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“Lisansüstü Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanması, Düzenlenmesi ve Erişime Açılmasına İlişkin 
Yönerge”  

(1) Madde 6. 1. Lisansüstü tezle ilgili patent başvurusu yapılması veya patent alma sürecinin 
devam etmesi durumunda, tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun 
görüşü üzerine enstitü veya fakülte yönetim kurulu iki yıl süre ile tezin erişime açılmasının 
ertelenmesine karar verebilir.   

 
(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotların kullanıldığı, henüz makaleye dönüşmemiş 

veya patent gibi yöntemlerle korunmamış ve internetten paylaşılması durumunda 3. 
şahıslara veya kurumlara haksız kazanç imkanı oluşturabilecek bilgi ve bulguları içeren tezler 
hakkında tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü 
veya fakülte yönetim kurulunun gerekçeli kararı ile altı ayı aşmamak üzere tezin erişime 
açılması engellenebilir. 

 
(3) Madde 7. 1. Ulusal çıkarları veya güvenliği ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve 

güvenlik, sağlık vb. konulara ilişkin lisansüstü tezlerle ilgili gizlilik kararı, tezin yapıldığı 
kurum tarafından verilir *. Kurum ve kuruluşlarla yapılan işbirliği protokolü çerçevesinde 
hazırlanan lisansüstü tezlere ilişkin gizlilik kararı ise, ilgili kurum ve kuruluşun önerisi ile 
enstitü veya fakültenin uygun görüşü üzerine üniversite yönetim kurulu tarafından verilir. 
Gizlilik kararı verilen tezler Yükseköğretim Kuruluna bildirilir.  
Madde 7.2. Gizlilik kararı verilen tezler gizlilik süresince enstitü veya fakülte tarafından 
gizlilik kuralları çerçevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararının kaldırılması halinde Tez 
Otomasyon Sistemine yüklenir  
 

* Tez danışmanının önerisi ve enstitü anabilim dalının uygun görüşü üzerine enstitü 
veya fakülte yönetim kurulu tarafından karar verilir. 
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ÖZET 

Önen, S. Mezenkimal Kök Hücrelerin in vitro Koşullarda Testis Mikroçevresi ve 

Spermatogonyal Kök Hücre Havuzunun Korunmasına Etkisinin Araştırılması. 

Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Kök Hücre Programı Yüksek Lisans 

Tezi, Ankara 2019. Çocukluk çağı kanserlerinde kemo-radyoterapi sonrası testiste 

germ hücresi hasarı sonucu hastalarda %46 oranında infertilite görülmektedir. 

Erkeklerde puberteye kadar spermatogenez başlamadığından testisten olgun sperm 

eldesi mümkün olmayıp, spermatogonyal kök hücrelerin, in vitro koşullarda uzun 

süreli kültürü sağlanamamaktadır. Mezenkimal kök hücreler, spermatogenezin 

devamlılığında asıl etkili Sertoli hücreleriyle embriyonik köken, gen ekspresyon 

profili ve farklılaşma potansiyeli açısından benzerdir. Sertoli hücrelerine kimyasal 

destek sunacak mezenkimal kök hücreler, in vitro koşulda testis nişinde kök hücre 

havuzunun korunmasına katkı sağlayabilir. Bu çalışmanın amacı, in vitro koşulda 

allojenik mezenkimal destekli hava sıvı interfaz tekniği ile tasarlanmış indirekt 

kokültür sistemindeki C57BL/6 türü yenidoğan fare testis şeritlerinde yapı, işlev ve 

spermatogonyal kök hücre canlılığının 1, 2, 4 ve 6 hafta süreyle korunmasıdır. 

Mezenkimal kök hücreler deneylerde kullanılmak üzere karakterize edilmiş; kokültür 

sisteminin etkinliği akım sitometrisi, histokimyasal ve immünohistokimyasal 

kantitatif yöntemlerle ortaya konmuştur. Mezenkimal kök hücreler, in vitro 

koşullarda indirekt kokültür ortamında 1-6 hafta arasında seminifer tübül (p<0.05) 

ve 2. 6. haftada lümen alanını (p<0.05) arttırıcı etki göstermiştir. Mezenkimal kök 

hücreler kokültür ortamında 1-6 haftalar arasında SALL4 ile işaretli; 1 ve 2. haftada 

PLZF ile işaretli spermatogonyal kök hücre; 6. haftada c-Kit işaretli ileri farklılaşmış 

spermatojenik seri hücre sayısını kontrole göre arttırmıştır (p<0.05).  Sonuç olarak, 

kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin in vitro kokültür sisteminde 

destekleyici etkisi ortaya konduğundan, klinikte gonadotoksik tedavi öncesi izole 

edilen testis şeritlerinin bu sistemle in vitro koşullarda korunabilmesinde 

kullanılabilecek tedavi stratejilerine iyi bir aday olabileceği saptanmıştır. 

Anahtar sözcükler: Testis, organ kültürü, kokültür, mezenkimal kök hücre,  

    spermatogonyal kök hücre 
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ABSTRACT 

Önen, S. Researching The Effect of Mesenchymal Stem Cells on the Testicular 

Microenvironment and the Spermatogonial Stem Cell Pool Under in vitro 

Conditions. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Master of 

Science Thesis in Stem Cell Programme, Ankara, 2019. Fourty six percent of male 

patients display infertility due to germ cell damage induced by chemo-radiotherapy 

for treatment of childhood cancers. It is not possible to collect mature sperm from 

these patients since spermatogenesis is not present start until puberty. Monolayer 

long term culture of spermatogonial stem cells is challenging. Mesenchymal stem 

cells have a similar embryonic origin with the Sertoli cells that have a crucial role in 

regulation of spermatogenesis. Sertoli cells share gene expression profile and 

differentiation potential of mesenchymal stem cells. We hypothesized that 

mesenchymal stem cells can support the testicular niche and maintain the stem cell 

pool in an in vitro co-culture system by supporting Sertoli cells. The aim of this study 

is to protect stem cell viability of newborn C57BL/6 mice testes for 1, 2, 4 and 6 

weeks by using an syngenic bone marrow derived mesenchymal stem cell 

supported indirect air liquid interphase co-culture system. The co-culture system 

has been set and maintained successfully using isolated mesenchymal stem cells of 

passage 3. The efficiency of mesenchymal stem cell contributed co-culture system 

was evaluated by histochemical, immunohistochemical and flow cytometric 

analyses. Mesenchymal stem cells increased seminiferous tubule area at week 1 to 

6 and the luminal area at week 2 and 6 when compared to controls (p<0.05). The 

number of SALL4 labeled spermatogonial stem cells increased at week 1 to  6; PLZF 

labeled cells increased at week 1 and 2; and c-Kit labeled spermatogenic cells 

increased at week 6 (p<0.05) with mesenchymal support. In conclusion, this novel 

mesenchymal stem cell contributed air liquid interphase co-culture system presents 

a new tool for the in vitro maintenance of testis strips prior to gonadotoxic cancer 

treatment by providing moderate growth and development of testicular tubules. 

Keywords: Testis, organ culture, coculture, mesenchymal stem cell, spermatogonial       

        stem cell 
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1. GİRİŞ 

 Her yıl dünyada 6500 çocuktan biri kanser tanısı almaktadır (1). Bu 

hastalarda düşük mortalite, yüksek morbidite görülmektedir (2, 3). En önemli 

morbidite unsurlarından biri, testiste germ hücresi kaybına bağlı erkek hastaların 

%46’sında ortaya çıkan infertilitedir (4). Seminifer tübül epiteli kanser tedavisinde 

radyasyon ve alkilleyici ajan uygulamalarına bağlı olarak geri dönüşsüz şekilde 

hasarlanabilir (5). Erişkin erkeklerden kanser tedavisi öncesi sperm elde edilip, 

uygun koşullarda saklanması mümkünken (6); puberte öncesi spermatogenez 

başlamadığından bu dönemde ortaya çıkan kanserlerde hastalardan olgun sperm 

eldesi mümkün değildir (7). Gonadotoksik kanser tedavisi öncesi, spermlerin öncül 

hücresi spermatogonyal kök hücrelerin (SKH) sayı ve işlevce korunması, kanser 

hastası çocukların tedavi sonrası süreçte erişkin çağa geldiklerinde biyolojik 

çocuklarına sahip olabilmeleri için tek yol olarak görülmektedir (7). Ancak, 

fertilitenin korunması amacıyla günümüzde kullanılan kriyoprezervasyon 

yöntemleriyle testiste kısıtlı miktarda bulunan SKH’ler yeterince korunamamaktadır 

(8). Diğer bir yöntem olarak, tedavi öncesi izole edilen SKH’lerin in vitro kültür 

ortamında çoğaltılması hedeflenmektedir. Ancak SKH’lerin üç boyutlu karmaşık 

mikroçevre koşulları sağlanamadığından, vücut dışında klasik yöntemlerle iki 

boyutlu ortamda uzun süreli kültürleri mümkün değildir (9). Testiste seminifer 

tübüllerin bazal membranına tutunarak varlıklarını sürdüren SKH’ler, başta Sertoli 

hücreleri olmak üzere, Leydig hücreleri, peritübüler-intersisiyel makrofajlar ve 

peritübüler miyoid hücrelerle desteklenir. Seminifer tübül bazal membranında 

yerleşim gösteren SKH’ler ile fiziksel temas halindeki Sertoli hücreleri, SKH’lerin 

devamlılığı, kendini yenileme ve farklılaşma süreçlerini düzenler (10). Mezenkimal 

kök hücreler (MKH), vücutta birçok organ ve sistemde yerleşik multipotent erişkin 

kök hücrelerdir.  Antiapoptotik ve proliferatif etki gösteren MKH’ler (11, 12) 

embriyolojik gelişim sürecinde, mezoderm germ yaprağından köken alarak yüzey 

epitelinden farklanmaktadır (13). Sertoli hücrelerinin de, genital kabartıları 

çevreleyen yüzey epitelinden köken aldığı, öncüllerinin mezenkimal kökenli olduğu 

bilinmektedir (14). Sertoli hücrelerinin, adipojenik, osteojenik ve kondrojenik 
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farklılaşma kapasiteleri, kültür ortamındaki hücre proliferasyon endeksi ve VEGF, 

TPO, SCF gibi genlerin ifadesi açısından MKH’lerle benzerlik gösterdiği, farklılaşma 

sürecindeki MKH’ler olabilecekleri öne sürülmüştür (15). Bununla birlikte, MKH’lerin 

immatür testis mikroçevresi ve  SKH devamlılığına etkisi ile ilgili bilgiler sınırlıdır. 

Allojenik MKH’lerin, vücut dışında üç boyutlu kültürü sağlanan, yeni doğan fare 

testis mikroçevresinde SKH havuzunun devamlılığına olumlu etkileri ortaya 

konulabilirse, bu sistem çocukluk çağı kanser hastalarında fertilitenin devamlılığının 

sağlanmasında yeni bir tedavi yöntemi olarak kullanılabilir. Bu varsayımı test etmek 

amacıyla C57BL/6 yeni doğan fare allojenik kemik iliği kökenli mezenkimal kök 

hücreler (Kİ-MKH) ile altı günlük C57BL/6 yeni doğan fare testis kokültürünün, testis 

mikroçevresi ve SKH havuzu üzerindeki etkileri histokimya, immün işaretleme ve 

akım sitometrisi yöntemleriyle değerlendirilmiştir. 

 Bu amaç kapsamında aşağıdaki araştırma hedefleri tanımlanmıştır: 

1. Altı günlük C57BL/6 türü fare kemik iliği kökenli mezenkimal kök hücrelerin 

izolasyonu, kültürü ve karakterizasyonu; yeni doğan farelerden elde edilen testis 

şeritlerinin allojenik mezenkimal kök hücrelerle kokültürünün oluşturulması; 

2. Kemik iliği kökenli mezenkimal kök hücrelerin testis mikroçevresinin korunmasına 

etkisinin histomorfometrik yöntemlerle değerlendirilmesi; 

3. Kemik iliği kökenli MKH’lerin SKH havuzunun korunmasına etkisinin akım 

sitometrisi ve immünhistokimyasal işaretleme yöntemleriyle değerlendirilmesi. 

Şekil 1.1.’de, varsayım (araştırma soruları) şematize edilmiştir.  

 

Şekil 1.1. Çalışmanın şematik varsayımı.  
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Sertoli hücrelerinin embriyonik köken ve gen ifade profili bakımından MKH’lere 

benzer olduğu, ayrıca MKH’lerin in vivo ortamda testiste apoptotik gen ifadesini 

regüle edici rolü olduğu bilinmektedir. Bu tez kapsamında, Kİ-MKH’lerinin in vitro 

koşulda Sertoli hücreleri üzerinden SKH’lerin hayatta kalım, proliferasyon ve 

mikroçevresi üzerindeki etkileri araştırılmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 Aşağıda; çalışmaya gerekçe oluşturan  anahtar sözcüklere ait literatür 

bilgileri “Çocukluk Çağı Kanserleri Nedenli Erkek İnfertilitesi”, “Farede ve İnsanda 

Spermatogenez”, “Testisdeki Spermatogonyal Kök Hücre Nişi”, “Mezenkimal Kök 

Hücreler” ve “Mezenkimal Kök Hücreler ve Testis” başlıkları altında verilmektedir. 

2.1. Çocukluk Çağı Kanserleri Nedenli Erkek İnfertilitesi 

 İnfertilite genel olarak bireylerin doğal yollarla çocuk sahibi olamaması 

olarak tanımlanır.  Erkek infertilitesi, genetik, anatomik, sistemik veya nörolojik 

hastalık, enfeksiyon, travma, iyatrojenik hasar veya gonadotoksin kaynaklı olabilir 

(16). Kanser tedavisinde, kemoterapi ve radyoterapide kullanılan alkilleyici ajanlar 

gonadotoksinlere örnek olarak gösterilebilir. Kemoterapi ve radyoterapinin hedefi 

hızlı bölünen hücreler olduğundan, bu tedaviler sadece kanser hücrelerini değil, 

proliferatif germ hücrelerini de etkilemektedir (17). Tedavi sırasında testis epitelinin 

bütünlüğü ve spermatojenik seri hücreleri geri dönüşsüz hasarlandığından, erişkin 

bireylerden tedavi öncesinde sperm izolasyonu yapılıp, kriyoprezervatif yöntemlerle 

saklanarak, ileride çocuk sahibi olmaları sağlanmaktadır. Ancak puberte öncesi 

dönemde henüz spermatogenez başlamadığından, çocukluk çağı kanserlerinde 

tedavi öncesinde sperm izolasyonu mümkün değildir. Dünyada kanserlerin yaklaşık 

%0.5 - 4.6’sını oluşturan çocukluk çağı kanserleri, genellikle düşük mortalite 

(Türkiye’de %70, yüksek gelirli ülkelerde %85 oranında uzun süreli hayatta kalım) ve 

yüksek morbidite ile seyreder (18, 19). Bu tür erkek hastalarda %46 oranında 

sitotoksik tedaviye bağlı infertilite ortaya çıkmaktadır (4). Klinikte bu tür hastaların 

kendi çocuklarına sahip olabilmeleri için kanser tedavisi öncesi testislerinden doku 

alınarak kriyoprezervasyon uygulanmakta, dondurulan doku parçaları çözülerek 

rutin yöntem ile korunabilen az sayıdaki SKH’nin testise enjeksiyon sonrası 

spermatogeneze girerek spermleri oluşturması beklenmektedir (17). Ancak, 

kullanılan yöntemlerle SKH mikroçevresi oluşturulamadığından, bu yolla hastaların 

büyük çoğunluğunda fertilite sağlanamamaktadır (4). Bu hastaların ileride biyolojik 

çocuklarına sahip olabilmeleri için, kemoterapi ve radyoterapi öncesi alınan testis 
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örneklerinin üç boyutlu mikroçevrenin korunacağı kültür ortamında, SKH havuzunun 

genişletilip, spermatojenik seri hücre kaybının en aza indirileceği etkili bir sistem 

henüz geliştirilememiştir (Şekil 2.1.).  

 

 

Şekil 2.1. Günümüzde çocukluk çağı kanseri kaynaklı infertilite tedavisi için klinikte 
kullanılan yöntemler ve yapılan deneysel çalışmalar şematize edilmektedir. 

