtlü Uygulamaların Morfoloji Değerlendirmesi 

 

Morfoloji değerlendirmesi Diff Quick ile yapıldı. KG grubunda saptanan normal 

morfolojinin DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde bozulduğu görüldü. 

Dörtlü uygulamaların anlamlı bir şekilde morfolojiyi koruduğu saptandı (Resim 6.32). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF 

  

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

  

DG + SVF + PRP + MKH + KBY 

 

 

Resim 6.32. Dörtlü HT uygulamalarında Diff Quick ile morfoloji değerlendirmesi. 
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Yapılan uygulamalarda sırası ile dörtlü uygulamaların PRP>MKH>SVF>KBY 

şeklinde  morfolojiyi koruduğu saptandı (Şekil 6.38). Örnekler arasında morfoloji 

değerlendirmesinde oldukça anlamlı (p<0,001) farklılığın olduğu görüldü. 

 

 

 

Şekil 6.38. Dörtlü HT uygulamalar için morfoloji değerlendirmesi. 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. Dörtlü HT uygulamaları için morfoloji değerlendirmesi. 

 

            Ortalamaların karşılaştırılması                      Fark    q      P değeri   

================================== ==========  

          KR-BY vs SH-NG                                           69.000  41.165 *** P<0.001 

          KR-BY vs DH-YG                                          86.667  51.705 *** P<0.001 

          KR-BY vs DD+SVF                                       79.333  47.330 *** P<0.001 

          KR-BY vs DD+SVF+MKH                           16.000   9.546 *** P<0.001 

          KR-BY vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY      -2.333  1.392 ns  P>0.05 

          SH-NG vs DH-YG                                         17.667  10.540 *** P<0.001 

          SH-NG vs DD+SVF                                       10.333   6.165  **  P<0.01 

          SH-NG vs DD+SVF+MKH                           -53.000  31.620 *** P<0.001 

          SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP                    -61.333  36.591 *** P<0.001 

          SH-NG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY        -71.333 42.558*** P<0.001 

          DH-YG vs DD+SVF+MKH                           -70.667  42.160 *** P<0.001 
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          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<0.001 

         DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY   -10.000  5.966 *   P<0.05 

 

6.6.4 Dörtlü Uygulamaların eNOS İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Oksidatif stres değerlendirmesi eNOS İHK ile yapıldı. KG saptanan stresin DG 

ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Dörtlü uygulamaların 

anlamlı bir şekilde oksidatif stresten koruduğu saptandı (Resim 6.33). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF 

  

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

  

DG + SVF + PRP + MKH + KBY 

 

 

Resim 6.33. Dörtlü HT uygulamalarında Oksidatif stresin eNOS ile 

değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile dörtlü uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY  şeklinde oksidatif stresi azalttığı saptandı (Şekil 6.39). 

 

 

 

Şekil 6.39. Dörtlü uygulamalar için e-NOS İHK değerlendirmesi. 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. Dörtlü HT uygulamarında h-skor ile eNOS İHK değerlendirmesi. 

 

 

Ortalamaların karşılaştırılması                          Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                                             -116.00  20.671 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                                            -210.00  37.421 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF                                         -100.00  17.820 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+MKH                              -50.000   8.910 *** P<0.001 

SH-NG vs DH-YG                                            -94.000  16.750 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SVF+MKH                               66.000  11.761 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SV+MKH+PRP                        91.000  16.216 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY           118.67 21.146*** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF                                          110.00  19.602 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+MKH                              160.00  28.511 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP                       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<0.001 

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<0.001 

DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY    27.667 4.930 *   P<0.05   

 

6.6.5 Dörtlü Uygulamaların iNOS İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Oksidatif stres değerlendirmesi iNOS İHK ile yapıldı. KG saptanan stresin DG 

ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Dörtlü uygulamaların 

anlamlı bir şekilde oksidatif stresten koruduğu saptandı (Resim 6.34). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF 

  

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

  

DG + SVF + PRP + MKH + KBY 

 

 

Resim 6.34. Dörtlü HT uygulamalarında Oksidatif stresin iNOS ile yapılan 

değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile dörtlü uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY şeklinde oksidatif stresi azalttığı saptandı (Şekil 6.40). 

 

 

 

Şekil 6.40. Dörtlü HT uygulamalar için i-NOS İHK değerlendirmesi. 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. Dörtlü HT uygulamalarında h-skor ile iNOS İHK değerlendirmesi.  

 

Ortalamaların karşılaştırılması                      Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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<0.001 

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<0.001 

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<0.001 
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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<0.001 

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 işaretlemesi 

 

Apoptoz değerlendirmesi TUNEL işaretlemesi ile yapıldı. KG saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Dörtlü 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.35). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF 

  

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

  

DG + SVF + PRP + MKH + KBY 

 

 

Resim 6.35. Dörtlü HT uygulamalarında Apoptozun TUNEL işaretlemesi 

değerlendirmesi. 
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Yapılan apoptotik indeks ile uygulamalarda sırası ile dörtlü uygulamaların 

anlamlı bir şekilde apoptozun azalttığı saptandı (Şekil 6.41). 

 

 

 

Şekil 6.41. Dörtlü HT uygulamalarında Apoptotik indeks ile TUNEL 

değerlendirmesi. 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 6.34. Dörtlü HT uygulamalarında apoptotik indeks ile TUNEL 

değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması                        Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs DH-YG                                       -46.583  28.035 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF                                    -28.917  17.403 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+MKH                        -18.917  11.385 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP                 -14.917   8.977 *** P<0.001 

SH-NG vs DH-YG                                       -39.333  23.672 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SVF                                    -21.667  13.040 *** P<0.001 

SH-NG vs DD+SVF+MKH                        -11.667   7.021  **  P<0.01 

DH-YG vs DD+SVF                                   17.667  10.632 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+MKH                       27.667  16.651 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SV+MKH+PRP                31.667  19.058 *** P<0.001 

DH-YG vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY   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<0.001 

DD+SVF+MKH vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY    12.333  7.423 **  P<0.01 

DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY     8.333  5.015 *   P<0.05 

 

6.6.7 Dörtlü Uygulamaların Caspase 3 İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Apoptoz değerlendirmesi Caspase 3 İHK ile yapıldı. KG grubunda saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Dörtlü 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.36). 
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KG SG 

  

DG DG + SVF 

  

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

  

DG + SVF + PRP + MKH + KBY 

 

Resim 6.36. Dörtlü HT uygulamalarında Apoptozun kaspaz 3 ile değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile dörtlü uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY  şeklinde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.42). 

 

 

 

Şekil 6.42. Dörtlü HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 3 İHK değerlendirmesi. 

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 6.35. Dörtlü HT uygulamarında h-skor ile kaspaz 3 İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması                   Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

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<0.001 

DD+SVF vs DD+SV+MKH+PRP         64.333   8.319 *** P<0.001 

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 Dörtlü Uygulamaların Caspase 8 İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Apoptoz değerlendirmesi Caspase 8 İHK ile yapıldı. KG grubunda saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Dörtlü 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.37). 
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Resim 6.37. Dörtlü HT uygulamalarında Apoptozun kaspaz 8 ile değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile dörtlü uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY  şeklinde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.43). 

