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ONSOZ

Bu tez ¢alismasinda tiim fare testikiiler kok hiicreleri arasindan fonksiyonel
germline kok hiicreleri (GKH) zenginlestirildikten sonra tanimlanmis kiiltiir kosullari
alinda GKH’leri canliligin1 ve fonksiyonunu koruyarak uzun siireli ¢ogaltmayi
amacladik. Onkoterapi sonrasi sag kalan erkeklerin yani sira iireme c¢agindaki
erkeklerin yaklasik %3’iinii etkileyen azoospermi olgulariin tedavisinde GKH’lerin
yararli olabilecegi ile ilgili gorlisler olmasina karsin bu hiicrelerden in vitro olgun
gamet hiicresi elde edilmesi konusunda birgok sorun bulunmaktadir. Bu nedenle,
literatliirde daha once yapilmamis SB431542 ve retinoik asitten olusan iki asamali
ardisik in vitro diferansiyasyon kiiltiir sisteminin GKH’lerde baskilanmis mayozu
indiiklemesindeki etkisini arastirdik. Ayn1 zamanda eksojen olarak saglikli somatik
nig/Sertoli hiicresi destegi saglandiginda in vitro kiiltiire edilmis GKH’lerin
kemoablate edilmis fare testislerinde hasarli nisi onarip spermatogenezi yeniden
baslatabilme kapasitesini inceledik. Bu ¢alisma, TUBITAK ARDEB 1002 - Hizl
Destek Programi (Proje No. 121S259) ve Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (BAP)-B+ (Proje No. 21B0230002) tarafindan desteklenmistir.

Yiiksek lisans calismam siiresince gerek engin tecriilbe ve bilgileriyle beni
yonlendiren, gerekse her asamada bana giivenip sonuna kadar destek olan danigman
hocam Prof. Dr. K. Can Akgali’ya tesekkiirlerimi bor¢ bilirim. Tiim yiiksek lisans
stirecimde her oniime ¢ikan engelde hi¢ ¢ekinmeden rahatlikla danisabildigim, beni
her zaman motive eden, kariyerimde 6rnek alacagim canim hocam Dog. Dr. Verda
Bitirim’e tiim ‘kalbim’le tesekkiir ederim. Her zaman yanimda olup bana yardimci
olmak i¢in her seyi yapan ve yillardir bana 6rnek olan aileme yardimlari i¢in tesekkiir
ederim. Ayrica fikir, destek ve yardimlarini benden esirgemeyen tiim ekip
arkadaslarima tesekkiir ederim. Her zaman destegini ve sevgisini hissettiren, bana

cesaret veren Ali Batuhan Karahan’a tesekkiir ederim.
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SEKILLER

Sekil 1.1: Erkek ve disi germ hiicrelerinin olusumu ig¢in in vivo gelisim
stirecinin 6zeti ve germ hiicresi gelisimi esnasinda germ hiicre-iliskili genlerin
ekspresyonu.

Sekil 1.2: Kemirgenlerin spermatogenik soylarinda klonal geligim.
Sekil 1.3: Evreye 6zgii germ hiicre belirtegleri.

Sekil 1.4: Spermatogonyal transplantasyon yonteminin ana hatlart ve SKH
icin kantitatif analiz.

Sekil 1.5: SKH nisinin sematik diyagrami ve SKH'lerin kokliiliiglinii ve
kendini yenilemesini siirdiirmede yer alan diizenleyici faktorler.

Sekil 1.6: Her iki cinsiyetin fare fetal gonadlarinda germ hiicre gelisiminin
semasi.

Sekil 1.7: Testikiiler Sertoli ve/veya mayotik germ hiicrelerde RA biyosentezi
ve sinyallesmesi.

Sekil 1.8: TGFp sinyallesme yolagi bilesenleri.
Sekil 2.1: Calismada izlenen yontem basamaklarinin genel gosterimi.

Sekil 3.1: TSH’lerin karakterizasyonu. (a): P4 TSH’lerin aydinlik-alan
mikroskobunda ¢ekilmis goriintiisii (10X; Olgek cubugu = 100 pum). (b): P4
TSH’lerde ve total testiste Sertoli, germ, peritiibiiler miyoid ve Leydig
belirteglerine 6zgli primerler kullanilarak yapilan RT-PZR iiriinlerinin jel
goriintiisti. Test edilen belirteclerin ifade seviyeleri bant yogunluklarina gore
pozitif kontrol olarak kullanilan total testisinkilerle kiyaslanmistir. (c):
TSH’lerin P1’deki (sol panel) ve besleyici hiicre tabakasi olarak veya
transplantasyon deneylerinde kullanildigi P4’teki (sag panel) GATA4
pozitifliginin flow sitometri ile 6l¢iilmesi. (d): P4 TSH’ler, GATA4 (yesil) ve
INSL3 (kirmizi1) ifadesiyle immiinositokimyasal olarak boyanarak protein
diizeyinde karakterize edilmistir. Parafin testis kesitlerinde INSL3
immiinofloresan boyamasinin, Leydig hiicrelerine spesifik oldugu teyit
edilmistir. Niikleuslar DAPI ile mavi renkte boyanmustir (40X; Olgek ¢ubugu
=20 um).

Sekil 3.2: GKH’lerin eldesi. (a): GKH’lerin izolasyon asamalarinin sematik
gosterimi. (b): CD49f+ GKH yiizdesinin 8-haftalik ve 10-giinliikk fare
testislerinde flow sitometri ile karsilastirmast. (c): MACS sonrasi elde edilen
pre-sort, CD49f- ve CDA49f+ fraksiyonda CDA49f ifade eden hiicrelerin
yiizdesinin flow sitometri ile dl¢iilmesi. Flow okumalar1 bir sorting deneyini
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temsil etmektedir. (d): MACS sonras1t CD49f+ GKH’lerin canlilik analizi i¢in
yapilan FITC Annexin V-PI ikili boyamasinin flow sitometrik incelenmesi.
Annexin V-/PI- normal hiicreleri, Annexin V+/PI- erken apoptotik hiicreleri,
Annexin V+/PI+ geg apoptotik hiicreleri ve Annexin V-/PI+ nekrotik hiicreleri
isaret eder.

Sekil 3.3: (sol panel): GKHBH’lerin olusturdugu iki farkli tipte koloninin
P5’teki parlak alan mikroskobunda ¢ekilmis fotografi (20X; Olgek cubugu =
50 um). Farklilasmamis GKH'ler, birbirlerine daha gevsek bagl farklilasmaya
gitmis GKH'lere kiyasla, daha kompakt ve sinirlar1 belli olmayan koloniler
olusturur. Kompakt sekilli kolonilerde alkalen fosfataz aktivitesi (beyaz
kenarlikli eklentide yesil boyali, AP) gériilmiistiir (10X; Olgek cubugu = 100
um). (sag panel): Farklilagmamis kolonilerin TSH besleyici tabakasi
izerinden stereomikroskop altinda bir mikromanipiilatér yardimiyla se¢imi.

Sekil 3.4: AP+CD49f+ GKHBH kolonilerde (pembe siitun) (a): germ hiicre
(Ddx4), (b): proliferasyon (Ki67), (c): mayotik/post-mayotik (Stra8 ve
Sycp3/Prm2  ve  Acr), (d): GKH/VSEL/pluripotensi (Gfral ve
Oct4/Ly6a/Oct4a, Sox2 ve Nanog) belirteglerinin mRNA diizeyindeki
ifadelerinin  zenginlestirilmis  kiiltir ortamma koyulmamis CD49f+
GKH’lerdekilere (siyah siitun) gore kat degisimi olarak verilmistir.
Ekspresyon sonuglar1 kendi Gapdh ekspresyon seviyelerine gore normalize
edildi; n=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001; sonuglar
ortalama + standart sapma’y1 temsil eder.

Sekil 3.5: (a): MACS sonrast 0. giinkii CD49f+ GKH’lerde ve (b):
AP+CD49f+ GKHBH kolonilerinde SCA-1, CD45, LIN, GPR125 ve SSEA-
1 ifadelerinin flow sitometrik incelenmesi.

Sekil 3.6: AP+CD49f+ GKHBH kolonilerinin immiinositokimyasal boyamasi
ile protein diizeyinde karakterizasyonu. PS5 GKHBH’ler SCA-1 (yesil),
GPRI125 (turuncu), SSEA-1 (magenta) ve DDX4 (kirmiz1)/OCT4A (yesil)
ifadesiyle karakterize edilmistir. Niikleuslar DAPI ile mavi renkte boyanmistir
(40X; Olgek cubugu = 50 um).

Sekil 3.7: AP+CD49f+ GKHBH’lerde Nodal sinyallesme yolagi
elemanlarinin gen ekspresyonu ve immiinoboyamasi. (a): Nodal, Cripto,
Acvr2b, Acvrlb, Tgfbrl ve Lefty2 gen ekspresyonu qPZR ile 0. giin CD49f+
GKH’lerinde (siyah siitun) ve 45. giin GKHBH’lerde (pembe siitun) 6l¢iildii.
Ekspresyon sonuglar1 kendi Gapdh ekspresyon seviyelerine goére normalize
edildi; n=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001; sonuglar
ortalama + standart sapma’y1 temsil eder. (b): ACVR2B (kirmiz1), TGFBRI1
(yesil) ve NODAL (yesil) PS5 GKHBH’lerinde saptandi. Niikleuslar DAPI ile
mavi renkte boyanmistir (40X; Olgek cubugu = 50 um).

Sekil 3.8: (a): AP+CD49f+ GKHBH’lerin mayotik/sperm hiicrelerine
uygulanan iki-agamali in vitro farklilasma protokoliiniin sematik gosterimi.
(b): AP+CDA49f+ GKHBH kolonilerinin sperme in vitro farklilagmalarinin
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indiiklenmesi sirasinda parlak alan mikroskobunda c¢ekilmis fotograflar.
Fotograflarmn ¢ekildigi giinler iistlerinde verilmistir (10X; Olgek ¢ubuklar1 =
100 pm). Koloniler TSH besleyici hiicreleri iizerinde 7 giin SB431542 ile
kiiltiire edilmelerini takiben RA ile 14 giin kiiltlire edildi. Kiiltiiriin 9., ve 11.
giinlerinde sirastyla Apr spermatogonya (2-hiicreli; kirmizi ok) ve Aai4 ve Aal
8/Aal-16 spermatogonya (4-hiicreli ve 8-hiicreli/16-hiicreli; acik mavi ve pembe
ok) olusturdu. Spermatositler (beyaz ok) ve spermatidler (siyah ok) kiiltiiriin
13-24. giinlerinde goriildii. Uzun kuyruklariyla amorf sperm-benzeri hiicreler
(yesil ok) ise cogunlukla kiiltiiriin 24. giinlinde gozlendi. Kiiltiiriin 28.
giiniinde ise genis ¢apli hiicre 6liimiiyle birlikte az sayida primer spermatosit
ile sperm-benzeri hiicre (siyah cerceve) de goriildii (40X; Olgek ¢ubugu = 20
um).

Sekil 3.9: AP+CD49f+ GKHBH’lerin in vitro ortamda sperme
farklilastirildiklart (a): germ hiicre (Ddx4), (b): proliferasyon (Ki67), (c):
GKH/VSEL (Gfralve Oct4/Oct4a ve Lyb6a), (d): mayotik (Stra8 ve Sycp3) ve
(e): post-mayotik (Prm2 ve Acr) belirteclerinin ifadelerinin indiiklenmemis
kontrol hiicrelerine (siyah siitun) kiyaslanmasiyla qPZR ile gosterildi. SB,
SB431542 eklenerek (pembe siitun) ve RA, retinoik asit eklenerek (yesil
siitun) olusturulmus kiiltiir ortamindaki ornekleri temsil eder. Ekspresyon
sonuglar1 kendi Gapdh ekspresyon seviyelerine gére normalize edildi; n=3,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<(0.0001; sonuglar ortalama + standart
sapma’y1 temsil eder.

Sekil 3.10: AP+CD49f+ GKHBH’lerden in vitro olarak farklilastirilan
spermatosit ve spermlerin immiinositokimyasal olarak boyanmasi ile protein
diizeyinde karakterizasyonu (40X; Olgek ¢ubugu = 20 pm). (a): GKH kiiltiir
besi yeri II ile kiiltiire edilmis indiiklenmemis GKHBH’ler (kontrol grubu) ve
(b): SB431542 igeren besi yeri ile 7 giin kiiltiire edilen GKHBH’lerin her
ikisinde de PCNA (kirmizi) ekspresyonu saptanirken, H2AX (kirmizi) ve
SYCP3 (kirmizi) ekspresyonunun sadece SB431542 verilmis grupta leptoten
asamasindaki spermatositlerin (beyaz ok) niikleusuna lokalize oldugu
bulundu. (c): SB431542’i takiben RA igeren besi yeri ile 14 giin ileri
farklilagsmasi indiiklenen spermatogenik hiicrelerde spermatositlerin varligi
(beyaz ok), H2AX (kirmiz1) ve SYCP3 (kirmizi) ekspresyonunun niikleusta
spesifik olarak goriilmesiyle gosterilirken ayni zamanda az sayida CLAMP
(yesil) pozitif kuyruklu sperm hiicrelerine (beyaz ok) rastlandi. Orta panelde
pakiten (beyaz cergeve) ve diploten (sar1 ¢ergeve) asamasindaki spermatositler
bliylitiilmiis olarak verildi. En sag panelde zigoten asamasindaki bir
spermatosit (beyaz c¢ergeve) biyiitiilerek gosterildi. Niikleus DAPI ile
boyandi.

Sekil 3.11: AP+CD49f+ GKHBH’ler DMSO veya 10 uM SB431542 iceren
bazal farklilasma besi yeriyle 2 giinde bir besi yeri degisimi yapilarak
toplamda 1 hafta kiiltiire edildi ve SMAD?2 ve fosforile SMAD2'ye (pPSMAD2)
0zgl antikorlarla immiinoblotlama kullanilarak kullanilan doz ve siirenin
ALK4/5/7 sinyallesmesi tizerindeki inhibe edici etkisine bakildi. Blotlamanin
prob edildigi antikorlar panellerin yaninda verilmistir. Temsili sonuclar, n=4.
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Sekil 3.12: 30 mg/kg, 40 mg/kg veya 45 mg/kg busulfan ve her bir doz i¢in
karsilik gelen miktarda DMSO uygulanan 8-haftalik BALB/c erkek farelerin
35 giin sonra 5-um kalinligindaki testis kesitlerine ait H&E boyanmis
fotograflar (40X; Olgek cubugu= 20 pm). Her bir doz ve her dozun ¢dziiciisii
icin n=6 fare.

Sekil 3.13: (a): 40 mg/kg busulfan veya esit miktarda DMSO verildikten 35
giin sonra testislerden alinan parafin kesitlerde DDX4 (germ hiicresi belirteci)
ve OCT4A (pluripotensi belirteci) boyamasi (n=3; 40X, Olcek ¢ubugu = 20
um). Belirtilen dozda ve siirede busulfan ile atrofik ve germ hiicrelerince
deplete olmus ve DMSQ’ya kiyasla boyut olarak kii¢iilmiis testislerde DDX4
ifadesine rastlanmamisken DMSO grubunda DDX4 sinyalleri bazal bolmede
zayift1 ve farklilasan hiicrelerde daha giicliiydii. OCT4A ifadesinin ise sadece
busulfan grubunda bazal laminanin hemen iistiindeki bolgedeki az sayidaki
hiicrede gorece zayif oldugu gozlenmistir. Testis resimlerinin yaninda H&E
boyamalar1 da konulmustur (n=3; 40X, Olcek cubugu = 100 pm). (b): 40
mg/kg busulfan (pembe siitun) ve esit miktarda DMSO (siyah siitun) enjekte
edildikten 35 giin sonra testislerde germ hiicre (Ddx4), GKH/VSEL (Gfralve
Oct4/Oct4a ve Lyb6a), mayotik (Sycp3) ve post-mayotik (Prm2 ve Acr)
belirteclerinin transkript miktarlar1 qPZR ile 6l¢iildii. Ekspresyon sonuglari
kendi Gapdh ekspresyon seviyelerine gore normalize edildi; n=3, *p<0.05,
*#p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001; sonuglar ortalama + standart sapma’y1
temsil eder.

Sekil 3.14: 40 mg/kg busulfan ve esit hacimde DMSO enjeksiyonundan 15 ve
35 giin sonra tiim testikiiler hiicreler icerisinde GPR125 ve SSEA-1 ifade
edenler flow sitometri ile kantifiye edildi.

Sekil 3.15: 40 mg/kg busulfan ve esit hacimde DMSO enjeksiyonundan 15 ve
35 giin sonra total testikiiler hiicre popiilasyonunda (b): c-KIT ve (c): CD90
ifadesi flow sitometri ile 6l¢iildii.

Sekil 3.16: 40 mg/kg busulfan ve esit hacimde DMSO enjeksiyonundan 15 ve
35 giin sonra total testikiiler hiicre popiilasyonunda CD49f ifadesi flow
sitometri ile ol¢ildii.

Sekil 3.17: 40 mg/kg busulfan ve esit hacimde DMSO enjeksiyonundan 15 ve
35 giin sonra testikiiler hiicrelerde SCA-1+/CD45-/LIN- hiicreler flow
sitometri ile kantifiye edildi.

Sekil 3.18: GKHBH’lerin ve TSH’lerin sirastyla SP-DiOC (yesil) ve CM-Dil
(kirmiz1) ile isaretlendiklerinin transplantasyondan hemen once konfokal
mikroskobunda cekilen resimlerle dogrulanmasi. Negatif kontrol olarak PBS,
SP-DIiOC veya CM-Dil ile boyandi (40X; Olgek cubugu = 20 um).

Sekil 3.19: (a): Skrotum iizerinde orta hattan yapilan kesiyle her iki testis
disar1 ¢ikarilip steril karton plak iizerine alindi (i). 32G mikro igne takili
enjektore 10 ul hacimde 30 ug DNaz 1/%10 Tripan mavisi igerisinde 1-2 x 10°
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isaretli hiicre siispansiyonu ¢ekildi (ii). Optik biiyiitme altinda, sirayla her iki
testise mediastinum hizasindan rete testis igerisinde igne 30°C agciyla
ilerletilerek interstisiyuma kagmayacak sekilde 10 pl hiicre siispansiyonu
enjekte edildi (iii). Seminifer tiibiillerin doldugu, Tripan mavisinin tunica
albuginea iizerinden homojen bir sekilde dagildiginin gozlenmesiyle teyit
edildi (iv). Testisler skrotal bosluga yerlestirildi ve cilt 5/0 abzorbabil siitiirle
dikilerek kapatildi. (b): CM-Dil-TSH’ler ve CM-Dil-TSH + SP-DiOC-
GKHBH’lerin transplantasyonun ertesi giiniinde IVIS ile in vivo floresan
goriintiileme yapildi. Doku otofloresanindan arindirilmig floresan 1s1ma
Spectral Unmixing sonucu elde edilmis olup her iki grupta da testise lokalize
sinyal alinmig ve serum fizyolojik verilmis kontrol grubunda herhangi bir
sinyal saptanmamistir. Her gruptan birer fare temsili olarak sunulmustur. Her
grubun altinda CM-Dil (kirmizi) ve SP-DiOC (yesil) 1simasmnin doku
otofloresaniyla  (gri)  birlestirilmis  resimleri ~ konulmustur.  (c):
Transplantasyondan 2 ay sonra servikal dislokasyonla 6tenazi uygulanan ii¢
grubun testis boyutlarinin gorsel olarak karsilastirilabilmesi i¢in her gruptan
bir hayvanin cetvel yanina konmus temsili fotograflart.

Sekil 3.20: CM-Dil-TSH’lerin ve CM-Dil-TSH + SP-DiOC-GKHBH’lerin
transplantasyonu sonrasi sirastyyla TSHT (n=4) ve TS-GKHBHT (n=3)
gruplarinin testislerinde spermatogenezin ne 6l¢iide restore edildigi, (a): germ
hiicre (Ddx4), (b): GKH/VSEL (Gfralve Oct4/Oct4a ve Ly6a), (d): mayotik
(Stra8 ve Sycp3) ve (e): post-mayotik (Prm2 ve Acr) belirteclerinin
transkripsyonel  diizeydeki ifadelerinin qPZR ile kontroliinkiilerle
kargilastirilmastyla degerlendirildi. Ekspresyon sonuglari kendi Gapdh
ekspresyon seviyelerine gore normalize edildi; n=3, *p<0.05, **p<0.01,
*#%p<0.001, ****p<0.0001; sonuglar ortalama + standart sapma’y1 temsil
eder.

Sekil 3.21: (a): TSHT (n=4) ve TS-GKHBHT (n=3) gruplarinin ve kontrol
grubu (n=3) parafin kesitlerinin H&E boyamas1 (40X; Olgek ¢ubugu = 50 pm)
her hayvanin testisleri ayr1 ayr1 incelenerek yapilmig ve her gruptan temsili
olarak iki testisin Johnsen skorlar1 H&E boyal1 preparat fotograflari lizerinde
ve grafik halinde tiim biyolojik tekrarlar i¢in ortalama + standart sapma
halinde verilmigtir. TS-GKHBHT ve TSHT gruplarinda de novo tiibiiller
goriilmistiir (bkz. list panel). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
(b): TSHT (n=4) ve TS-GKHBHT (n=3) gruplarinin ve kontrol grubu (n=3)
parafin kesitlerinin THK ile SYCP3 ve DDX4 boyamas1 (63X; Olgek ¢ubugu
=20 um).

Sekil 3.22: AP+CD49f+ GKHBH'lerden in vitro olarak farklilastirilan
spermin islevselligi Piezo-ICSI ile degerlendirildi. (a): Ampullalarin
yirtilmasiyla toplanan BALB/c disilerin MII oositleriyle yapilan Piezo-ICSI
sonras1 in vitro kiiltiirde gelisen (b): zigot, (c): iki-hiicreli embriyo, (d):
dort/sekiz-hiicreli embriyo, (e): morula ve (f): blastokist fotograflart.
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CiZELGELER

Cizelge 2.1: PZR ve qPZR primerleri, optimize edilen baglanma sicakliklar1 ve
beklenen iiriin boyutlari. 52
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1. GIRIS

Kok hiicreler, ¢ogu yetiskin hiicresinden farkli olarak, kendini yenileme,
farklilasma ve klon olusturma 6zelliklerine sahip farklilasmamis hiicrelerdir. Bu hem
kok hiicre havuzunun yenilenmesini hem de bir¢ok 6zel hiicre tipini olusturmalarini
saglar (Donovan ve Gearhart, 2001; Fuchs ve Segre, 2000; Wagers ve Weissman,
2004). Kok hiicreler gelisimsel potansiyellerine gore; erken embriyonun {i¢ germ
tabakasinin hiicrelerine ve plasenta gibi ekstra-embriyonik dokulara doniisme
kapasitesine sahip totipotent kok hiicreler, ekstra-embriyonik dokular haricinde bir
organizmanin tiim hiicrelerine doniisebilen pluripotent kdk hiicreler (PKH), belirli bir
doku veya organda bulunan birden c¢ok O&zellesmis hiicre tipine farklilagabilen
multipotent kok hiicreler ve sadece tek bir hiicre tipine farklilasabilen unipotent kdk

hiicreler olarak siniflandirilir (Wagers ve Weissman, 2004).

Pluripotent embriyonik kok hiicreler (EKH) ilk olarak blastokistlerin i¢ hiicre
kitlesinden tiiretilen hiicrelerin in vitro kiiltiire edilmesiyle izole edilmistir. Ancak i¢
hiicre kitlesi hiicrelerinin homojen olarak pluripotent olup olmadigi ve EKH’lerin
tanimlanabilir ve fonksiyonel olarak 6zdes bir pluripotent i¢ hiicre kitlesi hiicresinden
mi yoksa EKH izolasyonu ve kiiltiiriinden Once blastokistin i¢inde bulunan hiicre
popiilasyonundan mu tiiredigi hala belirsizdir. Epiblast kok hiicreleri (EpiKH) olarak
adlandirilan post-implantasyon sonrasi epiblastlardan tiiretilen “primed” pluripotent
hiicreler, “naive” pluripotent EKH'lerden daha farklilasmis bir durumu temsil eder
(Joo ve ark., 2014). Yetiskin somada, kok hiicrelerin genellikle dokuya 6zgii oldugu
ve yalnizca koken aldigi dokularin soy hiicrelerini olusturabilecegi diisliniilmiistiir. Bu
tiir dokuya 6zgii kok hiicreler, yetigkin bagirsak, cilt, kas, kan ve sinir sistemi i¢in
degisen derecelerde tanimlanmistir. Klinik kullanimla ilgili olarak, insan EKH'leriyle
iligkili iki endise vardir: insan embriyolarinin kullanimina iligskin etik sorunlar ve
transplantasyon sonrasi immiin rejeksiyon. Bu sorunlarin iistesinden gelmek igin,
birden fazla grup, hastanin kendi somatik hiicrelerinden niikleer transfer yoluyla insan
EKH’leri iiretmeye ¢alismakta olup, Tachibana ve ark. (2013)’nin ¢alismasi gibi

birka¢ grubun yaptigi calismalar insan niikleer transfer EKH'lerini iiretmede basaril



sonuclar vermistir. Koyunlarda somatik klonlamanin basarisinin yani sira somatik
hiicreler ve fare EKH'leri arasindaki hiicre fiizyonu yoluyla yeniden programlanma
eldesinden (Tada ve ark., 2001) yola ¢ikan Shinya Yamanaka ve ark., 2006 yilinda
fare fetal ve yetigskin fibroblastlarinin Oct3/4, Sox2, Klf4 ve cMyc ile yeniden
programlanmastyla olusturduklart bu yeni tip PKH’leri uyarilmis PKH’ler (uPKH)
olarak isimlendirmislerdir. insan uPKH’leri 2007'de iiretilmis olup (Takahashi ve ark.,
2007; Yu ve ark., 2007) o zamandan beri birgok grup uPKH'leri klinige uyarlamak igin
calismaktadir ve bunlardan bazilar1 simdiden klinik deneylerde uPKH’leri test

etmektedir (Yamanaka, 2020).