 Testis mikroçevresinin uzun vadede korunarak germ hücrelerinin hastaya 

geri verilmesi, çocukluk çağı kanserlerinin tedavisine bağlı erkek infertilitesinin 

çözümünü kalıcı olarak sağlayabileceğinden önemlidir.  

2.2. Farede ve İnsanda Spermatogenez 

 Spermatogenez, erkeklerde testis seminifer tübül bazal membranında 

bulunan SKH’lerin proliferasyonunu, bu hücrelerin asimetrik bölünme ile farklanarak 

spermatositleri, spermatositlerin ise mayoz bölünme ile spermatidleri oluşturması, 

yuvarlak spermatidlerin olgunlaşması ve özelleşmiş olgun spermatozoonların 

lümene dökülmesi sürecini kapsayan puberte ile başlangıç gösteren olaydır (20). 

İnsanda ortalama on iki yaşında puberte ile başlayan spermatogenez, farede doğum 

sonrası yedinci günde başlangıç gösterir (20). Bir spermatogenez siklusu insanda 

ortalama 74 gün, farede 34.5 gün sürmektedir. Spermatogonyal kök hücreler, 

embriyonik dönemde iç hücre kitlesini oluşturan epiblastlardan gelişerek, gonadal 

kabartılara göç eden primordiyal germ hücrelerinin testislere yerleşerek gonositlere 
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farklılaşması sonrası oluşur (21). Doğumdan önce seminifer hücre kordonlarının 

merkezinde sessizliklerini koruyan gonositler, doğumdan sonra proliferasyonlarını 

sürdürür; bazal membrana doğru göç edip orada SKH’lere dönüşür (22, 23). 

Spermatogonyal kök hücreler, testislerdeki spermatozoon oluşumuna öncülük eden, 

kendini yenileme ve spermatojenik seri hücrelerine farklılaşabilme kapasitesine 

sahip hücrelerdir (24). Kendi kendini yenileme ve farklılaşma dengesinin korunması 

fertilitenin devamlılığı için oldukça önemlidir (24).  

 Farede, doğumdan sonra yaklaşık ilk 10 günde SKH havuzu genişler ve  elde 

edilen bu havuz, yaşam boyu spermatogenezin sürdürülmesini sağlar. Toplamda As, 

Apr ve Aal olarak isimlendirilen spermatogonyumlara “farklılaşmamış 

spermatogonyumlar” adı verilmektedir ve fare testislerindeki germ hücrelerinin 

%0,3’ünü bu hücreler oluşturmaktadır. Farklılaşmamış spermatogonyumların 

%10’luk kısmını ise Asingle spermatogonyumlar meydana getirmektedir (25).  

Doğumdan sonra, SKH etkinliğinin genel olarak single spermatogonyum (Asingle veya 

As) adı verilen hücre popülasyonundan kaynaklandığı düşünülmektedir. Asingle 

spermatogonyumlar üç günde bir kez bölünmekte ve faredeki toplam germ hücresi 

kitlesinin %0,03’lük kısmını oluşturmaktadır. Bu hücreler mitoz bölünmeyle bir 

spermatogonyum çifti oluşturur. Oluşan hücre çiftlerine Apaired spermatogonyum 

(Apr) adı verilmektedir. Apaired spermatogonyumlar sitokenezlerini tamamlayıp iki 

yeni Asingle spermatogonyum oluşturarak kendi kendini yenileyebilir. Bundan 

sonraki mitoz bölünmede hücreler bir intrasitoplazmik köprü ile bağlı kalıp, dörtlü 

zincir şeklinde Aaligned spermatogonyumları da (Aal) oluşturabilir. Aal4 olarak 

isimlendirilen 4 hücreli bu yapı, daha fazla mitoz bölünmeye uğrayıp 8, 16, hatta 32 

hücreli Aal spermatogonyumları oluşturabilmektedir (26). Aaligned 

spermatogonyumların intrasitoplazmik köprülerle bağlanmalarıyla oluşturdukları 

hücre zincirine “klon” adı verilmektedir. Testiste, daha büyük Aal spermatogonyum 

klonları A1 spermatogonyuma farklanır. A1 spermatogonyumlardan sonra, ardışık 

bölünmeler ile sırasıyla A2, A3, A4, Intermediate ve B spermatogonyumlar 

oluşturulur. B spermatogonyumlar ise bölünerek primer spermatositleri meydana 

getirmektedir. Mitoz bölünmelerin buraya kadar olan kısmı seminifer tübüllerin 
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bazal kompartmanında meydana gelirken, buradan sonraki kısmı apikal 

kompartmanda gerçekleşir. Elde edilen diploid primer spermatositlerden 1. mayoz 

ile sekonder spermatositler, II. mayoz ile spermatidler elde edilmektedir. Primer 

spermatositlere kadar tüm spermatojenik seri diploid (2n) yapıdayken, sekonder 

spermatosit ve spermatidler haploid (n) hücre yapısındadır. Spermatidler, 

spermiyogenez ismi verilen farklılaşma süreciyle matür spermiyumları meydana 

getirmektedir (25, 27). 

 İnsanda spermatogenez, pubertede, yani doğumdan 10-13 yıl sonra aktivite 

göstermeye başlar. Sperm üretimi spermatogenez ile birlikte bu dönemde başlayıp, 

yaşam boyu devam eder. Farede As, Apr ve Aal olmak üzere üç çeşit farklılaşmamış 

spermatogonyum vardır ve spermatogenezin oldukça fazla bölünme aşaması 

varken; (26) insanda bu durum farklılık göstermektedir. İnsan testisinde, Adark ve 

Apale olmak üzere iki tür farklılaşmamış spermatogonyum bulunmaktadır. Adark 

spermatogonyum, kök hücre rezervini oluşturan hücre çeşididir. Apale 

spermatogonyumlar ise, sürekli kendilerini yenileyen, çoğalan hücrelerdir. Adark 

spermatogonyumlar normal şartlarda nadir olarak bölünmelerine rağmen, herhangi 

bir hasar veya hastalık durumunda bölünmeleri tetiklenebilir ve kendilerini 

yenileyebilir (25, 26). Bu iki hücre, isimlerini hematoksilen eozin ile boyanma 

yoğunluklarının farklılıklarından ve çekirdek morfolojilerinden alır. Adark 

spermatogonyumlar, daha küçük, küresel veya oval hücrelerdir ve homojen bir 

biçimde boyanmış çekirdeklerinde yoğun ve koyu boyanmış kromatin bulundururlar. 

Apale spermatogonyumlar, görece daha büyük, oval hücrelerdir ve daha soluk renkli 

ve uzun,  çekirdek kromatinleri  granüler yapıdadır (25). Apale spermatogonyumlar 

bölünerek B spermatogonyumları, B spermatogonyumlar ise bölünerek primer 

spermatositleri meydana getirir. Faredekine benzer şekilde, spermatogenez bu 

aşamaya kadar seminifer tübüllerin bazal kompartmanında meydana gelirken, 

bundan sonraki mayoz bölünme ve spermiyogenez evreleri seminifer tübüllerin 

apikal kompartmanında devam etmektedir. Primer spermatositler mayoz bölünme 

ile sekonder spermatositleri ve spermatidleri oluşturmaktadır. Ardından 
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spermatidler spermiyogenez ile olgun spermiyumları meydana getirmektedir (28) 

(Şekil 2.2.).  

 
Şekil 2.2. Testiste seminifer tübüllerde gerçekleşen spermatogenezin aşamaları 
gösterilmektedir. 

2.3. Testisteki Spermatogonyal Kök Hücre Nişi 

 Testiste SKH’ler özelleşmiş bir mikroçevre içinde varlığını sürdürmektedir. 

Seminifer tübüllerde bulunan bazal laminada yuvalanarak varlıklarını sürdüren 

SKH’lerin, bu bölgede sessizliklerini koruma, kendini yenileme ve asimetrik 

bölünerek ileri spermatojenik seri hücrelerini oluşturma süreçleri, mikroçevrede 

bulunan hücreler tarafından salgılanan parakrin sinyaller, sıcaklık, pH, biyomekanik 

kuvvetler ve ekstrasellüler matriks bileşenleri tarafından kontrol edilir (29). Sertoli 

Hücreleri, Leydig Hücreleri, peritübüler miyoid hücreler ve damar endoteli hücreleri 

testisteki niş ortamını oluşturan ve SKH’lerin kaderinde rol oynayan hücresel niş 

bileşenleridir. 
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2.3.1. Sertoli Hücreleri 

 Sertoli hücreleri, seminifer tübüllerin bazal membranına tutunan iri yapılı 

hücrelerdir. Sertoli hücreleri, SKH’ler ile fiziksel temas halinde onların devamlılığı, 

kendini yenileme ve farklılaşma süreçlerini düzenler. (10). Bu hücreler, germ 

hücrelerine yapısal destek ve gerekli besin maddelerini sunmalarının yanı sıra, testis 

nişinde spermatogenezi etkileyen farklı birçok yapısal ve düzenleyici role sahiptir. 

Sertoli hücreleri, seminifer tübüldeki spermatojenik fonksiyonu kontrol eden 

hormonal ağın ana hedefidir. Fertilitenin devamlılığını sağlayan FSH, testosteron, T3 

gibi hormon sinyallerini alıp SKH’lere ileterek spermatogenezin başlangıç 

zamanlamasını ve devamlılığını kontrol eder. Embriyonik gelişim sürecinde Sertoli 

hücreleri,  genital kabartıları çevreleyen mezodermal yüzey epitelinden köken 

almaktadır (14). Genital kabartılardaki SRY geni ifadesi, bu bölgede bulunan destek 

hücresi öncüllerinin Sertoli hücresine farklanmasına neden olup testis gelişimini 

başlatır. Farklanan Sertoli hücreleri gelişmekte olan testise göç eder. Memelilerde 

testis gelişimini başlatan üç ana olay: 1) Cinsiyet belirleyici SRY geninin ifadesi ile 

birlikte mezenkimal kökenli pre Sertoli hücrelerinin Sertoli hücrelerine farklanması, 

2) Endotel hücrelerinin komşu mezonefrozdan göç etmesi ve 3) Sertoli 

hücrelerinden meydana gelen testis tübüllerinin oluşması, şeklinde sıralanmaktadır 

(14). Sertoli hücreleri, neonatal ve peripübertal dönemde çoğalmaya devam eder.  

Püberte yaklaştıkça proliferatif etkinliğini kaybedip, olgunlaşır. Bu dönemde kan 

testis bariyeri oluşur (30). Sertoli hücreleri, seminifer tübüllerin bazal membranı 

boyunca yan yana dizilir ve çeşitli bağlantı birimleriyle birbirlerine bağlı halde 

varlıklarını sürdürür. Seminifer tübüllerde; sıkı bağlantı, zonula aderens, oluklu 

bağlantı ile Sertoli hücrelerini birbirlerine bağlayan diğer protein komplekslerinden 

oluşan yapıya kan testis bariyeri adı verilmektedir. Bu yapı, SKH mikroçevresinde 

fiziksel olarak seminifer tübül epitelini bazal ve apikal olmak üzere iki bölüme 

ayırdığından kritik bir öneme sahiptir (30, 31). Sistemik dolaşım ile etkileşim halinde 

olan bazal kompartman, SKH’ler ve spermatogonyumları barındırmaktadır. Apikal 

kompartman sistemik dolaşımdan uzak bir bölgededir ve mayoz bölünen veya 
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mayoz sonrası germ hücrelerini içermektedir. Spermatogonyal kök hücreler, bazal 

membrandan apikal kompartmana doğru Sertoli hücrelerinin arasından olgun germ 

hücrelerine farklılaşarak ilerlemektedir (31). 

 Sertoli hücreleri, SKH’lerin kendini yenileme, farklılaşma ve apoptozunu 

düzenleme özelliğine sahiptir (10). Sertoli hücreleri, yapısal desteğe ek olarak 

parakrin faktörler aracılığıyla kimyasal olarak SKH’ler üzerinde etkilidir. Glial cell line-

Derived Neurotrophic Factor (GDNF), Bone Morphogenetic Protein (BMP), Fibroblast 

Growth Factor (FGF) ve Stem Cell Factor (SCF) gibi, SKH kaderinde in vitro ve in vivo 

koşullarda etkili büyüme faktörleri Sertoli hücreleri tarafından sentezlenmektedir. 

Transforming Growth Factor Beta (TGFβ) ailesinin bir üyesi olan GDNF, Sertoli 

hücrelerine ait başlıca büyüme faktörlerinden biridir. Sentezlenen GDNF, 

Ras/ERK1/2 yolağı ve Cyclic AMP-responsive element-binding protein 1 (CREB-1), 

Activating Transcription Factor 1 (ATF-1), c-Fos gibi transkripsiyon faktörlerinin 

aktivasyonu aracılığıyla SKH proliferasyonunu uyarmaktadır (32). A vitamini kökenli 

retinoik asit (RA) Sertoli hücrelerinde sentezlenen diğer moleküldür. In vitro 

koşullarda retinoik asitin spermatogonyumlardaki KIT ekspresyonunu arttırdığı ve 

mayoz bölünmeyi uyardığı gösterilmiştir. Retinoik asitin, Retinoic Acid Receptor 

(RAR) ve Retinoid X Receptor (RXR) isimli iki çeşit reseptörü bulunmaktadır. Her iki 

reseptör de α, β, γ olmak üzere üçer çeşit alt tipe sahiptir (32). 

 Sertoli hücrelerinden sentezlenen bir başka faktör SCF’dir. Stem Cell Factor 

reseptörü KIT, spermatogenezde ilk olarak A1 spermatogonyumlarda ifade 

edilmektedir. Bu hücreler spermatogenezdeki ilk farklılaşmış hücreler olduğundan, 

KIT ekspresyonu farklılaşmamış spermatogonyumdan farklılaşmış spermatojenik seri 

hücrelerine geçiş belirteci olarak kabul edilmektedir. SCF/c-KIT sinyal yolağı, 

PI3K/Akt yolağı aracılığıyla A tipi spermatogonyumların DNA sentezini 

arttırmaktadır. Ayrıca, in vitro ve in vivo koşullarda spermatogonyumlardan 

spermatide farklılaşmanın gerçekleşmesi için SCF’ye ihtiyaç duyulduğu gösterilmiştir 

(33). Bone Morphogenic Protein 4 (BMP4), Sertoli hücreleri tarafından, postnatal 
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dönemin başlangıcında yüksek seviyede, puberteye yakın dönemde azalarak 

seyreden bir ekspresyona sahiptir (34). 

2.3.2. Leydig Hücreleri 

 Leydig hücrelerinin ana görevi, testosteron hormonunun üretimidir. 

Seminifer tübüllerin aralarındaki interstisiyel bağ dokusunda yerleşik Leydig 

hücreleri, doğumdan önce gebeliğin dokuzuncu haftasonda testosteron salgılamaya 

başlamaktadır (35). Bu hücreler, Lüteinleştiren Hormon (LH) reseptörlerini 

bulundurur ve LH ve Folikül Uyarıcı Hormon (FSH) gibi gonodotropinler, Sertoli 

hücreleri ve Leydig hücrelerinin uyarımını sağlamaktadır. Leydig hücrelerinin ve 

Sertoli hücrelerinin birbirleriyle etkileşimi, spermatogenezi düzenlemektedir. 

Lüteinleştirici hormon, Leydig hücrelerini uyarıp testosteron üretmelerini 

sağlamaktadır (36). Leydig hücrelerinden salgılanan büyüme faktörleri, 

spermatogonyumların çoğalmasını sağlamaktadır. Leydig hücrelerinden sentezlenen 

EGF-benzeri büyüme faktörü, özellikle A tipi spermatogonyumlar olmak üzere 

spermatogonyumların proliferasyonunu arttırmaktadır (37). 