 

 

 

Şekil 6.43. Dörtlü HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 8 İHK değerlendirmesi. 

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. Dörtlü HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 8 İHK değerlendirmesi. 

 

Ortalamaların karşılaştırılması                      Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                                      -69.800  10.749 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                                     -153.47  23.634 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF                                  -113.18  17.431 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+MKH                      -84.207  12.968 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SV+MKH+PRP              -57.467   8.850 *** P<0.001 

SH-NG vs DH-YG                                  -83.667  12.885 *** P<0.001 

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<0.001 

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 Dörtlü Uygulamaların Caspase 9 İmmunohistokimyasal Bulguları 

 

Apoptoz değerlendirmesi Caspase 9 İHK ile yapıldı. KG grubunda saptanan 

apoptozun DG ile 1 saat sonunda oldukça anlamlı bir şekilde arttığı gözlendi. Dörtlü 

uygulamaların anlamlı bir şekilde apoptozu azalttığı saptandı (Resim 6.38). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

170 

KG SG 

  

DG DG + SVF 

  

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

  

DG + SVF + PRP + MKH + KBY 

 

 

Resim 6.38. Dörtlü HT uygulamalarında Apoptozun kaspaz 9 ile değerlendirmesi. 
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Yapılan h-skor ile uygulamalarda sırası ile dörtlü uygulamaların 

PRP>MKH>SVF>KBY  şeklinde apoptozu azalttığı saptandı (Şekil 6.44). 

 

 

  

Şekil 6.44. Dörtlü HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 9 İHK değerlendirmesi. 

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 6.37. Dörtlü HT uygulamalarında h-skor ile kaspaz 9 İHK değerlendirmesi. 

Ortalamaların karşılaştırılması                   Fark    q      P değeri 

================================== ==========  

KR-BY vs SH-NG                                  -97.667  11.943 *** P<0.001 

KR-BY vs DH-YG                                 -183.61  22.452 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF                               -137.38  16.799 *** P<0.001 

KR-BY vs DD+SVF+MKH                   -111.63  13.650 *** P<0.001 

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<0.001 

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<0.001 

DD+SV+MKH+PRP vs DD+SVF+MKH+PRP+KBY    52.220 6.385 **  P<0.01 
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7. TARTIŞMA 

 

Çalışmamızda, STZ ile ağır diyabete maruz kalmış sıçanların spermlerine in vitro 

ortamda, tedavi amaçlı SVF, PRP, MKH ve KBY uygulanarak, histopatolojik, 

immünohistokimyal ve TUNEL yöntemleriyle incelendi. DB in vitro modelinin sperm 

hasarına neden olduğu ve bu hasarın diğer tedavi seçenekleri için bir model olarak 

kullanılarak önlenebileceği kanıtlanmıştır. Bu durum hücre sayısını ve büyüme 

faktörlerini artırmanın ayrıca sinyal mekanizmalarını güçlendirmenin bir sonucudur. 

Bu çalışmada SVF, PRP, MKH ve KBY kombinasyonunun hücresel tedavi olarak 

oldukça etkili olabileceği bulundu. SVF, PRP, MKH ve KBY gibi hücre tedavilerinin 

in vivo ve in vitro diyabetik hasarı azaltabildiğini gösteren birçok çalışma 

bulunmaktadır. Bu çalışmalarda, önemli ölçüde başarılı hücre tedavilerinin tek bir 

uygulaması kullanılmıştır. Amacımız, her uygulamanın sinerjisini elde etmek için bu 

uygulamaların bir kombinasyonunu kullanmaktı. SVF uygulaması, PRP ve KBY den 

gelen yeterli MKH ve büyüme faktörüne bunun yanında sitokine sahiptir. 

Sonuçlarımız, kombinasyonun yararının diyabetik ve oksidatif hasara karşı büyük bir 

başarı olduğunu gösterdi. Tekli veya ikili uygulamaları üçlü uygulamalarla 

karşılaştırdığımızda çok daha iyiydi. En iyi sonuçları dört uygulamanın hepsinin 

kombinasyonu ile aldık. DB, spermler için önemli ölçüde azalmış canlılığa ve 

hareketsizliğe neden oldu.  

 

Bu çalışmada sağlıklı hayvanlardan alınan spermlerde kültür ortamında yüksek 

glikozlu besiyeri kullanılarak diyabetik hasar oluşturulmuştur. Spermlere MKH, 48 

saatlik salgıladıkları faktörler olan KBY ve PRP ile desteklenmiş SVF uygulamaları 

yapılarak deneysel diyabetik modelde sperm hasarının azaltılması amaçlanmıştır. 

 

12 haftalık Wistar Albino cinsi 15 adet erkek sıçandan elde edilen spermler kültür 

ortamında 6 gözlü flasklara alınarak 15 farklı grup olacak şekilde 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 grupları 

ayrıldı. Bir saatlik uygulamada morfoloji, canlılık ve hareket değerlendirilmeleri 
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yapılarak yaymaları hazırlanan örnekler oksidatif stres için e-NOS ve i-NOS ile apoptoz 

için TUNEL, CASPAZ 3, CASPAZ 8 ve CASPAZ 9 ile immünohistokimyasal olarak 

analiz edildi. 

 

DB besiyeri ortamının sperme verdiği hasarda oluşan morfolojik, canlılık ve 

hareket bozukluklarının artan eNOS ve iNOS ile artan apoptotik belirteçler ile ilişkili 

olduğu belirlendi. Uygulamaların istatistiksel olarak anlamlı bir biçimde sperm 

morfoloji, canlılık ve hareketini koruyarak oksidatif stres ve apoptozu azalttığı 

görüldü. Tekli uygulamalarda olumlu etki varken SVF, PRP, MKH ve KBY 

kombinasyonunun anlamlı bir şekilde daha etkin olduğu saptandı. 

 

DB invitro modelin, sperm hasarı yapması ve uygulamalar ile bu hasarın 

önlenebilmesi, diğer tedavi olasılıkları için önemli olabileceğini gösterdi. SVF, PRP, 

MKH ve KBY kombinasyonunun ilk defa kullanıldığı bu çalışma ile hücresel tedavi 

olarak hücre sayısının artırılması, büyüme faktörlerinin çoğaltılması ve sinyal 

mekanizmalarının güçlendirilmesi sonucunda oldukça yararlı olabileceği belirlendi. 

Toplumda yüksek prevalansta görülen ve giderek artan erkek infertilitesine yönelik 

hücresel tedavi gibi maliyetleri az ve etkinliği çok yeni rejeneratif yöntemin 

gelişmesine katkı sağlayacak sonuçlarımız çocuk sahibi olmak isteyen ailelere ümit 

olacaktır. Deney hayvanı ve insan çalışmaları ile bulguların doğrulanması ve 

mekanizmaların aydınlatılması klinikte kullanımlarını sağlayacaktır. 