PKH’ler sonsuz bir sekilde ¢cogalir ve her iic germ tabakasinin hiicrelerine
farklilagir. Bu iki 6zellik, her ne kadar PKH’leri ¢esitli hastalik ve yaralanmalarda
hiicresel tedavi i¢in ¢ekici kaynaklar haline getirse de transplantasyonlarindan sonra
geligebilecek tlimorijenite onemli bir sorundur. Nitekim, farklilagmamis ve/veya
olgunlagmamuis hiicreler, insan PKH’lerinden farklilastirilmis nihai hiicre iiriinlerinde
kalirsa, teratomlar ortaya ¢ikabilir; yeniden programlama faktorleri uPKH’lerde aktif
kalirsa, timorigenezi tesvik edebilir; PKH’lerin in vitro kiiltiirii sirasinda meydana
gelen genetik mutasyonlardan tiimérijenite gelisebilir. Immiin rejeksiyon, hiicre
tedavisinde basgka bir kritik konudur. Her ne kadar hastalarin kendi hiicrelerinden
olusturulan uPKH’ler, PKH’lerle otolog transplantasyon gerceklestirmek igin benzeri
goriilmemis bir firsat sunsa da otolog uPKH’lerin immiinojenitesi tartismalidir (Araki
ve ark., 2013; Deuse ve ark., 2019; Guha ve ark., 2013; Zhao ve ark., 2011). Otolog
uPKH’ler ve onlardan tiiretilmis greftlerin, immiin yaniti 6nlemek acgisindan
transplantasyon icin ideal bir segenek saglayabilecegi onerilmistir (Mandai ve ark.,
2017; Sharma ve ark., 2019). Bununla birlikte giinlimiizde hem zaman agisindan hem
de tretim maliyeti nedeniyle allogreft yaklagimlar otolog yoOntemlere tercih
edilmektedir. Allogreftlerdeki rejeksiyon, immiinosiipresanlar kullanilarak asilmig
olsa da organ transplantasyonunda hastalarin dmiir boyu immiinsiipresyona ihtiyaci
vardir. Farmakoterapi calismalarindaki gelismelere ragmen hastalar hala enfeksiyon
ve benzeri yan etkiler ile karsilagsabilmektedir. PKH’ler aym iki dzelligi paylasir:
pluripotensi ve sonsuz proliferasyon. Ancak, her EKH veya uPKH hatt1 morfoloji,

bliylime egrisi, gen ekspresyonu ve cesitli hiicre soylarma farklilasma egilimi



acisindan bir digerinden farklilik gdsterir. Boyle bir heterojenitenin varlig1 hiicresel
tedavi gibi daha ileri agsamalardaki uygulamalarda sorun teskil edebilir (Yamanaka,

2020).

Sonug olarak, uPKH'lerin klinik kullanim i¢in onaylanmasindan 6nce, yeniden
programlamanin etkilerinin ve uPKH kendini yenileme ve farklilagmasina katkida
bulunan mekanizmalarin daha iyi anlagilmasi ve daha giivenli uygulama yontemlerinin

gelistirilmesi gerekir (Fagoonee ve ark., 2011; Okita ve Yamanaka, 2011).

1.1. Erkek Infertilitesi

Infertilite, en az 12 ay boyunca korunmasiz, diizenli (haftada en az iki kez)
cinsel iliskiye ragmen ¢iftlerin g¢ocuk sahibi olamamasi olarak tanimlanir
(Zegers-Hochschild ve ark., 2017). Diinya popiilasyonu genelinde infertilite, ireme
cagindaki ciftlerin ortalama %10 (%8-12)’unu etkileyerek ciddi bir saglik sorunu
olusturmaktadir (Vander Borght ve Wyns, 2018). Kiiresel hastalik yiikii arastirmasina
(2017) gore, yasa gore standardize edilmis infertilite prevalansinin 1990 ile 2017
yillart arasinda her yil kadinlarda %0.370 ve erkeklerde %0.291 arttig1 gosterilmistir
(Sun ve ark., 2019). Oran bolgelere gore degismekle birlikte, vakalarin yaklasik
yarisinin (%20-70 araliginda) erkek faktoriinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir
(Agarwal ve ark., 2015). Sperm sayis1 onceki yillara gore gittikge diisme egiliminde
olup, 1992°’de gerceklestirilen bir meta-analizde 60 yil icinde yar1 yariya azaldigi
bildirilmigtir. Bu saptama 1973 ile 2011 arasinda sperm sayisinin %50-60 oraninda
azaldigin1 bildiren bagka bir genis capli sistematik inceleme tarafindan da
dogrulanmistir (Carlsen ve ark., 1992; Levine ve ark., 2017; Mishra ve ark., 2018;
Swan ve ark., 2000).

Erkek infertilitesi dogustan, kazanilmis ve idiyopatik seklinde
siiflandirilabilir. Erkek infertilitesi sikliginin artisinda ¢ok sayida etken ve risk

faktorii tanimlanmigtir (Krausz, 2011; Salonia ve ark., 2020). Genetik nedenler olarak



siklikla Kallmann sendromu, Y-kromozom mikrodelesyonlari, testis fonksiyonunda
bozulmaya yol agan kromozomal anormallikler ya da bilateral vaz ageneziyle seyreden
kistik fibrozis gen mutasyonlar1 sayilabilir. Varikosel erkeklerde en sik rastlanilan
(%40) ve tedavi edilebilir bir infertilite nedenidir (Baazeem ve ark., 2011; Damsgaard
ve ark., 2016; Salonia ve ark., 2019; Salonia ve ark., 2020; SMRU 2014). Erkek
infertilitesi vakalarin yaklasik %30-50'si idiyopatiktir ve saptanabilen bir nedeni
veya eslik eden kadina ait herhangi bir faktér bulunamaz (Chehab ve ark., 2015). Diger
yandan, infertil erkeklerin %30-80’inde seminal plazmada ROS seviyesinin
yiikselmesiyle ortaya ¢ikan oksidatif stresin etyolojide basli basmna rolii oldugu
gosterilmistir (Agarwal ve ark., 2019). Toksik kimyasallara ¢evresel veya mesleki
maruziyet, ¢gevresel olarak indiiklenen oksidatif hasara ve hiicresel islev bozukluguna
kars1 hiicresel antioksidan savunma mekanizmasi ile ilgili genetik yatkinliklar (Aydos
2021) ve ¢esitli yasam tarzi faktorleri, 0rnegin sigara (Sharma ve ark., 2016; Taha ve
ark., 2012), alkol tiikketimi (Ricci ve ark., 2017), uyusturucu madde kullanimi (Bracken
ve ark., 1990; Fronczak ve ark., 2012; Gundersen ve ark., 2015), obezite (Eisenberg
ve ark., 2014; Gaskins ve ark., 2014) ve psikolojik stres (Nargund, 2015) erkek

infertilitesi i¢in potansiyel risk faktorleridir (Durairajanayagam, 2018).

Erkek infertilitesi, ejakiilattaki spermatozanin kalitatif ve kantitatif
degisiklikleriyle iliskilidir. Infertil erkeklerin %10-15’inde goriilen ejakiilatta 6lii veya
canli matur sperm hiicresinin bulunmadigt duruma azoospermi denir
(Durairajanayagam, 2018). Azoosperminin nedenleri pre-testikiiler, testikiiler veya
post-testikiiler olarak smiflandirilabilir (Cocuzza ve ark., 2013). Pre-testikiiler
nedenler arasinda hipotalamus-hipofiz-testis aksini ilgilendiren hormonal bozukluklar
bulunur. Follikiil stimiile edici hormon (FSH) ve testosteron diisiikliigii ile ortaya ¢ikan
hipogonadotropik hipogonadizim nadir goriilmekle birlikte replasman tedavisinden
yiiksek oranda yanit alinabilmektedir (Sahib ve ark., 2023). Anosmia ile karakterize
Kallmann sendromu ve disaridan androjen kullanimi da endokrinolojik nedenler
arasinda geger. Hipogonadotropik hipogonadizim tedavide koryonik gonadotropin ve
menopozal gonadotropin, piirifiye FSH ya da rekombinan FSH kombinasyonlarindan
biiylik oranda fayda goriir (Foran ve ark., 2023). Erkekte dogustan hipogonadotropik
hipogonadizm olan ¢iftlerin %16-57'sinde tedaviyi takiben gebelik elde



edilebilmektedir (Young ve ark., 2019).

Azoosperminin testikiiler nedenleri, testis torsiyonu, inmemis testis, epididmo-
orsit, varikosel, genetik bozukluklar gibi testis icinde spermatogenez siirecini bozan
anormallikleri igerir (Sharma ve ark., 2021). Antisperm antikorlar, seminal kanal
tikanikliklari, ejakulasyon bozukluklar1 ve erektil disfonksiyon infertilitenin post-
testikiiler nedenlerini olusturur (Cocuzza ve ark., 2013). Seminal kanaldaki
tikanikliklar azoospermi sonucu infertiliteye yol agar (Sigman ve Jarow, 1997).
Azoospermi obstriiktif (OA) ya da non-obstriiktif (NOA) olarak siniflandirilir. Pre-
testikiiler ve testikiiler etyolojiye bagli bozukluklar NOA’y1, seminal kanal
tikanikliklar1 ise post-testikiiler OA’y1 olustururlar. Genel olarak, OA’yi NOA’den
ayirt etmede FSH icin ortalama 7.6 mIU/mL ve testikiiler uzun aks i¢in de 4.6 cm'lik
bir esik deger onerilmektedir (Schoor ve ark., 2002). Ancak bu ayrimin yapilmasinda
klinik degerlendirme her zaman kesin bir sonu¢ vermeyip, skrotal eksplorasyon
sirasinda testis, epididim ve vaz deferenslerin kontrolii ile obstriiksiyonun varligi teyid
edilir. Bu sirada alinan testis biyopsisi testikiiler yapi ve spermatogenez siireci
hakkinda bilgi verir (Caroppo ve ark., 2019). Ancak testislerde sperm iiretiminin olup
olmadig1 hakkinda testis biyopsisinin tek basina bir anlam1 yoktur. Bunun testikiiler
sperm ekstraksiyonu (TESE) ile dogrulanmasi gerekir (Colpi ve ark., 2005). Obstriiktif
azospermili hastalarda rekonstriiktif cerrahi yiiksek oranda basarili sonu¢ vermekte
olup buna uygun olmayan ya da sonug alinamayan olgular epididim veya testislerden
elde edilecek spermlerle intrasitoplazmik sperm enjeksiyonundan (ICSI) fayda
gorebilir (ASRM ve SMRU 2019). NOA’nin baslica nedeni primer testikiiler
yetmezlige bagli spermatogenez bozukluklaridir. OA olan erkeklerden basarili
testikiiler sperm elde etme olasilig1 yiiksek olsa da NOA olgularinda basari oranlari
oldukca diistiktiir (Corona ve ark., 2019; Jow ve ark., 1993; Schlegel, 1999).
Reprodiiktif tiptaki ilerlemelere ragmen NOA’l1 erkeklerin yaklasik %50'sinde sperm
elde edilememekte olup bu hastalara da donor spermi ile ICSI veya evlat edinme

secenegi Onerilebilir.



1.2. Radyoterapi ve Sitotoksik Tedavilerin Testis Fonksiyonu Uzerindeki
Etkisi

Testis hiicreleri, 6zellikle hizla boliinen germ hiicreleri, irradyasyon ve
kemoterapi tedavisine olduk¢a duyarlidir. Giiniimiizde kemoterapi ya da radyoterapi
sonrast eriskin ve cocuklarda bes-yillik sagkalim ylizdeleri biiylik oranda artmig
olmakla birlikte fertil caga geldiklerinde infertilite onemli bir yan etki olarak ortaya
cikmaktadir. Nitekim kanser olgularinin yaklasik dortte birinde (%24) tedaviyi takiben
spermatogenez bozuklugu ve infertilite bildirilmistir (Bahadur ve Ralph, 1999). Anti-
kanser tedavilerini takiben spermatogenezin iyilesmesi, spermatogonyal kok
hiicrelerin (SKH) canliligina ve spermatogenezi destekleyen nisteki hasarin boyutuna
baglhdir (Meistrich, 2013). Diisiik sitotoksik dozlar farklilasan spermatogonya
havuzunu tiikketerek muhtemelen spermatogenezin yalnizca gegici olarak kesilmesine
neden olurken, yedek SKH'ler hayatta kalabilir ve farklilagan spermatogonya iiretmek
icin mitotik aktiviteye devam edebilir. Ancak hasarin siddetli olup SKH sayisinda
ciddi diisiis gelistiyse spermatogenezde diizelme yillar alabilir. SKH’nin tamami
ortadan kalkmigsa kalici infertilite s6z konusu olur. Gerek ¢ocukluk gerekse eriskin
donemde spermatonyumlar bu tiir bir tikenmeye duyarhidir (Jahnukainen ve ark.,
2011; Relander ve ark., 2000; Whitehead ve ark., 1982). Bunun yani sira yas, 6nceki
testis patolojileri, onkoterapi toksisitesine bireysel yatkinlik da tedavi sonrasi
seminifer epitelyumun spermatogenez restorasyonunu desteklemesinde onemli rol
oynar (Rives ve ark., 2012; Wyns ve ark., 2010). Spermatogenez iizerine toksisitesi en
yiiksek ajanlar siklofosfamid, mekloretamin ve prokarbazindir (Skinner ve ark., 2017).
Hematopoietik kok hiicre naklinden Once yapilan busulfan ve siklofosfamid,
fludarabin, melfalan gibi alkilleyici tedaviler ile ifosfamidin de spermatogenezdeki
bozulma ile iliskisi gosterilmistir. Alkilleyici ila¢ dozu da germ hiicre hasarmin
siddetini arttirabilir. (Skinner ve ark., 2017). 4000 mg/m? altinda siklofosfamid
dozlarinda azoospermi ve oligoazoospermi goriilme sikligi azalir (Green ve ark.,
2014). Bununla birlikte, bozulmus spermatogenez veya azoospermi igin tamamen
giivenli bir alt esik dozu belirlenememistir (Green ve ark., 2014; Skinner ve ark.,
2017). Kombine alkilleyici ila¢ tedavilerinin kiimiilatif bir etkiyle spermatogenezi

bozdugu ileri siiriilmiistiir (Skinner ve ark., 2017). Radyasyon ise testislerde germ



hiicreleri, Sertoli hiicreleri ve testosteron salgilayan Leydig hiicrelerinde yaptigi
hasarlanma sonucu spermatogenezi bozabilir (Kenney ve ark., 2012; Stukenborg ve
ark., 2018). Kemoterapi kaynakli Leydig hiicre yetmezligi nispeten nadirdir (Sklar,
1999).

Busulfan, bimolekiiler niikleofilik siibstitlisyon yoluyla DNA'y1 alkile ederek
5’-GA-3’ dizisinde DNA zincir i¢i ve DNA ile proteinler arasinda ¢apraz baglanmalar
ve tek-zincir kiriklar1 meydana getirir. Bu da SKH’lerin proliferasyonu ile
farklilagsmasin1 engeller ve busulfan-kaynakli DNA hasar1 sonucunda apoptoz
indiiklenir (Furukawa ve ark., 2007; Iwamoto ve ark., 2004). Busulfan, Sertoli
hiicreleri ve spermatogenik hiicreler arasindaki siki baglantilar1 koruyan vimentin
filamentlerinin yapisin1 bozarak ve Sertoli hiicreleri ile germ hiicrelerince eksprese
edilen ICAM-1 ifadesini azaltip kan-testis bariyerine zarar vererek SKH’ler ve
mikrogevrenin stabilitesini bozar (Amann, 2008; Cai ve ark., 2016; EIGhamrawy ve
ark., 2014; Kopecky ve ark., 2005). Yapilan bir ¢caligmada, busulfan ile muamele
edilen farelerde erkek germ hiicre kaybindaki hizlanmanin, c-kit/SCF sinyalinin
kaybolmasiyla diizenlendigi, ancak p53- veya Fas/FasL'ye bagli mekanizmalarin
aracilik etmedigi gosterilmistir (Choi ve ark., 2004). Busulfan BMP4 ifadesini
azaltarak, BMP4/Bmprla/Smad’lar/Sohlh2/c-kit yolagi iizerinden SKH’nin
spermatositlere farklilasmasindan sorumlu genlerin ekspresyonunu baskilayabilir
(Carlomagno ve ark., 2010; Feng ve ark., 2000; Li ve ark., 2014). Dahasi, kisa siireli
koruyucu etki gosteren busulfan, proliferasyonu indiikleyip farklilagsmay1 inhibe eder
ve Sertoli hiicrelerinden GDNF salgilanmasin arttirip bunun sonucunda SKH'lerde
hem Akt hem de Src Ailesi Kinaz (Src Family Kinase, SFK) sinyallesmesini aktive
ederek spermatogenezi diizenler (Ebata ve ark., 2011; Oatley ve ark., 2007; Wu ve
ark., 2011). Ayrica busulfan, siklin E aktivitesini bozarak pRB fosforilasyonunu inhibe
edebilir ki bu da SKH dormansisine neden olur (Choi ve ark., 2004). Ayn1 zamanda
spermatogenik hiicrelerde oksidatif hasara neden olarak redoks dengesini de bozar.
Sonug olarak busulfan, gdsterdigi tiim bu etkilerle endojen spermatogenik hiicrelerin
deplesyonuna yol agarak eksojen SKH'lerin migrasyonu ve kolonizasyonu igin bir

ortam saglar.



1.3. Erkekte Reprodiiktif Kok Hiicreler

1.3.1. Embriyo Hiicresi Benzeri Cok Kiiciik Hiicreler

EKH ve uPKH’lerden ‘yapay gamet’ gelistirilmesi olduk¢a zorlayicidir ve
heniiz klinige ulasamamigtir (Hendriks ve ark., 2015a; Kang ve ark., 2016; Tabar ve
Studer, 2014; Vassena ve ark., 2015; Yoshihara ve ark., 2017). Fertilitenin
korunmasinda alternatif gamet kaynaklar lizerinde ¢alismalar devam ederken, 2006
yilinda ilk kez fare kemik iliginde (Ki) embriyo hiicresi benzeri ¢ok kiigiik hiicreler
(VSELSs) olarak adlandirilan nadir (KI mononiikleer hiicrelerinin %0.02’si) bir PKH
poptilasyonu bildirilmis ve yetigskin farelerin bircok organinda saptanabilmislerdir
(Kucia ve ark., 2006). Epiblasttan koken aldiklar1 varsayilan VSEL’lerin gastrulasyon
ve organogenez sirasinda dokularda adanmis monopotent kok hiicreleri olusturan
PKH’ler olarak yerlestikleri ve sayilarinin yasla azaldig1 diistiniilmektedir (Ratajczak
ve ark., 2008). Ki’nde tanimlanan bu Sca-1+/lin-/CD45- hiicrelerin SSEA-1, Oct-4,
Nanog ve Rex-1 gibi PKH belirteclerini mRNA ve protein diizeylerinde ifade ettikleri
ve in vitro olarak SDF-1, HGF/SF ve LIF’e gii¢lii yanit verip sirastyla CXCR4, c-met
ve LIF-R ifade ettikleri gosterilmistir. Yiiksek telomeraz aktivitesine sahip ve EKH’ler
gibi MHC sinif I ve HLA-DR antijenlerini ifade etmeyen bu diploid, kiiresel sekilli,
kiigiik (farelerde 3-5 pm ve insanlarda 4-7 pm), yiiksek niikleo-sitoplazmik oranli, bol
okromatin bulunduran VSEL’ler (Shin ve ark., 2009); EKH, EpiKH ve primordiyal
kok hiicre (PGH) belirteclerini ifade eder ve li¢ germ yapraginin hiicrelerine de

farklilasabilirler (Shin ve ark., 2010).

VSEL’lerin kii¢iik boyutu ve mitokondrilerinin azligi, suskun yap1 ve diisiik
metabolik aktivitenin belirtileri olup, bu nedenle de yakin tarihlere kadar standart
laboratuvar mikroskoplarinda saptanamamislardir (Folmes ve ark., 2012; Nesti ve ark.,
2007). Ancak Ki, kordon kami, mobilize edilmis periferik kan gibi yetiskin
dokularindan multiparametrik hiicre ayristirma yoluyla izole edilebilmistir (Nakatsuka
ve ark., 2016; Sovalat ve ark., 2011). VSEL’lerin detayli karakterizasyonu kordon kani
(Shaikh ve ark., 2015), Ki (Shaikh ve ark., 2016), overler (Parte ve ark., 2011), uterus



(Gunjal ve ark., 2015) ve pankreasta (Bhartiya ve ark., 2014a) yapilmistir. VSEL’lerin
varlig1 testislerde de gosterilmistir (Anand ve ark., 2014; Bhartiya ve ark., 2010; Patel
ve Bhartiya, 2016). Bhartiya ve ark. (2016a) yetiskin gonadlarinda SKH/ovarial kok
hiicrelere ek olarak VSEL’leri gametlerin Onciisii olarak gostermislerdir. Mevcut
veriler, VSEL’lerin testiste seminifer epitelyumda ve overde yiizey epitelyumunda
lokalize olduklarini, en verimli olarak da diger tiim germ hiicrelerinden yoksun,
kemoablate edilmis testis ve overde incelenebilecegini gostermektedir (Bhartiya ve
ark., 2017a). VSEL’lerin Stella, Prdm14, Fragilis, Blimp1, Nanos3, Dndl gibi bir¢gok
PGH belirteci ifade etmesi ve pitiiiter gonadotropinler ve gonadal seks hormonlari
tarafindan uyarildiklarinda in vivo olarak ¢ogalmalar1 gelisimsel agidan onlart gog
eden PGH’leriyle iligkilendirir (Ratajczak ve ark., 2017a; Ratajczak, 2017b). Tiim bu
caligmalar fertilitenin korunmasinda erken gelisim esnasinda gonadlara ve gelisen
organlara go¢ edip yasam boyunca az sayilarda sag kalan ve PGH’lerine gelisimsel
olarak esit VSEL’lerin, testislerde spermatogenezin yeniden yapilandirilmasinda
yetiskin gonadlarinda bulunan alternatif bir Oncii gamet hiicre kaynagi olarak

kullanilabilecegini diistindiirmektedir.

Testiste SKH’ler arasinda bir alt popiilasyon olarak PKH’lerin varligi daha
once Onerilmistir. Izadyar ve ark. (2011) SKH’ler arasinda pluripotent 6zelliklere
sahip olan bir alt popiilasyonu, Stimpfel ve ark. (2012) azoospermik erkeklerin
donmus testikiiler biyopsilerinde pluripotent belirtecleri ve Virant-Klun ve ark. (2013)
azoospermik erkeklerin testikiiler doku biyopsilerinde SSEA-4 pozitif kok hiicreleri
bildirmiglerdir. ~ Sonraki  ¢alismalar ise seminifer tubiillerin igerisinde
spermatogonyumlarin arasinda, bazal membrana oturmus ayr1 bir hiicre popiilasyonu
olarak VSEL’lerin de bulundugunu ve SgAd’ye farklilastiklarini gostermistir
(Bhartiya ve ark., 2010). Embriyonun olusmas1 ile birlikte ortaya ¢ikip, kendi
kendilerine boliinerek hayat boyu varliklini siirdiirebilmeleri nedeniyle de
spermatogonyum doguran hiicreler olduklar1 onerilmistir. Uzerlerinde FSH duyarl
reseptorlerin  gosterilmis  olmasi, hormonal uyarirm ile spermatogenezin
tetiklenmesinde VSEL’lerin primer ya da dolayli yoldan rolii olabilecegini
diisiindiirmektedir. Spermatogenezde VSEL fonksiyonunu arastiran c¢aligmalar,

bunlarin ifade ettikleri Oct-4, Nanog ve TERT proteinleriyle ¢cogalarak sperm serisi



hiicrelere ~ farklilagtiklarin1 =~ gdstermistir.  Boliinmeleri  sirasinda  yandan
tomurcuklanmalar1 da pluripotent hiicrelerdeki asimetrik hiicre ¢iftlerine karakteristik
goriinlimlerini kazandirmaktadir. Baslangigta 2-6 pm olan VSEL hiicreleri daha sonra
klonal ¢ogalma evresine girerek >10 pm SgAd spermatogonyumlar: olusturur.
Asimetrik hiicre ¢iftleri formundaki VSEL hiicrelerinden farkli olarak bu hiicreler
cogalarak birbirlerine sitoplazmik kopriilerle baglanmis simetrik hiicre klonlari
halinde zincir formu olustururlar (Patel ve Bhartiya, 2016). Bu sirada pluripotent
VSEL hiicre DNA’s1, sperm yoniinde farklilasacak hedefe ozellesmis hiicreler
olusturmak i¢in epigenetik degisiklikler gecirmektedir. Oct-4B miktarinin 3-10 kat
artmas1 ve DNA’nin histon proteinlerine sikica sarilarak yogunlagmasinin koyu renkli

goriiniim kazanmalarina neden oldugu gdsterilmistir.