2.3.3. Peritübüler ve İnterstisiyel Makrofajlar 

 Peritübüler ve interstisiyel makrofajlar SKH’lerin kendilerini yenileme ve 

farklılaşmalarını sağlayan faktörlerin üretiminde görev aldıklarından, SKH kaderinin 

belirlenmesinde rol oynar. Hem peritübüler hem de interstisiyel makrofajlar, 

Macrophage Colony Stimulating Factor (MCSF) sentezleyip SKH’lerin kendilerini 

yenilemelerini tetiklemektedir (38). Ayrıca, her iki makrofaj türü de SKH 

farklılaşmasından sorumlu olan RA biyosentezinde görev almaktadır (38). Bu iki tür 

makrofajı birbirlerinden ayıran başlıca özellik Macrophage Colony Stimulating Factor 

Receptor (MCSF-R) ve Major Histocompatibility Complex-II (MHCII) ekspresyon 

seviyeleri arasındaki farktır (39). 

2.3.4. Peritübüler Miyoid Hücreler 

 Testisteki peritübüler miyoid hücreler, seminifer tübüllerin çevresini sararak, 

kasılma özellikleri sayesinde, tübüllerde sperm taşınmasını sağlamaktadır (40). 
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Yapısal desteklerinin yanı sıra, SKH’lerle aralarında sadece tübül bazal membranı 

bulunduğundan, sağladıkları biyokimyasal faktörler ile parakrin etki yaratarak 

testiküler homeostazın sürdürülmesine katkı sağlamaktadır (40). Miyoid hücreler, 

testosteron aracılı GDNF salımı ile SKH’lerin kendilerini yenilemelerine katkıda 

bulunur ve CSF1 salgısı aracılığıyla  SKH kaderini düzenler. Bu nedenle miyoid 

hücreler erkek fertilitesi için önem taşır. Sıçanlarda, seminifer tübüller tek kat 

peritübüler miyoid hücreler ile çevriliyken, insanda çok katlı bir oluşum 

gözlenmektedir (41).  

2.3.5.  Endotel Hücreleri 

 Testislerin damar desteği, testiküler arter tarafından sağlanmaktadır. 

Seminifer tübülleri çevreleyen bağ dokusu içindeki damar ağı SKH’lerin yerleşim 

yerinde etkilidir. Spermatogonyal kök hücreler, damarlara yakın bazal membran 

bölgelerinde yerleşirken, ileri spermatojenik seri hücrelerine farklılaştıkça bazal 

membrandan uzaklaşıp lümene doğru ilerlemektedir (42). 

2.3.6 Epididimdeki Beyaz Yağ Dokusu 

 Epididimdeki beyaz yağ dokusu, salgıladığı faktörler nedeniyle testis 

homeostazında oldukça önemlidir. Bu doku testisten ayrıldığında spermatogenezin 

aksadığı; GDNF ekspresyonunun azaldığı gösterilmiştir (43). Epididim kökenli beyaz 

yağ dokusunda bulunan adipositler, salgıladıkları androjenlerle Sertoli hücreleri ve 

peritübüler miyoid hücreler üzerindeki reseptörler aracılığıyla bu hücrelerdeki GDNF 

salgısını uyarmaktadır (44, 45). Böylece, SKH’lerin kendini yenileme aktivitesini 

desteklemekte ve spermatogenezin yürütülmesine katkı sağlamaktadır (44).    

2.3.7. Spermatogonyal Kök Hücre Nişinin Ekstrasellüler Matriks Bileşenleri 

 Testiküler nişte bulunan ekstrasellüler matriks bileşenleri spermatogenezin 

kontrolünde önemli  rol oynar (46). Seminifer tübüllerin bazal membranı, Sertoli 

hücreleri ve peritübüler miyoid hücreler tarafından sentezlenen kollagen α1 (IV), α2 

(IV), α3 (IV), laminin, entaktin ve heparin sülfat gibi diğer  matriks bileşenleri 

sayesinde oluşturulmaktadır. Spermatogonyal kök hücrelerin, bazal membranda 
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yerleşimini sağlayan homing etkisine, SKH’ler tarafından ifade edilen α6 and β1 

integrinler katkı göstermektedir. β1 integrindeki hasarın, SKH transplantasyonu 

sonrası spermatogenezin yeniden yapılandırılmasını engellediği bildirilmiştir (47-49).  

2.4. Mezenkimal Kök Hücreler 

 Mezenkimal kök hücreler (MKH), kemik iliği, göbek kordonu, yağ dokusu, 

plasenta gibi kaynaklardan elde edilebilen, mezoderm kökenli, somatik, erişkin, 

multipotent kök hücrelerdir (50). Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği (ISCT/The 

International Society for Cellular Therapy) MKH olma koşullarını iğsi, fuziform yapı 

gösterme, kültür plağının tabanına tutunma, özgün yüzey belirteçlerini bulundurma 

(insanda, CD73, CD90, CD105; farede CD44, Sca-1, CD29, CD49e, CD90, CD105, 

CD140a) hematopoetik hücrelere özgü belirteçleri taşımama; adipojenik ve 

osteojenik ve kondrojenik yönde farklılaşma olarak tanımlamıştır (51, 52) Kemik 

iliğinden elde edilmelerinin daha kolay olması nedeniyle, çalışmalarda kemik iliği 

kökenli MKH’ler sıklıkla tercih edilmektedir. Bu hücreler yüksek farklılaşma 

potansiyelleri sayesinde rejenerasyon ile hücresel tedavi amacıyla kullanıma 

uygundur (53-56). 

 Mezenkimal kök hücreler farklılaşma kapasitelerinin yanı sıra salgıladıkları 

faktörler sayesinde komşu hücrelerde çoğalmayı uyarıcı inflamasyon ve apoptozu 

baskılayıcı etki gösterebilmektedir (50). Bu faktörlere, Stromal Derived Factor-1 

(SDF-1), Hepatocyte Growth Factor (HGF), Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1), 

Epithelial Growth Factor (EGF), Nerve Growth Factor (NGF), Transforming Growth 

Factor-alpha (TGF-a) ve Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) örnek 

gösterilebilir (57, 58).  

2.5. Mezenkimal Kök Hücreler ve Testis  

 Yakın zamanda MKH’lerin hasar görmüş testiste spermatogenezin yeniden 

kazanılmasına katkısı ile ilgili bazı çalışmalar yapılmıştır (59, 60). Hasarlı testiste MKH 

uygulaması ile seminifer tübül ve germinal epitelin genişliği ve germ hücre sayısının 

arttığı, spermatogenezin düzeldiği, Bim, Bax, Caspase 3 gibi apoptozla ilgili genlerin 
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ifadesinin azaldığı ve anti-apoptotik Bcl-2 geninin ifadesinin arttığı, oksidatif stresin 

azaldığı ve testosteron salgısının arttığı bildirilmiştir (61-65). Testis rüptürü sonrası 

Kİ-MKH’lerin parakrin etkisiyle antisperm antikoru (ASA) miktarının azaldığı, böylece 

spermlere karşı gelişen hümoral immün yanıt ve otoimmünitenin baskılandığı 

gösterilmiştir (66). Diğer çalışmada, kimyasal hasarlı fare testisine MKH enjekte 

edildiğinde, hücrelerin seminifer tübüllerin dışında ve içinde lokalize olabildikleri, 

içerideki MKH’lerin germ hücresi yönünde farklılaşabildikleri ve spermatojenik 

hücrelere özgü Vasa, Dazl, Stra8, PLZF gibi genleri ifade etmeye başladıkları öne 

sürülmüştür (67, 68). Mezenkimal kök hücrelerin, testise enjekte edildiklerinde 

Sertoli hücresi, Leydig hücresi ve germ hücresi yönünde farklılaşma potansiyeli 

gösterebileceği öne sürülmüştür (69, 70).  

 İnsan testisinde MKH benzeri özellikler bulunduran hücrelerin varlığı 

bildirilmiştir (71). Spermatogonyal kök hücrelere mekanik ve kimyasal destek 

sağlayan Sertoli hücreleri, çoğalma ve farklılaşma yeteneği, kromatin agregasyonu, 

yüzey belirteçleri (CD29, CD44 ve CD45) ve sitokin salgılama (TPO, SCF ve VEGF) 

özellikleri açısından farklılaşma sürecine girmiş bir tür MKH olabilecekleri öne 

sürülmüştür (15). Mezenkimal kök hücrelerin in vitro koşulda Sertoli hücreleri ile 

kokültüre edildiklerinde germ hücresi yönünde farklılaşma potansiyeli gösterdikleri, 

SKH benzeri koloni oluşturabildikleri ve germ hücresi spesifik faktörler Oct4, Stella, 

Ddx4, Dazl, PGP9.5, Stra8, and ITGα6 ifade ettikleri öne sürülmüştür (72-76). Farklı 

kaynaklardan elde edilen MKH’lerin hasarlı testisteki etkilerine ait araştırmalar 

Tablo 2.1.’de özetlenmiştir.  
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Tablo 2.1. Mezenkimal kök hücrelerin hasarlı testis üzerindeki etkileri ve testis 
mikroçevresindeki hücrelere farklanma kapasiteleri ile ilgili makaleler 
özetlenmektedir. 

Deney Düzeneği Hasar modeli Etki Kaynak 

Kİ-MKH’nin testise in 
vivo enjeksiyonu 

Büsülfan GFP-transgenik farelerde  Leydig, Sertoli ve 
germ hücrelerine farklanma  

(69) 

Erişkin insan 
testisinden olası MKH 
izolasyonu ve kültürü 

Yok Testisten hematopoetik ve spermatogonyal 
belirteçleri bulundurmayan, MKH benzeri 
multipotent hücre eldesi 

(71) 

Ad-MKH ve Kİ-
MKH’lerin testise in 
vivo enjeksiyonu  

Büsülfan Sıçanda fonksiyonel spermlere 
transdiferansiyon; Seminifer tübül ve 
lümen genişliği, germ hücresi sayısında artış 

(61, 67) 

Kİ-MKH’nin testise in 
vivo enjeksiyonu 

Kurşun (II) 
Nitrat 

Sıçanda, antioksidan enzimlerin gen 
ifadesinde artma, serbest radikallerin 
etkisinde azaltma 

(62) 

GK-MKH’nin testise in 
vivo enjeksiyonu 

Büsülfan İnsan MKH’lerin fare testisine enjeksiyonu 
ile testiste germ hücresi spesifik gen 
ekspresyonunda artış 

(73) 

Kİ-MKH’nin Sertoli 
hücreleri ile 
kokültürü GK-MKH ve 
Kİ-MKH’nin testise in 
vivo enjeksiyonu 

Büsülfan Bazal membrana yerleşim gösterme, SKH 
benzeri hücrelere farklanma, hasarlı bölgeyi 
onarma, testiste germ hücresi spesifik gen 
ifadesini arttırma 

(72, 74) 

Kİ-MKH’nin testise in 
vivo enjeksiyonu 

Skrotum 
duvarı 
insizyonu 

Farede, antisperm antikoru  ifadesinde 
azalma, parakrin sinyalizasyonla immün 
yanıt regülasyonu 

(66) 

Kİ-MKH’nin testise in 
vivo enjeksiyonu 

Büsülfan Hamsterde testis mikroçevresini koruma, 
spermatogenezi yeniden başlatma; hasarlı 
testiste germ hücresi oluşturma 

(63, 77) 

YD-MKH’nin testise in 
vivo enjeksiyonu 

Büsülfan Sıçan testislerinde spermatogenezi yeniden 
başlatma 

(78) 

YD-MKH ve Kİ-
MKH’nin testise in 
vivo enjeksiyonu 

Testis 
torsiyonu 

Sıçan hasarlı testisinde oksidatif stresi 
azaltma ve testosteron salgısını arttırma; 
germ hücresine farklanabilme ve hasarlı 
tübülü onarma 

(59, 64) 

Kİ-MKH’nin testise in 
vivo enjeksiyonu 

Kadmiyum Sıçanda, Bim, Bax, Caspase3 apoptotik 
genlerinin ifadesini azaltma ve 
antiapoptotik Bcl2 geninin ifadesini 
arttırma 

(65) 

GK-MKH’nin Sertoli 
hücreleriyle 
kokültürü ve testise 
in vivo enjeksiyonu 

Yok İnsanda, PLZF, Stra8 (pre-miyotik germ 
hücresi belirteci), Prm1 (haploid hücre 
belirteci) gen ifadesinde artma 

(68) 
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 Sonuç olarak, MKH’ler olası farklanma potansiyellerin yanı sıra Sertoli 

hücrelerine parakrin mekanizma ile destek olarak SKH havuzunun korunmasına 

katkı sağlayabilir. Bu tez çalışmasında, immatür testis dokularının MKH’lerle in vitro 

koşullarda kokültürünün sağlanmasının testis mikroçevresi ve SKH havuzunun 

korunmasına katkısı olabileceği varsayımını test etmek üzere yöntem 

bölümündeki iş paketleri planlanmıştır. 

  



17 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 Deney Tasarımı: Çalışma; disiplinlerarası, rastgele seçilmiş (randomize), 

kontrol grubu içeren, ileriye yönelik (prospektif) in vitro deneysel araştırma şeklinde 

planlanmıştır. Bağımlı değişkenler; çalışmaya ait ölçüm parametreleri (hücre sayısı, 

testis dokusunda seminifer tübül ve lümenlerin histomorfometrik ölçümleri), 

bağımsız değişkenler; zaman (1, 2, 4, 6 hafta) ve deney koşulları (MKH ile kokültüre 

edilmiş ve tek başına kültüre edilmiş immatür testis) olmak üzere çalışmaya ait 

ölçüm parametreleridir. Çalışma, testis organ kültürü ve transwell sistemiyle 

kokültür yöntemleri ile ilgili olarak referans alınan makalelerden yola çıkılarak in 

vitro koşullarda doğrulayıcı hipotez testi çalışması düzeninde altı tekrarlı olarak, 

deney ve kontrol gruplarını içerecek biçimde tasarlanmıştır (76, 79, 80). Çalışma, 

literatürde her deney tekrarı için gerekli minimum testis sayısı ve gerekli olan MKH 

sayısının elde edileceği minimum hayvan sayısı gözetilerek planlanmıştır (81, 82). 

İstatistiksel olarak güç analizi “bağımlı gruplarda t-testi” yöntemiyle 

gerçekleştirilmiştir. Yapılan hesaplamalara göre deney ve kontrol gruplarının 

oluşturulması için kullanılacak hayvan sayısı n=48 olarak belirlenmiştir. Etki 

büyüklüğü=0.3 (orta), güç=%80, hata payı=%5 ile yapılan hesaplamada G-power 

3.0.10 programı minimum hayvan sayısı olarak n=48 değerini vermiştir. Bu nedenle, 

2 set deneyin yürütüleceği 1, 2, 4, 6 hafta olmak üzere dört gözlem noktasında, 

deney ve kontrol grubunun  her birine eşit sayıda testis (her gruba 6 testis) dağılımı 

için hayvan sayısı n=48 (96 testis) olarak belirlenmiştir. Kontrol grubu olarak tek 

başına kültüre edilen testis kültür ortamı; deney grubu olarak ise MKH’ler ile 

kokültüre edilen testis kültür ortamı kullanılmıştır. İstenen sayıda MKH’nin elde 

edilebilmesi için n=5 sayıda hayvan kullanılmıştır (81, 82). Deney planına göre her 

gruptaki tekrar sayısının planı Tablo 3.1’de özetlenmiştir.  
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Tablo 3.1. İş paketlerinde 1, 2, 4 ve 6 hafta olmak üzere her zaman aralığına ait 
kontrol ve deney grubu için kullanılan testis ve hayvan sayıları şematize edilmiştir. 