 

Önceki bir çalışmada, kültür ortamının ve serumun in vitro sıçan spermlerinin 

hayatta kalması üzerindeki etkisini incelemek için tasarlanmıştır. 2004 ve 2005 yılları 

arasında in vitro olarak, %10 fetal bovin serumu (FBS) içeren veya içermeyen farklı 

kültür ortamlarının; Gamete-20, RPMI-1640, alpha MEM (AMEM), Dulbecco'nun 

değiştirilmiş Eagle ortamı (DMEM) ve Eagle's MEM (MEM) Wistar sıçanlarının 

spermatidleri ve spermiumları üzerindeki etkileri değerlendirilmiştir. Hücrelerin sayısı 

ve morfolojisi 4. ve 24. saatlerde kaydedilmiştir. Tüm koşullar altında hücrelerin sayısı 

ve canlılığı zamanla azalmış, ancak parametreler FBS' nin varlığından olumlu 

etkilenmiştir. 24 saatlik kültürde spermatidlerin ve spermatozoanın canlılık oranları 

azalmıştır. Canlılık ve morfoloji, serumlu RPMI' de en iyisi ve serumsuz MEM' de en 
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kötü olarak bildirilmiştir. Bu sonuçlar, farklı kültür ortamı ve FBS kompozisyonunun 

spermatozoanın olgunlaşması ve hayatta kalması için önemli olduğunu 

göstermektedir. Özenle seçilmiş kültür besiyerleri, in vitro fertilizasyon (IVF) 

prosedürlerinin başarısında olduğu kadar fonksiyonel spermlerin üretilmesinde de 

önemli roller oynayabilir (Cezayirli ve ark. 2009). Literatürdeki başka bir çalışmada 

ise sulandırıcı tipinin kriyosurvival üzerinde önemli etkisi (p<0.05) olduğu 

bildirilmiştir. Çözülme sonrası en yüksek motilite (%27,5), TES /Tris (TES) sulandırıcı 

varlığında dondurulan sperm örneklerinden elde edilmiştir (p<0.05). Sonuç olarak, 

soğutma hızı kriyoprezervasyonu önemli ölçüde etkilemese de sulandırıcıların 

çözülme sonrası sperm parametrelerini etkilediği ve TES epididimal Lewis sıçan 

sperminin dondurulabilirliğini önemli ölçüde iyileştirdiği bildirilmiştir (Varışlı ve ark. 

2015). Bir başka çalışmada ise, sıçan epididimal sperm kriyoprezervasyonu için ideal 

bir dondurma sulandırıcı ve yöntemi geliştirmek amaçlanmıştır. 30 Wistar erkek 

sıçandan toplanan epididimal spermler dondurularak, rafinoz içermeyen tampon veya 

damıtılmış ve deiyonize su, PBS veya modifiye Krebs-Ringer içinde çözülmüş çeşitli 

rafinoz ve yumurta sarısı konsantrasyonları ile dondurulduğunda çözülme sonrası 

özelliklerini incelemek için deneyler yapılmıştır. Bikarbonat mKRB bazlı genişletici, 

PBS veya mKRB içeren yumurta sarısı içinde çözülen farklı gliserol, Equex STM veya 

sodyum dodesil sülfat (SDS) konsantrasyonları da test edilmiştir. Bu deneylerden elde 

edilen verilere dayanarak, Equex STM, SDS ve yumurta sarısı takviyesi ile mKRB' de 

çözünen rafinoz, trehaloz, laktoz, fruktoz ve glikoz gibi farklı şekerlerin, dondurularak 

saklanan spermlerin çözülme sonrası özelliklerini nasıl etkilediği daha sonraki 

deneylerde test edilmiştir. Dondurulmuş çözülmüş spermin kriyo-sağkalımı, sperm 

motilite indeksinin (SMI) mikroskobik değerlendirmesi ile değerlendirilerek akrozom 

bütünlüğü FITC-PNA boyaması ile ölçülmüştür. Spermler 3 saatlik bir termal direnç 

testine tabi tutulmuştur. mKRB' de 0.1M rafinoz %0.75 Equex STM, %0.05 SDS ve 

%20 yumurta sarısı ile kullanıldığında, spermin çözülme sonrası hayatta kalması 

üzerinde faydalı etkiler elde edilmiştir. Bu işlemle dondurularak saklanan sperm, diğer 

kriyoprotektanlar ve trehaloz, laktoz, fruktoz, glukozun çeşitli konsantrasyonlarında 

dondurulan sperm ile karşılaştırıldığında, inkübasyon boyunca daha yüksek bir 

motilite indeksi sergileyerek, daha yüksek SMI ve akrozom bütünlüğünü korumuştur. 

Sonuç olarak, Equex STM, SDS ve yumurta sarısı içeren mKRB içinde çözülmüş 

rafinozun sulandırıcı bir solüsyonunda kriyoprezervasyon, sıçan epididimal sperminin 

dondurulabilirliğini büyük ölçüde artırdığı bildirilmiştir (Yamashiro ve ark. 2007). 
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Fare testis dokuları ile hava-sıvı interfaz organ kültürü yöntemi kullanılarak in 

vitro spermatogenez (IVS) mümkündür. Bununla birlikte, aynı yöntem, fareler 

dışındaki hayvanlara pek uygulanamamıştır, yalnızca spermatogenezde ilerleme 

kaydedilmemekte veya sınırlı ilerleme kaydedilmektedir. Literatürde yapılan bir 

çalışmada, hormonlar, antioksidanlar ve lizofosfolipidler dahil olmak üzere kimyasal 

maddeler ekleyerek, kültür ortamının modifikasyonları ile sıçanların IVS'sini meydana 

çıkarmaktadır. Ek olarak, dokuları daha düşük oksijen konsantrasyonuna sahip bir 

inkübatöre yerleştirerek veya doku üzerine silikon örtü tavanı uygulayarak oksijen 

gerilimini azaltmak, spermatojenik verimliliği arttırmada etkili olmuştur. Kültür 

koşulunun bu modifikasyonları yoluyla, kültürlenmiş dokuda 70 gün boyunca 

yuvarlak spermatidlere kadar sıçan spermatogenezi muhafaza edilmiştir. Mevcut 

sonuçlar, sıçan IVS' sinde önemli bir ilerleme olduğunu göstermiştir. Ayrıca fareler ve 

sıçanlar için yaygın olarak uygun olan koşulları ortaya çıkararak, sıçana özgü 

optimizasyonlar bulunmuştur. Bu, insanlar da dahil olmak üzere birçok hayvan 

türünde başarılı IVS' ye doğru önemli bir adımdır (Matsumura ve ark. 2021). Küresel 

sağlık için en büyük endişelerden birini temsil etmektedir ve üreme işlev bozukluğu 

dahil olmak üzere çeşitli klinik komplikasyonlarla ilişkilidir. Hipergliseminin hastalık 

patofizyolojisinin önemli bir etkeni olarak tanımlandığı göz önüne alındığında, yüksek 

glikoz koşullarının insan sperm fonksiyonu üzerindeki izole etkisini ele almak için in 

vitro bir yaklaşım kullanılmıştır. Yüksek glikozun sperm fonksiyonu üzerindeki 

etkisine yönelik in vitro olarak spermlerin bu koşullardan etkilendiğini gösteren birçok 

çalışma yapılmıştır. Genellikle in vitro sperm hazırlığı için optimal konsantrasyon için 

5 mM, diyabetik durumu taklit etmek için 25 mM veya yüksek dozlarda glukoza hücre 

tepkisini değerlendirmek için 50 mM kullanmışlardır. Diyabetik durumu taklit etmek 

için 25 mM kullanılmıştır ama aynı zamanda oksidatif stres nedeniyle çoğunlukla 3 

saatin sonunda ölen spermleri inkübatör dışında ölmeleri beklenmiştir (Mahadevan ve 

ark. 1997, Amaral ve ark. 2011). 