Yakin tarihli ¢alismalardan elde edilen goriisler; VSEL’lerin en primitif
testikiiler kok hiicreler olup, homeostatik kosullar altinda az sayida bulunduklari
(%0.03) ve ¢ok az boliinerek suskun vaziyette bekledikleri yoniindedir. Stres/hastalik
durumunda ise mobilize olup ¢ogalarak, hizla boliinen testis dokusuna 6zgii SKH’leri
olusturarak yenilenmeye ve homeostazi korumaya yardim etmektedir (Bhartiya ve
ark., 2019; Shaikh ve ark., 2017). Busulfanin normal testiste akim sitometrisi ile %0.03
oraninda bulunan LIN-/CD45-/SCA-1+ VSEL hiicrelerini, tedavi sonrasi artirarak
%0.06’ya ¢ikardigr iddia edilmistir (Anand ve ark., 2016). Yetigkin dokularda
VSEL’ler, paternal olarak damgalanmis lokuslarda farkli metillenmis bolgelerin
silinmesine bagli olarak biiyiimeyi baskilayici genleri (H19, p57KIP2, Igf2R) yiiksek
miktarda ifade ederken uyarici olanlarin (Igf2 ve Rasgrf1) ifadesini azaltarak uykuda
kalirlar ve silinen bu lokuslar ilk mayotik boliinmeden sonra gonadlardaki gelisim
sirasinda de novo DNA metiltransferazlar tarafindan yeniden metillenirler (Maj ve
ark., 2015). Kiiltiir ortaminda VSEL’leri remetilasyonu uyaracak HDAC inhibitorii
valproik asit (VPA) ile muamele etmenin ex vivo ekspansiyonunu kolaylastirdigi
bulunmustur (Ratajczak ve ark., 2011; Ratajczak ve ark., 2012b; Ratajczak, 2017b).
Epigenetik durumlar1 ve gelisimsel kokenleri nedeniyle suskun yapida olduklarindan
VSEL’ler insanda (Bhartiya ve ark., 2010; Kurkure ve ark., 2015, Stimpfel ve ark.,
2012; Virant-Klun ve ark., 2013) ve farede (Anand ve ark., 2014; Anand ve ark., 2016;

Patel ve Bhartiya, 2016) onkoterapi sonrasi sag kalir ve dolayisiyla kanserden sag
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kalan gonadal yetmezlik gelismis bireylerde ve deneysel gonodatoksik tedaviyle germ

hiicre deplesyonu gelistirilen farelerde, gonadal fonksiyonu restore etmek igin

kullanilabilirler (Bhartiya, 2016b; Ratajczak ve ark., 2012a).

VSEL’lerin ve SKH’lerin testislerde ayr1 kok hiicre popiilasyonlart olduklari
gosterilmistir (Anand ve ark., 2014; Anand ve ark., 2016). VSEL’ler daha kiigiik
boyutlu olup fare testisinde LIN-/CD45-/SCA-1+ yiizey fenotipiyle niikleer OCT-4
ifade ederlerken, SKH’ler sitoplazmik OCT-4 ifade etmektedir. Yan1 sira VSEL ler,
SSEA-1 pozitif kok hiicreler olarak fare testisinden, SSEA-4 pozitif kok hiicreler
olarak da insan testikiiler dokusundan izole edilebilirler (Bhartiya ve ark., 2016a).
Ancak smirli  sayida caligmada  VSEL’lerin  testisten  izolasyon  ve
karakterizasyonlarinin yapilmis olmasi, kiiciik boyutlar1 ve sayica azligi nedeniyle
tedavide kullanilabilecek hiicreler olabilecegi heniiz yaygin olarak kabul edilmis
degildir. Az sayidaki ¢calisma, germ hiicrelerine farklilagtirmada VSEL’lerin ideal kok
hiicre kaynagi olarak kullanilabilecegini, dahasi biyolojik ebeveynlige olanak
tanimasiyla da onkofertilitenin legal ve etik sorunlarini agarak giivenilir bir se¢enek
olabilecegini diisiindiirmektedir (Bhartiya ve ark., 2015; Bhartiya ve ark., 2016c).
Kemoterapi sonrasi varliklarini siirdiiren VSEL’lerin farklilasmay1 ya da mayozu
destekleyecek biiylime faktorleri eklenmeden sadece FSH ve Sertoli hiicresi besi yeri
kullanilarak kiiltiire edildiginde sperme spontan farklilastiklar: bildirilmistir (Anand
ve ark., 2015). Kemoterapiden kurtulan VSEL’lerin kiiltiir baslangicinda tek tek
bulunduklari, birka¢ giin i¢inde asimetrik, simetrik boliinmelerle klonal ekspansiyon
gecirdikleri gozlemlenmistir. Ug haftalik kiiltiir siirecinde sperme spontan farklilasma
ve degisik evrelerde spermiyogenez goriilmiistiir. Ancak, baslangi¢ hiicreleri piirifiye
edilmediginden baslangi¢ kiiltiirlerinde var olan birka¢ olgun kdk/germ hiicresinin
sperme farklilagmis olabilecegi lizerinde tartismalar yapilmistir. Shaikh ve ark. (2017),
kontaminasyon olasiligin ekarte etmek igin fare Ki’den piirifiye edilmis VSEL’leri
Sertoli hiicre yatag: lizerinde ve FSH varliginda kiiltiire ettiklerinde, DAZL, STRAS
(mayoz tetikleyicisi) ve GFRA ifade eden germ hiicrelerine farklilagtiklarini
bildirmislerdir. Aym yil, fare Ki kaynakli SSEA-1 pozitif pluripotent VSEL’lerin,
kiiltiir ortaminda retinoik asit (RA) ile muamele edildiginde mayozla iliskili SYCP3
gibi PGH’lere, SKH’lere ve spermatogonyumlara 6zgii belirtecleri ifade eden erkek
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germ hiicrelerine farklilagabildikleri gosterilmistir (Shirazi ve ark., 2017).

1.3.2. Germline Kok Hiicreleri

Germ hatt1 (Germline), bir organizmada hem oositlerin hem de sperm
hiicrelerinin olugsumuna kaynaklik eden, dolayisiyla tiirlerin ¢ogalmasi icin gerekli
olan bir hiicre soyudur. Bu nedenle, germline hiicrelerindeki gelisim anomalileri
infertilite ve kanser gibi hastaliklar i¢in ciddi bir risk teskil eder. Germline kok hiicresi
(GKH), germline gelisimi sirasinda kendini yenileyerek veya farkli evre/alt tipte kok
hiicrelere doniiserek daha fazla kok hiicre iireten ve yavru olusturmak i¢in spermatozoa
ve ovaya farklilasan benzersiz bir hiicre tiiriidiir. Memeli GKH'lerini; PGH’leri,
EKH’ler veya uPKH’lerden indiiklenmis PGH-benzeri hiicreleri (PGHBH), SKH ve
disi GKH’leri olusturur (Cheng ve ark., 2022).

1.3.2.1. Germ Hiicresi Onciileri: ilkel Cinsiyet (Primordiyal Germ)

Hiicreleri

Erken embriyonik gelisim sirasinda ilk ortaya ¢ikan germline hiicreleri olan
PGH’ler, germline’in kurucu hiicreleridir ve yeni organizmalarin olusmasini
sagladigindan, bir dereceye kadar germline totipotensinin de kaynagidir (Ohinata ve
ark., 2009; Saitou ve Yamaji, 2012). Embriyonik gelisim déllenmeden sonra baslar.
Insanlarda implantasyon embriyonik giin (E)7-E8 sirasinda blastokist asamasinin
sonunda gergeklesir (Shahbazi, 2020; Zhai ve ark., 2022). I¢ hiicre kitlesi, yolk
kesesini olusturan hipoblasta ve embriyoyu diizgiin bir sekilde olusturan epiblasta
ayrilir. Insanlarda implante olmus embriyo, trofoblastin yami sira epiblast ve
hipoblasttan olusan ¢ift laminer germ diski ile diizdiir, oysa farelerde silindiriktir
(Kalthoff, 1996; Wolpert ve ark., 2002). Ilkel ¢izgi embriyonik epiblastin arka
kisminda, gastrulasyonun baslangi¢ agsamasinda E14'te ortaya ¢ikar. Bunu takiben de
hiicrelerin pluripotensileri gittik¢ce kaybolur. Daha sonra epiblast hiicreleri ilkel ¢izgi

boyunca ilerleyerek mezoderm ve endodermi olusturur. Geri kalan epiblast
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hiicrelerinin ektoderme donilismesi gastrulasyonun sonuna rastlar (Kalthoff, 1996;
Shahbazi, 2020). Ug germ tabakas1 da gelistikten sonra organogenez baslar. Insanlarda
E28’de epiblast kokenli PGH’ler genital taslaklara go¢ eder (Witschi, 1948). insan
PGH’leri genital taslaklara ulastiklarinda mitotik olarak boliinmeye devam ederler.
XX disi embriyolarda overdeki bazit PGH’leri mayoz siirecine girerek oositlere
farklilagir. Bu sekilde kok hiicre potansiyellerini kaybederler. Diger PGH’leri ise kdk
hiicre 6zelliklerini koruyarak disi GKH’leri olurlar (Zou ve ark., 2009). Erkek XY
PGH’leri ise seminifer kordlara yerleserek gonosit haline gelir ve doguma kadar
G0/G1 fazinda bekler (Brinster, 2002; de Rooij, 1998a; Nikolic ve ark., 2016).
Neonatal testiste gonositler boliinmeye ve SKH’lere farklilagmaya devam eder, daha

sonra da puberte baslangiciyla birlikte mayoz yoluyla spermatozoa olusturur.

Farelerde germ hiicreleri proksimal epiblasttan yaklasik olarak E6.0°da ortaya
cikar ve burada PGH onciilleri PGH’ler olmak iizere hazirlanir (Lawson ve Hage,
2007) (Sekil 1.1). Ekstraembriyonik ektodermden kaynaklanan kemik morfogenetik
protein 4 (BMP4), BMP2 ve BMPS8 gibi sinyaller, PGH’lerin spesifikasyonunu
indiikler. Bu proteinlerin proksimal epiblast hiicre reseptorlerine baglanmasi kiiciik bir
poptilasyonda PR domain ¢inko parmak proteini 1 (Prdml), diger bilinen sekliyle
BlimpI'in ekspresyonunu indiikler (Pera ve ark., 2013). Blimpl’in somatik hiicre
programlanmasini baskilayict 6zelligi vardir. Bu sekilde BMP-reaktif epiblast
hiicreleri germline yoOniinde kararlanir. Anlagilacagt tizere Blimpl, PGH
belirlenmesinde kritik 6neme sahiptir (Ohinata ve ark., 2005). E6.5’ten sonra onciil
PGH’leri proksimal epiblastin arka bolgesine ilerleyerek posterior amniyotik kivrimin
ekstraembriyonik mezodermine ulasir ve E7.25'te burada yaklasik 40-45 hiicreli bir
kurucu PGH kiimesi olusmus olur. Kurucu PGH'leri Blimp 1, Fragilis ve Stella'y1 ifade
eder (Lawson ve Hage, 2007). E8.5'te PGH’ler Fragilis'i downregiile eder ve arka
bagirsak yoluyla genital taslaklara go¢ ederler. Arka bagirsak gocii sirasinda PGH'ler,
goc eden PGH'lerin proliferasyonunu destekleyebilen ve apoptozu baskilayabilen
Nanos3'i ifade eder (Tsuda ve ark., 2003). PGH'ler farelerde E10.5-E13.5'te genital
sirtlara ulasir (Hayashi ve ark., 2007). Bu asamada PGH proliferasyonu ve gogii, bir
hiicre yiizey reseptorii olan c-Kit tarafindan diizenlenen fosfatidilinositol 3 kinaz

(PI3K) ve ligand1 Kit tarafindan diizenlenir (Matsui ve ark., 1990). Gog¢ sirasinda
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PGH'ler, DNA demetilasyonu, genomik damgalamada silinme ve histon
modifikasyonu gibi bir takim epigenetik yeniden programlamaya tabi tutulur (Surani,
2001). Epigenetik durumun sifirlanmasi, gametlerin cinsiyetine bagli olarak yeni
iretilen gamet genomunda epigenetik isaretlenmenin yeniden yapilmasi igin
onemlidir. Ayrica, PGH spesifikasyonu sirasindaki epigenetik profil modifikasyonlari,
ozellikle fare ve insan PGHBH’lerin yeniden programlanmasi sirasinda tamamen
etkilenen histon metilasyon ve asetilasyon kinetigindeki varyasyonlar durumunda tiire
ozgii farkliliklar gosterir (von Meyenn ve ark., 2016). PGH’ler, sayisinin yaklasik
25.000 oldugu genital sirta ulastiklarinda gocleri durur. Bundan sonra gonadal somatik
hiicrelerle birleserek, cinsiyete 6zgii morfogenez ve gelisim baslar. Prenatal donemde
erkekte PGH’ler gonosit ve prospermatogonyaya, disi PGH'ler ise mayoz I profazinda
(profaz I) duraklatilan primer oositlere doniigiir. Dogumdan kisa bir siire sonra
prospermatogonya, pubertede primer spermatositlere, sekonder spermatositlere,
spermatidlere ve olgun spermatozoaya donilisen spermatogonyaya gelisir. Ayrica
pubertede primer oositler, mayoz II (MII) metafazinda duraklatilan sekonder oositlere

doniisiir (Culty, 2013; Donovan, 1986; Hamer ve de Rooij, 2018; Tam ve Snow, 1981).

Gerek embriyo gerekse germ hiicrelerinin gelisim siirecinde Oct4 ve Nanog
ifadeleri 6nemli rol oynar. Oct4 ve Nanog preimplantasyon asamasindaki
embriyolarda epiblast belirleyici faktorlerdir (Scholer ve ark., 1990). Gastrulasyon
sirasinda Oct4 ifadesi PGH'lerle sinirlidir. Oct4 ifadesi PGH'lerin gogii sirasinda ve
spermatogonyumda korunur; ancak, spermatogenez basladiginda susturulur (Kehler
ve ark., 2004; Pesce ve ark., 1998). Diside E14.5 civarinda mayoz baglarken PGH’leri
Oct4'i downregiile ettikleri i¢in, dogumda artik primer oositler Oct4'li ifade etmezler.
Susturulmus Oct4, primer oositler biiyiime fazina girerken (dogumu takiben 14.
giinde) yeniden ifade edilir ve MII oositlere doniisiir. PGH'lerin olgunlagsmasi sirasinda
Oct4'in ifadesi icin distal ve proksimal enhancerlar gibi farkli diizenleyici elemanlar
rol alir. Erken go¢ eden PGH'ler (E9.5'te) esas olarak Oct4 ifadesi icin distal
enhancerlar1 kullanir; fakat, PGH'ler genital taslaga yaklastiginda, her iki enhancer da
Oct4 ifadesinin kontrolii i¢in kullanilir (Choi ve ark., 2016). Nanog, ES8.0'da
migrasyonun baglangicinda yeniden ifade edilmis olmasma ragmen, erken PGH

spesifikasyonu sirasinda ifade edilmez. Nanog ekspresyonu erkeklerde spermatogonya
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asamasinda ve disilerde mayozun baslangicinda tekrar susturulur (Wang ve ark., 2012;

Yamaguchi ve ark., 2005).

Erkek embriyolarda Sry Y kromozomunda kodlanir ve heniiz E10.5 ve
E12.5'teyken gonadal somatik hiicrelerde eksprese edilir (Koopman ve ark., 1991).
Sox9’un Sry tarafindan upregiile edilmesiyle, gonadal somatik hiicreleri Sertoli
hiicrelerine doniistir. Bu sirada Miillerian kanallarinda dejenerasyon baglar (Burgoyne,

1988).
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Sekil 1.1: Erkek ve disi germ hiicrelerinin olusumu i¢in in vivo gelisim siirecinin &zeti ve germ hiicresi
gelisimi esnasinda germ hiicre-iliskili genlerin ekspresyonu. Belirtilen siireler, fare gelisim agamalarina
karsilik gelir. Figiir, Hong ve ark., (2021) derlemesinden alinmuistir.

1.3.2.2. indiiklenmis Primordiyal Germ Hiicresi-Benzeri Hiicreler

Etik sorunlar nedeniyle insan PGH gelisiminin incelenmesi i¢in in vivo erken
insan PGH'lerine erisilemez. Bu sorunun Oniine gegmek i¢in ve insan germ hiicre
gelisimini daha iyi anlamada ve gelecekte in vitro olarak insan PGHBH'lerinden
fonksiyonel insan gametleri iiretebilmede kullanilabilecek insan EKH'leri/uPKH'leri

insan PGHBH'lere farklilagtirmak amaciyla in vitro indiiksiyon sistemleri
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gelistirilmistir (Irie ve ark., 2015; Sasaki ve ark., 2015; Sugawa ve ark., 2015). insan
germ hiicre gelisiminin in vitro olarak yeniden olusturulmasi, infertilite ve kanser
alaninda yenilik¢i tip uygulamalarinin 6nemli bir pargasi olacaktir (Li ve ark., 2022;
Saitou, 2021). Blastokistin i¢ hiicre kitlesinden tiiretilen fare EKH’leri, in vitro olarak
oogonya ve sperm hiicrelerine farklilagtirilabilmistir (Hiibner ve ark., 2003; Toyooka
ve ark., 2003). Farelerde indiiklenen PGH'leriyle ilgili ¢aligmalarin sonucunda, insan
i¢ hiicre kitlesi hiicrelerinin de embriyoid cisimlere farklilagmak iizere indiiklenebilmis
oldugu ve indiiklenen hiicrelerin bazilarinin VASA (DDX4) gibi germ hiicre
belirteclerini ifade ettigi gosterilmistir (Clark ve ark., 2004), bu da insan EKH’lerinin
de in vitro olarak PGHBH’lere indiiklenebilecegine isaret eder. /n vitro olarak insan
PGHBH spesifikasyonu i¢in gelistirilen bir¢cok yaklagim (Irie ve ark., 2015; Sasaki ve
ark., 2015; Sugawa ve ark., 2015), PGHBH’lerin in vivo PGH'lerin ¢esitli 6zelliklerine
sahip oldugunu ortaya koymustur: (i) insan PGHBH’ler, PGH genleri SOX17,
BLIMPI ve TFAP2C dahil olmak iizere erken PGH'lerinkine benzer bir gen
ekspresyonu paterni gosterir, ancak DAZL ve DDX4 dahil olmak tizere ge¢ PGH
belirteclerini eksprese etmez (Irie ve ark., 2015; Sasaki ve ark., 2015). (ii) Hem
PGHBH'ler hem de PGH'leri ayni zamanda pluripotensi genlerinin (NANOG ve
OCT4) ve hiicre yiizeyi belirteclerinin (CD38, EPCAM ve ALPL) ifadesini paylagir
(Irie ve ark., 2015). (iii) PGHBH'ler, 5-hidroksimetilsitozin (5ShmC) ve TETI
demetilazin upregiilasyonunu ve de novo DNA metiltransferaz 3A ve 3B (DNMT3A
ve DNMT3B)nin ifadesinde bir diislis sergileyerek, erken bir DNA demetilasyon
paterni gosterir (Irie ve ark., 2015; Tang ve ark., 2015). PGHBH genomunda global
DNA metilasyonu kaybi, in vivo olarak insan PGH'lere benzer epigenetik yeniden
programlama izlendigini ortaya koymaktadir (Sugawa ve ark., 2015). (iv) Bu nedenle,
PGHBH'ler in vivo erken evre PGH’lere karsilik gelir ve muhtemelen go¢ Oncesi
PGH'leri temsil eder. (v) Son olarak PGHBH’ler ve PGH’leri oogonya ve
prospermatogonyaya farklilagsmada islevsel bir benzerligi paylasir (Hwang ve ark.,
2020; Murase ve ark., 2020; Yamashiro ve ark., 2018). Indiiksiyon kiiltiir sistemlerinde
insan PGHBH’leri, uzun siireli kiiltiire edilmis ksenojenik rekonstriikte edilmis
testislerde fare fetal testis somatik hiicreleriyle (Hwang ve ark., 2020) veya ksenojenik
rekonstriikte edilmis overlerde fare ovaryan somatik hiicreleriyle kiiltiire edilir

(Murase ve ark., 2020; Yamashiro ve ark., 2018). insan PGHBH leri ayrica postnatal
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sigan testislerinden elde edilen somatik hiicrelerle birlikte de kiiltiire edilir (Mall ve
ark., 2020). Bu somatik hiicreler, PGHBH’lerin prospermatogonya veya oogonyaya
matiire olmas1 igin uygun bir nis ortami saglar. insan EKH’lerinden ve insan
uPKH’lerinden PGHBH’leri olusturmak i¢in iMeLC stratejisi ve 4i stratejisi
gelistirilmistir (Irie ve ark., 2015; Sasaki ve ark., 2015). Her iki stratejide de temelde,
PGH’lerin gelisim kurallarina uyarak, PGH pluripotensisini siirdiirmeye, PGH
kaderini indiiklemeye ve endodermal ve diger somatik genleri inhibe etmeye

dayanmaktadir.