 KONTROL GRUBU (n=Hayvan 

sayısı) 

KOKÜLTÜR GRUBU 

(n=Hayvan sayısı) 
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Sayısı: 

6 
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Testis 

Sayısı: 

6 

4.Hafta 

 

n=3 

Testis 

Sayısı: 

6 
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Testis 

Sayısı: 
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6 

4.Hafta 

 

n=3 

Testis 

Sayısı: 

6 

6.Hafta 

 

n=3 

Testis 

Sayısı: 
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1.Hafta 

n=3 

Testis 

Sayısı: 

6 

2.Hafta 

n=3 

Testis 

Sayısı: 

6 

4.Hafta 

n=3 

Testis 

Sayısı: 

6 

6.Hafta 

n=3 

Testis 

Sayısı: 

6 

1.Hafta 

n=3 

Testis 

Sayısı: 

6 

2.Hafta 

n=3 

Testis 

Sayısı: 

6 

4.Hafta 

n=3 

Testis 

Sayısı: 

6 

6.Hafta 

n=3 

Testis 

Sayısı: 

6 

MKH izolasyonu Kullanılacak Hayvan Sayısı  n= 5 

 Kullanılacak toplam testis ve 

hayvan sayısı (Toplam Hayvan 

Sayısı= N) 

48 (96 Testis, 48 Hayvan) + 5 

Hayvan  N= 53 Hayvan 

Bu tez çalışması, 04.09.2018 tarihli ve 52338575-96 numaralı Hacettepe 

Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu izniyle (EK-11), Hacettepe Üniversitesi 

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı’na ait alt yapı, laboratuvar ve teknik donanım 

kullanılarak, Kök Hücre Bilimleri Anabilim Dalı Yüksek Lisans Programı kapsamında 

gerçekleştirilmiştir. Çalışmaya ait iş akış şeması Şekil 3.1.’de gösterilmektedir.  
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Şekil 3.1. Yapılan çalışmadaki deney basamaklarına ait iş akışı şematize edilmiştir. 

 Tez çalışması kapsamında sorulan araştırma soruları aşağıdaki iş paketleriyle 

cevaplanmıştır: 

3.1. Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin ve Testislerin Elde Edilmesi, 

MKH’lerin Karakterizasyonu ve Kültürü  

3.1.1. Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin İzolasyonu 

 Kemik iliği izolasyonu için  6 günlük, C57BL/6 türü  farelere işlem öncesi 

servikal dislokasyon uygulanmıştır. Servikal dislokasyon sonrası fareler, 100 mm’lik 

petri kabında bulunan 100 ml %70 etanol içinde 3 dk bekletilerek steril hale 

getirilmiştir. Arka bacaklarını gövdeye bağlayan bölgelere birer kesi oluşturulup, 

bölge üzerindeki deri sıyrılarak uzaklaştırılmıştır. Arka bacaklar gövdeden femura 

zarar verilmeyecek şekilde omurilik paralelinde kesilip, tibia ve femur kemikleri 

çıkarak steril gazlı bez üzerine koyulmuştur. Elde edilen kemik örnekler, %1 penisilin 

streptomisin (pen-strep) (Biological Industries, ABD) içeren 10 ml Phosphate 

buffered saline (PBS), (pH=7.4, Thermo Fisher Scientific, ABD) içinde soğuk zincir 

korunarak laboratuvar ortamına taşınmıştır. Laminar akım kabininde örnekler 100 

mm’lik petri kabına alınıp, steril penset ve bistüri yardımıyla burada kas ve bağ 

dokusundan iyice arındırılıp, iki kez %1 pen-strep içeren PBS ile yıkanmıştır. Kemikler 
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yıkanmalarının ardından %15 fetal bovine serum (FBS) (Biological Industries, ABD), 

%1 pen-strep içeren α-Minimum Essential Medium (α-MEM) (Biological Industries, 

ABD) besiyerine alınmıştır. Burada kemikler tek tek penset ile tutularak ilik 

kavitelerinin sonundan bistüri yardımıyla kesilmiştir. Beş ml enjektöre besiyeri 

çekilmiştir. Ardından enjektör iğnesi kemik kavitelerine yerleştirilip, besiyeri ile her 

biri 3’er kez yıkanmıştır. Böylelikle, kavite içinde her alan hücrelerin besiyerine 

akıtılması sağlanmıştır. Yıkamanın sonunda 100 mm’lik petri içinde elde edilmiş olan 

hücre-besiyeri solüsyonu 2 adet T75 kültür flaskına alınmış ve 4 gün boyunca %5 

CO2 içeren ortamda 37°C’de inkübe edilmiştir. Birinci günde kültür kabına yapışan 

hücrelerin gözlenmeye başlandığı kültürün dördüncü gününde kültür kabının 

içindeki besiyeri boşaltılarak taze besiyeri eklenmiştir. Böylece kültür kabına 

yapışmayan hematopoetik hücreler elimine edilmiş ve sadece adeziv hücre 

özelliğinde olan MKH’ler çoğaltılmaya devam edilmiştir. Yedinci günde ise hücreler 

%70-90 oranında kültür kaplarını doldurmuştur. Konfluensiye ulaşmış olan hücreler 

pasajlama amacıyla PBS ile yıkanıp, %0.25 Tripsin-EDTA (Gibco, ABD) ile kültür 

ortamından kaldırılmış, 1:3 oranında bölünerek yeni T75 kültür kaplarına 

pasajlanmıştır. Hücreler, %15 FBS ve %1 pen-strep içeren α-MEM (Biological 

Industries, Amerika) besiyeri ile 37 oC’de, %5 CO2 içeren inkübatöre yerleştirilip 

kültüre edilmiştir.  Pasajlama ve kullanılan besiyeri sayesinde, hematopoetik seriye 

ait olup adezyon gösteren ve göstermeyen monosit kökenli hücreler de elimine 

edilmiştir (83). 

3.1.2. İzole Edilen Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin Kültürü  

 C57BL/6 türü fare kemik iliğinin yıkanması ile elde edilen hücrelerinin kültüre 

edilmesini takiben 24 saat içinde kültür kabının yüzeyine yapışmaya başlayan 

MKH’ler gözlenmiştir. Kültürün dördüncü gününde ilk kez kültür kabının içerisindeki 

besiyeri boşaltılarak taze besiyeri eklenmiştir. Böylece kültür kabına yapışmayan 

hematopoetik hücreler elimine edilip, sadece adeziv hücre özelliğinde olan MKH’ler 

çoğaltılmıştır. Yedinci günün sonunda adeziv hücrelerin çoğalarak kültür kabını %70-

90 oranında doldurması sağlanmıştır.  Yedinci günde pasajlama için, kültür kabını 
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%70-90 oranında dolduran iğsi-biçimdeki hücreler üzerindeki eski besiyeri 

uzaklaştırılmış, hücreler PBS ile yıkanmıştır. Sonrasında, FBS’li besiyeri tamamen 

uzaklaştırılmış olan hücreler %0.25 tripsin-EDTA (Gibco, ABD) ile 2 dk boyunca 37 

oC’de inkübe edilmiş ve kültür ortamından kalkmaları sağlanmıştır. Hücrelerin %0.25 

tripsin-EDTA ile 2 dk’dan uzun süre inkübe edilmesi hem hücrelere hasar 

vereceğinden, hem de MKH olmayıp yüzeye yapışma özelliği gösteren hücrelerin 

kalkmasını sağlayacağından inkübasyon süresinin geçilmemesine özen gösterilmiştir. 

Sürenin sonunda enzim aktivitesi serumlu besiyeri ile durdurulmuş, hücreler 800 

g’de 5 dk boyunca santrifüj edilmiştir. Ardından süpernatan uzaklaştırılıp, hücreler 

taze besiyeri ile resüspanse edilmiştir. Sonrasında elde edilen hücreler 1:3 oranında 

bölünmüş, her T75 flasktan elde edilen hücreler 3’er ayrı T75’e eşit miktarlarda 

bölünmüştür. Böylece, birinci pasaj MKH’ler elde edilmiştir. Hücreler,  37oC, %5 CO2 

içeren inkübatöre yerleştirilip kültüre edilmiştir. Üç günde bir hücrelerin besiyeri 

tazesi ile değiştirilmiş, %70 konfluensiye ulaşıldığında hücrelerin bir kısmı 

pasajlanmış, pasajlama sonrası geri kalan hücreler ise %50 besiyeri, %40 FBS ve %10 

DMSO (Applichem, Almanya) içeren dondurma besiyeri (v/v) ile dondurularak -196 

oC’lik sıvı azot tankında saklanmıştır. Bu süre içerisinde besiyeri değişimi ile birlikte 

hematopoetik seriye ait olup adezyon gösterebilen monosit kökenli hücreler de 

elimine edilmiştir. Aynı işlem hücreler 3. pasaja gelene kadar tekrarlanmıştır (83).  

3.1.3. İzole Edilen Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin 

Karakterizasyonu  

 Tüm hücre karakterizasyonu çalışmaları hücreler üçüncü pasaja 

ulaştıklarında gerçekleştirilmiştir. 

 3.1.3.1. İzole Edilen Kemik İliği Kaynaklı MKH’lerin Morfolojik Analiz ile 

Karakterizasyonu 

 Elde edilen üçüncü pasaj MKH’ler plastik kültür kabı yüzeyine yapışma ve 

iğsi-poligonal şekle sahip olma özelliklerine bakılarak ışık mikroskobu altında 

morfolojik olarak değerlendirilmiştir. 
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 3.1.3.2. İzole Edilen Kemik İliği Kaynaklı MKH’lerin Adipojenik Yönde 

Farklılaşma Analizi 

 Adipojenik farklılaşma için başlangıçtaki ideal fare Kİ-MKH yoğunluğu 2.0 x 

104 hücre/cm2 şeklindedir. Bu nedenle üçüncü pasaja gelen MKH’ler 6 kuyucuklu 

kültür kaplarına,  190.000 hücre/kuyu olacak şekilde ekilmiştir. Hücrelerin %100 

yoğunluğa geldiği dört günün sonunda farklılaşma kuyucuğu olarak belirlenen 

kuyulardaki hücrelerin üzerindeki besiyeri, manuel olarak hazırlanmış olan 

adipojenik farklılaşma besiyeri ile değiştirilmiştir. Kontrol kuyularında MKH kültür 

besiyeri kullanılmaya devam edilmiştir. Adipojenik farklılaşma besiyeri, 10-8 M 

deksametazon, 10 μg/ml insülin, 50 μM indometazin ve 0.5 μM IBMX (3- isobutyl-1-

methylxantine) içeren α-MEM besiyeri ile kullanımdan önce taze olarak 

hazırlanmıştır (83). Besiyerinin değiştirildiği gün, adipojenik farklılaşmanın 

indüklenmesinin sıfırıncı günü olarak belirlenmiştir. Hücreler bu şekilde 21 gün 

boyunca kültüre edilmiştir. Yirmi bir günün sonunda hücrelerin üzerindeki besiyeri 

çekilmiş, her bir kuyucuk 1’er ml PBS ile yıkanmıştır. Ardından, kuyucuklara 1’er ml 

%10 formol (Sigma, ABD) eklenip 20-25 dk boyunca oda sıcaklığında bekletilerek 

hücrelerin fiksasyonu sağlanmıştır. Formolün uzaklaştırılmasının ardından kuyular 2 

kez dH2O ile yıkanmış ve her kuyuya 1 ml Oil Red O boyası (ORO) eklenip 30 dk 

boyunca oda sıcaklığında inkübasyon sağlanmıştır. Sürenin sonunda kuyulardaki 

boyalar çekilmiş ve kuyular 3’er kez dH2O ile yıkanmıştır. Kuyucukların, dijital 

görüntüleme sistemi (Olympus, Japonya) ile fotoğrafları çekilmiştir. Kantitatif sonuç 

için ise,  kuyucuklara deterjan özelliğinde %2 igepal/izopropanol (v/v) (Sigma-

Aldrich, ABD; DOP Organik Kimya Sanayi, Türkiye) eklenerek 2 saat boyunca oda 

sıcaklığında bekletilmiştir. Bu işlem ile boyanın hücrelerden ekstraksiyonu 

sağlanmış, 2 saat sonra igepal-boya karışımı elde edilmiştir. Her bir kuyucukta elde 

edilen karışımlar, sperktrofotometrik mikroplaka okuyucusunda (Tecan, Avustralya) 

okutulmak üzere 96 kuyucuklu kültür kaplarına aktarılmıştır. Standart grafiğinin 

çizilmesi amacıyla ORO boyası kullanarak hazırlanan dilüsyonlar standartlar 

kullanılmıştır. Örnekler, 492 nm dalga boyunda okutulmuş ve değerler standart 

grafiğinden faydalanılarak mg/ml cinsinden sonuçlara dönüştürülmüştür.  
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 3.1.3.3. İzole Edilen Kemik İliği Kaynaklı MKH’lerin Osteojenik Yönde 

Farklılaşma Analizi 

 Osteojenik farklılaşma için başlangıçta ekilmesi gereken ideal hücre 

yoğunluğu 0.5 x 104 hücre/cm2 şeklindedir (84). Bu nedenle üçüncü pasaj MKH’ler 

24 kuyucuklu kültür kaplarına, 10.000 hücre/kuyu olacak şekilde ekilmiştir. Hücre 

ekiminin dördüncü gününde hücreler %70 yoğunluğa geldiğinde farklılaşma 

kuyucuğu olarak belirlenen kuyulardaki hücrelerin üzerindeki kültür besiyeri, 

manuel olarak hazırlanmış olan osteojenik farklılaşma besiyeri ile değiştirilmiştir. 

Kontrol kuyularında MKH kültür besiyeri kullanılmaya devam edilmiştir. Adipojenik 

farklılaşma besiyeri, 10 nM deksametazon, 50 mM L-askorbik asit ve 20 mM β-

Gliserofosfat içeren α-MEM besiyeri ile kullanımdan önce taze olarak hazırlanmıştır 

(85). Besiyerinin değiştirildiği gün, osteojenik farklılaşmanın indüklenmesinin sıfırıncı 

günü olarak belirlenmiştir. Hücreler bu şekilde 21 gün boyunca kültüre edilmiştir. 

Yirmi bir günün sonunda, farklılaşma analizi için kontrol ve farklılaşma gruplarındaki 

hücrelerin üzerindeki besiyeri çekilmiş, her bir kuyucuk 1’er ml PBS ile yıkanmış, %10 

formol ile 20 dk boyunca fikse edilen hücrelere,  Alizarin Red S boyası (pH=4.2, 

Sigma, ABD)  eklenerek 10 dk bekletilmiştir. Ardından, kuyucuklar 1’er ml dH2O ile 

yıkanmış ve dijital görüntüleme sistemi (Olympus, Japonya) ile kontrol ve farklılaşma 

kuyucuklarının fotoğrafları çekilmiştir. Kuyucuklardaki osteojenik faklılaşmanın 

kantitatif olarak değerlendirilmesi amacıyla Quantichrom Calcium Assay kiti 

(Bioassay Systems, ABD) kullanılarak kuyucuklardaki kalsiyum miktarı ölçülmüştür. 

Bu amaçla, 21 gün kültürün sonunda kontrol ve deney grubundaki hücrelerin 

üzerindeki besiyeri çekilmiş, kuyucuklar 1’er ml PBS ile yıkanmıştır. Sonrasında, 

kuyucuklara 1’er ml 0.6 M HCl koyulup, oda sıcaklığında 24 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. Süre sonunda her bir kuyucuktaki örnekler hafifçe pipetlendikten sonra 

ayrı tüplere alınıp, örnek bilgileri ile etiketlenmiştir. Kit içinden çıkan A ve B 

solüsyonları 1:1 oranında karıştırılmış, elde edilen karışım 96 kuyucuklu kültür 

plağına her bir kuyucuğa 200 μl gelecek şekilde bölünmüştür. Örneklerden 

kuyucuklara 5’er μl ilade edilip pipetaj yapılmasının ardından elde edilen karışım, 

612 nm dalga boyunda okutulmuştur. Kit içinde bulunan standart solüsyonundan 
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belirli dilüsyonlar oluşturulup okutularak standart grafiği çizilmiştir. Elde edilen 

veriler bu grafik kullanılarak mg/dl cinsinden değerlere dönüştürülmüştür. 