 

Diabetes mellitus glukoz homeostazının bozulması sonucu oluşan metabolik bir 

hastalıktır. İmmünolojik kaynaklı ortaya çıkan Tip 1 diyabet ve insülin direnci, 

bozulmuş insülin sekresyonu, glikoz üretimindeki artış sonucu oluşan Tip 2 diyabet 

olmak üzere iki farklı formu bulunmaktadır. Genetik ve çevresel faktörlerle oluşan 

diabetes mellitusa bağlı komplikasyonların araştırılmasında ve tedavisinde diyabetik 
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hayvan modelleri kullanılmaktadır (Akça ve Çeltik 2010). İnfertilite, üreme 

organlarında veya gametlerde, cinsiyete özgü faktörler, genital enfeksiyonlar, 

endokrin anormallikleri, immünolojik ve anatomik faktörler, tütün, esrar, alkol 

kullanımı gibi multifaktöriyel koşulların sonucununda üremenin biyolojik 

başarısızlığıdır (Teixeira ve ark. 2019). Bugüne kadar çeşitli incelemelerde diyabetle 

ilişkili infertilite konusu ele alınmıştır ancak diyabetin neden olduğu hipergliseminin 

infertilite üzerindeki mekanizmarının aydınlatılmasına hala ihtiyaç duyulmaktadır. 

Hiperglisemi, özellikle üreme çağındaki erkekleri de etkileyen ve hızla artan prevalansı 

göz önüne alındığında, bireylerin sağlığına yönelik büyük tehdit oluşturmaktadır. 

Sonuç olarak, diyabet prevalansının yüksek olduğu toplumlarda infertilitenin ve 

doğum oranlarındaki düşüşün önlenmesi için tedavi amaçlı kapsamlı çalışmalara 

gereksinim bulunmaktadır (Maresch ve ark.  2018). 

 

Yapılan AKŞ ve VA sonuçlarının önceki çalışmalarla uyumlu olup benzer 

bulgular elde edilmiştir (Bhansali ve ark. 2015, Maresch ve ark. 2018, Jato  ve ark. 

2018). Diyabet grubunda testiste oluşan hasar için intertisyel alanda ödem, konjesyon, 

bağ doku artışı, germ ve sertoli hücrelerinde kayıp, vakualizasyon, tübül lümeninde 

residüel cisimcikler ve seminifer tübül çapında azalma öne çıkan bulgular olup 

bunlarda önceki çalışmalarla uyumlu olarak kullanılan tüm parametrelerle benzer 

bulgular elde edilmiştir. 

 

Sıçan epididimal spermlerin bilgisayar destekli sperm analizi [CASA] ile 

incelendiği bir çalışmada distal kauda epididimisten izole edilen spermler, proksimal 

kauda epididimisten izole edilen spermlerden önemli ölçüde daha yüksek hareketli 

sperm yüzdeleri ve yüzme hızları sergilediği görülmüştür (Slott VL ve ark 1991). 

Çalışmamızda kullanılan besiyeri ile çok daha verimli canlı, hareketli ve düzgün 

morfolojisi olan spermler elde edilmiştir. 

 

Hücre tedavilerinin eNOS ve iNOS boyaması ile oksidatif stresi azalttığını 

gösterdik. Oksidatif stres tarafından germ hücre hasarı, sperm apoptozu, DNA hasarı 

ve reaktif oksijen radikalleri [ROS] oluşumunu içerir. Oksidatif stres altında, ROS 

hücresel bileşenlerde ciddi hasara neden olabilir ve apoptozu artırabilir. Tekli veya 

ikili uygulamaları üçlü uygulamalarla karşılaştırdığımızda çok daha iyiydi. En iyi 
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sonuçları dört uygulamanın hepsinin kombinasyonu ile aldık. Hücre tedavilerinin 

eNOS ve iNOS boyaması ile oksidatif stresi azalttığını gösterdik. Oksidatif stres 

tarafından germ hücre hasarı, sperm apoptozu, DNA hasarı ve ROS oluşumunu içerir. 

Oksidatif stres altında, ROS hücresel bileşenlerde ciddi hasara neden olabilir ve 

apoptozu artırabilir. Tekli veya ikili uygulamaları üçlü uygulamalarla 

karşılaştırdığımızda çok daha iyiydi. En iyi sonuçları dört uygulamanın hepsinin 

kombinasyonu ile aldık. 

 

Stromal kök hücre in vitro çoğalır ve birkaç soy boyunca farklılaşabilir. Taze izole 

edilmiş bu hücreler, tam olarak karakterize edilemeyecek kadar az veya yeterince saf 

değildir. Burada, CD31 ekspresyonuna göre ayrılabilen insan yağ dokusundan iki 

CD45-CD34+CD105+ hücre popülasyonu izole edilmiştir. CD31+ hücreleri ile 

karşılaştırıldığında, CD31- hücreleri, hücre döngüsü durgunluğu ve kök hücre olma ile 

ilişkili transkriptleri ve kıkırdak, kemik, yağ, kas ve nöral dokuların biyolojisi ile ilgili 

transkriptleri aşırı eksprese edilmiştir. Buna karşılık, CD31+ hücreleri, endotel ve ana 

doku uygunluk kompleksi sınıf II kompleksi ile bağlantılı transkriptleri aşırı ifade 

etmiştir. CD31- hücrelerinin klonları, in vitro olarak genişletilebilir ve kemik, yağ ve 

nöral benzeri doku özelliklerine sahip hücrelere farklılaştırılabilir. Kültürde, hücre 

döngüsü durgunluğu, gövde, belirli sitokinler ve organa özgü genlerle ilişkili 

transkriptler down regüle edilirken, sinyal iletimi, hücre yapışması ve hücre iskeleti 

bileşenleri ile ilişkili transkriptler up regüle edilmiştir. CD31+ hücreleri in vitro olarak 

çoğalmamıştır. İnsan yağ dokusundan elde edilen CD45-CD34+CD105+CD31- 

hücreleri, onları doku mühendisliği için yararlı hale getirebilecek stromal kök hücre 

özelliklerine sahip olduğu bildirilmiştir (Boquest ve ark. 2005). Dithiothreitol 

etkinliğinin araştırıldığı bir insan sperm çalışmasında apoptoz TUNEL ile oksidatif 

stres 8OHdG ile incelenmiş ve yüzde dörtlük bir oranda sağlıklı bireyler artmış stres ve 

apoptoza rastlanmıştır (Townsend 2016). Köpek spermlerinde MKH+KBY 

kulanmanın ortamdaki antioksidanların ve büyüme faktörlerinin arttırmasından dolayı 

donmuş çözülmüş sperm hücrelerinin kalite ile ilgili parametrelerini geliştirdiği 

gösterilmiş ve en iyi konsantrasyonun yüzde on olduğu saptanmıştır (Mahiddine ve ark. 

2020). Bir antioksidan olarak safran, kadmiyuma maruz bırakılan sıçanlarda sperm 

parametreleri üzerinde olumlu etkileri olduğu saptanmıştır (Asadi ve ark. 2013).  