1.3.2.3. Erkek Yetiskin Germline Kok Hiicreleri

SKH’ler olarak tanimlanan erkek yetiskin GKH’leri (litertiirde ¢ogu zaman
GKH, SKH ile es anlamli olarak kullanilmigtir) memeli testislerinde seminifer
tiibiillerin bazal membraninda bulunur ve gonositlerden postnatal giin (P) 3-P6
civarinda olusur (Yoshida ve ark., 2006). Hem SKH'ler hem de in vivo PGH'leri
GKH’leri olarak siniflandirilirken, PGH'leri potansiyel olarak pluripotent dogalarini
korurlar (Saitou ve Yamaji, 2010; Thomson ve ark., 1998). Baslangicta SKH'lerin
sadece spermatogenez islevine ve haploid hiicrelere donlisme yetenegine sahip olan
unipotent dokuya 0Ozgii kok hiicreler oldugu disiiniiliiyordu. 2004 yilinda
Shinohara'nin grubu ilk kez, pS3 geni knockout neonatal fareleri kullanilarak bir kiiltiir
mikro ortamindaki SKH'lerden multipotent hiicre kolonilerinin tiiretildigini bildirdi.
EKH'lerden ayirt edilemeyen bu hiicrelerin in vivo transplantasyonunu takiben teratom
doku olusturdugu gézlenmistir (Kanatsu-Shinohara ve ark., 2004). Sonraki ¢aligsmalar,
pluripotent hiicrelerin yetigkin fare testislerindeki SKH'lerden elde edilebilecegini
gostermis (Guan ve ark., 2006) ve fare testikiiler SKH'lerinden germline-kaynakli
pluripotent kok (gPK) hiicrelerin elde edilmesi i¢in protokoller gelistirilmistir (Ko ve
ark., 2010). SKH'ler; (i) kendini yenileyerek kok hiicre havuzunu korur (ii)
farklilasarak post-pubertal erkeklerde yasam boyu sperm iiretimini siirdiirtir (de Rooij
ve Grootegoed, 1998b). Diger dokuya 6zgii kok hiicrelerinde oldugu gibi SKH'ler de
¢ok az sayida bulunur. Ornegin farede SKH’ler total germ hiicrelerinin yalnizca

%0.02-0.03"inli olusturmaktadir (Tegelenbosch ve ark., 1993). Bununla birlikte
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progenitordeki ¢ok sayidaki gegici cogaltict mitotik bolinme ve farklilagan
spermatogonya, ardindan iki mayotik boliinme her giin milyonlarca spermin ortaya
¢ikmasina neden olur (Phillips ve ark., 2010). Postnatal kemirgen testisinde SKH
aktivitesinin, seminifer tiibiillerin bazal membraninda bulunan izole haldeki (single)
spermatogonya popiilasyonunda bulunduguna inanilmaktadir (de Rooij, 1973;
Huckins, 1971; Oakberg, 1971). Asingle spermatogonya (As) olarak adlandirilan bu
nadir hiicreler farede her {i¢ giinde bir boliinerek testisdeki toplam germ hiicrelerinin
yaklagik %0.03%inii olusturur (Huckins ve Oakberg, 1978; Tegelenbosch ve ark.,
1993). As'nin mitotik boliinmesi, iki yeni As (kendini yenileyen bdliinme) tiretmek igin
sitokinezi tamamlayacak veya intrasitoplazmik bir koprii ile bagli kalarak bir sonraki
bolinmede dort Aaiigned Spermatogonya (Aais) zinciri tiretecek bir ¢ift spermatogonya
(Apaired; Apr) Uiretir (de Rooij ve Griswold, 2012; Phillips ve ark., 2010) (Sekil 1.2). A
spermatogonya bir veya daha ¢ok sayida mitotik boliinme ile 8, 16 ve bazen 32 Ay
spermatogonyumdan olusan uzun zincirler gelistirir. Neticede As, Apr ve Aa birlikte,
kemirgen testisinde germ hiicrelerinin %0.3"linii teskil edecek sekilde farklilasmamis
spermatogonya popiilasyonunu olusturur. Farklilasmamis spermatogonyanin
%10'unu, yani toplam germ hiicrelerinin %0.03 {inii ise As olusturur (Huckins, 1971;
Oakberg, 1971; Phillips ve ark., 2010; Valli ve ark., 2015). Daha biiyiik Aa
spermatogonya klonlar1 A1 spermatogonyaya farklilagir. Klonlar o kadar biiyiir ki,
birincil spermatositleri iiretmek icin bolinen A2, A3, A4, Intermediate ve B
spermatogonya tiplerini iireten Al spermatogonyadan pes pese mitotik boliinmeler
nedeniyle seminifer tiibiiliin tiim segmentlerini doldururlar. Primer spermatositler iki
mayoz boliinme gegirerek sekonder spermatositleri ve yuvarlak spermatidleri
olusturur. Bunlar daha sonra spermiyogeneze girerek morfolojik farklilagma neticesi
olgun spermi meydana getirir. Bu sekilde gecici giiclendirici mitotik ve mayotik
boliinmelerle kiiclik bir kok hiicre havuzundan, kemirgenlerde giinde her gram testis
parankimasinda 40 milyon sperm iiretilmis olunur (Sekil 1.2) (Tegelenbosch ve ark.,

1993; Thayer ve ark., 2001; Valli ve ark., 2015).
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Sekil 1.2: Kemirgenlerin spermatogenik soylarinda klonal gelisim. Farklilasmamis spermatogonya,
maymun ve insanda Adak veya Apae olarak tamimlanirken kemirgenlerde As, Apr veya Aa olarak
isimlendirilir. Kemirgenlerde klonal gelisim, farklilasmamis As, Apr ve Aal spermatogonya havuzunda
3-4 gecici ¢ogaltict mitoz bdoliinmeyi takiben farklilasmis spermatogonya havuzunda (Al-A4,
Intermediate, B) birincil spermatositleri meydana getiren 6 gogaltict boliinmeyi igerir. Takip eden iki
ek mayotik boliinme, spermiyogenez gegirerek sperm iiretecek yuvarlak spermatidleri iretir.
Kemirgenlerde tipik olarak 12 gecici gogaltict bolinme meydana gelir. Fayomi ve Orwig, (2018)
derlemesinden modifiye edilmistir.

ID4, PAX7, BMI1 ve EOMES ifadelerinin As spermatogonya icin en spesifik
oldugu diisiiniilmektedir (Aloisio ve ark., 2014; Komai ve ark., 2014; Oatley ve ark.,
2011a; Sharma ve ark., 2019). GFRal, NANOS2 ve UTF1 ifadeleri As, Apr ve Aaig’te
sinirli iken (Meng ve ark., 2000; Suzuki ve ark., 2009; van Bragt ve ark., 2008),
ZBTB16, SALL4, LIN28, CDH1 ve FOXOI1 ise farklilasmamis As, Apr ve Aal
spermatogonyalarinin ¢cogu veya tamaminda ifade edilir (Buaas ve ark., 2004; Costoya
ve ark., 2004; Eildermann ve ark., 2012; Gassei ve Orwig, 2013; Goertz ve ark., 2011;
Hobbs ve ark., 2012; Tokuda ve ark., 2007) ve ve cKIT+ farklilasan spermatogonya
ile baz1 ortiismeler icerir. Daha ileri germ hiicre evrelerine spesifik belirteglerle birlikte
SKH belirtegleri Sekil 1.3’te ayrintili olarak verilmistir. Ancak, bu proteinlerden
herhangi birinin tlim As spermatogonya popiilasyonunu belirtip belirtmedigi veya tiim
fonksiyonel kok hiicre popiilasyonunun As spermatogonya popiilasyonunda bulunup
bulunmadigr acik degildir. Aslinda tim klon boyutlarindaki farklilagsmamis
spermatogonyumlar arasindaki molekiiler heterojenlik defalarca belgelenmistir
(Gassei ve Orwig, 2013; Hermann ve ark., 2015; Nakagawa ve ark., 2010; Suzuki ve
ark., 2009; Zheng ve ark., 2009). Bugiine kadar bir SKH’yi kesin olarak tanimlamanin
tek yolu, transplantasyon (Brinster ve Avarbock, 1994a; Brinster ve Zimmermann,
1994b) veya soy izleme (lineage tracing) (Aloisio ve ark., 2014; Komai ve ark., 2014;
Nakagawa ve ark., 2007) yoluyla spermatogenezi uzun vadede baslatma ve siirdiirme

kapasitesini gdzlemlemektir. Diger yandan, genel anlamda kabul edilen goriis kiiciik
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ise farklilagmis tip A1 spermatogonyaya gecis belirteci oldugu yoniindedir.

Spermatogonial stem cells (e (@
@ ld4  cdhl Oct4  Dazl
A @ Pax7 UTF1 Sall4 Vasa
s 1 Gprl25 Mvh
. Gdnf Smad1
Apair @? Gfral  Smad4
. Stra8 Plzf Smad5
A4 - Aalign 00000009 v Foxol
Al-4 Lin28
: Itgab
. Magea4d
Ain -
Piwi
N Fragilis
Type B /\\\ S g
i seal
. , Uchll
Primary Spermatocytes @ (4n) Pena
Nanos2
Prophase | 4 Ret
Leptotene 7@}‘
&/
;i
Zygotene @/
: ”\/\
Pachytene '\-/‘
BN
Diplotene E{’.")
Diakinesis Boule Th2b c-Kit
Scp3  H2a Smad7
Metaphasel Sohll Smad8
Dmcl Xt4
Anaphasel
Telophasel
5 o
Secondary spermatocytes (2n) Y
Prophasell
Metaphasell
Anaphasell
Telophasell ¢
Ubeyl Oam
Py
Round spermatids & (n) v Tp1,2 Odf
= Crem Acr
Elongating spermatids Prm1
g Pgk2
Sperm ? Pcsk4

klonlarda farklilasmanin da az, biiyiik klonlarda daha fazla gerceklestigi ve cKIT in

Sekil 1.3: Evreye 6zgii germ hiicre belirtegleri. Bunlarin ¢ogu germ hiicresine 6zgiidiir ve belirteclerin
bazilart hem germ hiicresinde hem de az sayidaki somatik soy hiicresinde ortaktir. Figiir, Dissanayake
(2018) derlemesinden alinmistir.
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Bir transmembran proteini olup hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler matriks
etkilesiminde rol alan CD49f (integrin a6 veya ITGA6 olarak da bilinir) (Bigoni-
Ordofiez ve ark., 2019), SKH'leri kemirgen, maymun ve insan testis hiicre
siispansiyonundan izole etmek ve zenginlestirmek icin kullanilabilen bir bagka
korunmusg belirtegtir (Maki ve ark., 2009; Shinohara ve ark., 2000a; Valli ve ark.,
2014). CD49f ifadesi, ne SKH'ler ne de germ hiicreleri ile sinirlhidir, bununla birlikte
CD49f ile tim fonksiyonel SKH popiilasyonu secilebilir ve sonucgta ITGA6+
fraksiyonunda 6nemli 6l¢lide zenginlestirilmis olunur (Shinohara ve ark., 2000a; Valli
ve ark., 2014). Farede testikiiler hiicrelerden SKH elde edilmesinde CD49f’nin
giivenilir ve etkin bir ylizey belirteci oldugu bildirilmistir (Kubota ve ark., 2003;
Phillips ve ark., 2010). CD49f ilk olarak 1999 yilinda alic1 fare testisine nakledildikten
sonra a6-integrin ile se¢ilim yapilmamis hiicrelere ve B1-integrin+ fraksiyona kiyasla
daha fazla koloni olusturma kabiliyetine sahip hiicrelerin a6-integrint+ olmasiyla
bulunmustur (Shinohara ve ark., 1999). CD49fnin, PBl-integrin ile heterodimer
olusturarak bazal membranda laminin igin bir reseptor olarak islev gordigi
gosterilmistir. (Shinohara ve ark., 2000a). In vitro deneyler, lamininin EKH’lerde Oct-
4/Sox2 ekspresyonunu ve hiicre proliferasyonunu korudugunu gostermistir (Ohinata
ve ark., 2005; Ying ve ark., 2000). CD49f seminifer tiibiiller i¢inde yiiksek oranda
(%80) GFR-al ile ko-lokalize haldedir; bu da CD49fnin agirlikli olarak primat
SKH’lerin yiizeyinde eksprese edildigini ve faredekinin aksine CD49f+ hiicrelerin
cogunlugunun c-Kit- oldugunu gosterir (Maki ve ark., 2009). OCT4 ve SOX2’nin,
CD49f nin promotdr bolgesine baglanarak CD49f transkripsiyonunu indiikledigi ve
PI3K/AKT/GSK3p yolagiyla CD49f nin insan EKH’lerinde pluripotensiyi korudugu
gosterilmistir. Diger yandan, insanda CD49f overeksprese edildiginde mezenkimal
kok hiicrelerin (MKH) proliferasyonu, sfer-olusturma etkinligi ile farklilasmasi artar
ve PI3K/AKT/GSK3 yolagi aktive olur (Yu ve ark., 2012). CD49f, hematopoetik kok
hiicre (Notta ve ark., 2011) ve MKH (Lee ve ark., 2009b; Yang ve ark., 2015) de i¢inde
olmak {izere otuzdan fazla kok hiicre popiilasyonunda ifade edilir (Krebsbach ve Villa-
Diaz, 2017). AP+GKH'lerin CD49f ifade ettigi ve in vitro ve in vivo olarak PGH ile
iliskili pluripotensiye sahip oldugu bildirilmistir (Huang ve ark., 2009; Huang ve ark.,
2014). Huang ve ark., (2009) ¢alismasinda elde edilen pluripotent AP+GKH'lerin
yiikksek AP aktivitesi gosterme, SSEA-1 ve CD49f gibi hiicre yiizeyi proteinlerini
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yiiksek miktarda ifade etme, PGH ile ilgili genleri (6rn., Oct-4, Nanog ve Blimp 1) ifade
etme, go¢ etme, in vitro olarak birgok hiicre tipine farklilasma ve in vivo olarak
kimera/teratom olusturma yetenegine sahip olma da dahil olmak iizere erken germ

hiicre 6zelliklerine sahip olduklari gosterilmistir (Huang ve ark., 2009).

1.3.2.3.1. Spermatogonyal Kok Hiicre Transplantasyon Teknigi

1994 yilinda, Ralph Brinster ve meslektaglari, fare SKH’lerini infertil alici
farelerin seminifer tiibiillerine naklettiler ve canli yavru iiretmeye yetkin donor
kaynakli spermatogenez gozlemlediler (Brinster ve Avarbock, 1994a; Brinster ve
Zimmermann, 1994b). O zamandan beri SKH transplantasyonu, testikiiler hiicre
popiilasyonu i¢inde SKH’lerin varliginin saptanmasini miimkiin kilmis ve in vitro
manipiilasyondan sonra fonksiyonel ozelliklerini incelemede altin standart haline
gelmistir (Brinster Brinster ve Avarbock, 1994a; Brinster ve Zimmermann, 1994b;
Phillips ve ark., 2010). SKH transplantasyonunun potansiyel bir klinik uygulamasi,
azoospermik yetiskin erkeklerde ve radyoterapi veya kemoterapi alacak kanser teshisi
konmus prepubertal erkek cocuklarinda fertilite restorasyonudur (Cheng ve ark.,

2022).

Bu teknikte (Sekil 1.4), bir hiicre siispansiyonundaki SKH’ler donorden izole
edilir ve kiiltiire edilir veya dogrudan infertil bir alicinin seminifer tiibiillerine enjekte
edilir. Enjeksiyonu takiben seminifer tiibiillerin bazal membranina giden donor
SKH’leri buradaki kok hiicre nislerini kolonize eder. Eksojen SKH’ler daha sonra
prolifere olabilir ve donor-kaynakli spermatogenez kolonileri olusturabilir.
Eksperimental c¢alismalarda gosterildigi ilizere, alici erkeklerin disileriyle
ciftlestirilmesi iizerine donor haplotipli yavrularin iiremesi alici testis iginde donor kok
hiicre kaynakli spermlerin gelistigini gdsterir (Brinster ve Avarbock, 1994a; Brinster
ve Zimmermann, 1994b; Oatley ve Brinster, 2006b). Alic1 testisine nakledilen tek bir
SKH’den klonal cogalma ile dondr-kaynakli spermatogenez kolonileri tiirer
(Dobrinski ve ark., 1999; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2006; Nagano ve ark., 1999;
Zhang ve ark., 2003).
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Sekil 1.4: Spermatogonyal transplantasyon yonteminin ana hatlart ve SKH i¢in kantitatif analiz.
Enzimatik sindirim yoluyla bir raportor geni (6rn. B-galaktosidaz) eksprese eden transgenik farelerin
testislerinden hazirlanan hiicre siispansiyonu, infertil bir alici farenin seminifer tiibiillerine enjekte
edilir. /n vitro kiiltiirden alinan hiicreler veya FACS veya MACS ile fraksiyone edilen hiicreler, dondr
hiicre popiilasyonu i¢in kullanilabilir. Transplantasyondan iki ay sonra alici testislerde donor kaynakl
spermatogenez mavi koloniler olarak saptanabilir. Her bir spermatogenez kolonisi tek bir SKH'den
gelistirildiginden, koloni sayist dondr hiicre siispansiyonundaki SKH sayisini temsil eder. Her koloninin
uzunlugu, SKH ekspansiyonunun derecesini gosterir. Figiir, Kubota ve Brinster, (2018) derlemesinden
almmistir.

Dondr germ hiicrelerini alici fare testislerinin tiibiillerine vermek icin, ductuli
efferentes, rete testise veya seminifer tiibiillere enjeksiyon dahil olmak iizere birgok
yol vardir. Fare ve sigcanlarda, duktus eferentes kullanilarak enjeksiyonlarin rete testis
icine yapilmasi en verimli transplantasyon yontemi olarak gosterilmistir. Rete testis,
seminifer tiibiillerin her iki ucunu tek bir merkezde toplayarak birbirine baglar. Farede
rete, vaskiiler pedikiiliin kranialinde yer alir ve damarlarla birlikte disar1 dogru
uzanarak caput epididimise giden duktuli efferentes olur. Enjeksiyon i¢in, rete'den
onceki bir noktada duktus efferentes'e bir mikropipet sokulup yavasca kanal igerisine

hiicreler verilir (Ogawa ve ark., 1997; Oatley ve Brinster, 2006b).
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1.3.2.3.2. Spermatogonyal Kok Hiicre Nisi

Memeli testisi sik1 bir bag dokudan olusan tunika albuginea i¢inde yaklasik 250

tane lobiil iceren ve temel yapisini ince ve kivrimli seminifer tiibiillerin olusturdugu

bir ¢ift organdir; her lobiil 1-4 adet, ¢cok kivrimli tiibiil icerir ve tiibiillerin liimeni

seminifer epitel ile kaplidir. Seminifer tiibiillerin c¢evresinde de interstisyel alan

bulunur (Sekil 1.5). Seminifer epitel i¢inde yer alan somatik Sertoli hiicreleri

birbirleriyle sik1 baglanti kompleksleri kurarak seminifer epiteli, bazal ve adliiminal

boliimlere ayirmak i¢in kan-testis bariyerini olusturur (Sekil 1.5) (Ogawa ve ark.,

2005). Bu Sertoli hiicrelerince olusturulmus kan-testis bariyeri, 0Ozellikle
maddelerin/molekiillerin hiicreler arasi diflizyonunu onler ve ayrica haploid germ
hiicrelerini innate immiin sisteminden korumak i¢in hayati 6nem tagir. Ek olarak, germ
hiicreleri adliiminal bolmeye girdiginde, beslenme kaynagi olarak kandan gelen
besinleri direkt olarak kullanamaz, bu bolgede germ hiicreleri kan akisindan 'kesilir'.
Bu nedenle, bu germ hiicre popiilasyonlar1 yalnizca Sertoli hiicresinden gelen besin
kaynagina baglidir (Bergmann, 2006; Cheng ve Mruk, 2012a; Mruk ve Cheng, 2004).
Gelismekte olan spermatogonya bazal membran iizerinde bulunur ve ii¢ tipi vardir:
farklilasmamis spermatogonya (suskun SKH'ler), farklilasan spermatogonya (aktif
mitoz geciren SKH'ler) ve farklilagsmis spermatogonya (Clermont, 1963; Rowley ve
ark., 1971). Sertoli hiicreleri testiste germ hiicrelerinin gelismesi icin bir destek
vazifesi gorlir. Bir yandan hiicresel matriksi tesis ederken diger yandan salgiladigi
spesifik biiyiime faktorleri ile spermatogenezin saglikli bigimde siirdiiriilmesinde
temel gereksinimdir. (Griswold, 1998). interstisyel doku; lenf damarlari, sinir lifleri
ve bag dokularmin yami sira Leydig hiicreleri, mezenkimal hiicreler ve immiin
hiicreleri igeren ¢esitli hiicre tiplerinden olusur (Oatley ve Brinster, 2012). Leydig
hiicrelerinin {irettigi testosteron ve sitokinler otokrin ve parakrin etkilesimle SKH'lerin

kendini yenilemesini diizenler. (Zaker ve ark., 2022).
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Sekil 1.5: SKH nisinin sematik diyagrami ve SKH'lerin kokliiliigiinii ve kendini yenilemesini
siirdiirmede yer alan diizenleyici faktorler. Farklilasmamis SKH'ler bazal membranda bulunur. Germ
hiicreleri, seminifer epitel i¢cindeki Sertoli hiicreleri ile yakin temas1 korur. Peritiibiiler miyoid hiicreleri
testis kordlarim olusturmak igin seminifer tiibiilleri gevreler. interstiyal bolme Leydig hiicreleri,
mezenkimal hiicreler ve bagisiklik hiicreleri dahil olmak iizere birgok somatik hiicre tipinden olusur.
Nis i¢indeki biyoaktif faktorler, SKH'lerin kendini yenilemesinde ve farklilasmasinda ¢ok 6nemli rol
oynamaktadir. CXCL12/CXCR4, FGF'ler ve VEGFA, SKH'leri idame ettirmek icin GDNF ile sinerji
icinde hareket eder. Retinoik asit (RA), en azindan kismen GDNF ekspresyonunu azaltarak ve SCF ve
BMP4'iin aktivasyonu ile SKH'lerin farklilagsmasini indiikler. Transkripsiyon faktorleri, PLZF ve
FOXO1, SKH'lerin idamesinde ve spermatogenezin diizenlenmesinde rol oynar. miR-1908-3p, miR-
112-5p ve miR-31-5p dahil olmak {izere mikroRNA'lar da spermatogenezde kritik diizenleyiciler olarak
islev gortir. Figiir, Diao ve ark., (2022) derlemesinden alinmustir.

1.3.2.3.3. Spermatogonyal Kok Hiicreleri Diizenleyen Biiyiime Faktorleri

Gliya kokenli norotrofik faktor (glial-derived neurotrophic factor; GDNF),
fosfatidilinositol 3-kinaz-AKT yolagin aktive ederek SKH’lerin kendini yenilemesini
diizenler (Lee ve ark., 2007; Oatley ve ark., 2007). GDNF, RAS proto-onkogenini bir
SFK yoluyla da aktive ederek SKH’lerin kendini yenilemesini ayn1 zamanda RAS-
AKT-siklin yolag: iizerinden diizenlenler (Lee ve ark., 2009a). Onceki ¢alismalar
fibroblast biliylime faktorii 2/bazik fibroblast biiylime faktoriiniin (fibroblast growth
factor 2; FGF2 veya basic fibroblast growth factor; bFGF) SKH'nin kendini
yenilemesine katkida bulundugunu gosterdi (Kanatsu-Shinohara ve ark., 2003; van

Dissel-Emiliani ve ark., 1996). GDNF ve FGF2'nin somatik hiicrelerde hem AKT hem
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de MAP2K1 yollarin1 ayn1 anda aktive ettigi tespit edilmis olsa da FGF2'nin
GKH'lerde MAP2K1 yolagini GDNF'den daha giiglii bir sekilde aktive ettigi
raporlanmistir. FGF2 aracili MAP2K1 yolunun aktivasyonu, ETVS5 ve BCL6B™in
upregiilasyonu yoluyla SKH'nin kendini yenilemesini uyarir. FGF8, CSF1, WNT3A,
WNTS5A, WNT6 ve VEGFA’nin da SKH’lerin kendini yenilemesinde etkili oldugu
bulunmustur (Hasegawa ve Saga, 2014; Lu ve ark., 2013; Oatley ve ark., 2009; Takase
ve Nusse, 2016; Tanaka ve ark., 2016; Yeh ve ark., 2011; Yeh ve ark., 2012;). Sertoli
hiicreleri GDNF (Meng ve ark., 2000), FGF2 (Mullaney ve Skinner, 1992), SCF (Rossi
ve ark., 1993), neuregulin 1 (Zhang ve ark., 2011), WNTS5A (Yeh ve ark., 2011),
activin A (De Winter ve ark., 1993), BMP4 (Pellegrini ve ark., 2003), EGF
(Radhakrishnan ve ark., 1992), PDGF (Li ve ark., 1997; Loveland ve ark., 1995) ve
CXCL12 (Yang ve ark., 2013) dahil olmak iizere spermatogenezi diizenleyen birgok
Oonemli biliylime faktoriinii iretir. Diger testis somatik hiicreleri de SKH'leri ve/veya
spermatogenezi diizenleyen faktorleri ifade ederler. Leydig hiicrelerinde IGF1 (Huang
ve ark., 2009), CSF1 (Oatley ve ark., 2009) ve EGF (Zhang ve ark., 1997); testis
endotel hiicrelerinde GDNF (Bhang ve ark., 2018) ve FGF5 (Kitadate ve ark., 2019);
peritiibiiler miyoid hiicrelerde CSF1 (Oatley ve ark., 2009), GDNF (Chen ve ark.,
2016) ve Aktivin A (De Winter ve ark., 1994); testiste yerlesik makrofajlarda da CSF1
(DeFalco ve ark., 2015) ifadeleri gosterilmistir. Kok hiicre faktorii reseptorii (stem cell
factor receptor; c-Kit) testiste farklilasan spermatogonya ve Leydig hiicrelerinde ifade
edilir (Manova ve ark., 1990; Rossi ve ark., 2000). Kok hiicre faktoriiniin (stem cell
factor; SCF; Kit ligand veya Kitl olarak da bilinir;) Leydig, endotelyal, vaskiiler diiz
kas veya Tcf21+ stromal hiicrelerde kosullu knockout edilmesi spermatogenez
siirecine zarar vermez. Ozellikle Sertoli hiicrelerinin {irettigi SCF farklilasan
spermatogonya havuzunu korur ve farklilagsmalarini indiikler (Peng ve ark., 2023).
Ilging olarak Izadyar ve ark., (2008) c¢alismasinda fare GKH’lerinin yalmzca
POUSF1+/c-Kit+ alt kiimesi, neonatal veya yetiskin testislerinden izole edilip de
Kanatsu-Shinohara ve ark. (2004) ¢alismasinda kullanilan besi yerine yapilan kiiclik
degisikliklerle epidermis biiylime faktorii (epidermal growth factor; EGF), FGF2,
16semi engelleyici faktor (leukemia inhibitory factor; LIF) ve GDNF biiyiime
faktorleri varliginda kiiltiire edildiginde, pluripotent EKH belirteclerini (Pou5f1,
Nanog, Sox2, Rexl, Dppa5, SSEA-1 ve AP) ifade eden, yiiksek telomeraz aktivitesi
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sergileyen ve kontraktil kardiyomiyositler, noral hiicreler ve kondrositler dahil olmak
iizere bir¢ok tabakaya 6zgii hiicre tipine farklilagsan hiicre hatlari olusturabilmistir
(Izadyar ve ark., 2008). Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (insiilin-like growth factor
I; 1GF1) ise parakrin olarak GKH’lerine etki ederek pluripotensisini ve kendini
yenileyerek biiylimelerini diizenler (Huang ve ark., 2009). IGF-2/IGF-1R sinyali,
EKH'nin kendini yenilemesini destekler ve apoptozu onler (Bendall ve ark., 2007).
Kubota ve ark., (2004a) calismasinda IGF-1, LIF, bFGF2, EGF, SCF ve GDNF tek tek
serumsuz besi yerine eklenerek SKH'ler tizerindeki etkileri arastirilmistir. Buna gore;
EGF 1-10 ng/ml seviyesine kadar notr etki gosterirken 100 ng/ml'de inhibe edici
olabilecegi, SKH idamesi lizerinde faydali bir etkiye sahip oldugu goriilen iki biiyiime
faktoriiniin, SCF ve GDNF oldugu sonucuna varilmigtir. SCF'nin eklenmesinin,
SKH'lerin sayisint arttirmis olmasina ragmen, FACS analizi ile SKH’lerin hiicre
yiizeyi lizerinde c-Kit reseptdrii ekspresyonuna rastlanmamis (Kubota ve ark., 2003)
ve bagka bir ¢alisma, SCF'nin kok hiicrelerin uzun vadeli proliferasyonu iizerinde bir

etkisi olmadigini gostermistir (Kanatsu-Shinohara ve ark., 2003).