 3.1.3.4. Hücre Yüzey Belirteçlerinin Analizi ile MKH Karakterizasyonu 

 Üçüncü pasajdaki hücreler T75 doku kültür kabından kazınarak mekanik 

olarak kaldırılmış ve sayılmıştır. 350 g’de 5 dk santrifüj yapılan hücreler 

süpernatanın uzaklaştırılmasının ardından yıkama tamponu ile resüspanse edilip tüp 

başına 2x105 hücre olacak şekilde 4 adet FACS tüpüne bölünmüştür. 350 g’de 5 dk 

boyunca santrifüj edilerek FBS içeren besiyerinin hücrelerden tamamen 

uzaklaştırılması sağlanmıştır. Süpernatanın uzaklaştırılmasının ardından hücreler 

100’er μl yıkama tamponu ile resüspanse edilmiştir. Tüp başına 300 μl fiksasyon 

solüsyonu (Biolegend, ABD) eklenerek hücreler 20-40 dk boyunca +4 °C’de inkübe 

edilmiştir. Sürenin sonunda fiksatifin hücrelerden uzaklaştırılması amacıyla 2.5 ml 

yıkama tamponu eklenerek tüpler santrifüj edilmiş ve ardından 100 μl yıkama 

tamponu ile hücreler resüspanse edilmiştir. Ardından, hücre geçirgenliğinin 

sağlanması amacıyla hücrelere 2 ml permeabilizasyon tamponu (Biolegend, ABD) 

eklenmiş ve hücreler 20 dk +4 oC’de inkübe edilmiştir. Sürenin sonunda tüpler 350 

g’de 5 dk santrifüj edilerek fazla permeabilizasyon solüsyonu uzaklaştırılmıştır. 

Ardından süpernatan uzaklaştırılıp hücrelere 100’er μl permeabilizasyon solüsyonu 

ile birlikte antikorlardan 5’er μl eklenmiş ve homojenize edilen hücreler +4 oC’de 15 

dk inkübe edilmiştir. Fare Kİ-MKH yüzey belirteçleri olarak CD44 (BD Biosciences, 

ABD), CD140a (BD Biosciences, ABD) ve Sca-1 (BD Biosciences, ABD); fare 

hematopoetik kök hücre yüzey belirteçleri olarak ise CD34 (BD Biosciences, ABD) ve 

CD45 (BD Biosciences, ABD); izotipik kontrol olarak ise sırasıyla  PE konjuge Sıçan 

IgG2b, APC konjuge Sıçan IgG2a, PE konjuge Sıçan IgG2a, PE konjuge Sıçan IgG2a, FITC 

konjuge Sıçan IgG2b antikorları kullanılmıştır. Süre sonunda hücreler yıkama 

tamponu ile yıkanmış ve işaretlenmiş hücrelerin yüzey belirteçlerinin analizi toplam 

10,000 olgu okutularak Novocyte (ACEA Biosciences, ABD) akım sitometrisi cihazı ile 

yapılmıştır. Analiz için Novoexpress 1.3.0. (ACEA Bioscences, ABD) yazılımı 

kullanılmıştır. 
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3.1.4. Testis Örneklerinin İzole Edilmesi ve Kokültür için Hazırlanması 

 6 günlük C57BL/6 erkek farelere servikal dislokasyon yapılmasının ardından, 

cerrahi yöntemle testisler izole edilmiş, ardından %1 pen-strep içeren +4°C HBSS 

tampon solüsyonu içeren 15 ml falkonlara alınmıştır. Her bir hayvan için ayrı bir 

tampon solüsyonu hazırlanmış, testisler tüplere ikişerli olarak alınmıştır.. Ardından, 

laminar akım kabinine alınan testisler, numaralandırılarak ayrı ayrı 35 mm’lik petri 

kaplarında 1ml 40 mg/ml AlbuMAX I (Gibco, ABD), %1 pen-strep içeren α-MEM 

besiyerine alınmıştır. Testisi dıştan saran kapsül yapısındaki tunika albuginea 

stereomikroskop altında mikrodiseksiyon pensetleri yardımıyla parankimden 

ayrılarak seminifer tübüller açığa çıkarılmıştır. Sonrasında tübüller bu pensetler 

yardımıyla boyutları yaklaşık olarak 1 mm olacak şekilde 1- 3 parçaya bölünerek 

kültüre hazır hale getirilmiştir (Şekil 3.2.). 

 

Şekil 3.2. Altı günlük yeni doğan fareden cerrahi izolasyon ile elde edilen testislerin 
kültür koşullarına hazırlanma aşamaları verilmektedir. (A) Altı günlük C57BL/6 
farelerden cerrahi olarak izole edilen testisler (B) kültür besiyerine alınıp, (C) 
stereomikroskop altında (D) tunika albuginea tabakalarından arındırılmıştır. (E) 
Sonra, kültüre uygun boyut olan yaklaşık 1 mm3’e getirmek amacıyla testisler 1-3 
parçaya bölünüp yaklaşık 1mm3 boyuta getirilerek, (F) önceden hazırlanıp en az 6 
saat besiyerinde bekletilen agaroz jeller üzerine yerleştirilmiştir.  
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3.2. Altı Günlük C57BL/6 Erkek Farelerden Elde Edilen Testislerin Mezenkimal Kök 

Hücrelerle Kokültürü 

 Mezenkimal kök hücre ve testis kokültürünün oluşturulabilmesi için 

deneyden 4 gün önce kokültür grubundaki her kuyucuğa 50.000 hücre ekilmiştir. Bu 

süre aralığında hücreler α-MEM MKH besiyeri ile %5 CO2 içeren ortamda 37 °C’de 

inkübe edilmiştir. Testislere yataklık edecek agaroz jel tabakasının oluşturulması için 

1.5 gr Agarose I (VWR, ABD) tozu, 100 ml distile suya eklenip ısıtılarak yüzdece 1.5 

(w/v) jel çözeltisi elde edilip 2 atm basınçla 121 °C’de 20 dk otoklavlanmıştır. Karışım 

sıcakken 100 mm’lik petri kaplarına yükseklikleri 5 mm olacak şekilde (33 ml/100 

mm petri) dökülüp soğutularak jelleştirilmesi sağlanmıştır. Sonra, petri ağızları sıkıca 

parafilmlenerek deneye hazır şekilde +4 °C’de bekletilmiştir. Testis izolasyonundan 

bir gün önce jelden 10x10x5 mm’lik (genişlik x genişlik x yükseklik) boyutlarda 

parçalar kesilerek kültür besiyerinin içine aktarılıp, en az 6 saat bekletilmiştir. 

Böylelikle jel içindeki suyun besiyeri ile yer değiştirmesi sağlanmıştır. Transwell 

(Corning, ABD) insertleri deneyden bir gece önce PBS içine alınarak ıslatılmıştır. Altı 

saat besiyerinde bekletilen jel parçaları kontrol grubundaki testisler için 6 kuyucuklu 

kültür plakalarının tabanına, kokültür grubundakiler için ise transwell insertlerinin 

tabanına yerleştirilmiştir. Kokültür grubundaki kuyucuklarda bulunan MKH besiyeri 

çekilip, hücreler PBS ile yıkanmıştır. Ardından, testis dokuları her jele 1 ile 3 arası 

dokusu parçası denk gelecek şekilde yerleştirilmiştir. Yüzde 10 KSR (Knockout Serum 

Replacement) (Gibco, ABD), %1 pen-strep içeren α-MEM testis kültürü besiyerinin 

yüksekliği agaroz jellerin 1/2’si ile 4/5’i arasında bir seviyeye ayarlanmıştır (Şekil 

3.3.). Haftada bir kere besiyeri değişikliği yapılmış ve oluşturulan testis organ kültürü 

ve MKH testis kokültürü 34 °C’de %5 CO2 oranı ile muhafaza edilmiştir.  
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Şekil 3.3. (A) Agaroz jel üzerinde tek başına kültüre edilen testisleri ve (B) transwell 
insert sayesinde MKH ve testis hava sıvı inferfaz yöntemli kokültür uygulaması 
şematize edilmektedir. 

3.3. Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin Testisteki Spermatogonyal 

Kök Hücre Havuzuna Etkisinin Değerlendirilmesi 

3.3.1. Akım Sitometrisi ile Testiste Spermatogonyal Kök Hücre Miktarının 

Belirlenmesi 

 Kültür süresini tamamlayan testisler 30 mm’lik petri kaplarına alınıp 1 ml 

HBSS içinde enjektör iğneleri yardımıyla mekanik olarak parçalanmıştır. Ardından 

hacimce %10 DNAz I ve %90 0.25 EDTA-Tripsin solüsyonuna alınarak kimyasal 

sindirim ile tek hücre süspansiyonu haline getirilmiştir. Ardından hücre 

süspansiyonu 40 μm filtreden geçirilip FACS tüplerine alınmıştır. 350 g’de 5 dk 

santrifüj yapılan tüplerdeki pellet 100 μl HBSS ile resüspanse edilmiştir. Homojenize 

edilen hücrelerin üzerine ‘PBS-BSA-Na Azide’ (PBN) ile birlikte yüzey belirteci APC ile 

işaretli rat anti fare CD117 (c-Kit) antikoru (BD Biosciences, ABD) eklenmiştir. 

İzotipik kontrol olarak APC işaretli Sıçan IgG2b antikoru kullanılmıştır. Tüpler +4 oC’de 

ve karanlıkta 30 dk inkübe edilmiş; inkübasyon bitiminde 2 kez PBS-BSA-Na Azid ile 

yıkama yapılmıştır. Ardından, hücre içi yerleşimli PLZF antikoru ile bağlanma 

sağlanabilmesi için permeabilizasyon ve fiksasyon gerçekleştirilmiştir (Biolegend, 

ABD). Daha sonra 350 g’de 5 dk santrifüj edilen hücreler 100 μl permeabilizasyon 

solüsyonu ile resüspanse edilmiş, hücrelere 5’er μl PE işaretli rat anti fare PLZF 

antikoru (BD Biosciences, ABD) eklenerek 20 dk oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 

İzotipik kontrol olarak Sıçan IgG2a antikoru kullanılmıştır. Süre sonunda 2 kez HBSS 

ile yıkanan hücreler 350 g’de santrifüjün ardından 200 μl  HBSS ile resüspanse edilip, 
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akım sitometrisi cihazı ile okutulmuştur. İşaretlenmiş hücrelerin yüzey belirteçlerinin 

analizi Novocyte (ACEA, Biosciences, ABD)  akım sitometri cihazında toplam 10,000 

olgu okutularak Novoexpress 1.3.0. (ACEA Biosciences, ABD) programı kullanılmıştır. 

Deneyler 2 paralelli ve 3 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. 

3.4. Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin in vitro Koşullarda Testis 

Mikroçevresi Üzerindeki Koruyucu Etkisinin Değerlendirilmesi 

3.4.1. İmmünohistokimyasal ve İmmünofloresan Boyama ile Testis 

Mikroçevresinin in vitro Koşullarda Korunmasına Mezenkimal Kök Hücrelerin 

Katkısının Değerlendirilmesi 

 Histokimyasal boyama ve immün işaretleme çalışmalarının yapılabilmesi için 

kültür süresini tamamlayan testisler ışık mikroskobu takibine alınmış ve parafin 

bloklar elde edilmiştir. 

 3.4.1.1. Histokimyasal inceleme 

 Kültürden alınan örnekler biyopsi torbalarına yerleştirilip 24 saat boyunca +4 

oC’de Bouin çözeltisi ile fikse edildikten sonra,  sabit vakumlu doku takip cihazında 

(Leica, Almanya) dereceli alkollerden geçirilerek parafin istasyonunda (Leica, 

Almanya) parafine gömülmüştür. Kızaklı mikrotomda (Leica, Almanya)  polilizin kaplı 

lamlara (Sigma Aldrich, ABD) 3 μm’lik seri kesitler alınmıştır. Etüvde 60 oC’de bir 

gece süreyle deparafinize edilen kesitler dereceli alkollerde rehidrate edilip, Periodic 

Acid Schiff (PAS) (Mucin Stain) (Abcam, Birleşik Krallık)  yöntemiyle boyanmıştır. 

Elde edilen kesitler ışık mikroskobu ataşmanlı dijital kamera (Leica DMR 6000, 

Almanya) ve ilişkili görüntü analiz sistemi (LASv3 Leica, Almanya) aracılığıyla 

incelenmiştir. Her kesitte 50 adet seminifer tübül  kaydedilerek tübül ve lümen 

alanları dijital ortamda kantitatif olarak hesaplanmıştır (86). Her örnek için toplam 

tübül ve lümen alanları bilgisayar ortamına aktarılarak değerlendirilmiştir.  
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3.4.1.2. Testis Tübüllerineki Spermatogonyal Kök Hücrelerin İmmünohistokimyasal 

İşaretlenmesi 

 İmmünohistokimyasal işaretleme için deparafinize edilen kesitler ve dereceli 

alkollerde rehidrate edilmiştir. Kesitlere ısı ile antijen geri çağırma yöntemi 

uygulanmıştır. Bunun için, kesitler sitrat tamponu çözeltisi (pH=6.5) (Abcam, ABD) 

içinde düdüklü tencerede kaynatıldıktan sonra 7 dk süreyle bekletilmiştir. PBS ile 3 

kez yıkama sonrası sekonder antikorun hazırlandığı keçi serumuyla (Abcam, ABD) 10 

dk oda ısısında protein blokajı yapılmıştır. Ardından kesitler, Sıçan Anti Fare SALL4 

(Abcam, ABD) primer antikoru ile 15-30 dk boyunca oda ısısında nemli odacıkta 

inkübe edilmiştir. Kesitler PBS ile yıkandıktan sonra Keçi Anti Sıçan IgG-HRP 

sekonder antikor (Abcam, ABD) ile 15 dk süreyle oda ısısında inkübe edilmiştir.  PBS 

ile yıkanan kesitlere kromojen olarak DAB damlatılmış, negatif ve pozitif kontrol 

kesitlerinin ışık mikroskobu altında incelenmesi ile işaretlenme takibi yapılarak 5-7 

dk boyunca oda ısısında inkübe edilmiştir. Negatif kontrol için primer antikorun 

damlatılmadığı, pozitif kontrol için de primer antikorun çalıştığı bilinen dokular 

kullanılarak işaretlemeler yapılmıştır. DAB ile inkübasyonun hemen ardından kesitler 

PBS ile yıkanmış ve 30 sn inkübasyon ile hematoksilende çekirdek boyaması 

yapılmıştır. Ardından yıkanıp dereceli alkoller ile dehidrate edilen kesitler entellan 

ile kapatılmıştır. İşaretlenen kesitler, inverte ışık mikroskobu (Leica DM 6000 BM, 

Almanya) ile incelenmiş ve LASv3 yazılımı kullanılarak her kesitte 50 tübüldeki 

kahverengi işaretlenmiş hücrelerin sayımı yapılarak kantitatif sonuçlar elde 

edilmiştir. 

3.5. Sonuçların İstatistiksel Olarak Değerlendirilmesi 

 Deney paketlerinden elde edilen verilerde normal dağılımın varlığı test 

edildikten sonra sonuçlar parametrik ya da parametrik olmayan testler kullanılarak 

değerlendirilmiştir. Çalışmada kantitatif sonuç vermek üzere uygulanan deneyler 2 

paralelli ve 3 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. Bağımlı değişkenler; çalışmaya ait 

ölçüm parametreleri (hücre sayısı, testis dokusunda seminifer tübül ve lümenlerin 

histomorfometrik ölçümleri), bağımsız değişkenler; zaman (1, 2, 4, 6 hafta) ve deney 
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koşullarıdır (MKH ile kokültüre edilmiş ve tek başına kültüre edilmiş immatür testis 

şeritleri) çalışmaya ait ölçüm parametreleridir. Bağımlı ve bağımsız değişkenlere ait 

tanımsal istatistikler parametrik ya da parametrik olmayan testlerin uygulanmasına 

göre ortanca, minimum maksimum ya da ortalama değerleri ± SD ile sunulmuştur. 

Yüzde doksan beşlik güven aralığı ve yüzde beşlik hata payı ile yapılan analizler için 

SPSS 16.0 Bivariate Correlation A programı kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR 

4.1. Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin ve Testis Dokusunun Elde 

Edilmesi, Kültürü ve Karakterizasyonu  

4.1.1. Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin İzolasyonu 

 Kullanılan yöntem ile altı günlük C57BL/6 türü farelerden MKH’ler başarılı bir 

şekilde izole edilmiş ve üçüncü pasaja getirildiklerinde kokültür gruplarında 

kullanılmıştır. 

4.1.2. İzole Edilen Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin Kültürü 

 İzole edilen Kİ-MKH’lerin ilk pasaj ile birlikte kültür flaskındaki homojenitesi 

sağlanmış, 3 günde bir yapılan düzenli besiyeri değişimi ve kültür ortamında %70 

yoğunluk görüldüğünde yapılan pasajlamalar ile hücre morfolojileri korunmuştur. 