Sadece omentumdan türetilen AKMKH 'ler, RA ile farklılaşma tedavisinden sonra 
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erkek germ hücre soyları ile ilgili önemli bir gen işaretçisini ifade etmiştir. Bu bulgular, 

yağ dokusunun multipotent stromal kök hücrelerin bir kaynağı olarak ve ayrıca 

farklılaşma amacına ilişkin MKH 'lerin kaynağı olarak önemini bir kez daha 

göstermektedir (Bräunig ve ark. 2018). Kurşunun hayvanların semen özelliklerini ve 

testosteron düzeylerini baskılama eğilimi olan bir gonadotoksik olduğu sonucuna 

varılmış, MKH 'lerin varlığının kurşunun toksik etkilerini hafiflettiği bulunmuştur. 

Sıçanların kemik iliğinden elde edilen MKH 'lerin LN kaynaklı gonado toksisitesinin 

etkili bir tedavisi olabileceği ve dolayısıyla infertilite tedavisine katkıda 

bulunabileceği sonucuna varılmıştır (Hassan ve Alam 2014). 

 

KBY 'nin toplam sperm sayısını ve spermatogonia, birincil spermatositler, 

yuvarlak spermatidler, Sertoli Hücreleri 'ler ve Leydig hücreleri gibi testis hücrelerinin 

sayısını kontrol, DMSO ve busulfan gruplarıyla karşılaştırıldığında belirgin şekilde 

artırdığını göstermiştir. Ayrıca sonuçlar, son enjeksiyondan 8 hafta sonra busulfan ve 

busulfan/SH gruplarında c-kit ve STRA8 ekspresyonunun önemli ölçüde azaldığını (p 

<0.001) ancak kontrol ve DMSO ile karşılaştırıldığında PCNA için anlamlı bir fark 

bulunmadığı (p < 0.05) saptanmıştır. Bu bulgular, Sertoli hücre koşullu ortamın üreme 

ve rejeneratif tıpta terapötik stratejiler için pratik bir yaklaşım olarak faydalı 

olabileceğini düşündürmektedir (Panahi ve ark. 2020). Literatürdeki yapılan 

çalışmada, kısraklarda mezenkimal kök hücre şartlandırılmış ortamın MKH-KBY 

sperm parametreleri, intrauterin polimorfonükleer nötrofiller (PMN), intrauterin sıvı 

birikimi (IUF) ve fertilite üzerindeki etkilerini değerlendirmesi amaçlanmıştır. Deney 

1'de, on aygırdan alınan iki ejakülat, süt bazlı bir sulandırıcı kullanılarak 50 milyon 

sperm/mL'ye ayarlanmıştır. Daha sonra, MKH-KBY den 20 mL hazırlanarak semene 0, 

5, 10, 15 ve 20 mL. olacak şekilde eklenmiştir. Sperm kinetiği ve plazma membran 

bütünlüğü seyreltmeden hemen sonra (T0) ve 37 °C'de (T2) inkübasyondan 2 saat 

sonra değerlendirilmiştir. Deney 2' de, dirençli (n = 13) veya endometrite duyarlı (n = 

7) olarak karakterize edilen kısraklar, iki (Kontrol ve CM-1) ve üç (Kontrol, CM-1 ve 

CM-2) yumurtlamanın indüklenmesinden 24 saat sonra taze semen ile döllenmiştir. 

Gruplar: kontrol, farmakolojik müdahale yok; CM-1, semen döllenme dozunun 3:4'te 

eklenmesi (v:v,MKH-KBY:semen); CM-2, 30 mL MKH-KBY , döllenmeden 24 saat 

önce uterusa infüze edilmiştir. PMN'lerin sayısını ve interlökin IL6, IL10 ve TNFa 

konsantrasyonlarını değerlendirmek için tohumlamadan döllenmeden 6 ve 24 saat 
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sonra endometriyal sitoloji ve rahim sıvısı toplanmıştır. IUF, tohumlamadan 24 ve 48 

saat sonra ultrasonografi ile belirlenmiştir. Hamilelik durumu, yumurtlamadan 14 gün 

sonra teşhis edilmiştir. Semene MKH-KBY eklenmesi, dirençli kısraklarda 

tohumlamadan döllenmeden 6 saat sonra T0 ve T2'de (P> 0.05) sperm parametrelerini 

etkilememiştir ve (CM-1; P <0.05) PMN sayısını azaltmıştır (CM-1; P <0.05). Duyarlı 

kısraklarda, tohumlamadan döllenmeden 6 ve 24 saat sonra PMN'ler ve ayrıca IUF, 

tedavi edilen her iki döngüde (CM-1 ve CM-2) azalmıştır (P <0.05). Ek olarak, MKH- 

KBY tohumlamadan döllenmeden sonra duyarlı kısrakların uterusunda IL6'yı 

upregüle ederek, IL10 konsantrasyonlarını up regüle etmiştir. Hem dirençli 

(Kontrol, %77, 10/13; CM-1, %62, 8/13) hem de duyarlı kısraklarda (Kontrol, %42,8, 

3/7; CM- 1, %57,1, 4/7; CM-2, %85,7,6/7) dir. Sonuç olarak, MKH-KBY seyreltilmiş 

semen ile karıştırıldığında sperm parametrelerini etkilemeyerek, kısraklarda 

tohumlama sonrası inflamatuar yanıtları azaltmıştır (Eriky Akio de Oliveira Tongu ve 

ark 2021). Seminal sıvı faktörleri, embriyo implantasyonunu ve üreme başarısını 

kolaylaştırmak için gebe kalma sırasında dişi bağışıklık tepkisini modüle eder. 

Spermin bu yanıtı etkileyip etkilemediği açık değildir. Bozulmamış veya vazektomize 

erkeklerle çiftleştikten sonra fare rahminde mikrodizi ile global gen ekspresyonu 

değerlendirilmiştir. Sağlam erkekler, gen transkripsiyonunda daha büyük 

değişikliklere neden olduğu, belirgin bir şekilde pro- inflamatuar sitokini ve immün 

düzenleyici genleri etkileği ve TLR4 sinyallemesi en üst sıradaki yukarı akış sürücüsü 

olarak tanımlandığı bildirilmiştir. Nötrofillerin toplanması ve periferik düzenleyici T 

hücrelerinin genişlemesi, sağlam erkeklerin seminal sıvısı tarafından yükseltilmiştir. 

In vitro, epididimal sperm, wild tipteki uterus epitel hücrelerinde IL6, CXCL2 ve 

CSF3'ü indüklemektedir, ancak Tlr4 gebe olmayan dişilerde indüklenmemektedir. 

Toplu olarak bu deneyler, spermin TLR4'e bağlı sinyalleme yoluyla uterus sitokin 

ekspresyonunu ortaya çıkararak kadın bağışıklık toleransını arttırmaya yardımcı 

olduğunu göstermektedir. Bulgular, üreme yatırımının dişi kontrolünde yer alan 

bağışıklık mekanizmalarını modüle etmede, oosit döllenmesinin ötesinde sperm için 

biyolojik bir role işaret ettiği belirtilmiştir (Schjenken ve ark. 2021). 

 

Nonobstrüktif azosperminin tedavisinde mezenkimal stromal/kök hücreler MKH 

'ler yerine hücre dışı vezikül içeren şartlandırılmış ortamın KBY etkisini göstermektir. 