1.4. Unipotent Erkek Germline Ko6k Hiicrelerinde Pluripotensinin

Indiiklenmesi: Germline-Kékenli Pluripotent Kok Hiicreler

[k kez 2004 yilinda, neonatal fare testislerinden GDNF, bFGF, EGF ve LIF
varliginda genomik damgalama paternleri disinda fenotipik olarak embriyonik kdk
veya germ hiicrelerine benzeyen ve kardiyomiyosit, ndron, astrosit ve
oligodendrositlere in vitro farklilasabilen EKH-benzeri hiicreler gelistirilmigtir
(Kanatsu-Shinohara ve ark., 2004). Bu EKH-benzeri hiicrelerin farelere inokiile
edildiklerinde teratom ve blastokistlere enjekte edildiklerinde germline kimera
olusturduklari gozlenmistir. Daha sonra birgok ¢alisma, yetigkin fare testisinden elde
edilen GKH’lerden pluripotent hiicrelerin (multipotent GKH’ler) tiiretildigini
raporlamig ancak GKH’lerin EKH-benzeri hiicrelere doniistiiriilmesine dair yapilan bu

caligmalarda farkli terminolojiler kullanilmas1 kavramsal karisikliga yol agmuistir.
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Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglar beklenmedikti, ¢iinkii germ hiicrelerinin
ciftlesmeyi takiben 13.5 giin sonra (dpc) pluripotensilerini kaybettigi diisiiniilityordu.
Leroy C. Stevens, 11.5-12.5 dpc'de 129/Sv fareden alinan erkek genital taslaklarinin,
alict yetigkin testislerinde siklikla teratom olusturdugunu, bununla birlikte, 13.5 dpc
veya daha eski embriyolardan genital taslaklar toplandiginda bu insidansin 6nemli
Ol¢iide azaldigini bildirmistir (Stevens, 1966). Ayrica, 8.5 ila 12.5 dpc embriyolardan
tiiretilen PGH’leri, KITL, FGF2 ve LIF igeren 6zel kiiltiir kosullar1 altinda embriyonik
germ hiicreleri (EGH) olusturmus olsa da ayni1 kiiltiir kosullarinin, 13.5 dpc veya daha
eski embriyolardan toplanan hiicrelerde pluripotensiyi indiiklemedigi gozlemlenmistir
(Labosky ve ark., 1994; Matsui ve ark., 1992; Resnick ve ark., 1992). Dogum sonrasi
testislerde az sayida ilkel PGHBH kalmasi1 miimkiin olsa da mGKH'lerin GKH'lerden
kaynaklanmis olmas1 muhtemeldir ¢iinkii elektroporasyondan sonra transfekte edilmis
klonlarin ilag se¢imi sirasinda ayni1 transgen entegrasyon paternlerine sahip GKH'lerin
ve mGKH'lerin ortaya ¢iktigi bulunmustur (Kanatsu-Shinohara ve ark., 2008). Bu
veriler, mGKH'lerin GKH'lerden kaynaklandigint gosterir. mGKH'lerin kesfi,
postnatal ~ germ  hiicrelerinin  potansiyel  pluripotensilerini  korudugunu

distindiirmektedir.

Standart EKH kiiltiir kosullarinda EKH 6zellikleri kazanan multipotent
yetiskin  GKH’leri (multipotent adult germline stem cells, maGSCs) olarak
adlandirilan Stra8—enhanced green fluorescent protein (EGFP)/Rosa26 yetiskin
farelerden FACS ile ayristirilan Stra8-EGFP+ GKH’ler spontane olarak ti¢ embriyonik
germ tabakasina da farklilastirilabilmis, in vivo teratom olusturabilmis ve erken
blastokiste enjekte edildiklerinde germline aktarimi gostermislerdir (Guan ve ark.,
2006). 5-haftalik Oct4-GFP transgenik fareden elde edilen Oct4-GFP+/c-kit- hiicreler
MEF besleyici hiicreleri lizerinde germline-tiirevli PKH kolonileri goriiliinceye dek
once GKH besi yeri ile ve koloni seciminden sonra da EKH besi yeri igerisinde
cogaltilarak kiiltiire edilmistir. Elde edilen germline-tiirevli PKH’ler in vitro
farklilagma, teratom ve kimera olusturma ve GKH’lerin paternal DNA damgalanma
paternini koruma 6zelligi gostermistir (Ko ve ark., 2009). GKH'lerin pluripotensisi,
besleyici hiicreler olmadan Matrigel-tabanli kiiltiir sistemi kullanilarak da

indiiklenebilmistir (Lee ve ark., 2018). Bir diger ¢alismada, GPR125+ spermatogonyal
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progenitdr hiicrelerin (GSPH) uzun siireli kiiltiirlerinin GPR125+ multipotent yetiskin
spermatogonyal-tiirevli kok hiicre (multipotent adult spermatogonial-derived stem
cell, MASC) kolonilerine doniistiigii, bu GPR125+ MASC’lerin EKH’lere morfolojik
olarak ve ii¢ germ tabakasina da farklilasma, teratom ve kimerik embriyolari olugturma
ozellikleriyle benzeseler de EKH’lerin molekiiler isaretlerini tasimadiklari fakat
multipotent yetiskin progenitor hiicreleri (multipotent adult progenitor cells, MAPCs)
taklit ettikleri gosterilmistir (Seandel ve ark., 2007). Kossack ve ark., (2009), testis
biyopsisinden kiiltiir ortaminda elde ettikleri kolonileri maniiel olarak MEF besleyici
hiicreleri tlizerine transfer edip insan EKH kiiltiir ortaminda kiiltiire ederek in vitro
olarak yaklasik 20 pasaja kadar ¢cogaltabildikleri insan multipotent GKH’leri (human
multipotent germline stem cells, h(MGSCs) elde etmislerdir. Hem SSEA4, TRA1-81,
OCT4 ve SOX2 pluripotensi belirtecleri hem de EKH belirteci olan doku non-spesifik
alkalen fosfataz (TNAP) ifadelerine sahip bu hiicrelerin ii¢ germ serisinin hiicrelerine
farklilagabilen embriyoid cisimleri olusturdugu, normal XY karyotipini korudugu,
H19 lokusunda hipometile oldugu ve yliksek seviyelerde telomeraz ifade ettikleri
gosterilmis olsa da insan EKH’lerinde siklikla goriildigii kadar genis dlgekli teratom
olusumu saptanmamistir. Takip eden ¢aligmalarda epigenetik yeniden programlama ve
bazi transkripsiyon faktorleriyle uyarilmasi durumunda SKH’nin germ hiicresine
spesifik gen ifadelerini terk ederek EKH-benzeri hiicrelere doniistiiriilebilme
potansiyeli tasidigi, bu sekliyle de eriskin kok hiicre kaynagi olarak rejeneratif tipta
kullanilabilecegi onerilmistir (Liu ve ark., 2016). Fare testisinden elde edilen CD49{+
GKH kolonilerinin Oct4, Nanog, Sox2, ve Eras gibi gen ifadesi paternlerinin ve AP
aktivitelerinin EGF igeren kiiltiir ortaminda laminin-kapl kiiltiir plakalarinda EKH
ozellikleri tagidiklari, uzamis kiiltlirlerinde ise bu hiicrelerin hepatosit indiikleyici besi
yerinde hepatosit-benzeri hiicrelere ve RA varliginda noron, astrosit ve
oligodendrositlere farklilagsmaya ugradiklari, blastokist i¢ine enjekte edilmeleriyle de
embriyonik kimeralarin olustugu goézlemlenmistir (Huang ve ark., 2009). Takiben,
Stra8+ SKH’ler OP9 stromal hiicrelerin iizerinde kiiltiire edildikten sonra elde edilen
Flk-1+ kardiyovaskiiler progenitérler FACS ile ayrigtirthip COLIV-kapli kiiltiir
plakalarinda VEGF ile indiiklendiklerinde endotel-benzeri hiicrelere farklilastirilip, in
vivo olarak da yeni damar olusumuna katkida bulunmustur (Cheng ve ark., 2012b).

Her ne kadar yavru testis hiicreleri, HRASV12, MYC ve dominant negatif TRP53 ile
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transfekte edildiginde EKH-benzeri koloniler iiretilmis olsa da, pluripotensinin kritik
bir belirteci olan Nanog ifadesi gosterilememistir (Morimoto ve ark., 2012). flging bir
sekilde, ayn1 gen kombinasyonunu veya Yamanaka faktorlerini transfekte etmek,
GKH'lerde (Morimoto ve ark., (2012) ¢alismasinda kiiltiire edilen SKH’ler igin
kullanilmistir) belirgin degisikliklere neden olmamaistir, bu da bunlarin somatik hiicre
transformasyonu/yeniden  programlama  protokollerine  direngli  olduklarinm
diisiindiiriir. Buradan da anlasilacagi iizere, somatik hiicre onkogenlerin
overekspresyonu taze SKH’den mGKH’leri indiiklememektedir. Dolayistyla GKH’ler
ile taze testis hiicreleri ortak bir davranis modeli géstermez; bu gézlem, in vivo olarak
GKH'ler ve SKH'ler arasinda fenotipik farkliliklar1 gdsteren 6nceki deneyleri destekler
niteliktedir. Ornegin, genellikle in vivo SKH'lerin c-KIT ifade etmedigi kabul edilir.
Bununla birlikte, GKH kiiltiirlerindeki hem KIT+ hem de KIT— popiilasyonlari
karsilagtirilabilir SKH siklig1 sergiler (Morimoto ve ark., 2009). Bu farkliligin in vitro
kendini yenilemenin asir1 uyarilmasindan kaynaklaniyor olabildigi diistiniilmiistiir.
Izadyar ve ark., (2008) ¢alismasinda fare POUSF1+/c-Kit+ GKH’leri EGF, FGF2, LIF
ve GDNF biiyiime faktorleri varliginda kiiltiire edildiginde, pluripotent EKH
belirteclerini (PouSf1, Nanog, Sox2, Rexl, Dppa5, SSEA-1) ifade eden, yliksek
telomeraz aktivitesi sergileyen ve ii¢ germ tabakasinin da hiicrelerine farklilagan
multipotent germ hiicre (mGH) hatlar1 olusturmustur. Ancak mGH’ler testislere
transplante edildikten sonra seminifer tiibiillerinin ¢ogunda spermatogenez
bulunmamustir ki bu da bu hiicrelerin SKH 6zelliklerine sahip olmadigini gostermistir.
mGK alan farelerin higbirinde teratom gézlenmemistir. Bu veriler, EKH’lerden farkli

olarak mGK'lerin timdrijenik olmadigini gosterir.

1.5. Germline-Kokenli Pluripotent Kok Hiicrelerin Klinik Uygulamalar:

In vitro ortamda embriyonik olmayan bir kaynaktan PKH’lerin eldesi daha
giivenli olabilecegi icin, germline-kokenli bu hiicreler insanda klinik uygulamalara
gecilmesinde Onemli bir temel kaynak teskil edecek ve bilimsel calismalarin
hizlanmasini saglayabilecektir. Germline-kokenli PKH’ler, insan PKH’lerin eldesi

icin embriyo kullanimina iligkin etik kaygilardan kaginmay1 saglayan, karaciger, kalp,
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noral, ve hematopoetik hastaliklarinin tedavisi i¢in umut verici bir aragtir (Fagoonee

ve ark., 2011).

mGKH'lerden tiiretilen hepatositler halihazirda ortotopik  karaciger
transplantasyonuyla tedavi edilen metabolik hastaliklar, 6zellikle sadece az miktarda
fonksiyonel protein ile diizeltilebilenler olmak {izere, hiicre bazli tedavi igin gerekli
temeli saglayabilir. Albiimin ve haptoglobin sekresyonu, iire sentezi, glikojen
depolamasi ve indosiyanin yesili alimi yapabilen metabolik olarak aktif hepatositlerin
in vitro olarak mGKH'lerden tiiretilebilecegi gosterilmistir (Fagoonee ve ark., 2010).
mGKH'den tiiretilen ndral hiicreler bir¢ok farklr sinir sistemi bozuklugunun tedavisi
icin umut verici bir hiicre kaynagi olusturur. Streckfuss-Bomeke ve ark., (2009), uygun
kiiltiir ortaminda mGKH’lerden ndral progenitdrlerin elde edilebilecegini, bunlarin da
fonksiyonel ndronlar (GABAerjik, glutamaterjik, serotonerjik ve dopaminerjik
noronlar) ve glial hiicreler (astrositler ve oligodendrositler) seklinde ileri maturasyona
ugradiklarmi gostermistir. Pasif ve aktif membran &zelliklerinin ve postsinaptik
akimlarin elektrofizyolojik kayitlari, mGKH'den tiiretilen oncii hiicrelerin fonksiyonel
hiicrelere olgunlastigin1 gostermistir. Keza Glaser ve ark., (2008) mGKH'den tiiretilen
ndronlarin hem GABAerjik sinaptik iletim hem de senkronize salinim aktivitesi ile
ilgili aktif islevsel aglar olusturdugunu bildirmistir. Bir bagka ilging gdzlem,
mGKH'den tiiretilen oligodendrositlerin tam olgunlagsmaya ugramasi ve miyelin
eksikligi olan si¢an serebellumunun organotipik dilim kiiltiirlerinde miyelin eksikligi
olan dokuda alic1 aksonlarin1 kaplamasidir. Otolog hiicre terapisi potansiyellerinin
yani sira mGKHIerin noral farklilasmasi, noral gelisim ve noral rejenerasyon lizerine
temel aragtirmalar i¢in yeni bir pencere acar. mGKH'ler gibi PKH’ler de
kardiyomiyosit olusumunda EKH’lerin yerini alabilir. mGKH'lerin fonksiyonel
kardiyomiyositlere farklilagmak icin indiiklenebilecegi bildirilmistir (Guan ve ark.,
2007). Molekiiler, hiicresel ve fizyolojik deneyler mGKH'den tiiretilen
kardiyomiyositlerin EKH’lerden tiiretilenlere benzer oOzelliklere sahip oldugunu
gostermislerdir. Disi farelerin sol ventrikiiler duvarina mGKH'lerin transplantasyonu
bu hiicrelerin engrafte oldugunu ve enjeksiyondan bir ay sonra kalp boliimlerinde
varligini gostermistir. Bu hiicrelerin normal kalpte teratom olusumu yapmadan ¢ogalip

farklilagabildigi rapor edilmistir. Bunun yani sira, mGKH'ler in loco olarak vaskiiler

31



endotelyal ve diiz kas hiicrelerine farklilastirilabilmistir. Normal kalpte
kardiyomiyositlere spontan in vivo farklilasma gozlenmemistir. Bu durum lokal nis
ortaminin, engrafte olmus hiicrelerin ilerleyisini yonlendirmede ciddi bir etkisi
olmasindan kaynaklanabilirdi. Miyokard enfarktiisii sirasinda ortama ¢ikan sitokinler
veya biiyiime faktorleri, mGKH'lerin in vivo olarak kardiyomiyositlere diizgiin
bigcimde farklilagmasini saglamis olabilir. Ayrica, farklilasan mGKH'lerden elde edilen
Flk1+ hiicrelerin, EKH’ler kadar verimli bir sekilde olgun kardiyomiyositlere ve
endotel hiicrelere doniisebilecegi gosterilmistir (Baba ve ark., 2007). Ayni grup, Flk1+
mGKH'lerin dogrudan iskemik farelerin kalbine naklinin kalp fonksiyonunu
iyilestirdigini de bulmustur (Iwasa ve ark., 2010). mGKH'ler OP9 hiicreleri iizerinde,
Gr-1+Macl+ miyeloid hiicreleri ve Terl19+ eritroid hiicreleri dahil olmak iizere
CD45+ hematopoietik hiicrelere farklilagabilmektedir (Kanatsu-Shinohara ve ark.,
2003). Diger yandan, OP9 besleyici hiicre sistemi kullanilarak FLK1+-farklilagan
mGKH-kokenli miyeloid ve lenfoid potansiyele sahip multipotent hematopoietik
progenitdr hiicrelerin olusumu bildirilmis ve immiin yetmezligi olan farelerde Ki’ne
enjeksiyonundan sonra Ki boslugunda mGKH-tiirevli hematopoietik hiicreler
saptanmistir (Yoshimoto ve ark., 2009). mGKH-tiirevli adipositler ise translasyonel
plastik ve rekonstriiktif cerrahi uygulama calismalarinin merkezi haline gelmistir.
mGKH’ler ayn1 zamanda, cerrahi operasyon i¢in dogru yasa ulagsmasi gereken genetik
kusurlu yenidoganlarda oldugu gibi, hastalik teshisi ile organ nakli arasinda "koprii
tedavisi" gorevi gorebilir. Sonu¢ olarak; mGKH’ler doku rejenerasyonun yani sira
doku gelisimi iizerine temel arastirmalar alaninda yeni olanaklarin gelistirilmesi i¢in

umut verici bir hiicre kaynagi olma potansiyeli tagimaktadir.

1.5.1. In Vitro Spermatogenez: Bir Fertilite Restorasyonu Stratejisi

Prepubertal erkekler fertilitenin korunmasi stratejisinin bir parcasi olarak in
vitro spermatogenez i¢in en Onemli adaylar arasindadir (Wyns ve ark., 2010), ¢iinkii
testis dokusu biyopsisi aday1 erkek ¢ocuklarin %35-41.7'si (Braye ve ark., 2019; Wyns
ve de Michele, 2018), kontamine olmus kriyoprezerve edilmis testis dokusuna sahip

olma riskinin yiiksek oldugu hematolojik malignitelerden muzdariptir. En fazla endise
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edilen ise, ¢Ozdiiriilmis testis doku orneklerinin veya piirifiye edilmis GKH’lerin
yeniden nakledilmesi durumunda, aliciya kanser hiicresinin yeniden verilme riskidir
(Jahnukainen ve ark., 2001; Wyns ve ark., 2010). GKH'lerin ototransplantasyonundan
once malign hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in harcanan gabalara ragmen (Del Vento ve
ark., 2018), hematolojik veya metastaz yapan hastaliklardan muzdarip kanser
hastalarinda fertilite restorasyonu i¢in in vitro spermatogenez hala tercih edilen strateji
olmaya devam etmektedir. Klinefelter hastalarinin %90°1 eriskin yasa geldiklerinde
infertilite problemi ile karsilasmaktadir, bunlarin da %350-60’1nda mikro-TESE ile
spermatozoa elde edilip yardimci iireme teknolojileriyle %50’sinde gebelik elde
edilebilmektedir (Corona ve ark., 2017; Plotton ve ark., 2014). Ancak mikro-TESE’de
spermatozoa ¢ikmayan erigkin olgularin  %21’inde, peripubertal ¢ocuklarin
%31.5’inde ve prepubertal hastalarin ise dortte liciinde hala GKH bulunabilmektedir
(Van Saen ve ark., 2018). Klinefelter sendromlu hastalarin spermatogenik siireci
engelleyen hasarli bir testis ortamina sahip olduguna dair bazi kanitlar olsa da
(Aksglaede ve ark., 2006; Giudice ve ark., 2019) XXY GKH’nin in vitro
cogaltildiginda ekstra X kromozomunu kaybedebildigi gosterilmistir (Ardekani ve
ark., 2018), bu da GKH’in daha sonra muhtemelen in vitro spermatogenez igin
kullanilabilirligini desteklemektedir. Ancak heniiz Klinefelter sendromlu GKH’lerin
in vitro spermatogenezini bildiren bir ¢alisma yapilmamigtir. NOA olgularinin %4-
30’unda testis biyopsi sonuglart mayotik duraklama gostermektedir. Baz1 vakalar geri
dondiiriilebilirken (yani varikosel, gonadotropin veya beslenme eksikligi), somatik
veya genetik anomalilere bagl digerlerinde mayotik duraklama geri dondiiriilebilir
degildir (Martin-du Pan ve Campana, 1993). Blokaj en sik olarak mayotik metafaz
seviyesinde meydana gelir (Enguita-Marruedo ve ark., 2019) ve testiste mikrogevre
hasarlar1 mayotik duraklamalarin ana nedeni olarak tanimlanir (Guichaoua ve ark.,
2005). Bu nedenle, mikro-TESE’de yuvarlak spermatid enjeksiyonu (ROSI) veya
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonuna (ICSI) uygun germ hiicrelerinin yoklugunda, bu
hastalarda in vivo GKH farklilagsmasindaki elverissiz kosullarin {istesinden gelmek i¢in

in vitro spermatogenez bir secenek olabilir.

Insanda prepubertal (Sadri-Ardekani ve ark., 2011) ve yetiskin (Sadri-
Ardekani ve ark., 2009) GKH'leri hali hazirda dondurularak saklanabilmekte, hatta in
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vitro ¢ogaltilarak klinik uygulamalara hazir hale getirilebilmektedir. Teorik anlamda
bir segenek, GKH'lerde spermatogenik duraksamaya neden olan mutasyonu diizeltmek
ve ardindan otojenik olarak hastaya transplante etmek olabilir (Mulder ve ark., 2016).
Fakat germline genom diizenlemesi ile ilgili etik sorunlara ve testiste hala
diizeltilmemis GKH'lerin kalma olasilig1 gibi pratik soruna ek olarak, ¢ogu durumda
spermatogenik bozulmanin arkasindaki genetik neden bilinmemektedir. Heniiz klinik
uygulamadan uzak olmasina ragmen, bunu 6nlemenin bir yolu, GKH’lerden in vitro
ortamda fonksiyonel sperm elde etmek olacaktir (Sun ve ark., 2018). Spermatogenezi
taklit edebilmek ve in vitro spermatozoa iiretmek i¢in bir sistemin olusturulmasi,
sadece in vitro fertilizasyon (IVF) veya ICSI gibi yardimci iireme tekniklerinde
dogrudan uygulamak i¢in degil ayn1 zamanda erkek infertilitesinin molekiiler
mekanizmalarmi ve genetik nedenlerini incelemek i¢in de uygun bir ortam saglar.
Gilinlimiizde organotipik ve iki-boyutlu (2-D) kiiltiir ve testis hiicre siispansiyonlarinin
tic-boyutlu (3-D) kiiltiirii gibi intrinsik somatik mikrogevreden faydalanilacak gesitli

stratejiler gelistirilmigtir.