4.1.3. İzole Edilen Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin 

Karakterizasyonu 

 Bütün karakterizasyon işlemleri MKH’ler üçüncü pasaja geldiklerinde başarılı 

bir şekilde gerçekleştirilmiştir. 

 Morfolojik Değerlendirme; Hücreler beklendiği üzere plastik kültür kaplarına 

tutunmuş ve iğsi-poligonal yapı göstermişlerdir. Üretilen MKH’lere ait örnek 

mikrograflar Şekil 4.1.’de verilmiştir. 

 

Şekil 4.1. Üçüncü pasaj mezenkimal kök hücreler inverte mikrograflarında kültür 
kabı tabanına tutunmakta ve iğsi-poligonal şekil göstermektedir. (A) x100,  (B) x400. 
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 Adipojenik Farklılaştırma; Uygulanan kültür koşulları ile üçüncü pasaj Kİ-

MKH’lerin yağ hücrelerine farklılaşması sağlanmıştır. Yirmi bir gün boyunca 

adipojenik farklılaştırma besiyeri uygulanan MKH’lerde, Oil Red O (ORO) ile yağ 

damlacıklarının oluştuğu gözlenmiştir. Spektrofotometrik analiz ile ORO boya 

miktarının; adipojenik yönde farklılaştırılan hücrelerde (0.74±0.05) kontrole 

(0.37±0.03) göre anlamlı şekilde fazla olduğu görülmüştür (p<0.05, Şekil 4.2.). 

Böylece, izole edilen ve üçüncü pasaja getirilen MKH’lerin yağ hücresine 

farklılaşabilme potansiyeli gösterdiği sonucuna ulaşılmıştır. 

 

Şekil 4.2. Yirmi birinci gündeki adipojenik farklılaşma analizinin kalitatif ve kantitatif 
ölçüm sonuçları verilmektedir. (A) Kontrol grubuna uygulanan ORO boyama 
protokolü sonucunda boyalı hücreye rastlanmamıştır (x100, ORO). (B) Adipojenik 
farklılaşma grubunda ise hücrelerdeki turuncu-kırmızı boyalı yağ damlacıkları 
gözlenmiştir (x100, ORO). (C) spektrofotometrik analiz sonuçları görülmektedir 
(n=18, *p<0.05). Böylece, izole edilen ve üçüncü pasaja getirilen MKH’lerin yağ 
hücresine farklılaşabilme potansiyeli gösterdiği sonucuna ulaşılmıştır. 

 Osteojenik Farklılaştırma: Üçüncü pasajdaki Kİ-MKH’lerin kemik hücrelerine 

farklılaşması sağlanmıştır. Yirmi bir gün boyunca kemik hücrelerine farklılaşma 

besiyeri uygulanan üçüncü pasaj  MKH’lerin Alizarin Red S (ARS) ile inverte ışık 

mikroskobunda kalsiyum kristallerini biriktirdiği gözlenmiştir (Şekil 4.3.). 
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Spektrofotometrik analiz ile osteojenik olarak farklılaştırılan hücrelerin içerdiği 

kalsiyum miktarının (ortanca: 1.50, minimum: 1.00, maksimum: 2.00) kontrol 

hücrelerine (ortanca: 0.03, minimum: 0.00, maksimum: 0.21) oranla anlamlı biçimde 

yüksek olduğu görülmüştür (p<0.05).  

 

Şekil 4.3. Yirmi birinci günün sonunda yapılan osteojenik farklılaşma analizinin 
kalitatif ve kantitatif ölçüm sonuçları verilmektedir. Yapılan ARS boyaması ile, (A) 
kontrol kuyucuğundaki hücrelerde herhangi bir boyanma gözlenmemiştir (x100, 
ARS). (B) Osteojenik farklılaşma kuyusunda ise kemiğe farklılaşma sonucu meydana 
gelen kalsiyum çöküntüleri kırmızı boyalı olarak tespit edilmiştir (x100, ARS). (C) 
Yapılan spektrofotometrik analiz sonuçlarına göre osteojenik farklılaşma 
kuyucuklarında kontrol kuyucuklarına kıyasla kalsiyum miktarında anlamlı bir artış 
görülmüştür (n=18, *p<0.05).  

 Hücre Yüzey Belirteçlerinin Analizi ile MKH Karakterizasyonu: İzole edilip 

üçüncü pasaja getirilen Kİ-MKH’lerin karakteristik belirteçleri CD44 ile %98.59, 

CD140a ile %98.34 ve Sca-1 ile %91.73 oranında; hematopoietik belirteçler olan  

CD34  ile %2.03 ve CD45  ile %0 oranında işaretlendiği saptanmıştır. Bu immün 

fenotipik profil MKH olma özelliğini ortaya koymaktadır (Şekil 4.4.). 
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Şekil 4.4. C57BL/6 türü fare kemik iliğinden izole edilen üçüncü pasaj MKH’lerin 
yüzey belirteci analizi sonuçları verilmektedir. Hücrelerde MKH belirteci olan (A) 
CD44 ile %98.59, (B) CD140a ile %98.34 ve (C) Sca-1 ile %91.73 oranında; HKH 
belirteçleri olan (D) CD34  ile %2.03 ve (E) CD45 ile %0 oranında işaretlenme tespit 
edilmiştir.  

4.1.4. Testis Örneklerinin İzole Edilmesi ve Kokültür için Hazırlanması 

 Altı günlük farelerin testisleri başarılı bir şekilde izole edilerek, 

stereomikroskop altında tunika albuginea tabakalarından başarıyla arındırılıp kültür 

için yaklaşık 1 mm3’lük uygun boyuta getirilmiş ve ileri iş paketlerinde kullanılmıştır. 

4.2. Altı Günlük C57BL/6 Erkek Farelerden Elde Edilen Testislerin Mezenkimal Kök 

Hücrelerle Kokültürü 

 Testislere yataklık etmek üzere agaroz jel dökülüp uygun boyutlarda kültüre 

hazır hale getirilmiş ve deneylerden 4 gün önce MKH ekimi yapılarak tez önerisinde 

ön görülen sayıda yeni doğan testisi ile 1, 2, 4 ve 6 hafta boyunca kokültür protokolü 

başarılı şekilde uygulanarak tamamlanmıştır.  



35 

 

4.3. Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin in vitro Koşullarda Testis 

Mikroçevre Üzerindeki Koruyucu Etkisinin Değerlendirilmesi 

4.3.1. Histokimyasal Boyama ve İmmünohistokimyasal İşaretleme ile Testis 

Mikroçevresinin in vitro Koşullarda Korunmasına Mezenkimal Kök Hücrelerin 

Katkısının Değerlendirilmesi 

 Histokimyasal inceleme: Kokültür grubundaki testisler kontrol grubundaki 

örneklerle karşılaştırıldığında histokimya sonuçlarına göre 1 (p=0.029), 2 (p=0.005), 

4 (p=0.001) ve 6. (p=0.001) haftada tübül alanı; 2 (p=0.001) ve 6.  (0.017) haftada 

lümen alanında kontrole göre anlamlı artış gözlenmiştir (Şekil 4.5.-4.8.). Tablo 4.1’de 

tübül ve lümen alanı ölçümlerine ait tanımlayıcı istatistik verileri sunulmaktadır. 

Tablo  4.1. Histolojik boyalı kesitler üzerinde yapılan 1, 2, 4 ve 6. haftalara ait 
seminifer tübül ve lümen alanlarının histomorfometrik ölçüm sonuçları 
verilmektedir (*p<0.05, n=300). 


 H

af
ta

 

 

 
TÜBÜL ALANI (μm2) 

(Ortalama ± Standart Sapma) 
 

 
LÜMEN ALANI (μm2) 

(Ortalama ± Standart Sapma) 

 
Kontrol 

 

 
Kokültür 

 
Kontrol 

 
Kokültür 

1  35388,68 ± 13838,92 48053,14 ± 22937,64* 4083,90 ± 2170,92 5073,86 ± 2808,12 

2  31943,02 ± 17762,14 50271,14 ± 23863,96* 2071,64 ± 863,52 13068,48 ± 7187,71* 

4 52531,44 ± 16562,19 92310,70 ± 32466,25* 21516,80 ± 16681,98 28477,06 ± 25094,86 

6  39784,00 ± 18563,19 91300,10 ± 42220,08* 13203,57 ± 7245,88 32352,18 ± 30426,36* 
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Şekil 4.5. Bir haftalık kültür sonunda histomorfometrik analiz sonuçları 
verilmektedir. (A, C) Kontrol (x100, x400, PAS) ve (B, D) kokültür grubuna (x100, 
x400, PAS) ait testis mikrograflarında tübül ve lümen alanı ölçümleri alınmıştır. (E) 
Tübül alanı, (F) lümen alanına ait güven aralığı grafikleridir. (n=6 testis, 300 tübül, 
*p<0.05)  
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Şekil 4.6. İki haftalık kültür sonunda histomorfometrik analiz sonuçları 
verilmektedir. (A, C) Kontrol (x100, x400, PAS) ve (B, D) kokültür grubuna (x100, 
x400, PAS) ait testis mikrograflarında tübül ve lümen alanı ölçümleri alınmıştır. (E) 
Tübül alanı, (F) lümen alanına ait güven aralığı grafikleridir. (n=6 testis, 300 tübül, 
*p<0.05)  
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Şekil 4.7. Dört haftalık kültür sonunda histomorfometrik analiz sonuçları 
verilmektedir. (A, C) Kontrol (x100, x400, PAS) ve (B, D) kokültür grubuna (x100, 
x400, PAS) ait testis mikrograflarında tübül ve lümen alanı ölçümleri alınmıştır. (E) 
Tübül alanı, (F) lümen alanına ait güven aralığı grafikleridir. (n=6 testis, 300 tübül, 
*p<0.05) 
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Şekil 4.8. Altı haftalık kültür sonunda histomorfometrik analiz sonuçları 
verilmektedir. (A, C) Kontrol (x100, x400, PAS) ve (B, D) kokültür grubuna (x100, 
x400, PAS) ait testis mikrograflarında tübül ve lümen alanı ölçümleri alınmıştır. (E) 
Tübül alanı, (F) lümen alanına ait güven aralığı grafikleridir. (n=6 testis, 300 tübül, 
*p<0.05)  
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 İmmünohistokimyasal işaretleme: Kokültür grubundaki testisler kontrol 

grubundaki örneklerle karşılaştırıldığında immünhistokimya sonuçlarına göre (Şekil 

4.9.) 1 (p<0.001), 2 (p<0.001), 4 (p<0.001) ve 6 (p<0.001) haftalık kültür sürelerinin 

tümünde SALL4 ile işaretli SKH sayısında kontrole göre anlamlı artış gözlenmiştir 

(Şekil 4.10.). 
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Şekil 4.9. (A) Kontrol ve (B) kokültür gruplarına ait testislerin 1, 2, 4 ve 6. Haftalarda 
SALL4 ile indirekt immün peroksidaz yöntemiyle işaretlenmelerini gösteren 
mikrograflardır. Bazal membrana tutunmuş, DAB kromojeniyle sitoplazmaları 
kahverengi renkli SALL4 immün reaktivitesi gösteren spermatogonyal kök hücreler 
okla işaretlenmiştir (x400, n=6). 
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Şekil 4.10. Kontrol ve kokültür grubuna ait SALL4  immünohistokimyası sonuçları 
haftalara göre verilmektedir (*p<0.001, n=6 testis, 300 tübül). 

4.4. Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin Testiste Bulunan 

Spermatogonyal Kök Hücre Havuzunun Korunması Üzerindeki Etkisinin 

Değerlendirilmesi 

4.4.1. Akım Sitometrisi ile Testisteki Spermatogonyal Kök Hücre Miktarının 

Belirlenmesi 

 Bir, 2, 4 ve 6 haftalık kültür süreleri sonunda testislere uygulanan kimyasal 

sindirim ve mekanik parçalama ile elde edilen tek hücre süspansiyonu PE işaretli 

Sıçan Anti Fare PLZF ve APC işaretli Sıçan Anti Fare c-Kit antikorları ile ikili olarak 

değişen oranlarda işaretlenme göstermiştir (EK-2-9). İzotipik kontrol olarak PLZF 

antikoru için PE konjuge Sıçan IgG2a ve c-Kit antikoru için APC konjuge Sıçan IgG2b 

antikorları kullanılmıştır (EK-10). Birinci (p=0.028) ve 2. haftada (p=0.028) kokültür 

grubunda PLZF ile işaretli spermatogonyal kök hücre yüzdesi kontrol grubuna göre 

anlamlı artış göstermiştir. Altıncı haftada c-Kit ile işaretli ileri farklılaşmış 

spermatojenik seri hücre yüzdesi kontrol grubuna göre artış göstermiştir (p=0.046). 

Dört ve 6. haftalarda PLZF; 1, 2 ve 4. haftalarda c-Kit ile işaretlenen hücre 

yüzdelerinde iki grup arasında istatistiksel olarak anlamlı farklılık görülmemiştir 
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(Şekil 4.11.). Tablo 4.2.’de akım sitometrisi sonuçlarına ait tanımlayıcı istatistik 

verileri sunulmaktadır. 

Tablo 4.2. Bir, 2, 4, 6 haftalık kültür sürelerine ait PLZF ve c-Kit işaretli hücre 
yüzdelerini gösteren akım sitometrisi sonuçları gösterilmektedir (*p<0.05, n=6). 


  H

af
ta

 PLZF (%)  

Kontrol  Kokültür  

Medyan Min Max Medyan Min Max 

1 7,19 5,65 11,14 8,90 * 6,07 13,73 

2  6,27 5,28 8,75 8,07 * 7,18 13,18 

4  17,35 1,86 20,61 16,18 3,88 18,16 

6  8,31 2,69 14,69 5,94 4,86 16,54 


  H

af
ta

 C-Kit (%)  

Kontrol Kokültür  

Medyan Min Max Medyan Min Max 

1 0,08 0,06 0,32 0,10 0,05 0,12 

2  0,41 0,22 0,77 0,25 0,15 1,16 

4  0,42 0,15 1,81 0,68 0,06 2,07 

6  5,50 0,74 10,02 6,91 * 0,71 11,50 

 

 



44 

 

 

Şekil 4.11. Akım sitometrisinde 1, 2, 4 ve 6. haftada A) kontrol ve kokültür 
gruplarında PLZF ve c-Kit işaretli hücre yüzdelerindeki değişimler kutu çizgi grafiğiyle 
ve B) zamana bağlı olarak kontrol ve kokültür grupları içindeki değişimler güven 
aralığı grafiğiyle gösterilmektedir (*p<0.05, n=6). 

 

 

  



45 

 

5. TARTIŞMA 

 Bu tez kapsamında, planlanan hedeflere ulaşılarak 6 günlük C57BL/6 türü 

farelerden izole edilen MKH’lerin karakterizasyonu morfolojik yapı, yüzey 

belirteçlerinin varlığı ve farklılaşma potansiyelinin değerlendirilmesiyle 

gerçekleştirilmiştir. Yeni doğan fare testislerinin allojenik Kİ-MKH’ler ile 1, 2, 4 ve 6 

hafta süreyle kokültürü gerçekleştirilmiş, MKH’lerin seminifer tübül ve lümen 

alanlarındaki değişime olan parakrin etkisi histomorfometrik ölçümler ile ortaya 

konmuştur. Kokültür sisteminde MKH’lerin 1, 2, 4 ve 6. haftalarda testiste SKH ve 

ileri farklılaşmış spermatojenik seri hücre popülasyonuna etkisi sırasıyla PLZF ve c-Kit 

işaretli hücre yüzdeleri ile belirlenmiş ve kokültür sisteminde belirli zaman 

aralıklarında PLZF ve c-Kit işaretli hücre yüzdesinin kontrol grubuna göre anlamlı 

şekilde fazla olduğu tespit edilmiştir. PLZF ile elde edilen akım sitometrisi sonuçları 

SALL4 immün işaretlemesi ile doğrulanmış; elde edilen veriler, aşağıda araştırma 

hedeflerine ait başlıklar altında sırasıyla tartışılmaktadır. 