Bir sonraki adımda, MKH 'lerin farelerin seminifer tübüllerine enjeksiyonundan sonra 

MKH 'lerin spermatositlere farklılaşma potansiyelini incelenmesi amaçlanmıştır. 
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Yapılan çalışmada, hayvan modellerinde adipoz doku kaynaklı AK-MKH 'ler ve 

kemik iliği kaynaklı MKH 'ler ve kemik iliği KBY kullanılarak busulfan kaynaklı 

azospermi için uygulamalı bir tedavi gerçekleştirilmiştir. Bu bağlamda, sırasıyla 30 

erkek yetişkin Balb/C faresi (30±5g) ve iki dişi eGFP+/+ Balb/C faresi (30±5g) deney 

gruplarını belirlemek ve kök hücreleri kültürlemek için kullanılmıştır. Daha sonra 

intakt kontrol, azospermi, AKMKH tedavisi, Kİ-MKH tedavisi, Kİ-KBY tedavisi ve 

spontan iyileşme grupları olmak üzere altı grupta incelenmiştir. Sağlam kontrol 

dışındaki tüm gruplara 21 gün ara ile iki doz busulfan (10 mg/kg) enjekte edilerek 

azospermi oluşturulmuştur. Tüm farelerin testisleri çıkarılmıştır ve tedaviden 60 gün 

sonra histomorfometri ve akış sitometrisi analizi ile incelenmiştir. Testislerin 

histomorfometri ve akış sitometrisi değerlendirmesi, tedavi gruplarının seminifer 

tübüllerinin çoğunun normal morfolojisinin yanı sıra spermatogenezin başarılı bir 

şekilde geri kazanıldığını göstermiştir, ancak azospermi grubunda spermatogenez 

gözlenmemiştir. Kİ-MKH tedavi grubunun sonuçlarının diğer tedavi gruplarına göre 

daha olumlu olması dikkate değerdir. Sonuç olarak, AK-MKH, Kİ-MKH ve Kİ-KBY 

azospermi tedavisinde aday olarak şiddetle önerilebilir (Tongu ve ark. 2021). Testis 

torsiyonu-detorsiyonu, sperm miktarını önemli ölçüde azaltarak, motiliteyi inhibe 

edip, F-aktin ekspresyonunu azalmıştır ve bunun sonucunda spermdeki ATP içeriğini 

azalmıştır MKH' lerin lokal enjeksiyonu, özellikle sperm motilitesinde, sperm 

fonksiyonunu iyileştirmiştir. MKH' ler ile, testis torsiyon-detorsiyonundan sonra ATP 

içeriği ve F-aktin korunmuştur. MKH' ler, fosfogliserat kinaz 2 ve gliseraldehit-3-

fosfat dehidrojenaz-spermatojenik ekspresyonunu artırarak, Akt'yi aktive ederek ve 

glikojen sentaz kinaz 3'ü (GSK3) artırarak kanıtlandığı gibi, testis torsiyon-

detorsiyonu tarafından indüklenen sperm ve     testisteki glikoliz dengesizliğini önemli 

ölçüde tersine çevirmiştir. Bu da glikoliz kaskadlarında ve ATP üretiminde artışa 

neden olmuştur. Sperm testis torsiyonu- detorsiyonu ile indüklenen germ hücre 

hasarından muzdarip olduğunda insan kök hücre faktörü Akt/GSK3 ekseninin 

aktivasyonuna katkıda bulunmuştur. Sonuç olarak testis torsiyonu-detorsiyonu ile 

hasar görmüş bir testise MKH' lerin lokal enjeksiyonu, esas olarak sperm 

hareketliliğini ve enerjisini geliştirerek sperm fonksiyonunu eski haline getirmektedir. 

MKH' ler, Akt/GSK3 eksenini düzenleyerek spermdeki glikojenez ve glikoliz 

dengesizliğini tersine çevirmektedir. Bu nedenle, MKH' ler, lokal enjeksiyon yoluyla 

torsiyon-detorsiyonun neden olduğu infertiliteyi potansiyel olarak kurtarabilir (Tongu 

ve ark. 2021).   
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Literatürdeki bir başka çalışmada ise, MKH' lerle tedavi edilen testisler morfolojik 

olarak normal görünüme sahip olduğu, ancak seminifer tübüllerin boş olduğu kök 

hücre tedavisi uygulanmayan sıçanlar atrofik görünüme sahip olduğu bildirilmiştir. 

Spermatogenez, hücre ile tedavi edilen testislerin tüm tübüllerinde değil, bazılarında 

tespit edilmiştir. Testislerdeki GFP+/VASA+ ve GFP+/SCP1+ hücreleri, uygun 

mikroçevrede MKH' lerin spermatogenetik hücrelere farklılaşmasını göstermiştir. 

Hücre tedavisi ile sıçanlar, spermatogenezin tam olarak geri kazanıldığını göstermek 

için çiftleştirilerek sürekli nesiller elde edilmiştir. GFP ekspresyonu, yağ dokusu ve 

kemik iliğinden elde edilen mezenkimal kök hücrelerde ve ayrıca yavruların 

spermlerinde tespit edilmiştir. Sonuç olarak, gelecekte MKH' ler insanlarda aynı amaç 

için kullanılabilir (Cakici ve ark. 2013). In vitro çalışmalara dayalı olarak, farklı doku 

kaynaklarından gelen MKH’ ler hem erkek hem de dişide basit yöntemlerle germ 

hücrelerine veya gamet progenitör hücrelere farklılaştırılmıştır. Öte yandan, 

MKH'lerin terapötik etkileri, kimyasal veya cerrahi bileşiklerle oluşturulan NOA 

hayvan modellerinin tedavisi için değerlendirilmiştir. Bu çalışmaların sonuçları, 

seminifer tübüllerde MKH'lerin başarılı allotransplantasyonunu veya 

ksenotransplantasyonunu doğrulanmıştır. Ayrıca, MKH'ler tarafından salgılanan 

eksozomların, infertil hayvan modellerinin testislerinde spermatogenez sürecini 

indükleyebildiği bildirilmiştir. Erkeklerde ve kadınlarda üreme hastalıklarının MKH' 

ler veya eksozomları yardımıyla tedavisinde sayısız ilerlemeye rağmen, NOA 

tedavisine ilişkin hiçbir klinik çalışma sonlandırılmamıştır. Yapılan çalışmada 

erkeklerde NOA için MKH tedavisi olasılığını araştırmaya çalışmaktadır. MKH'lerin 

kurşun kaynaklı üreme toksisitesi üzerindeki etkileri henüz bildirilmemiştir. Bu 

çalışma, MKH'lerin oksidatif stresi ve erkek sıçanlarda kurşun tarafından indüklenen 

bastırılmış üremeyi değiştirme yeteneğini araştırmak için yapılmıştır (Zhankina ve ark. 