1.5.1.1. Organotipik kiiltiir

60’11 yillarin basindan itibaren yetigkin si¢anlarin testis fragmanlarinin kiilttirti
icin bir gaz-sivi arayiizii kullanilmistir (Trowell, 1959). Bu kiiltiir sisteminde
GKH'lerin farklilagsmasi pakiten spermatositleri ile siirli kalmistir (Steinberger ve
Steinberger, 1966). 2003 yilinda, bir gaz-sivi arayliz kiiltiir sisteminde iki haftalik
kiiltiirden sonra yuvarlak spermatidler gézlenmistir (Suzuki ve Sato, 2003). Daha
sonra, in vitro olarak spermatogenezin farkli asamalarinin aragtirilmasinda organotipik
kiiltiir sistemleri devreye girmistir. Arastirmalardaki ¢igir agan gelismelerden biri,
2011 yilinda in vitro iiretilen haploid germ hiicrelerinden canli yavrularin {iretilmis
olmasiydi (Sato ve ark., 2011). Sato ve ark., (2011)’nin ¢alismasinda, neonatal fare
testikiiler doku fragmanlar1 agaroz jel-temelli organ kiiltiirli sisteminde serumsuz
kiiltiir ortaminda kiiltiire edildiginde in vitro fonksiyonel spermatid ve sperm
iiretilebildigi gosterilmistir. Daha sonrasinda gazlarin, besinlerin ve atik iiriinlerin

degisimini kolaylastirarak GKH'ler i¢in daha iyi bir kiiltiir ortam1 saglamak amactyla
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organ kiiltiiriinde mikroakiskan teknolojisi benimsendi (Komeya ve ark., 2016). Yuan
ve ark.’nin (2020) yaptiklar1 ¢aligmada fetal gonadlardan insan testikiiler
organogenezinin basarili bir sekilde tekrarlanmasi saglanmais, in vitro tiirevli haploid
spermatidlerin mayotik rekombinasyona ugradigi gosterilmis ve bu spermatidler
oositleri fertilize edebilip blastokist olusumunu destekleyebilmistir (Yuan ve ark.,

2020).

1.5.1.2. iki-Boyutlu Kiiltiir

GKH'’lerin ¢ogalmasi ve farklilagmasi i¢in yaygin olarak iki tip iki-boyutlu
kiiltiir sistemi kullanilir: (i) mitotik olarak inaktive edilmis besleyici hiicreler iizerinde
kiiltiire edilen GKH'ler, (ii) somatik hiicrelerle birlikte kiiltire edilen GKH'ler
(Ibtisham ve Honaramooz, 2020). Iki-boyutlu kiiltiir sistemlerinin destegini kullanan
cok sayida calisma, haploid erkek germ hiicrelerinin olusumunun indiiklenebilecegini
(Hue ve ark., 1998; Nagao, 1989; Rassoulzadegan ve ark., 1993; Staub ve ark., 2000;
Wang ve ark., 2014) ve kemirgenlerde bu in vitro tiiretilmis haploid erkek germ
hiicrelerinden yavru fiiretilebilecegini bildirmistir (Marh ve ark., 2003). Klinik
uygulamadan uzak olsa da in vitro ortamda spermatogenezi taklit etmek icin birkag
girisimde bulunulmustur. Bu kapsamda EKH’lerin dogrudan farklilagtirilmasi (Easley
IV ve ark., 2012; Geijsen ve ark., 2004; Nayernia ve ark., 2006a; Zhou ve ark., 2016)
veya fare EKH’lerinin infertil farelerin seminifer tiibiillerine transplante edilmelerini
takiben spermatogenez gegirebilen PGHBH’lere, SKH-benzeri hiicrelere veya GKH-
benzeri hiicrelere (GKHBH) in vitro farklilastirilmast denenmistir (Hayashi ve ark.,
2011; Ishikura ve ark., 2016; Li ve ark., 2019). Tiim bu ¢alismalar haploid spermatid-
benzeri hiicrelerin olusumunu bildirmis, ancak yalnizca bir ¢alismada (Zhou ve ark.,
2016), in vitro ortamda bagarilt mayoz bdliinme ve fertilizasyon potansiyeli olan
haploid germ hiicrelerinin olusumundaki baslica asamalar gosterilebilmistir (Handel
ve ark., 2014). Bu calismada, fare EKH'lerinin PGHBH'lere farklilagsmas1 ve ardindan
neonatal testis hiicre siispansiyonu ile kiiltiire edilmesiyle haploid germ hiicre olusumu
saglanmistir (Zhou ve ark., 2016). Klinige uygulanim s6z konusu oldugunda, hastanin

kendi genetik materyalini iceren EKH’lerin yetigkin bir insanda kullanimi miimkiin
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goriinmemektedir. Olasi bir alternatif strateji, hastanin kendi somatik dokusundan elde
edilmig uPKH’lerden insan PGHBH’lerinin (Kojima ve ark., 2017; Sasaki ve ark.,
2015) veya fonksiyonel spermlerin (Easley IV ve ark., 2012; Eguizabal ve ark., 2011)
in vitro olarak olusturulmasidir (Hendriks ve ark., 2015a; Hendriks ve ark., 2015b). In
vitro gametogenez alaninda uPKH’lerin katkis1 gz ardi edilemez olsa da uPKH’lerin
olusturulmasi genetik yeniden programlamayla somatik epigenetik belirteclerin
silinmesini gerektirir ki bunun giivenilirli§i yeterince arastirilmamistir. Ayrica,
literatiirde fareler i¢in uygulanan mevcut germ hiicre farklilasma protokolleri (Zhou
ve ark., 2016) dogrultusunda insanda klinik uygulamaya gecilecek olursa hala uyumlu

bir insan neonatal testisinin kullanilmasina ihtiyag¢ vardir.

Bir ¢alismada, fare GKH’leri kullanilarak mGKH hatti olusturulup bunlarin
pluripotent EKH yolagiyla haploid germ hiicrelerine farklilasmalari indiiklenmistir
(Nolte ve ark., 2010). Yapilan baska bir calisma fare tip A spermatogonyumlardan
telomeraz immortalizasyonu ile elde edilen spermatogonyal hiicre hattinin SCF
varliginda spermatosit ve spermatidlere farklilasabildigini gostermistir (Feng ve ark.,
2002). EKH’lerden olusturulan erkek GKH’lerin mayoz gegirebildigi, in vitro haploid
erkek gametleri iiretebildigi ve fare oositlerine elde edilen haploid erkek gamet
hiicreleri ile yapilan ICSI sonucu basarili fertilizasyon gosterilerek bu hiicrelerin
islevsel oldugu bildirilmistir (Nayernia ve ark., 2006a). ICSI ile oositleri
PGHBH'lerden tiiretilen spermlerle dollediklerinde Hayashi ve ark., ortaya ¢ikan
zigotlarin normal olarak gelistigini ve blastokist asamasina kadar embriyolarin donor
genomundan tiiretilen giiclii stella-ECFP ekspresyonu sergiledigini gostermistir
(Hayashi ve ark., 2011). Zhou ve ark. fare EKH'lerinden farklilagtirdiklar:
PGHBH'lerin neonatal testis hiicre siispansiyonu ile kiiltiire edilmesiyle spermatid-
benzeri hiicreler elde etmis ve fonksiyonel erkek gametogenezinin in vitro ortamda
taklit edilebilecegini kanitlamak i¢in bunlarin oositlere ICSI’sini yaparak da canli,

fertil yavru olusumu bildirmiglerdir (Zhou ve ark., 2016).

36



1.5.1.3. Uc-Boyutlu Kiiltiir

Testis nigini daha iyi taklit etmek icin ¢esitli iic-boyutlu kiiltiir sistemleri
gelistirilmistir. 2006 yilinda, sicanlardan izole edilen testis hiicreleri seminifer
tiiblillerin bazal membran bilesimini taklit etmek i¢in kollajen jeller iizerinde
kiiltiirlendi (Lee ve ark., 2006b). Daha sonra yumusak agar kiiltiir sistemi gelistirilmis
(Stukenborg ve ark., 2008) ve 2012 yilinda bu sistemde farklilasmamis germ
hiicrelerinden fare haploid germ hiicreleri iiretilmistir (Abu ve ark., 2012). Ug-boyutlu
kiiltiir sisteminde siklikla metilseliiloz kullanilmaktadir. Metilseliiloz kiiltiir sistemi de
olgunlagmamis germ hiicrelerinin farklilasmasini destekler. Seminifer epitelin in vivo
bi¢imini ve islevini yapay olarak taklit etmek i¢in 2010 yilinda {i¢-boyutlu bir kan-
testis bariyeri sistemi tasarlanmistir (Legendre ve ark., 2010). Once kiiltiir insert ‘iniin
altinda testikiiler peritiibiler miyoid hiicreleri kiiltiire edilmis, bunu takiben
ekstraselliller matriks icinde germ hiicreleri ve Sertoli hiicreleri insert istline
eklenmistir. Seminifer tiibiilleri rekonstriikte etmeyi amaglayan bir baska ¢aligmada,
neonatal farelerinden alinan testis hiicreleri V-tabanli bir hiicre kiiltlirii plakasi
izerinde kiiltiire edilerek olusturulan agregatler agaroz jel bloklarinin {izerine ekilmis
ve 30-51 giinliik inkiibasyondan sonra haploid erkek germ hiicreleri elde edilmistir
(Yokonishi ve ark., 2013). Ayrica, hyaluronik asit ve kitosan igeren ii¢c-boyutlu
hiicresizlestirilmis testis iskelesi, fare GKHlerinin farklilagmasi ve ¢ogalmasi i¢in
gerekli kosullart saglamistir (Naeemi ve ark., 2021). Keza, fare GKH'lerinin
proliferasyonu ve kendini yenilemesi, Sertoli hiicreli aljinat hidrojelden olusan {ig-
boyutlu yapi iskelesi lizerinde kiiltiire edilerek uyarilmistir (Veisi ve ark., 2022). Bu
kapsamda, germ hiicrelerinin mayoz fazina farklilagmasini ve uzun siireli hayatta
kalmasi destekleyen tiibiil benzeri yapilar1 ve Leydig hiicre iglevselligini gosteren
hava-besi yeri arayiiziinde li¢-boyut baskili tek katmanli yap1 iskelelerinde iki farkli
fare soyundan testis organoidleri tiretilmistir. Primer testis hiicreleri ve EGFP+ GKH
karisimindan olusan kimerik organoidler, daha iyi entrapman i¢in iki katmanl
iskelelerde kiiltiire edilmistir. Bu sartlarda testisin islevsel birimini temsil eden,
bozulmamuisg bir tiibiil benzeri yap1 ve ¢evreleyen interstisyumdan olusan gelismis bir
sferoidal morfoloji gelisimi goriilmiis ancak GKH’leri uzun siireli kiiltiirde

yasamamuslardir (Richer ve ark., 2021). Onen ve ark. yaptiklar ¢alismada (2022),
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hava-sivi1 interfazina katkida bulunan syngeneic BM-MSC tarafindan desteklenen ko-
kiiltiir sisteminin spermatogonial kok/progenitor hiicrelerin in vitro olarak hayatta
kalmasini, ekspansiyon ve farklilasmasini destekledigini bildirmislerdir. insan
GKH’lerinin 3-D kiiltiir sisteminde kiiltiire edilmesi i¢in yaygin olarak yumusak agar
ve agaroz jeli kullanilmaktadir. Yumusak agar kiiltiir sisteminin c¢ogalma ve
farklilasma bakimindan insan SKH’lerine faydasi gosterilmistir . (Mohammadzadeh
ve ark., 2019). Insan GKH'leri i¢in {i¢-boyutlu kiiltiir sistemlerinde kullanilan bir baska
malzeme de polikaprolakton nanofiber matriksidir (Bashiri ve ark.,, 2022).
Polikaprolakton nanofiber, dogal ekstraseliiler matriksteki kollajen lifleri ile benzer

fiziksel yap1 gosterir (Dash ve Konkimalla, 2012).

1.5.1.4. Mayozun Baslamasi ve ilerlemesinde SB431542 ve Retinoik Asitin
Rolii

PGH’leri spesifikasyonlarindan sonra, gelisen gonadlara migrasyonlari
boyunca pluripotensi faktorlerini ifade ederler ve gelisimsel olarak kararlanmamis
hiicrelerin  transkripsiyonel programini siirdiiriirler. E10.5-12.5’te  (gonadal
kolonizasyon yani PGH’den ‘gonya’ya gecisten sonra) gonadal PGH’lerde, RNA’ya
baglanan proteinler DAZL ve DDX4 ekspresyonunun baglamasiyla (Anderson ve ark.,
2007; Hu ve ark., 2015; Nicholls ve ark., 2019) birlikte, 6zellikle de gonadal ¢evre
tarafindan indiiklenen DAZL, pluripotensi faktdrlerinin ekspresyonunu downregiile
eder ve PGH’ler pluripotent EGH hatlarina yeniden programlanma yetenegini ve
teratom olusturma potensilerini kaybederek somatik soylara farklilagmalari1 engellenir
(Chen ve ark., 2014). Omurgalilar arasinda genis 6l¢iide korunan bu gegis, germ hiicre
determinasyonu olarak adlandirilir ve boylece PGH’leri germline’a kararlanir

(Nicholls ve ark., 2019).
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Sekil 1.6: Her iki cinsiyetin fare fetal gonadlarinda germ hiicre gelisiminin semast. Kirmizi kutu: disi
gonad (over). Mavi kutu: erkek gonad (testis). DAZL, STRA8, REC8 ve NANOS?2 germ hiicrelerinde
ifade edilir. ALDHIA1 ve CYP26BI1 fetal gonadlarda eksprese edilir. ALDHIA2 ve ALDHIA3
gonadlarin disinda eksprese edilir. Figiir, Endo ve ark., (2019) derlemesinden almmistir.

DAZL'nin ekspresyonu iizerine germ hiicreleri, RA’y1 mayozu indiikleyen bir
sinyal olarak yorumlar (Sekil 1.6) (Bowles ve ark., 2006; Koubova ve ark., 2006; Lin
ve ark., 2008). RA germ hiicrelerini hem mayoz baslangici i¢in gerekli bir gen olan
Stra8'i (Baltus ve ark., 2006) hem de mayotik ilerleme i¢in gerekli bir gen olan Rec8'i
(Bannister ve ark., 2004; Xu ve ark., 2005) ifade etmeye tesvik eder (Koubova ve ark.,
2014; Menke ve ark., 2003). Bu iki faktor bagimsiz olarak RA tarafindan aktive edilir
(Sekil 1.6) (Koubova ve ark., 2014; Soh ve ark., 2015). Bu siire¢ Dmcl, Sycp3 gibi
diger mayotik belirteclerin ifadesinden ve mayotik ¢ift zincir kiriklarinin bir belirteci
olan histon H2AX'in (yH2AX) fosforilasyonundan once gergeklesir (Bullejos ve
Koopman, 2004; Menke ve ark., 2003; Western ve ark., 2010; Yao ve ark., 2003).
Stra8, mayozun baginda hizli bir sekilde yok olmadan 6nce, mayozun baglangicinda
her iki cinsiyetin germ hiicrelerinde yliksek oranda eksprese edilir (Anderson ve ark.,
2008; Baltus ve ark., 2006; Menke ve ark., 2003). Fetal overde Stra8 ilk olarak, daha
mayotik germ hiicrelerinde kromatin yogunlagmasi ortaya ¢ikmadan bir giin 6nce
gozlenir (Sekil 1.6) (Menke ve ark., 2003). STRAS promotorlere baglanan ve mayotik

profaz I genlerinin, G1-S hiicre dongiisii genlerini ve mitotik programi spesifik olarak
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inhibe eden faktorler dahil olmak iizere binlerce genin ekspresyonunu artiran bir
transkripsiyonel aktivatordiir (Kojima ve ark., 2019). Erkek fetal testisinde germ
hiicrelerinde Stra8 ifadesi yoktur (Sekil 1.6) (Menke ve ark., 2003). Bunun yerine,
Stra8 ilk olarak postnatal testislerin germ hiicrelerinde ¢ok daha sonra, farklilagmaya
gittiklerinde eksprese edilir (Oulad-Abdelghani ve ark., 1996; Zhou ve ark., 2008a;
Zhou ve ark., 2008b). Fetal yumurtaliklarda all-trans RA, Stra8 ekspresyonunu giiclii
bir sekilde indiikliyerek mayoz baslangicini tetikler (Sekil 1.6) (Bowles ve ark., 2006;
Koubova ve ark., 2006). Fetal overin somatik hiicrelerinden ve mezonefrozdan
kaynaklanan RA muhtemelen mayoz baslangicina katkida bulunmaktadir (Sekil 1.6)
(Bowles ve ark., 2006; Bowles ve ark., 2016). Mezonefros, iki RA sentezleyici enzimi
(Sekil 1.6), aldehit dehidrojenaz 142 (Aldhla2) (Bowles ve ark., 2006) ve Aldhla3"i
(Zhao ve ark., 2009) ifade eder. Fetal testislerde CYP26B1 RA'y1 parcalayarak Stra8'in
indiiklenmesini ve mayozun baslamasini engeller (Sekil 1.6) (Bowles ve ark., 2006;
Koubova ve ark., 2006). Cyp26bl, gelismekte olan testis (seminifer) kordlarinin
somatik hiicrelerinde eksprese edilir (Abu-Abed ve ark., 2002; Bowles ve ark., 2006;
Koubova ve ark., 2006; Menke ve Page, 2002). Cyp26b1'in fare fetal testislerindeki
ekspresyon seviyesi E13.5'e kadar korunur ve daha sonra kademeli olarak azalir
(Suzuki ve Saga, 2008). Cyp26b1'in azalmasi, erkek germ hiicrelerini bir miktar RA'ya
maruz birakabilir, ancak erkek germ hiicreleri kismen fetal testisteki mayoz
baslangicin1 6nleyen Nanos2 araciligiyla dogrudan bir yanittan kaginmaktadir (Kato
ve ark., 2016; Suzuki ve Saga, 2008; Suzuki ve ark., 2010). Germ hiicre-spesifik
RNA’ya baglanan proteini kodlayan Nanos2min (Lehmann ve Nusslein-Volhard,
1991) ifadesi, E13.5'ten itibaren upregiile edilir (Suzuki ve Saga, 2008; Tsuda ve ark.,
2003). Nanos2 'nin, kismen Dazl'1 ve diger down-stream hedeflerini destabilize ederek

mayozu engelledigi gosterilmistir (Sekil 1.6) (Kato ve ark., 2016).

Memeli spermatogenezinde RA'nin anahtar faktor oldugu ilk kez 1925'te, A
vitamini eksikligi (VAD) igeren bir diyetle beslenen kemirgenlerin infertil oldugunun
bulunmasiyla anlagilmistir (Mason, 1933; Thompson ve ark., 1964; Wolbach ve
Howe, 1925). VAD farelerinde ve siganlarda germ hiicrelerinin ¢ogu farklilasmamis
spermatogonya olarak duraklamislardir (Mitranond ve ark., 1979; Morales ve

Griswold, 1987; Unni ve ark., 1983; van Pelt ve de Rooij, 1990a; van Pelt ve de Rooij,
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1990b). VAD sican testislerinde bazi germ hiicrelerinin mayozdan hemen once
preleptoten spermatositler olarak duraklamis oldugu saptanmistir (Huang ve Hembree,
1979; van Pelt ve ark., 1990a; van Pelt ve ark., 1991). VAD hayvanlarina all-trans RA
veya A vitamini enjekte edildiginde, duraklayan spermatogonyanin farklilasmaya
(Morales ve Griswold, 1987; van Pelt ve de Rooij, 1990b; van Pelt ve de Rooij, 1991)
basladiklart ve duraklayan preleptoten spermatositlerde ise mayozun bagladigi
gbzlemlenmistir (van Pelt ve de Rooij, 1991). Ayrica, retinaldehit dehidrojenazlar
(ALDHI1A1-3) inhibe eden ve boylece lokal RA {iretimini 6nleyen WIN18446 (Amory
ve ark., 2011; Hogarth ve ark., 2011) ile giinliikk olarak tedavi edilen farelerde,
spermatogonyal farklilasma ve mayoza girisin goriilmedigi rapor edilmistir (Brooks
ve Van der Horst, 2003; Endo ve ark., 2015; Hogarth ve ark., 2013). Bu nedenle
erkeklerde, bu premeiotik gecislerin her ikisinin de, spermatogonyal farklilasma ve
mayoz baglangicinin, RA gerektirdigi anlasilmistir. Postnatal fare testisinde STRAS
proteini spermatogonyumda P2’de (Snyder ve ark., 2010; Zhou ve ark., 2008a)
spermatogonyal farklilasma bulgular ilk ortaya ¢iktiginda saptanmistir (Drumond ve
ark., 2011). Eriskin testisinde STRAS8’in, Aa spermatogonyanin spermatogonyal
farklilagsmasinda ve mayozun baslangicinda preleptoten spermatositlerde eksprese
edildigi saptanmistir (Endo ve ark., 2015; Hogarth ve ark., 2015; Mark ve ark., 2015).
Kiiltiir deneyleri (Pellegrini ve ark., 2008; Zhou ve ark., 2008b) farklilasmamis
spermatogonyumun RA ile tedavisinin, spermatogonyal farklilagsmanin belirteci olan
Kit ve Stra8 ekspresyonunu uyardigini gostermistir (de Rooij ve ark., 1999; Schrans-
Stassen ve ark., 1999; Yoshinaga ve ark., 1991). In vivo olarak, kismen PLZF'nin
(ZBTBI16 olarak da bilinir) etkisine bagli olarak farklilagsmamis spermatogonyada Kit
ekspresyonu disiiktiir. Germ hiicrelerinde PLZF, Kit promotoriine baglanip
ekspresyonunu baskilayarak (Filipponi ve ark., 2007) spermatogonyay1 farklilasmamis
durumda tutar (Buaas ve ark., 2004; Costoya ve ark., 2004). Spermatogonya
farklilagsmaya girerken RA, Kit promotdriinden PLZF'yi ayiran hedef gen Sall4'tin
ekspresyonunu indiikler ve bdylece Kit ekspresyonunu arttirir (Sekil 1.7) (Gely-Pernot
ve ark., 2015; Hobbs ve ark., 2012). RA'nin genom dis1 yolla PI3K-AKT-mTOR sinyal
akisini aktive ettigi ve Kit mRNA'sinin translasyonunu uyardigi gosterilmistir (Busada
ve ark., 2015). Bu nedenle RA, Stra8, Sall4 ve Kit basta olmak {izere birka¢ bagimsiz
yolu kullanarak spermatogonyal farklilasmay:1 uyarabilir. Bu sirada RA, RAR'lar
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tizerinden dogrudan germ hiicreleriyle etkilesime girer. Farklilagsmamis
spermatogonya bircok RAR eksprese eder (Gely-Pernot ve ark., 2012; Tkami ve ark.,
2015) ve germ hiicrelerinde hem RARy hem de RARa'nin ayni anda ablasyonu
spermatogonyal farklilasmay1 bozar (Gely-Pernot ve ark., 2012). Sertoli hiicrelerinde
RARa yoluyla RA sinyali hem spermatogonyal farklilasmanin ilk turunda (Raverdeau
ve ark., 2012) hem de pubertede Sertoli hiicrelerinin farklilagmasi (Nicholls ve ark.,
2013) i¢in kritik oldugundan, RA yanit1 RA'nin Sertoli hiicreleri lizerindeki etkisiyle
dolayli olarak aktive edilebilir. RA ayni zamanda spermatid elongasyonunun ve
spermiasyonun baglamasinda (postmayotik gegisler) da 6nemli bir rol oynar (Endo ve
ark., 2017). Postnatal ve yetiskin testislerinde RA'y1 parcalayan enzimler (Cyp26al,
Cyp26b1 ve Cyp26c¢l) peritiibiiler miyoid hiicreler tarafindan eksprese edilir (Vernet
ve ark., 2006). Peritiibiiler miyoid hiicreler seminifer epitel disinda iiretilen RA'nin
izole halde tutulan germ hiicrelerine ulagsmasinda katabolik bir bariyer teskil eder.
Seminifer tiibiilde RA’y1, Sertoli hiicreleri ve germ hiicreleri (evre VII'den XII'ye
kadar pakiten ve diploten spermatositler) iiretir (Sugimoto ve ark., 2012; Vernet ve
ark., 2006). Sertoli hiicrelerinden iiretilen RA, hem spermatogonyal farklilagsma hem
de mayozun baslatilmasi i¢in gereklidir (Endo ve ark., 2017). Pakiten spermatositlerin
yetiskin testislerinde kimyasal veya genetik olarak deplesyonu, gerek yuvarlak
spermatidlerin uzamasinda gerekse spermiyasyonda gecikmelere neden olur, ancak
spermatogonyal farklilagma veya mayotik bolinmenin baslamasinda gecikme

yaratmaz (Endo ve ark., 2017).