 İlk araştırma hedefi kapsamında altı günlük C57BL/6 türü fare kemik iliği 

kökenli mezenkimal kök hücreler izole ve karakterize edilip; testis şeritleriyle 

kokültür sistemi başarıyla oluşturulmuş, hedeflenen kültür süresine 

ulaşılabilmiştir. Yenidoğan farelerden uygun yöntemle izole edilen Kİ-MKH’ler 

morfolojik yapı, yüzey belirteçlerinin varlığı, osteojenik ve adipojenik farklılaşma 

potansiyellerinin değerlendirilmesi sonucu başarı ile karakterize edilerek sonraki iş 

paketlerinde güvenle kullanılmıştır. Tüm iş paketlerinde karakterizasyonun 

gerçekleştiriliği üçüncü pasaj hücrelerin kullanılmasına özen gösterilmiştir. Bu pasaj 

sayısı MKH’lerin literatürde güvenli olarak kullanıldığı çalışmalarla uyumludur (87-

90). 

 Literatürde, asılı damla ve hava sıvı interfaz sistemi olmak üzere iki tür statik 

testis kültür düzeneği tanımlanmıştır (91-93). Bu tez çalışmasında, testis organ 

kültürünün MKH’ler ile oluşturulacak indirekt kokültür sistemine adapte edilebilmesi 

için ekibimizce hava sıvı interfaz sisteminin kullanılması uygun görülmüştür. Bu 

konvansiyonel testis organ kültür sistemi, testislerin tunika albuginea tabakasından 
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arındırılıp altı kuyucuklu kültür kabı tabanındaki agaroz jel üzerine yerleştirilmesi ve 

besiyeri seviyesinin agaroz jel yüksekliğinin 1/2 ile 4/5’i arasında tutulmasıyla elde 

edilmektedir (93). Kültür sisteminde kullanılan besiyerinin testisle direkt teması 

yoktur ve testis şeritleri agaroz jel ile temas ettiği bölgelerden difüzyon yardımıyla 

beslenir. Difüzyonla besin maddeleri, büyüme faktörleri, kemokin ve sitokinlerin 

kültür ortamındaki testisin her bölgesine nüfuz etmesi ve organ canlılığının 

korunması için testis parçalarının boyutu önem taşır (94). Literatürde, statik koşulda 

agaroz jel üzerinde hava sıvı interfaz yöntemiyle kültüre edilen testislerin difüzyonla 

beslenebilmesi için uygun boyutun 1 mm3 olduğu bildirilmiştir (93, 95). Literatürle 

uyumlu biçimde çalışmamızda da testisler stereomikroskop altında kültüre 

hazırlanırken 1 mm3’lük boyutlarda parçalara bölüneler agaroz jeller üzerine 

yerleştirilmiştir. 

 Tez çalışmasında kontrol grubundaki testislerin kültüründe yukarıda 

açıklanan konvansiyonel sistem kullanılmıştır (93). Kokültür sisteminde 

konvansiyonel yöntemden farklı olarak bir kuyuya 100.000 hücre gelecek şekilde 

allojenik Kİ-MKH’ler altı kuyucuklu kültür kabı tabanına ekilmiş ve testislerin 

muhafaza edileceği hava sıvı interfaz ortamı kullanılan transwell insertleri üzerinde 

oluşturulmuştur. Böylece elde edilen indirekt kokültür sistemiyle, allojenik 

MKH’lerin parakrin sinyaller aracılığıyla testis mikroçevresi ve SKH havuzunun 

korunmasına optimal katkı sağlayabileceği varsayılmıştır. Literatürde, in vivo koşulda 

MKH’lerin testisteki parakrin immünite (66) ve gen ifadesi  düzenleyici (65), germ 

hücresi sayısı (73), seminifer tübül ve lümen çapını arttırıcı (61)  etkileri; in vitro 

koşulda Sertoli hücresine transdiferansiyasyona uğrayabildiklerini (69) gösteren 

çalışmalar bulunmaktadır. Ancak bu tez kapsamında in vitro koşullarda oluşturulan 

kokültür sistemine benzer tasarımda Kİ-MKH’lerin testis seminifer tübül ve lümen 

alanı, SKH’lerin hayatta kalımı, proliferasyonu ve farklılaşması üzerindeki etkileri 

daha önce bildirilmemiştir.  

 Bu tez çalışmasında, kültür besiyeri olarak, testis organ kültürü sırasında 

spermatogenezi desteklemesi yönüyle literatürde kabul görmüş %10 KSR (v/v) 

içerikli α-MEM kullanılmıştır (96).  Literatürde, KSR katkılı α-MEM besiyeriyle 
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sürdürülen sıçan testis kültüründe 4 hafta süreyle %5, %10 ve %15 KSR (v/v) içeren  

α-MEM besiyerinin 4 hafta seminifer tübül alanına zamana bağlı etkisi incelenmiş, 

%10 KSR katkısının diğer iki gruba göre tübül alanının anlamlı şekilde artış gösterdiği 

bildirilmiştir (97). Yayında belirlenen %10 KSR katkılı besiyerinin uygulandığı ve aynı 

kültür koşullarına sahip olan kontrol grubunda tübül alanında ilk 4 haftada zamana 

bağlı artış gözlenmiş, ancak 4 ve 6. haftalar arasında düşüş gerçekleşmiştir. İlk 4 

haftada elde edilen bulgular Liu vd.’nin çalışması ile uyumludur (97). Dördüncü 

haftadan sonraki ileri kültür süresinde tübül alanında düşüş görülmesi 4 hafta 

sonrasında kontrol grubundaki kültür koşullarının yetersiz gelmesiyle ilgili olabilir. 

Tez çalışmasına ait bu ilk iş paketi, sonraki araştırma hedeflerinin temelini 

oluşturduğundan, çalışmanın temel standardını sağlamıştır. Çalışmamızda testis 

kültürünün statik koşullarda yürütülmesi ve difüzyonla beslenmeye dayalı bu 

sistemde kan damarlarıyla sağlanan sıvı akışının oluşturduğu biyomekanik 

kuvvetlerin taklit edilememesi bu iş paketinin sınırlamasını oluşturmaktadır. 

Biyomekanik kuvvetlerin taklit edildiği mikroakışkan sistemle testis kültürünün statik 

konvansiyonel agaroz jel yönteminden daha etkili olduğunu gösteren 3 çalışma 

bulunmaktadır (98-100). İlk çalışmada, spermatojenik seri hücreleri GFP ile işaretli 

yenidoğan fare testisinde pompalı mikroakışkan sistemde spermatogenezin 

konvansiyonel agaroz jel yöntemine göre daha etkili bir biçimde uzun süreyle 

korunduğu gösterilmiştir. Üretilen mikroakışkan sistemde ve kontrolü olarak agaroz 

jel üzerinde testisler 168 gün boyunca kültüre edilmiştir (98). GFP işaretli 

spermatojenik seri hücreleri içeren testislerin kullanıldığı çalışmada 84. günden 

itibaren agaroz jel kültür koşulunda GFP ifadesi tamamen sıfırlanırken, mikroakışkan 

kültür koşulunda gen ifadesi 168 gün boyunca devam ettirilmiştir. Çalışmada statik 

kontrol grubundaki GFP geni ifadesinde erken dönemde düşüş görülmesi bu 

sistemde testislerin hava ile direkt etkileşimde olmasına bağlanmıştır (98). Pompasız 

mikroakışkan sisteminin geliştirildiği ikinci çalışmada, 7 hafta süreyle kültüre edilen 

testislerde mayozdaki germ hücresi (tübüllerin %85’inde), yuvarlak (%44) ve uzun 

spermatid (%28) sayısında konvansiyonel agaroz jel yöntemine göre (sırasıyla %45, 
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%10, %10) anlamlı artış sağlanmıştır (99). İleri bir çelışma hedefi olarak grubumuzca 

kokültür düzeneğinin  mikroakışkan sistemle desteklenmesi planlanmıştır.   

 İkinci araştırma hedefi kapsamında kemik iliği kökenli mezenkimal kök 

hücrelerin parakrin yolla testis mikroçevresinin korunmasında destekleyici rol 

oynadığı ortaya konmuştur. Bu tez çalışmasında, yeni doğan fare testisleri allojenik 

Kİ-MKH’ler ile kültüre edildiklerinde MKH’lerin 1, 2, 4 ve 6. haftalarda, tübül 

alanında kontrol grubuna göre anlamlı bir artışa neden olduğu görülmüştür. Yeni 

doğan fare testisinde seminifer tübüllere tutunan Sertoli hücrelerinin çoğalma ve 

olgunlaşmasıyla lümenin oluşumu başlar; buna koşut olarak tübül alanında artış 

meydana gelir (101). Sertoli hücrelerinin olgunlaşmasının tamamlanamadığı veya 

çoğalmasının puberte öncesinde durduğu durumlarda tübül ve lümen alanının 

gelişime bağlı artışında aksaklık görülebilir (102). Seminifer tübüllerde fonksiyonel 

spermatozoonların üretimi testiste spermatogonyumların mitoz ve mayoz 

geçirmeleri sonucu gerçekleşse de, spermatogenezin devamlılığı ortamdaki germ 

hücreleriyle Sertoli hücrelerinin etkileşimine bağlıdır (103). Testiste bulunan toplam 

Sertoli hücresi ve Sertoli hücresi başına düşen spermatid sayılarına  bakılarak, 

günlük spermatozoon üretimi miktarının doğrudan ve kesin bir şekilde 

hesaplanabileceği bildirilmektedir (103). Buradan yola çıkarak tez çalışmasında 

kontrol grubu ile karşılaştırıldığında ortaya konan tübül alanındaki artış, kokültür 

ortamında Sertoli hücreleri desteklenerek SKH mikroçevresinin daha iyi 

korunduğunun ölçütü olarak yorumlanmıştır.  

 

 Farklı  kökenlere sahip MKH’lerin testise enjeksiyonunun in vivo koşullarda 

hasarlı seminifer tübüllerin çapını arttırıcı etkileri bildirilmiştir (61, 94, 104). 

Sprague-Dawley türü erişkin sıçanda in vivo koşullarda 21 günlük büsülfan 

uygulaması ile azoospermi modeli oluşturulduktan sonra 35. günde seminifer 

tübüllere tek doz olarak, 106 adet allojenik Ad-MKH enjeksiyonu yapılmıştır. İki ay 

sonra hematoksilen eozin ile boyanan testis kesitlerinde tübül alanında MKH 

enjeksiyonu yapılan grupta (n=5) enjeksiyon yapılmayan negatif kontrol grubuna 

göre (n=5) anlamlı artış bildirilmiştir (63).Wistar sıçanlara 40 mg/kg tek doz büsülfan 
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uygulaması ile testislerde hasar oluşturulduktan sonra tek testise 1.75×105 sayıda 

allojenik Kİ-MKH uygulanmıştır. Sekizinci haftada Kİ-MKH enjeksiyonu yapılan grupta 

negatif kontrol grubuyla karşılaştırıldığında tübül alanında artış gözlenmiştir (61). 

Dört haftalık Kunming farelere intraperitonel 40 mg/kg büsülfan enjeksiyonu ile 

sterilite sağlandıktan 4 hafta sonra seminifer tübüle 2.5x105 adet insan göbek 

kordonu kökenli MKH enjeksiyonu 30 ve 120. günlerde gerçekleştirilen histolojik 

değerlendirmede MKH uygulanan testislerde tübül çapının kontrol grubuna göre 

anlamlı artış (%34) gösterdiği gözlenmiştir (105). Diğer çalışmada, Sprague-Dawley 

sıçanda in vivo koşullarda tek doz 7 mg/kg sisplatin ile oluşturulan testis hasarının 

ertesi günü testise 2x106 sayıda Kİ kaynaklı allojenik MKH uygulanmıştır. 

Uygulamanın, 7 gün sonra seminifer tübüllerde kontrole göre alan artışına neden 

olduğu gözlenmiştir (104). Bu tez çalışmasında in vitro koşullarda oluşturulan 

kokültür sisteminde allojenik Ki-MKH’lerin seminifer tübül alanına parakrin etkileri 

1, 2, 4 ve 6. haftada değerlendirilmiştir. Elde edilen histomorfometrik iyileşme 

bulguları, literatürde MKH’lerin in vivo ortamda testise doğrudan uygulandığı 

yayınlara ait bulgularla kısmen uyum göstermektedir. İn vitro koşullarda statik kültür 

ortamında damarlanması olamayan ve yalnız difüzyon yoluyla beslenen testis 

şeritlerinin kokültür gruplarında 6. haftaya kadar canlılığının sağlanması ve aynı 

zamanda tübüllerdeki alan artışı, allojenik Kİ-MKH’lerin parakrin etksinin güçlü 

olduğunu göstermektedir. Diğer yandan etki profilinin ortaya konabilmesi ve 

kişiselleştirilmiş bir zeminde kontrol edilebilmesi için, kromatografik ya da 

metabolomik analizlerle kültür süpernatanında MKH’lerin neden olduğu parakrin 

etki içeriğinin gösterilmesi gerekmektedir.  

 

 Tez çalışmasında 2 ve 6. haftalarda MKH’lerle kokültür gruplarında lümen 

alanının kontrol gruplarına göre anlamlı biçimde arttığı saptanmıştır. Seminifer tübül 

lümeninin boyutu spermatogenik aktivite ile doğrudan ilişkilidir (101). 

Spermatojenik hücrelerin etkinliğinin yüksek yani spermatogenezin aktif olduğu 

testislerde lümen alanının geniş olduğu bildirilmiştir (106). Tez çalışmasında MKH 

kokültürü gruplarında 2 ve 6. haftalarda lümen alanının kontrole göre daha geniş 
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olması, MKH’lerin parakrin etkiyle spermatogenezi uyardığı yönünde açıklanabilir 

(106). Bir ve 4. haftalarda lümen alanı yani spermatogenik aktivitenin MKH’lerle 

kokültür gruplarında kontrol gruplarıyla benzer olarak saptanmıştır. İn vivo 

koşullarda Sprague-Dawley türü erişkin sıçanda 21 günlük büsülfan uygulaması ile 

azoospermi modeli oluşturulmasının ardından 35. Günde seminifer tübüllere tek 

doz 106  adet allojenik Ad-MKH enjeksiyonu yapılmıştır. İki ay sonra hematoksilen 

eozin ile boyanan kesitlerde tübül lümeni çapı, MKH enjeksiyonu yapılan grupta 

(n=5) enjeksiyon yapılmayan negatif kontrol grubuna göre (n=5) anlamlı artış 

göstermiştir (63). Adı geçen çalışmada in vivo koşullarda 8 hafta sonunda elde edilen 

olumlu etki, tez kapsamında 6. haftadaki kokültür sonuçlarıyla benzerlik 

göstermektedir. Buradan yola çıkarak tez çalışmasında MKH’lerin parakrin etkisiyle 

elde edilen zaman bağımlı alan artışının (tübül büyümesi), Sertoli hücresi canlılığını 

desteklemesi niteliğiyle SKH ve tüm germ hücrelerine ait mikroçevreye yapılmış 

önemli bir katkı olarak değerlendirilmelidir. 