2021). MKH’lerle tedaviyi takiben testosteron seviyelerinin ve semen kalitesinin 

iyileştiğini göstermiştir. Ayrıca süperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz 

seviyeleri, MKH'lerin tedavisinden 21, 30 ve 60 gün sonra artmıştır. Ayrıca, MKH 

tedavisinden sonra genomik DNA değişikliğinde bir azalma ve parçalanmış DNA 

yüzdesi kaydedilmiştir. Kurşun nitrat bazı seminifer tübüllerde dejenerasyon, nekroz, 

interstisyel ödem ve spermatojenik aktivitede azalmaya neden olmuştur. Testisin 

histopatolojik bulgularında LN'nin neden olduğu değişiklikler, MKH' lerle tedavi ile 
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kısmen tersine çevrilmiştir. Testisin histolojik incelemesi, Kurşun nitrat grubundaki 

seminifer tübüllerde büyük hasarlı test hayvanlarında testis morfolojisinde 

deformiteler göstermiştir. Testisin histopatolojik bulgularında LN' nin neden olduğu 

değişiklikler, MKH'lerin tedavisi ile kısmen tersine çevrilmiştir. Kurşunun 

hayvanların semen özelliklerini ve testosteron seviyelerini baskılama eğilimi olan bir 

gonadotoksik olduğu sonucuna varılmış, MKH' lerin varlığının kurşunun toksik 

etkilerini hafiflettiği bulunmuştur. Sıçanların kemik iliğinden elde edilen MKH 'lerin 

LN kaynaklı gonado toksisitesinin etkili bir tedavisi olabileceği ve dolayısıyla 

infertilite tedavisine katkıda bulunabileceği sonucuna varılmıştır (Hassan ve Alam 

2017).  

 

Literatürdeki diğer bir çalışmada, PRP anjiyogenezin mRNA ekspresyonu 

üzerindeki potansiyel olarak yararlılığını araştırmak için yapılmıştır. 14 günlük 

kültürde sıçan kemik iliği stromal hücre farklılaşması için tip I kollajen, vasküler 

endotelyal büyüme faktörü (VEGF) ve trombosit türevli büyüme faktörü (PDGF) için 

ek tahlil ve ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizi 

yapılmıştır. PRP, kontrole kıyasla PRP ile 5. günden sonra alkalin fosfataz aktivitesini 

önemli ölçüde yükselmiştir (P <.05) ve DNA ve protein içeriği kültür 1, 3 ve 5. 

günlerde (P <.01) artmıştır. RT-PCR, tip I kollajenin tüm substratlarda eksprese 

edildiğini ve 14 günlük kültür sırasında PRP ile yüksek kaldığını ve VEGF ve 

PDGF'nin mRNA ekspresyonunun zaman içinde daha yüksek olduğunu göstermiştir. 

Yapılan çalışmada, PRP' nin muhtemelen anjiyogenez sürecini başlatması, kan 

damarlarını oluşturan endotel hücrelerini toplaması ve kemik rejenerasyonunu 

başlatması gibi potansiyel bir katkısını göstermektedir (Hu ve ark. 2008). PRP, doku 

progenitör hücrelerinin çoğalması ve farklılaşması yoluyla doku onarımı üzerinde 

potansiyel bir etkiye sahiptir. Yapılan çalışmanın amacı, infertil sıçan modelinde 

PRP'nin testis yapısı ve fonksiyonu üzerindeki etkisini stereolojik yöntemle 

değerlendirmektir. Otuz iki erkek sıçan dört gruba ayrılmıştır. İnfertilite, busulfan 

(BUS) (10mg/kg, I.P., tek doz) uygulamasıyla indüklenmiştir. Olgulara PRP (80µl, 

testis lokal enjeksiyon, tek doz) uygulanmıştır. 48 gün sonra semen analizi yapılmış 

ve testosteronu ölçmek için kalpten kan örnekleri alınmıştır. Daha sonra sol testis 

çıkarılarak, fikse edilip, gömüldükten sonra, kesit alınıp ve H&E ile boyandıktan; 

sonra testisler analiz edilmiştir. Sonuç olarak, BUS'un kontrol grubuna kıyasla sperm 

sayısını, hareketliliğini, normal morfolojisini, spermatozoon kuyruğunun uzunluğunu, 
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testis hacmini, seminifer tübülleri, germinal epitel yüksekliğini ve spermatogenez soy 

hücre sayısını azaltabildiğini göstermiştir (p <0.01). PRP, BUS uygulanan hayvanda 

spermatojenik kök hücre sayısını, sperm sayısını, hareketliliğini ve kuyruk uzunluğunu 

ve testosteron seviyesini önemli ölçüde artırmıştır ancak testis hacmi, germinal epitel 

yüksekliği, Sertoli ve Leydig hücre sayısı ve seminifer tübüllerin uzunluğu üzerinde 

herhangi bir etkisi olmamıştır. PRP'nin BUS ile tedavide testisin yapısal ve 

fonksiyonel bozukluğunu iyileştirebileceği sonucuna varılmıştır (Dehghani ve ark. 

2018).  

 

Yapılan bir başka çalışmada, infüzyon, spinal ve intraartiküler enjeksiyon yoluyla 

verilen SVF ve PRP' nin güvenilirliğinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Lipoaspirat, 

doku ayrıştırıcı bir enzim ile işlendikten sonra santrifüjleme yoluyla SVF izole 

edilmiştir. Ayrıca her hastadan kan alınarak PRP izole edilmiştir Tüm deneklere 

intravenöz (IV) enjeksiyon yoluyla otolog PRP ve SVF uygulanmıştır. Deney grubu 

içindeki azınlık bir grubu, ek bir spinal veya eklem içi enjeksiyon yapılmıştır. Deney 

tipi, her hastalık değerlendirmesi ile belirlenmiştir. Her hasta için hücre dozları ve yan 

etkiler saptanarak analiz edilmiştir. Güvenli olduğu düşünülen hücre dozu, IV 

enjeksiyon için 250 cc normal salin içinde 10 milyar SVF hücresinden az ve eklem içi 

ve spinal enjeksiyon için 1 milyar SVF'den azdır. Olumsuz vakalar şiddetli olmadığı 

ve başarıyla tedavi edildiği bildirilmiştir. Gözlenen herhangi bir yan etki, spinal veya 

eklem içi enjeksiyonların bir sonucu olarak tanımlanarak SVF veya PRP ile ilgili 

olmadığı belirtilmiştir. Sonuç olarak, 421 hastanın çoğunda infüzyon, spinal ve intra- 

artiküler enjeksiyon yoluyla 10 milyar hücreye kadar yüksek dozda SVF 

uygulamasının majör olumsuz vakalara neden olmadan uygulanabilir olduğunu ve iyi 

tasarlanmış faz I-II'de daha fazla araştırılması gerektiğini göstermiştir (Karina ve ark. 

2020). Torsiyon- detorsiyon (T/D) kaynaklı testis hasarı, erkek subfertilitesine ve hatta 

infertiliteye neden olabilir. Kök hücre tedavisi, testis hasarını hafifletmek ve 

spermatogenezi teşvik etmek için bir alternatif sağlar. Adipoz kaynaklı SVF, hücre 

kültürü sırasında potansiyel mikrobiyal kontaminasyon, ksenojenik beslenme 

kaynakları vb. risklerini önleyebilen in vitro genişleme olmadan uygun bir şekilde elde 

edilebilir. Literatürdeki çalışmada, bir sıçan T/D modelinde otolog kültürlenmemiş 

SVF' nin testis hasarı ve spermatogenez üzerindeki koruyucu etkileri araştırılmıştır. 