RA'min Sertoli hiicrelerinde retinoik asit reseptdrii (RAR) sinyalini inhibe
ederek kan-testis bariyeri olusumundaki rolii daha 6nce gosterilmistir (Hasegawa ve
Saga, 2012). RAR'lar, genlerin promotér bolgelerinde retinoid X reseptorleri
(RXR'ler) ile heterodimerize olmus niikleer reseptorlerdir. RA etkilesimine bagl
olarak RAR/RXR'ler, transkripsiyonu diizenlemek icin niikleer baskilayicilar1 veya
aktivatorleri ortama getirtebilir (Ghyselinck ve Duester, 2019; Perissi ve Rosenfeld,

2005).
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Sekil 1.7: Testikiiler Sertoli ve/veya mayotik germ hiicrelerde RA biyosentezi ve sinyallegsmesi. A
vitamini veya retinol (ROL) karacigerde sentezlenir ve retinol-baglayici protein 4 (RBP4) ve transtiretin
(TTR) yoluyla testislere iletilir. ROL, Sertoli hiicreleri tarafindan eksprese edilen stimulated by retinoic
acid 6 (STRAG6) olarak adlandirilan membrana bagli bir reseptdr tarafindan alinir. Sertoli hiicrelerinde
lesitin retinol asiltransferaz (LRAT), (hiicresel retinol-baglayici protein (CRBP) ile bagli) ROL’1 retinil
esterlere doniistiirebilir veya ROL, NAD+ bagimli retinol dehidrojenaz 10 (RDH10) tarafindan RAL'e
doniistiiriilir. Tam ters adima, yani RAL'in ROL'e doniistiiriilmesine, NADPH-bagimli retinal
rediiktazlar (RDH11, DHRS3 ve DHRS4) aracilik eder. Hem Sertoli hiicrelerinde hem de mayotik germ
hiicrelerinde ikinci adim, yani RAL'in retinoik asite (RA) geri dondiiriilemez oksidasyonu, retinaldehit
dehidrojenaz(lar) (ALDH1A1, ALDH1A2 ve ALDH1A3) tarafindan katalize edilir. RA, CYP26A1
veya CYP26B1 enzimleri tarafindan pargalanir ve 4-hidroksi RA/4-okso-RA'ya daha da oksidize edilir.
RA sinyali, iki niikleer hormon reseptdrii ailesini, yani retinoik asit reseptorlerini (RAR'lar) ve retinoid
X reseptorlerini (RXR'ler) igerir. Hedef hiicrelerde, RA ile aktive olan RAR-RXR heterodimerleri,
RA'ya yanit veren genlerin (Stra8, Histl, Sall4, vb.) cis-etkili diizenleyici dizilerinde bulunan retinoic
acid response elements'lere (RARE) baglanir ve bunlarin transkripsiyonlarini indiikler/modiile eder.
Figiir, Bhattacharya ve ark., (2022) derlemesine aittir.

Doniistiirticti bliytime faktorii B (TGF-B) ligand ailesi; TGF-f'ler, Aktivinler,
NODAL, BMP'ler ve GDF’lerden olugmaktadir. Cripto varliginda Nodal’m tip II
reseptor ACVR2A/B’ya baglanmasi, ACVR2A/B’nin ACVRIB/C ile dimerize
olmasina yol agar (Sekil 1.8). ACVR2A/ACVR2B tarafindan aktive (fosforile) edilmis
tip I reseptor ACVRIB/C, SMAD2 ve SMAD3 transkripsiyon faktorlerinin karboksi-
ucundaki Ser-Ser-X-Ser motiflerini fosforile eder. Bunun sonucunda da {iglii bir
kompleks olusturmak iizere SMAD2/3 ve SMADA4 ile birleserek ¢ekirdege tasinip ko-
aktivatorler ve ko-repressorlerlerin de katilimiyla genomik transkripsiyonu diizenler.
Boylece de Nodal sinyallesmesi, NANOG, LEFTY 1/2 (Nodal’in endojen inhibitdrii),
GDF3 ve NANOG’un gen transkripsiyonunu aktive eder (Greber ve ark., 2008;
Harpelunde ve ark., 2019; Hayes ve ark., 2021; Kramer, 2016; Li ve ark., 2017). TGF-
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B uyarimi sonucu TGFBR2, TGFBR1'i aktive (fosforile) eder, aktive olmus TGFBR1
de daha sonra SMAD2 ve SMAD3'ii fosforile eder. SMAD4’{in de ¢agrilip kompleksin
cekirdege transloke olmasi sonucu TGF-f hedef genlerinin transkripsiyonu diizenlenir
(Vander ve ark., 2018). XY fetal germ hiicrelerinde Nodal sinyallesmedeki bir
azalmanin, pluripotensi ile iligkili belirtecler Oct4, Sox2 ve 6zellikle Nanog'un azalan
ekspresyon seviyeleri ile iligkili oldugu bulunmustur (Spiller ve ark., 2012). Spiller ve
ark. (2012), XY germ hiicrelerinde, pluripotensi siiresinin uzatilmasi ve farklilagmanin
baslamasmin geciktirilmesinin Nodal sinyallesmesi ile gergeklestigini gostermistir.
Diger c¢alismalar ALK4 (Acvrlb)/5 (Tgtbrl) ve -7 (Acvrlc) reseptorlerinin
aktivitesinin inhibisyonuyla (6nerilen 10 pM'lik dozda SB431542 kullanilarak) Nanog
ekspresyonunun azaldigini gdstermistir (Miles ve ark., 2013). Ugiincii bir calisma,
yliksek Nodal sinyallesmesiyle pluripotensi marker ekspresyonunun siirdiiriilmesi ve
ayrica fonksiyonel pluripotensi (in vitro EGH kolonilerine egilim) arasinda bir iliski

oldugunu belgeledi (Tian-Zhong ve ark., 2016).

&
Smad2/3 |
-

0.
Smad1/5/8
-

Nanog Nanog
£ Nodal 5 Nodal 5 Cdknta o ld-1,-2,-3
Smad2/3 > p15inkb Smad2/3 >Leftyt, -2 Smad2/3 > Cdkn2b Smadt/5/8 > Msx-1, -2

cofactors’ cofactors’ cofactors’ cofactors’

Sekil 1.8: TGFp sinyallesme yolag: bilesenleri. Her bir TGFB morfojeni (Aktivin, Nodal, TGFp ve
BMP), Tip I ve Tip II reseptor kinazlarinin farkli kombinasyonlar1 aracilifiyla sinyallesir. Tip I
reseptorler, Alk2, -3, -4, -5, -6 ve -7'yi igerir. Tip II reseptorleri Acvr2a, Acvr2b, TgfPr2 ve Bmpr2'yi
icerir. Aktive edilmis reseptor kompleksleri daha sonra ortak aract SMADA4 ile etkilesime giren spesifik
hiicre i¢i SMAD efektor proteinlerini (SMADI, -2, -3, -5 ve -8) fosforile eder. SMAD kompleksi gen
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transkripsiyonunu dogrudan diizenlemek igin ko-aktivatdrler ve ko-bastiricilarla birlikte hareket ettigi
¢ekirdege transloke olur. Figiir, Spiller ve ark., (2017) derlemesinden alinmustir.

Geligsme siirecindeki testislerde endojen RA’nin pargalanmasi, somatik
hiicreler tarafindan eksprese edilen Cyp26b1 tarafindan gergeklestirilir. Bu nedenle de
testikiiler germ hiicreleri Stra8 eksprese etmez ve mayoz boliinmeye girmezler. Nodal
icin gerekli Cripto ko-reseptdriiniin ekspresyonu, Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen
FGF9 ile uyarilir. FGF9’un germ hiicreleri lizerine dogrudan etkisi vardir. Germ hiicre
yiizeyinde bulunan Cripto sayesinde, germ hiicrelerini geri besleyen Nodal otomatik
upregiile olarak, 6zellikle Nanog olmak tizere pluripotensi belirte¢lerinin ekspresyonu
stirdiiriilebilir. 12.5 dpc’den itibaren diisiik konsantrasyonlarda FGF9, dogrudan germ
hiicreleri iizerine etki ederek erkek gelisimi yoniinde belirtegleri, Nanos2, Dnmt31 ve
P15'in ekspresyonunu indiikler. Aktivinler ve/veya TGFf'ler, erkek yoni
belirteclerinin ifadesini uyarmak, mitotik tutuklamay1 indiiklemek ve suskun durumu

stirdiirmek i¢in dogrudan germ hiicrelerine etki edebilir (Spiller ve ark., 2017).

12.5 dpc'de, germ hiicrelerinin yiizeyinde Cripto’nun yani sira Nodal/Aktivin
reseptorleri de bulunur. Germ hiicreleri Nodal’1i, somatik hiicreler de Aktivin’i
iiretirler. Hem Nodal hem de Aktivin proteinleri bol miktarda bulunur, ancak
Cripto'nun varligi nedeniyle, Smad2/3 aktivasyonu araciligryla germ hiicresine 6zgii
sinyallesme muhtemelen zayif olacaktir (Cripto'nun Tip 1 ve Tip II reseptorlerle
kompleks olusturdugunda, Aktivin sinyalinin giicii yaklasik %50 oraninda azalir (Gray
ve Vale, 2012; Kelber ve ark., 2008)) ve sonug olarak, yalnizca diisiik seviyelerde
SMAD2/3 sinyaline yanit veren genler aktive olur (Gray ve Vale, 2012; Kelber ve ark.,
2008). Bu derece diisik bir sinyallesme pluripotensinin  korunmasiyla
iligkilendirilmektedir. 13.5 dpc'de Nodal ve Cripto seviyeleri azalmaya baslar ve 14.5
dpc'de germ hiicresi yiizeyinde ¢ok az Cripto proteini mevcuttur, sonu¢ olarak
Aktivinlerin sinyal kapasitesi, Nodal/Aktivin reseptor kompleksleri sayesinde
giiclenir. Bu sinyallesme 6zelligi, mitotik duraklamanin tetiklenmesi ve erkek yonii
belirteclerinin ifadesi ile iliskili olabilir. Germ hiicrelerinin dogrudan TGF sinyaline

duyarli hale gelmesi en az 15.5 dpc'ye kadar gerceklesmez (Spiller ve ark., 2017).
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Fetal testis kiiltiirlinde ALK4, -5 ve -7 inhibitori SB431542 (20 uM)
kullanilarak TGFp sinyal yolaginin farmakolojik inhibisyonu (TGFf, Aktivin ve
Nodal fonksiyonlarini bloke ederek), ex vivo kiiltiirlerde mayoz belirteglerinin (y-
H2AX ve Sycp3) ekspresyonunu tetiklemistir (Souquet ve ark., 2012). Benzer bir
calismada, fetal testis kiiltiirlinde SB431542 (40 puM) ile TGFp sinyali inhibe
edildiginde mayoz belirteclerinin (Stra8, Rec8 ve Dmcl) upregile oldugu
gosterilmistir (Wu ve ark., 2013). XX gonadlar1 ex vivo olarak rekombinant Nodal ile
tedavi edildiginde, Stra8 ekspresyonu normal seviyesinin yaklagik 2/3'line
diisiiriilmesine ragmen, bu etkiyi elde etmek i¢in ¢ok yliksek konsantrasyonlarda
Nodal gerekli olmustur (5 pg/ml). XX germ hiicreleri, Cripto'yu kayda deger
seviyelerde ifade etmediginden, bu yaklagimin muhtemelen her durumda ideal
olmadig: diisiiniilmiistiir (Souquet ve ark., 2012; Spiller ve ark., 2012). Iki calisma,
SB431542'nin varliginda ex vivo fetal testis kiiltiirlinlin, erkek germ hiicre yonii
belirtegleri Nanos2 (mayozu baskilar) ve Dnm¢3['nin ekspresyonunda azalmaya yol
actigint bildirmistir; bu da arastiricilarin Nodal sinyallesmesinin germ hiicrelerinin
erkek tipi farklilagmasini tesvik ettigi sonucuna varmalarint saglamistir (Souquet ve
ark., 2012; Wu ve ark., 2013). Daha diisiik bir dozda olsa da SB431542'nin kullanildig:
ticlincii bir ¢alismada, baska bir erkek yonii belirteci olan MILI'nin ekspresyonunun,
imminofloresan analizi ile degerlendirildiginde goriiniiste gecikmis veya azalmis
oldugunun saptanmasia ragmen, Dnmt3/ ekspresyonunda herhangi bir degisiklik

bulunamamistir (Miles ve ark., 2013).

Bu tez calismasinda, 10-14 giinliik fare testislerinden elde edilen
SKH/GKH’lerin (i) kokliilik ve canliligini koruyarak in vitro uzun-siireli kiiltiire
edilmesiyle sayilarinin arttirilmasi ve (ii) germ hiicre yoniinde diferansiyasyonu igin
etkin in vitro kiiltiir kosullarinin olusturulmasiyla mayozu tamamlamis fonksiyonel
gamet hiicresi elde edilmesi hedeflenmistir. Calismada, aralarinda VSEL hiicrelerinin
de bulundugu total testikiiler kok hiicreler arasindan zenginlestirilen CD49f+
GKH’lerin testiliiler somatik hiicre (TSH) besleyici tabakasi lizerinde GDNF, EGF,
bFGF, IGF2, SCF, mLIF biiyiime faktorleriyle uzun-siireli in vitro kiiltiiriinii takiben
elde edilen GKHBH kolonilerinde in vitro olarak mayozu indiiklemek ve ardindan

olgun spermatozoa elde etmede Acvrlb/Tgtbrl ve Acvrlc reseptorlerinin aktivitesini
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inhibe eden SB431542 ve sonrasinda RA’in etkisi arastirilmistir. Burada hipotezimiz,
GKHBH farklilagmasinin ve erken mayozun indiiklenmesinde SB431542’nin ve
mayozun geg evrelerine gegis ve spermatid-benzeri hiicre olusumunda ise RA’in etkili
olacagi yoniindedir. Ayrica, ICSI islemi sonrasi in vitro ortamda farklilasan sperm
hiicrelerinin oositleri aktive edebilme ve embriyolarin kiiltiire edildiginde blastokist
asamasina kadar gelisebilme potansiyelleri test edilerek, elde edilen post-mayotik
hiicrelerin islevselligi incelenmistir. Son olarak, saglikli nis hiicreleri temin
edildiginde kemoablate olmus testislerde in vitro ortamda irettigimiz GKHBH
kolonilerinin in vivo islevselligi ve endojen spermatogenez lizerindeki restorasyon

etkisi test edilmigtir.
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2. GEREC ve YONTEM

CD49f+ AP+ GKHBH'lerin /n VitroOrtamda Germ
Hiicrelerine Farklilagtinlmasi ve RNA-Protein

Diizeyinde Verifikasyonu
(i) GKH farklilagmasi ve erken mayoz ve (ii)
10-gunliik ve 8-haftalik fare testisinde mayoz ve spermatid-benzeri hiicrelerin
CD49f+ hiicre ylizdesinin FS ile olusumu PIEZO-ICSI

karsilastinlmasi-optimizasyon
Canlilik analizi (Annexin V/PI boyamasi) é é

Busulfan-Kaynakl infertil Fare Transplantasyonlar
Modelinin Olusturulmasi

Busulfanin 15. ve 35. Giinlerde Testikiiler
KH'lere etkisinin FS ile incelenmesi

Sekil 2.1: Calismada izlenen yontem basamaklarinin genel gosterimi.

2.1. Fare Testislerinden Hiicre Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan 2020-13-122 karar no.’su, 2021-13-108
karar no.’su ve 2023-6-42 karar no.’su ile onay alinan ¢aligma kapsaminda Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuvarindan
temin edilen 10-14 giinlilk erkek BALB/c farelere servikal dislokasyon yontemiyle
Otenazi uygulandi. Steril prosediirler kullanilarak ince uclu forsepslerle ¢ikarilan
testisler %1 Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin B (P/S/A) (03-033-1B, Bioind, Israil)
iceren soguk DMEM/F12 i¢erisinde buz lizerinde laboratuvara getirildi. Testisler yine
buz iizerinde %1 P/S/A igeren soguk 1X PBS bulunan 60-mm Petri kaplarinda yikanip
dekapsiile edildikten sonra seminifer tiibiiller 35-mm Petri kabina alinip %1 P/S/A
iceren soguk DMEM/F12 igerisinde ince uglu bir makas kullanilarak mekanik olarak
parcalandi ve tiibiil fragmanlar1 1 ml/fare %1 P/S/A igeren soguk 1X PBS icerisinde
60 x g, 10 dk, +4°C’de santrifiij edilerek yikand1 (Martin ve Seandel, 2013). Pelletin
oda sicakligina getirilmis 0.7 ml/fare kollajenaz IV soliisyonu (1 mg/ml kollajenaz IV
(C5138, Sigma, Almanya) ve %1 P/S (03-031-1B, Bioind, Israil) ile tamamlanmus
DMEM/F12 (L0092, Biowest, Fransa)) icerisinde ¢ozdiiriiliip fragmanlarin 5 dk
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37°C’de inkiibasyonunun ardindan soliisyonun igerisinde daha kiiciik parcalara
ayrilincaya kadar fragmanlara siddetli pipetaj yapilip 15 dk daha 37°C’de inkiibe edildi
(Kim ve ark., 2021). 60 x g’de 10 dk santrifiij edilerek ¢coktiiriilen ayrismamis pargalara
oda sicakligina getirilmis 0.3 ml/fare tripsin soliisyonu (1X 9%0.25 Tripsi/EDTA
(X0930, Biowest, Fransa) ve %1 P/S ile tamamlanmig 1X PBS) igerisinde nazikce
pipetaj yapilirken oda sicakligina getirilmis 500 pl 7 mg/ml DNaz I (DN25, Sigma,
Almanya) iceren 1X PBS parcalar kaybolana dek hiicre siispansiyonuna damla damla
eklenerek Olii hiicrelerden kaynaklanan genomik DNA parcalandi (Goodyear ve
Brinster, 2017). Tekli hiicreleri igeren siipernatana ise 0.3 ml/fare %40 FBS (S181H,
Biowest, Fransa) ve %1 P/S ile tamamlanmis yiiksek glikozlu soguk DMEM’in
(11995065, Gibco, ABD) eklenmesiyle kollajenaz inaktive edildi ve gecici bir siire
icin buz iizerine alind1 (Martin ve Seandel, 2013). Agregasyonunun ve hiicre yiizeyi
proteininin proteolitik parcalanmasinin online ge¢mek icin tripsin soliisyonu ile
muamelesi kisa tutulan hiicrelerin 3 dk 37°C’de inkiibasyonunun ardindan soliisyonun
icerisinde pipetaj yapilarak hiicreler tripsin soliisyonu ile toplamda 5 dk 37°C’de
inkiibe edildi. Tripsini inaktive etmek ic¢in final hacmi %10 olacak sekilde FBS
eklendikten sonra buz lizerinde bekletilen onceki hiicre siispansiyonuyla birlestirilip
300 x g’de 5 dk santrifiijiinii takiben VSEL’leri iceren siipernatan, 1000 x g’de 10 dk
daha santrifiij edilirken ¢ogunlukla GKH-TSH’lerden olusan pellet ise 5 ml %5 FBS,
%1 NEAA (X0557, Biowest, Fransa) ve %1 P/S’in tamamlanmasiyla hazirlanan
DMEM/F12°1i TSH kiiltiir besi yeri i¢erisinde ¢ozdiiriildii (Ghasemzadeh-Hasankolaei
ve ark., 2014; Kubota ve Brinster, 2008; Sato ve ark., 2013).

GKH-TSH’ler %0.2 jelatin (G1890, Sigma, ABD) kapli T25 hiicre kiiltiirii
siselerine yaklagik 4-5 x 10* hiicre/cm? yogunlukta ekildi ve MACS’ta kullanilmak
tizere 30 dk inkiibatore kaldirild1 (37°C, %5 CO). TSH’lere 7 giiniin sonunda
yapilacak ilk pasajdan sonra haftada iki giin besi yeri degisimi yapildi. TSH’ler,
karakterizasyonlari, besleyici hiicre tabakasi olarak ve transplantasyon deneylerinde
kullanilmalar1 i¢in yeterli sayiya ulastiklar1 en fazla pasaj 4’e (P4) kadar kiiltiire edilip
P1-P4 arasindaki tiim pasajlarda %10 DMSO (D8418, Sigma, Almanya)/%90 FBS
icerisinde dondurularak stok alindi ve alinan stoklar bir gece -80°C’de bekletildikten

sonra siv1 nitrojene kaldirildi.
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VSEL fraksiyonu ise 5 ml %20 FBS, 10 pmol/l 2-merkaptoetanol (21985023,
Gibco, ABD), 4 ng/ml GDNF (16187S, Cell Signaling Technology Inc., ABD), %]l
NEAA ve %1 P/S ile tamamlanmisg, yiiksek glikozZlu DMEM’den olusan GKH kiiltiir
besi yeri I icerisinde ¢dozdiiriildiikten sonra inkiibatore kaldirilan hiicrelerin
diferansiyel hiicre adezyon secimi siiresi (30 dk) bittikten sonra hi¢ beklenmeden

MACS’a sokuldu (Lim ve ark., 2010; Lim ve ark., 2013).

2.2. 10-giinliik ve 8-haftalik Fare Testisinde CD49f+ Hiicre Yiizdesinin

Flow Sitometri ile Karsilastirilmasi

GKH’lerin izole edilecegi farelerin yasina karar vermek i¢in yontem 2.1°deki
testikiiler hiicre slispansiyonu elde etmedeki protokol es zamanli olarak 8-haftalik
farelere de uygulandi ve elde edilen 4 x 10° testikiiler hiicre %3 BSA/%0.05 NaNOs
(30175.01, Serva, Almanya)/1X PBS’ten olusan soguk FACS boyama tamponu (Ek
1.1) igerisinde ¢ozdiiriilip her bir flow tiipiinde 1 x 10° hiicre/100 pl hiicre
stispansiyonu olacak sekilde dagitildi. PE rat anti-mouse CD49f antikoru (1:20)
(313612, Biolegend, ABD) ile +4°C’de’te 45 dk inkiibe edildikten sonra iizerlerine
I’er ml soguk 1X PBS eklenerek 1000 x g’de 7 dk santrifiij edilerek yikanan hiicreler
100 pl soguk 1X PBS ile ¢oziilerek ACEA NovoCyte flow sitometri (Agilent, ABD)

ile analiz edildi. Boyanmamis 6rnek kapilarin ayarlanmasi i¢in kullanilda.

2.3. MACS ile CD49f+ Hiicrelerin Secilimi

Testikiiler ~dokunun parcalanmasiyla elde edilen heterojen hiicre
stispansiyonundaki GKH’lerin zenginlestirilmesi i¢in, yontem 2.1°de %0.2 jelatin
kapli T25 hiicre kiiltiirii siselerine ekilip 30 dk 37°C’de inkiibe edilen GKH-
TSH’lerine pipetaj yapilarak iizerlerinden toplanmis GKH’ler, VSEL hiicre
siispansiyonuyla birlestirilip i¢lerinden 1 x 10° testikiiler hiicre 1000 x g’de 7 dk
coktiiriildiikten sonra 100 pl PBS igerisinde boyanmamis (unstained) 6rnek olarak

flow sitometri ile MACS’tan sonraki saflik analizi i¢in ayrilip analize kadar +4°C’de

50



saklandi. Her 100 x 10° hiicre, 1% FBS, 10 mM HEPES, 1 mg/ml D-(+)-glukoz
(G8769, Sigma, Almanya), 1 mM piriivat (P4562, Sigma, ABD), 50 U/ml-50 pg/ml
P/S’ten olusan 200 ul PBS-S (Ek2.1) icerisinde ¢ozdiiriildii (Kubota ve Brinster,
2008). 100 pl PE rat anti-mouse CD49f antikoru (313612, Biolegend, ABD) eklenip
nazikce pipetaj yapildiktan sonra hiicreler, +4°C’de 30 dk ve oda sicakliginda 10 dk
inkiibe edildi. 1 x 10° hiicre yine flow sitometri i¢in ayrildi ve 500 pl soguk PBS
icerisinde 1000 x g’de 7 dakika santrifiij edilerek yikandiktan sonra pellet 100 ul PBS
ile ¢ozdiriilip boyali ancak ayirim yapilmamis (pre-sorted) 6rnek olarak hiicreler
analize kadar +4°C’de saklandi. Yikama i¢in, 1.5 ml soguk PBS-S eklenen geri kalan
hiicre stlispansiyonu 1000 x g’de 7 dk santrifiij edildi. Pellet, 40 pl soguk PBS-S
icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra hiicreler, 45 pl Anti-PE Microbeads (130-105-639,
Miltenyi Biotec., Almanya) ile +4°C’de 20 dk ve oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi.
Ikinci bir yikamadan sonra 600 pl soguk PBS-S icerisinde hiicreler autoMACS® Pro
Separator (Miltenyi Biotec.) cihazina konuldu ve POSSEL programi baslatilarak
CD49f ifade eden hiicrelerin pozitif secilimi yapildi. Pozitif ve negatif olarak secilmis
hiicre fraksiyonlarinin her birinden sirasiyla, 1 x 10 hiicre flow sitometri i¢in ve 1-5
x 10° hiicre RNA izolasyonu igin ayrildi. Ayirim yapilan hiicrelerin safligit ACEA
NovoCyte flow sitometri (Agilent, ABD) ile 6l¢iildii. Bunun i¢in unstained, pre-sort
ve ayirim sonrasi elde edilen pozitif (CD49f+) ve negatif (CD49f- veya “pre-sorted”)
fraksiyondan ayrilan 1 x 10° hiicre sirasiyla flow sitometriye okutuldu ve boyali

olmayan Ornek iizerinden kap1 alinarak pozitif hiicrelerin saflig1 tayin edildi.