 

 Kontrol grubuna ait testislerde en uzun kültür süresi olan 6. haftada 4. 

haftaya göre lümen alanında anlamlı düşüş meydana gelirken, Kİ-MKH ve testis 

kokültüründe bu düşüşün görülmemesi, tez hedefi olarak ortaya konan varsayımın 

sağlandığını ifade etmektedir. Literatürde in vitro statik koşullarda tübüllerin 

yaşamsallığının korunabildiği statik testis kültür süresi 30 gün olarak bildirilmektedir 

(107).  Bu teze ait verilerin, in vitro organ kültür ortamında testis morfolojisinin 

korunabildiği sürenin MKH’lerle 42 güne uzatılabileceğine ait orijinal veri sunması 

bakımından literatüre yeni bir bakış açısı kazandırabildiği sonucuna varılmıştır.  Fare 

Kİ-MKH’lerin in vitro kokültür ortamında testis seminifer tübül ve lümen alanı 

üzerindeki etkisinin literatürde daha önce bildirilmemiş olması, bu tez çalışmasının 

ilgili verilerini orijinal kılmaktadır. Diğer yandan, testis morfolojisindeki değişimin 

Sertoli hücresi matürasyonu ve canlılığı ile ilişkilendirildiği bu tez çalışmasında sınırlı 

bütçe olanakları nedeniyle Sertoli hücrelerinin immün işaretleme ile sayımının 

gerçekleştirilmemiş olması; çalışmaya ait önemli bir sınırlamadır. Bütçe desteği 

sağlanabilirse Sertoli hücrelerinin işaretlenmesi planlanmaktadır. 
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 Üçüncü araştırma hedefi kapsamında Kİ-MKH’lerin parakrin yolla SKH 

havuzunun korunmasına katkı sağladığı ortaya konmuştur. Bu tez çalışmasında 1, 

2, 4 ve 6 hafta süreyle yürütülen yeni doğan fare testisi ve allojenik Kİ-MKH kokültür 

sisteminin SKH ve ileri farklılaşmış spermatojenik seri hücrelerinin korunmasına 

olumlu etkisi, sırasıyla PLZF ve c-Kit yüzey belirteçleri üzerinden akım sitometrisi 

yöntemiyle ile gösterilmiştir. Ek olarak, allojenik MKH’lerin in vitro ortamda SKH 

devamlılığına olumlu etkisi, SKH belirteci SALL4 transkripsiyon faktörünün immün 

işaretlenmesi ile ortaya konmuştur.  Literatürde SALL4 ve PLZF transkripsiyon 

faktörlerinin SKH belirteci olduğu, ikili immünohistokimyasal işaretlemelerinin 

kolokalizasyonuyla gösterilmiştir (108). Böylece, PLZF ve SALL4 transkripsiyon 

faktörlerinin testiste aynı germ hücresi popülasyonuna, SKH’lere, spesifik oldukları 

ortaya konmuştur (108). Bu tez kapsamında, akım sitometrisinden elde edilen PLZF 

pozitif hücre yüzdesi ve immünohistokimyasal değerlendirmeden elde edilen SALL4 

pozitif hücre sayısı sonuçları 1 ve 2. haftada birbirleriyle uyum göstermiştir. Dört ve 

altıncı haftalardaki akım sitometrisi sonuçlarına göre PLZF pozitif hücrelerin 

oranında kontrol ve kokültür grupları arasında anlamlı bir farklılık yokken; bu 

haftalarda immünohistokimyasal işaretleme sonuçlarına göre SALL4 pozitif hücre 

sayısının kokültür gruplarında kontrol gruplarına göre anlamlı şekilde fazla olduğu 

görülmüştür. C-Kit ile işaretli hücre sayısında 4 hafta boyunca iki grup arasında fark 

yokken; 6. haftada kokültür grubunda işaretli hücre sayısının kontrol grubuna göre 

anlamlı şekilde fazla olduğu görülmüştür.   

 

 Akım sitometrisi ölçümleri için, kültür süresini tamamlayan testis parçaları 

enzimatik sindirim ve mekanik parçalama ile tek hücre süspansiyonu haline 

getirildiğinden bu yöntem, heterojenik bir hücre popülasyonu içinde bulunan işaretli 

hücrelerin yüzde bazında değerini sunmaktadır (109). Elde edilen yüzdelik 

sonuçların, hazırlanan hücre süspansiyonunda bulunan işaretli hücreler haricindeki 

hücre gruplarının sayısal üstünlüklerine göre farklılık gösterebilmesi, akım 

sitometrisi ve immünohistokimyasal işaretleme ile elde edilen sonuçlar dört ve 

altıncı haftalarda paralellik göstermemesinin nedeni olabilir (109, 110). Allojenik Kİ-
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MKH’ler, kokültür ortamında bulunan testislerde SKH mikroçevresine ait Sertoli 

hücrelerini destekleyerek canlılıklarının korunmasına destek sağlayarak, dokuda SKH 

haricinde bulunan hücrelerin sayıca artışına neden olmuş olabilir. Bu durum, akım 

sitometrisi ile elde edilen yüzde değerlerinin immünohistokimyasal işaretleme ile 

elde edilen sayı değerleri ile istatistiksel olarak paralellik göstermemesini 

açıklayabilir (109). Literatüre göre, PLZF ve SALL4 transkripsiyon faktörleri SKH’lerin 

devamlılığının sağlanmasında birlikte rol oynamaktadır (111, 112). PLZF, orada 

bulunan kök hücrelerin farklılaşıp c-Kit ifade etmesini engellerken, proliferatif SKH 

belirteci SALL4’ün ifadesinin artmasıyla PLZF’nin bu aktivitesi baskılanır ve SKH’lerin 

spermatojenik seri hücrelerine farklılaşarak c-Kit ifade etmeleri sağlanır (111). 

Yayında PLZF ve SALL4 ile işaretlenen hücrelerin kolokalizasyonu gösterilse de, 

aralarındaki bu iletişim ve fonksiyonel farklılık, iki transkripsiyon faktörüne yönelik 

işaretlemenin birbirinden farklı sonuçlar vermesini açıklayabilir.  

 

 Tez çalışmasında konvansiyonel agaroz jel kültür sistemi kullanılarak 

oluşturulan kontrol grubunda SALL4 pozitif hücre miktarında zamana bağlı olarak 

düzenli bir azalma gözlenmiştir. Allojenik MKH’ler ile kokültür grubunda ilk 2 

haftada SKH miktarında anlamlı artış gözlenmiştir. Buna göre kokültür sisteminin ilk 

iki hafta boyunca yalnızca SKH’lerin devamlılığına katkı sağlamayıp, aynı zamanda 

germ hücre proliferasyonlarına neden olduğu sonucuna ulaşılabilir. Kokültür 

sisteminde  4 ve 6. Haftada SKH miktarı 2. haftaya göre anlamlı şekilde azalma 

göstermiştir. Bu durum, testislerin doğal ortamlarında maruz kaldıkları biyomekanik 

kuvvetler ve kan damarlarıyla beslenme rutinlerinin  statik kültür koşullarında 

sağlanamaması göz önünde bulundurularak açıklanabilir. Nitekim pompalı ve 

pompasız mikroakışkan sistemlerle  oluşturulan kokültür sistemlerinde 

spermatogenezin statik koşullara göre daha uzun süreli ve etkili olarak devam 

ettirilebildiğine ait yayınlar bulunmaktadır (99, 100, 113). Literatürde, c-Kit 

farklılaşma yoluna girmiş spermatojenik seri hücrelerinin moleküler belirteci olarak 

kullanılmaktadır (114). Altıncı haftada kokültür grubunda c-Kit işaretli hücre 

sayısının kontrol grubuna göre anlamlı şekilde fazla olmasına bakılarak kültür 
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ortamında MKH’lerin SKH farklılaşmasını desteklediği yorumu yapılabilir. Bir başka 

bakış açısıyla, MKH desteğiyle genişletilen SKH havuzu ileri dönemde kültür 

ortamında ileri farklılaşmış spermatojenik seri hücre popülasyonunda artışa neden 

olmuş olabilir. Literatürde konvansiyonel hava sıvı interfaz sisteminde seminifer 

tübül kültürüyle 40 gün boyunca c-Kit ifadesinin sürdürüldüğü ile ilgili bir yayın 

bulunmaktadır  (115). Yapılan çalışmada oluşturulan kültür sistemiyle 40. günde c-

Kit ifadesi varlığına bakılmış ancak, zaman içindeki değişimi ile ilgili bir 

değerlendirme yapılmamıştır. Farklılaşma yoluna girmiş spermatojenik seri 

hücrelerinin in vitro kültür ortamında zamana bağlı değişimi ile ilgili bir yayın 

bulunmamaktadır. Mezenkimal kök hücre katkılı kokültür sisteminin 6 haftalık kültür 

süresinde testiste SKH farklılaşmasına sağladığı katkı ilk kez bu çalışma ile 

gösterilmiştir.  

 

 Literatürde, MKH’lerin testiste PLZF, c-Kit veya SALL4 gen ifadesine etkisini 

araştıran in vitro veya in vivo koşulda gerçekleştirilmiş herhangi bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Tez çalışması kapsamında MKH’lerin PLZF ve SALL4 işaretli SKH ve 

c-Kit işaretli ileri farklılaşmış spermatojenik seri hücre popülasyonunda artışa neden 

olduğunun gösterilmesi yenilikçi bir bulgudur. İleri çalışmalarda, 

immünohistokimyasal işaretleme sonuçlarının qRT-PCR ve Western blot analizleri ve 

daha uzun kültür süreleri ile desteklenmesi planlanmaktadır. Yeni doğan fare 

testislerinin allojenik MKH’ler ile kokültürünün SKH canlılığına olan etkisini gösteren 

herhangi bir yayına rastlanmamıştır. Bu anlamda, belirli kokültür sürelerinin 

sonunda akım sitometrisi ve immün işaretleme ile SKH canlılığının kontrol grubuna 

göre daha yüksek oranda korunduğunun gösterilmesinin literatüre yenilikçi bir katkı 

sunduğu görüşüne varılmıştır. 

 

 Bu tez kapsamında elde edilen veriler in vitro ortamda hava sıvı interfaz 

sistemine göre kurulmuş  statik kültür koşullarıyla sınırlıdır. Elde edilen sonuçların 

biyomekanik kuvvetlerin taklit edildiği mikroakışkan sistemlerde ve in vivo 

koşullarda gerçekleştirilecek hayvan modellerinde tasarlanacak çalışmalarla 
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doğrulanması gerekmektedir  (110). Çocukluk çağı kanserlerinde uygulanacak 

gonadotoksik tedavi öncesi SKH’lerin üç boyutlu niş ortamlarının korunarak elde 

edilmesi ve tedavi sonrası testisleri hasarlanmış hastalar çocuk sahibi olmak 

istediklerinde sayıca arttırılarak kendilerine geri verilmesi gerekmektedir (116).  

 Günümüzde klinikte erkek hastalardan çocukluk döneminde kanser tedavisi 

öncesi testis biyopsileri alınarak kriyoprezervasyon yöntemleriyle dondurulmak 

suretiyle saklanmaktadır (117). Ancak bu örnekler çözüldüklerinde SKH içerikleri 

oldukça düşük olarak saptanmakta ve gerçekleştirilecek fertilite için yeterli 

olamamaktadır (118). Bu tez çalışmasında in vitro ortamda testis kültürü kurularak 

niş bütünlüğü bozulmadan  SKH’ler üzerindeki olumlu etkinin devamlılığının 

sağlanması mümkün olmuştur. Bu yönüyle çalışma tek katmanlı hücre kültürü ile 

karşılaştırıldığında gerçek ortamı yansıtmada görece başarılı ve klinik için oldukça 

umut vadedicidir.  

 Tez kapsamında tasarlanan, fiziksel koşulları optimize edilen kokültür sistemi 

dondurma, çözme ve in vivo koşullarda hayvan modellerine uygulanma 

aşamalarından başarıyla geçmek durumundadır. Bu aşamalardan geçerek geçerlilik 

ve güvenilirlik testleri tamamlandıktan sonra klinikte kişiye özel olarak 

uygulanabilecek hale getirilebilirse, çocukluk çağı kanserlerinde kemoterapi ve 

radyoterapi gibi gonadotoksik tedaviler öncesinde hastalardan testis biyopsisi 

alınabilir ve kemik iliğinden otojenik MKH izolasyonu yapılabilir; kokültür ortamında 

SKH ekspansiyonu sağlanarak, kültür sonunda büyük hücre popülasyonu içeren 

testis şeritleri kriyoprezervasyon teknikleriyle bireylerin erişkin reproduktif yaşa 

gelecekleri döneme kadar saklanabilir. Bireyler erişkin yaşa geldiklerinde 

dondurulmuş testis şeritleri çözülüp, testislerden SKH izolasyonu yapılabilir; elde 

edilen hücrelerin testise enjeksiyonu ile spermatogenez başlatılabilir. Ayrıca, 

kokültür ortamında sayıca arttırılan SKH’lerin ileri farklılaşmalarının 

desteklenmesiyle yeterli sayıda sperm elde edilebilirse in vitro fertilizasyon 

teknikleriyle bireylerin çocuk sahibi olmaları sağlanabilir.  
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 Sonuç olarak bu tez çalışmasında, C57BL6 türü farelerden Kİ-MKH 

izolasyonu yapılmış ve üçüncü pasajda karakterize edilen hücreler deneylerde aynı 

pasajla güvenle kullanılmıştır. Mezenkimal kök hücreler, in vitro koşullarda indirekt 

kokültür ortamında altı hafta süresince seminifer tübül ve lümen alanını arttırıcı etki 

göstermiştir. Kültür süresince Kİ-MKH’ler testis mikroçevresi ve SKH havuzunu 

koruyucu etki göstermiş, SKH proliferasyonunda ve farklılaşmasında olumlu rol 

oynamıştır. Şekil 5.1.’de tez kapsamında yanıtlanan araştırma soruları ve geleceğe 

ait olası translasyonel uygulama bakış açısı şematize edilmiştir.  

 

Şekil 5.1. Allojenik Kİ-MKH’lerin in vitro ortamda testis mikroçevresi ve SKH 
havuzunun korunmasına etkisi ve elde edilen sonuçların geleceğe yönelik olası 
translasyonel uygulamaları. Tez kapsamında yapılan çalışmalar ile, Kİ-MKH’lerin in 
vitro indirekt kokültür koşulunda parakrin sinyaller aracılığı ile testis seminifer tübül 
ve lümen alanını arttırıcı; SKH havuzunu koruyucu ve SKH’leri prolifere ettirici ve 
farklılaştırıcı etkisi gösterilmiştir. Gelecekte bu sayede in vitro koşulda korunan 
mikroçevrede sayıca arttırılan SKH’lerin testisten izole edilerek veya testis şeridi 
olarak kriyoprezervasyon teknikleriyle kullanılacak güne kadar saklanabilmesi ve 
sitotoksik tedavi gören çocuklar erişkin yaşa gelip çocuk sahibi olmak istediklerinde 
elde edilen otojenik SKH’den zengin şeritlerin veya direkt olarak izole edilen 
SKH’lerin bireylerin testislerine enjekte edilmesi, bu sayede spermatogenezin 
başlatılabilmesi beklenmektedir. 
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SONUÇLAR 

1. İzole edilen Kİ-MKH’ler morfolojik yapı, yüzey belirteci varlığı ve farklılaşma 

potansiyelleri değerlendirilerek karakterize edilebilmiş, transwell ve hava sıvı 

interfaz sistemi temelli  Kİ-MKH’lerle testis kokültür ortamı oluşturulmuştur. 

2. Kemik iliği kaynaklı MKH’ler in vitro ortamda parakrin yolla testiste seminifer 

tübül alanını arttırıcı etki göstermiştir.  

3. Kemik iliği kaynaklı MKH’ler in vitro ortamda parakrin yolla testiste  tübül lümeni 

alanını arttırıcı etki göstermiştir. 

4. Kemik iliği kaynaklı MKH’ler in vitro ortamda parakrin etkiyle testiste SKH 

canlılığının korunmasına katkı sağlamış, SKH’lerin çoğalmasını arttırarak kök 

hücre ve farklılaşmış seri hücre havuzunu genişletmiştir.  
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EK-2: Birinci Hafta Kontrol Grubuna Ait Akım Sitometrisi Sonuçları  
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EK-3: Birinci Hafta Kokültür Grubuna Ait Akım Sitometrisi Sonuçları 
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EK-4: İkinci Hafta Kontrol Grubuna Ait Akım Sitometrisi Sonuçları   



71 

 

EK-5: İkinci Hafta Kokültür Grubuna Ait Akım Sitometrisi Sonuçları 

 

  



72 

 

EK-6: Dördüncü Hafta Kontrol Grubuna Ait Akım Sitometrisi Sonuçları  
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EK-7: Dördüncü Hafta Kokültür Grubuna Ait Akım Sitometrisi Sonuçları 
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EK-8: Altıncı Hafta Kontrol Grubuna Ait Akım Sitometrisi Sonuçları 
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EK-9: Altıncı Hafta Kokültür Grubuna Ait Akım Sitometrisi Sonuçları 
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EK-10: PE ve APC işaretli akım sitometrisi antikorları için kullanılan izotipik kontrol 

sonuçları 
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EK-11: Tez çalışması orijinallik raporu 
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EK-12: Dijital Makbuz 
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EK-12: Dijital Makbuz (devamı) 
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EK-12: Dijital Makbuz (devamı) 
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