Hayvanlar rastgele sham, T/D+ fosfat tamponlu salin ve T/D + SVF gruplarına (her 
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grupta 18 sıçan) ayrılmıştır. SVF izole edilerek, lipofilik florokrom 

klorometilbenzamido dialkilkarbosiyanin ile etiketlendikten sonra lokal enjeksiyonla 

T/D testise gerçekleştirilmiştir. 3, 7, 14 ve 28 günlerde F cerrahisinde, histopatolojik, 

immünohistokimyasal, Western blot ve enzime bağlı immünosorbent testleri için testis 

dokusu ve serum örnekleri toplanmıştır. Histopatolojik bulgular, T/D'nin öncülük ettiği 

düşük Johnsen skoru ile testiste ciddi hasarlanma gösterirken, kültürlenmemiş SVF 

testis hasarını azaltarak ve düşük skoru yükseltmiştir. Enjekte edilen SVF hücreleri 

esas olarak interstisyel bölgeye ve seminifer tübüllere verilerek, testiste temel 

fibroblast büyüme faktörü ve kök hücre faktörünün salgılanmasını arttırmıştır, 

malondialdehit seviyesinin düşmesine ve hormonal homeostazın düzenlenmesine 

katkıda bulunarak, Leydig hücrelerinin hasarlanmasını azaltmış, germ hücrelerinin 

yanı sıra spermatogenezi teşvik etmiştir. Son bulgular, otolog kültürlenmemiş SVF' 

nin testisleri testiküler iskemi-reperfüzyon hasarından koruyabildiğini ve testiküler 

T/D'nin neden olduğu infertilitenin önlenmesi için önemli klinik çıkarımlar sağlayan 

spermatogenezi teşvik edebileceğini göstermiştir (Zhou ve ark. 2018).  

 

DD 'nin, germ hücrelerinde ve olgun spermlerde DNA hasarı ve düşük kaliteli 

spermatozoa dahil olmak üzere testis üzerinde zararlı etkileri var olup hücre ölümüne 

yol açmaktadır. Bazı çalışmalar, mitokondriye bağlı apoptotik yolun, DD' nin neden 

olduğu germ hücre ölümünde başlatıcı kaspaz-9 ve yürütücü kaspaz-3'ün 

aktivasyonunda yer aldığına dair kanıtlar sağlamıştır. Fertil erkeklerde, DD sırasında, 

sperm motilitesi, sayısı ve normal morfolojisi azalırken, oksidatif stres, anormal 

kromatin yoğunlaşması ve kaspaz-3 aktivitesi oranları artmıştır. Kaspaz 8 ve 9'un 

aktiviteleri de önemli ölçüde yükselmiştir. Bu gözlemler, sperm hasarı ile yapılan 

birkaç çalışmada gösterilmiştir. Bu çalışmalardan birinde Erkek Balb/c farelerde 

ısıtmadan (42 °C, 30 dakika) sonra, TUNEL-pozitif hücre sayısı (spermatojenik 

hücrelerin apoptotik indeksi) ve kaspaz 3, 8, 9 ekspresyonları artarken ekspresyon 

mRNA seviyesindeki Bcl-2 AKT azaldığı saptanmıştır (Tongu ve ark. 2021).   
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8. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu çalışmada sağlıklı hayvanlardan alınan spermlerde kültür ortamında yüksek 

glikozlu besiyeri kullanılarak DH hasar oluşturulmuştur. Bir model olarak birçok 

çalışmada kullanılan bu yöntem ilk defa sperm kültürü için denendi ve başarılı oldu. 

 

Spermlere MKH, 48 saatlik salgıladıkları faktörler olan KBY ve PRP ile 

desteklenmiş SVF uygulamaları yapılarak deneysel diyabetik modelde sperm hasarının 

azaltılması amaçlandı. HT yapılan tüm uygulamalarda anlamlı bir başarı sağlamakla 

beraber KBY, PRP ve MKH ile desteklenen SVF dörtlü kombinasyonunun daha etkili 

olduğu saptandı.  

 

Gruplar tekli, ikili, üçlü ve dörtlü olarak karşılaştırıldığında uygun 

optimizasyonda birlikte kullanımlarının artan hücre, büyüme faktörü ve sinyal 

mekanizması ile daha anlamlı bir etki yarattığı anlaşıldı.  

 

Bir saatlik uygulamada morfoloji, canlılık ve hareket   değerlendirilmeleri 

yapılması HT uygulamalarının etkinliğinin anlaşılması için optimum süre olarak 

görüldü.   DB besiyeri ortamının sperme verdiği hasarda oluşan morfolojik, canlılık 

ve hareket bozukluklarının bu model ile başarılı bir şekilde ortaya konulduğu ve HT 

ile anlamlı bir şekilde azaltıldığı izlendi. 

 

 Yaymaları hazırlanan örnekler oksidatif stres için e-NOS ve i-NOS ile 

incelendiğinde bu model ile etkin bir stresin sağlandığı ve HT ile azaltıldığı bulundu. 

 

Apoptoz için TUNEL, CASPAZ 3, CASPAZ 8 ve CASPAZ 9 ile 

immünohistokimyasal olarak analiz edildiğinde bu modelin tüm belirteçler için 

anlamlı bir başarı sağladığı ve HT ile bunun azaltıldığı saptandı. Model olarak 

interensek ve ekstrensek apoptatik yolağın kullanıldığı anlaşıldı. 

 

DB invitro modelin sperm hasarı yapması ve uygulamalar ile bu hasarın 

önlenebilmesi model olarak diğer tedavi olasılıkları için önemli olabileceğini gösterdi. 

SVF+PRP+MKH+KBY kombinasyonunun ilk defa kullanıldığı bu çalışma ile HT 

olarak hücre sayısının artırılması, büyüme faktörlerinin çoğaltılması ve sinyal 



 
 

187 

mekanizmalarının güçlendirilmesi sonucunda oldukça yararlı olabileceği belirlendi.  

 

Toplumda yüksek prevalansta görülen ve giderek artan erkek infertilitesine 

yönelik hücresel tedavi gibi maliyetleri az ve etkinliği çok yeni rejeneratif yöntemin 

gelişmesine katkı sağlayacak sonuçlarımız çocuk sahibi olmak isteyen ailelere ümit 

olacaktır. Deney hayvanı ve insan çalışmaları ile bulguların doğrulanması ve 

mekanizmaların aydınlatılması klinikte kullanımlarını sağlayacaktır. 

 

Toplumda yaygınlığı yüksek olan ve giderek yaygınlaşan erkek infertilitesi için 

hücresel tedavi gibi düşük maliyetli, yüksek verimli yeni bir rejeneratif tedavinin 

oluşturulmasına yardımcı olacak sonuçlarımız, dileyen ailelere umut olacaktır. 

 

Bulguları doğrulamak ve mekanizmaları aydınlatmak için deneysel hayvan ve 

insan araştırmaları kullanılacak ve klinikte kullanılmasına izin verecektir. 

 

Gelecekte, bu model üzerinde HT etkisine eksozom katkısı ve programlanmış 

hücre ölümünde özellikle otofaji olmak üzere diğer mekanizmaların ilişkisine bakarak 

optimal model ve tedavi etkinliğini araştıracağız. 
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