2.4. Annexin V/Propidium Iyodiir Boyamas ile Apoptotik ve Nekrotik

Hiicrelerin Saptanmasi

Annexin V/Propidium Iyodiir (PI) boyamas: FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit with PI (640914, Biolegend, ABD) kullanilarak {iretici firmanin
protokoliinde kiigiik degisiklikler yapilarak gerceklestirildi. Kisaca; 400 pul Annexin V
binding buffer igerisinde ¢ozdiiriilen 4 x 10° CD49f+ GKH, sadece FITC Annexin V,
sadece PI, FITC Annexin V + PI eklenecek ve boyanmamis drnek olarak dort ayri 1.5-

ml eppendorfa 100 pl’ser alikotlandi. 5 pl FITC Annexin V ve 1 pl PI ilgili
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eppendorflara eklendi. Nazik¢e vorteks yapilan hiicreler oda sicakliginda 15 dk
karanlikta inkiibe edildi. Uzerlerine 100 ul Annexin V binding buffer eklenen tiipler
flow sitometri ile boyanmamis ve tekli boyanmis ornekler {izerinden kapi alinarak

analiz edildi.

2.5. Testikiller Somatik Hiicrelerin RNA ve Protein Diizeyinde

Karakterizasyonu ve Saflik Analizleri

2.5.1. Yan Kantitatif PZR

P4 TSH’lerde Vim ve Wtl (Sertoli hiicresi), Ddx4 (germ hiicresi), Hsd17b3
(Leydig hiicresi), Acta2 (peritiibiiler hiicre) belirteglerinin RNA diizeyinde ifadesi olup
olmadiginin bakilmasi i¢in hiicrelerden total RNA izolasyonu PureZOL™ RNA
Isolation Reagent (7326880, Bio-Rad, ABD) kullanilarak yapildi. RNA’lar, niikleaz
icermeyen su icerisinde ¢ozdiiriiliip yogunluklari ve OD260 ile OD280 degerleri
Epoch mikroplaka spektrofotometresiyle olgiildii. RNA degradasyonu/DNA
kontaminasyonu RNA denatiire edici jelde jel elektroforeziyle kontrol edildi. cDNA
sentezi iScriptTM c¢DNA Synthesis Kit (1708891, Bio-Rad, ABD) ile yapildi.
cDNA'’lardan One Taq Quick Load 2X Master Mix (M0486S, New England Biolabs,
ABD) kullanilarak PZR reaksiyonu kuruldu. Gapdh referans gen olarak kullanildi.
Kullanilan primerler cizelge 2.1°de listelenmistir. Orneklerle birlikte 100 bp DNA
ladder’1 (N3231L, New England Biolabs, ABD) 1X TAE tampon ve etidyum bromiir
(30 ng/ml) ile hazirlanan %1°lik agaroz jele yiiklendi. Orneklere 100 V’ta 20-25 dk
elektroforezde yiiriitme islemi yapilip jel Chemidoc MP (Biorad, ABD) ile

goriintiilendi.

Cizelge 2.1: PZR ve qPZR primerleri, optimize edilen baglanma sicakliklar1 ve beklenen iiriin boyutlari.

Gen Ad1  Primer Dizisi Baglanma Uriin
Sicakh@ Uzunlugu
Wtl FP: TTTATACCAAATGACCTCCCAG 62 °C 114 bp
RP: CCTTCTGTCCATTTCACTGAG
Acta2 FP: ATCAGGGAGTAATGGTTGGA 55°C 91 bp
RP: GGATACTTCAGCGTCAGG
Ddx4 FP: TTTGCACATTATCAGACAGG 57°C 216 bp
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RP: AGCCATCAAATCTCGTCC

Hsd17b3  FP: GCCGATGAGTTTGTTAAAGAATCC 60 °C 179 bp
RP: ATGTTGCGTTTGAGGTAATCTGAG

Vim FP: TTTCCAAGCCTGACCTCACTG 62 °C 271 bp
RP: TTCTCTTCCATCTCACGCATCTG

Gapdh FP: GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA 60 °C 119 bp
RP: CCCTCCACGATGCCAAAGT

Ki67 FP: AATCCAACTCAAGTAAACGGGG 60 °C 127 bp
RP: TTGGCTTGCTTCCATCCTCA

Gfral FP: AACTGCCAGCCAGAGTCAAG 62 °C 185 bp
RP: TTCAGGCAATCTTCCAGGTC

Oct4 FP: CGGAAGAGAAAGCGAACTAGC 60 °C 108 bp
RP: ATTGGCGATGTGAGTGATCTG

Octda FP: CTGGGTTGATCCTCGGACCT 62 °C 503 bp
RP: GCCGCAGCTTACACATGTTC

Ly6a FP: CCATTTGAGACTTCTTGCCCA 57°C 176 bp
RP: ACGTTGACCTTAGTACCCAG

Stra8 FP: CAACCAACCCAGTGATGAT 60 °C 189 bp
RP: CTATTCAGTACCTGCCACTTT

Sycp3 FP: CTTCTTTCAAAGCCAGTAACCAG 62 °C 135 bp
RP: ATTTCTGTATATCCAGTTCCCAC

Prm2 FP: CCTCAATCCAGAACCTCCT 62 °C 164 bp
RP: TGTGTCCTCCCATAGTCCTC

Acr FP: TGCCCACTGCTTCGATAAC 62 °C 169 bp
RP: GTCATTTCCCTCCGTCACTAC

Sox2 FP: GCGGAGTGGAAACTTTTGTCC 60 °C 156 bp
RP: GGGAAGCGTGTACTTATCCTTCT

Nanog FP: CACAGTTTGCCTAGTTCTGAGG 60 °C 87 bp
RP: GCAAGAATAGTTCTCGGGATGAA

Nodal FP: ATTTGCCAGACAGAAGCCAAC 60 °C 313 bp
RP: TCCTCCACAATCATGTCCTTG

Cripto FP: CACCTGGCTGCCCAAGAAGTGTTCC 65 °C 172 bp
RP: GCCAGCTAGCATAAAAGTGGT

Acvr2b FP: CTCGGGAGTGCATCTACTAC 62 °C 194 bp
RP: ACACTCCTGCCTGTCGTA

Acvrlb FP: TTACAAGAGATTATCGGCAAGGG 62 °C 203 bp
RP: GTCCAGGTGCCATTATCTTTATTG

Tgfbrl FP: TTGATATTGCTCCAAACCACAG 62 °C 139 bp
RP: ATTTCCCAGAACACTAAGCCC

Lefty2 FP: GTGGCTTTGCTGGGCACTCT 65 °C 194 bp
RP: CCTCACGTGGGTAGGGATGG

2.5.2. Flow Sitometri

P4 TSH’ler d6nceden 1sitilmis 2X %0.25 Tripsin/EDTA ile kaldirildiktan sonra
300 x g’de 5 dk santrifiyj edilerek pellet haline getirilip 500 pl %0.1 PFA/1X PBS
icerisinde 37°C’de 10 dk fikse edildi. Uzerlerine 1 ml PBS eklenerek 500 x g’de 5 dk
santrifiij edilerek yikandiktan sonra hiicreler 200 pl soguk %90 metanol igerisinde
+4°C’de 20 dk permeabilize edildi. 1000 x g’de 5 dk coktiiriilerek pellet haline
getirilmelerinin ardindan tizerlerine 1 ml %0.1 Triton X-100 (A4025, Biomatik,
Kanada)/%2 FBS/1X PBS eklenip 1000 x g’de 5 dk daha santrifiij edilerek metanol
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uzaklastirildi ve ardindan %0.1 Triton X-100/%2 FBS/1X PBS igerisinde AF488
mouse anti-mouse GATA-4 antikoru (0.5 pg) (sc-25310, Santa Cruz Biotechnology
Inc., ABD) ile oda sicakliginda 30 dk karanlikta inkiibe edildi. Uzerlerine 500 ul %0.5
Triton X-100/%2 FBS/1X PBS eklenip 1500 x g’de 5 dk santrifiijiin ardindan pellet
100 pl %0.1 Triton X-100/%2 FBS/1X PBS i¢erisinde ¢ozdiiriiliip AF488 floresanina
gore boyali olmayan Ornege gore kapi alinarak ACEA NovoCyte flow sitometri

(Agilent, ABD) ile analizleri yapildi (Rodin ve ark., 2014).

2.5.3. Ikili Immiinositokimyasal Boyama

%0.2 jelatin kapli steril lameller konulmus 6-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasina ekilen
0.75 x 10° hiicre/kuyucuk TSH’ler lizerindeki besi yeri ¢ekilip iki kere PBS ile yikandi.
Soguk metanol eklenen hiicreler -20°C’de 10 dk fikse edilip bir kere hizl1 ve iki kere
5’er dk %0.1 Triton X-100/1X PBS ile yikanarak permeabilize edildi ve bir kere 1X
PBS yikamasinin ardindan %2 BSA (A4503, Sigma, Almanya)/%0.1 Tween-20/1X
PBS igerisinde 1 saat bloklama islemi yapildi. %0.2 BSA/%0.1 Tween-20/1X PBS
icerisinde rabbit anti-mouse INSL3 antikoru (1:100) (NBP3-04435, Novus
Biologicals, ABD) ile gece boyu inkiibe edildi. Tki kere %0.1 Tween-20/ PBS ile 5’er
dk yikama sonrasinda %0.2 BSA/%0.1 Tween-20/1X PBS igerisinde mouse anti-
rabbit IgG-CFL 594 (1:250) (sc-516250, Santa Cruz Biotechnology Inc., ABD)
antikoru ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Iki kere yikamanin ardindan %0.2
BSA/%0.1 Tween-20 (P1379, Sigma, ABD)/1X PBS icerisinde AF488 mouse anti-
mouse GATA-4 antikoru (1:50) ile 4.5 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Tki kere
yikama sonrasinda lameller DAPI’'li mounting medya (H-1200-NB, Novus
Biologicals, ABD) ile kapatilip preparatlar oda sicakliginda karanlikta kurutulduktan
sonra Carl Zeiss LSM 880 konfokal mikroskobunda resimleri ¢ekildi.
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2.6. CD49f+ GKH’lerin GATA4+ TSH’ler ile Ko-Kkiiltiirii

GKH kiiltiirlerinin baglatilmasi ve siirdiiriilmesi i¢in kullanilan protokol, temel olarak
Kanatsu-Shinohara ve Kubota gruplar tarafindan kiiclik degisikliklerle gelistirilen
yontemleri takip etmistir (Kanatsu-Shinohara ve ark., 2003; Kubota ve ark., 2004b).
Kisaca; flow sitometri ile safligi tayin edilen CD49f+ hiicreler 1000 x g’de 7 dk
coktiiriildiikten sonra 6 mg/ml D-(+)-glukoz, 2 mM L-glutamin (X0550, Biowest,
Fransa), 1X Insiilin-Transferrin-Selenyum (ITS-G) (41400045, Gibco, ABD), 1X
MEM Non Essential Amino Acids (X0550, Biowest, Fransa), 1X MEM Vitamin
Solution (11120052, Gibco, Almanya), %1 P/S, 30 ug/ml sodyum piriivat, 60 pM
putresin dihidroklorid (P7505, Sigma, Almanya), 1ul/ml sodyum DL-laktat (L4263,
Sigma, ABD), 60 ng/ml progesteron (P8783, Sigma, Almanya), 30 ng/ml beta-
ostradiol (E2758, Sigma, ABD), 10* M L-askorbik asit (A4544, Sigma, ABD), 10
pg/ml d-Biotin (B4501, Sigma, ABD), %0.2 BSA (ALB001.100, BioShop, Kanada),
1X StemPro-34 Suplemeni ve %2 KnockOut™ Serum Replasmani (KSR; 10828028,
Gibco, ABD), 0.05 mM B-merkaptoetanol (21985023, Gibco, ABD), 10 ng/ml GDNF,
20 ng/ml EGF (AF-100-15, PeproTech, ABD), 10 ng/ml bFGF (100-18B, PeproTech,
ABD), 10 ng/ml IGF2 (792-MG, R&D Systems, ABD), 100 ng/ml SCF (455-MC,
R&D Systems, ABD) ve 10° U/ml mLIF (ESG1107, Sigma, ABD) ile tamamlanmis
StemPro™-34 SFM (1X)’dan (10639-011, Gibco, ABD) olusan GKH Kkiiltiir besi yeri
IT igerisinde 6-kuyucuklu hiicre kiiltiiri plakalarinin 1% oraninda yiiksek glikozlu
DMEM besi yeri ile seyreltilmis Matrigel® Basement Membrane Matrix (356234,
Corning, ABD) kaplanmis her bir kuyucuguna 7.5 x 10° - 1 x 10 hiicre olarak ekildi.
7-10 giin sonra GKH’ler {iziim salkimi1 halinde koloniler olusturmaya basladiktan ve
tabana oturmus somatik hiicrelere gevsek bir sekilde yapistiktan sonra kuyucuk bagina
1 ml 0.5 mM EDTA (15575020, Invitrogen, ABD) ile hiicreler oda sicakliginda 7 dk
inkiibe edildiler. EDTA yavasca uzaklastirildiktan sonra GKH kiiltiir besi yeri II, hizla
hiicrelerin iizerine iki kez art arda figkirtilip santriflij edilmeksizin yalnizca iistten
toplanan hiicreler 1:10 oraninda yogunlastirilarak Mitomisin C (MMC; M4287,
Sigma, Almanya) ile muamele edilmis %1 Matrigel® kapli 6-kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarma ekili GATA4+ hiicreler iizerine ekildi (Orn., 30 kuyucuk iizerinden
toplanan hiicreler 3 kuyuya ekilmistir). Bahsi gecen ko-kiiltiir i¢in; %1 Matrigel®
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kaplanmig 6-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina daha 6nce karakterize edilmis P4
GATA4+ TSH’leri TSH kiiltiir besi yeri i¢erisinde 3 x 10° hiicre/kuyucuk yogunlukta
ekildi, doluluga ulagsmalarina yakin ¢ogalmalarin1 durdurmak i¢in 10 pg/ml MMC ile
37° C’de 3 saat inkiibe edildi. MMC’nin 4 kez 1X PBS ile yikanilarak hiicrelerden
uzaklastirildi. Sinirlart belirgin olmayan farklilasmamis kolonilerin farklilagmaya
gidenlere gore sayica azligr gozlendiginde ise bir mikromanipiilatér yardimiyla

stereomikroskop altinda mekanik olarak koloni se¢imi yapildi.

4-7 giin sonra yine ayni sekilde EDTA veya mikromanipiilator ile pasaji
yapilarak P5’e getirilmis GKH’ler mRNA diizeyinde kantitatif es zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (qPZR) ve protein diizeyinde flow sitometri ile 0. giin GKH
fraksiyonuyla karsilastirilarak karakterize edildi. Besi yeri degisimi 2 giinde bir
yapildi.

2.7. PS5 CD49f+ GKH’lerin RNA ve Protein Diizeyinde Karakterizasyonu

ve Saflik Analizleri

2.7.1. Alkalan Fosfataz Aktivitesi Ol¢iimii

GKH kolonilerinden alkalan fosfataz 6l¢iimii alabilmek i¢in vitronektin (VTN-
N) (A31804, Gibco, ABD) kapli sekiz kuyucuklu cam tabanli kiiltiir kabina (80807,
Ibidi, Almanya) ekildi. Koloniler beklenen {iziim salkimi morfolojisine ulastiktan
sonra FBS icermeyen DMEM/F12 medyasi ile iki kere yikandi ve 1X alkalan fosfataz
canlt boya (A14353, Invitrogen, ABD) calisma ¢ozeltisi her bir kuyucuga 200 pl
konularak 30 dk 37°C’de inkiibe edildi. Ardindan hiicreler iki defa FBS igermeyen
DMEM/F12 ile 5’er dk yikandi. Son yikamadan sonra tekrar FBS igermeyen
DMEM/F12 medyas1 eklenerek FITC kanalinda floresan mikroskobunda fotograf
cekildi.
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2.7.2. Kantitatif Es Zamanh PZR

P5 GKH’leri yontem 2.6’daki gibi 0.5 mM EDTA ile kaldirildiktan sonra
yontem 2.5.1°de tarif edildigi gibi total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapildiktan
sonra qPZR ile Ddx4 (germ hiicresi), Ki67 (proliferasyon), Stra8 (pre-mayotik ve
GKH), Gfral (GKH), Oct4 (GKH), Sca-1 (Ly6a olarak da bilinir) (VSEL), Oct4a
(VSEL ve pluripotensi), Nanog (pluripotensi), Sox2 (pluripotensi), Sycp3 (mayotik),
Prm?2 (post-mayotik) ve Acr (post-mayotik) ve Nodal yolaginin karakterizasyonu
icinse; Nodal, Cripto, Acvr2b, Acvrib, Tgfbrl ve Lefty2 ifadelerine LightCycler® 480
SYBR Green I Master (04 707 516 001, Roche, Isvigre) kullanilarak bakildi.
Kullanilan primerler ¢izelge 2.1°de listelenmistir. Tiim ifade sonuclar1 kendi Gapdh
(referans gen) ifade seviyelerine gore normalize edildi. Sonuglar karsilastirmalt metot
(224 ile 0. giin GKH’lere (kontrol) gore kat degisimi olarak analiz edildi. Her bir

reaksiyonun sonunda erime egrisi alinarak amplifikasyonun saflig1 kontrol edildi.

2.7.3. Flow Sitometri

P5 GKH’leri 0.5 mM EDTA ile tarif edildigi gibi kaldirildiktan sonra yontem
2.2°deki gibi her flow tiipiinde 1 x 10° hiicre/100 pl soguk FACS boyama tamponu
(Ek1.1) olacak sekilde hiicreler alikotlandi. PE rabbit anti-mouse GPR125 (1:50) (bs-
12021R-PE, Bioss, ABD), Brilliant Violet 421 mouse anti-mouse SSEA-1 (1:20)
(125613, Biolegend, ABD), ve ii¢lii boyama i¢in PE anti-mouse Lineage Cocktail with
Isotype Ctrl (1:20) (133303, Biolegend, ABD), FITC rat anti-mouse Ly-6A/E (Sca-1)
(1.5 pg) (108106, Biolegend, ABD), PE/Cyanine5 rat anti-mouse CD45 (1:100)
(103110, Biolegend, ABD) antikorlariyla +4°C’de’te 45 dk inkiibasyonlariin
ardindan iizerlerine 1’er ml soguk 1X PBS eklenip 1000 x g’de 7 dk santrifiij edilerek
yikanan hiicreler 100 pl soguk 1X PBS ile ¢oziilerek seri kapt alma stratejisine gore
ACEA NovoCyte flow sitometri (Agilent, ABD) ile analiz edildi. Boyanmamis 6rnek
ve/veya izotip kontroller kapilarin ayarlanmasi i¢in kullanilmistir. Sonuglar 0. giin

GKH’lerle (kontrol) karsilastirildi.
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2.7.4. Immiinositokimyasal Boyama

GKH’ler vitronektin (A31804, Gibco, ABD) kaplanmis sekiz kuyucuklu cam
tabanl kiiltiir kabma (80807, Ibidi, Almanya) ekilip beklenen morfolojilerine
ulastiktan sonra %3.7 PFA/1X PBS icerisinde 15 dk fikse edildiler. Tki kere %0.1
Tween-20/1X PBS ile yikandiktan sonra hiicre i¢inde ifade edilen antijenler i¢in %0.2
Triton X-100/1X PBS ile 15 dk permeabilizasyon islemi uygulandi. Hiicre yiizeyinde
bulunan antijenler icin bu adim atlandi. Ardindan, %3 BSA/1X PBS ile | saat
bloklanan hiicrelerin tizerinden bloklama soliisyonu ¢ekildi ve primer antikor diliienti
(ASE; 10 mM glisin (G46, Fisher Scientific, ABD), %0.05 Tween-20, %0.1 Triton X-
100, %0.1 H,O> (H3410, Sigma, ABD) ile tamamlanmis 1X PBS) (Ek3.1) igerisinde
mouse anti-mouse Oct-3/4 (1:50) (sc-5279, Santa Cruz Biotechnology Inc., ABD) ve
rabbit anti-mouse DDX4 (1:100) (ab13840, Abcam, Ingiltere) antikorlarryla 3 saat
37°C’de inkiibe edildi (Rosas-Arellano ve ark., 2016). Nodal yolaginin
karakterizasyonu iginse, mouse anti-mouse Nodal (1:50) (sc-81953, Santa Cruz
Biotechnology Inc., ABD), rabbit anti-mouse ACVR2B (1:50) (bs-12417R, Bioss,
ABD) ve mouse anti-mouse TGFBRI1 (1:50) (sc-518086, Santa Cruz Biotechnology
Inc., ABD) antikorlari ile yine 3 saat 37°C’de primer antikor inkiibasyonu yapildi.
Kendinden konjuge PE rabbit anti-mouse GPR125 (1:50), Brilliant Violet 421 mouse
anti-mouse SSEA-1 (1:50), ve FITC rat anti-mouse Ly-6A/E (Sca-1) (1:50) ile ise 4.5
saat 37°C’de inkiibe edildi ve hemen ardindan ii¢ kere %0.1 Tween-20/1X PBS ile
yikamasmin ardindan DAPI’li mounting medyas1 ile kapatildi. Konjuge olmayan
antikorlar icin iki kere %0.1 Tween-20/ PBS ile yikandiktan sonra hiicreler %0.1
Tween-20/PBS igerisinde Texas Red Goat anti-rabbit IgG (H&L) (1:300) (611-1902,
Rockland, ABD) ve/veya Fluorescein Goat anti-mouse [gG (H&L) (1:300) (610-1202,
Rockland, ABD) ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildiler. Yikamadan sonra
mounting medya ile kapatildi. Carl Zeiss LSM 880 konfokal mikroskobunda segilen

sekonder antikorlarin Ex/Em degerlerine gére uygun kanallardan goriintiileme alindi.

58



2.8. In Vitro Ortamda Germ Hiicrelerine Farkhlastirilmasi

Bazal farklilasma besi yeri 500 IU/ml FSH (GONAL-f 3001U/0.5 ml, Merck, Isvicre),
4 ng/ml GDNF, %4 KSR, %6 FBS, 1X NEAA, 1X ITS-G ve 1% P/S eklenerek
tamamlanan a-MEM bazal medyasima (01-043-1A, Bioind, Israil) 0.22-um filtreden
gecirilmis 1 mM piriivat ve 10* M L-askorbik asitin taze olarak ilave edilmesiyle
hazirland1 (Arkoun ve ark., 2015; Bai ve ark., 2018; Ibtisham ve ark., 2021; Travers
ve ark., 2013; Xu ve ark., 2020). PS5 GKHBH kolonilerinin bir kism tarif edildigi gibi
MMC ile inaktive edilmis Sertoli besleyici tabakasi lizerine ekildikten 7 giin sonra
GKH Kkiiltiir besi yeri II, 10 pM SB431542 (S4317, Sigma, ABD) eklenen bazal
farklilasma besi yeri ile degistirildi (Moraveji ve ark., 2012; Moraveji ve ark., 2019;
Tassinari ve ark., 2015). 5 mg SB431542 1300 pul DMSO igerisinde ¢ozdiiriilerek 10
mM SB431542 stogu hazirlanip alikotlandiktan sonra en fazla 1 ay -20°C’de karanlikta
saklandi1. 7 giin sonra hiicrelerin bir kism1 0.5 mM EDTA ile protein izolasyonu, RNA
izolasyonu ve immiinositokimyasal boyama i¢in toplanirken geri kalaninin besi yeri
taze olarak 10 M retinoik asit (R2625, Sigma, ABD) eklenen bazal farklilasma besi
yeri ile degistirildi (Travers ve ark., 2013; Wang ve ark., 2016). DMSO igerisinde
hazirlanan 20 mM RA stok soliisyonu alikotlanip en fazla 2 hafta -20°C’de karanlikta
sakland1. Onceden 1sitilmis a-MEM igerisinde 4 mM ara stok hazirlanip 0.22-pm
filtreden gecirilerek sterilize edildi ve her 4 ml besi yerine 1 pl 4 mM ara stok kondu.
28. giine kadar farklilagtirllmaya devam edildi. Farklilagma besi yerleri en fazla 1 hafta
+4°C’de saklandi. 2 giinde bir besi yeri degistirildi. 28. giinlin sonunda tiim hiicreler
RNA izolasyonu ve immiinositokimya icin kaldirildi. Farklilasma kontrolii, GKH

kiiltiir besi yeri II ile ayn1 siire boyunca muamele edilen hiicrelerden olusuyordu.
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2.8.1. Western Blotlama

2.8.1.1. Protein izolasyonu ve Protein Konsantrasyonunun BCA Testi ile

Olciilmesi

10 uM SB431542 ile 1 hafta kiiltiire edilen hiicreler ve ayni siire boyunca
SB431542 ilave edilmemis bazal farklilasma besi yeri ile kiiltiire edilen kontrol
hiicreleri total protein izolasyonu i¢in 1X PBS igerisinde kazindiktan sonra 1000 x g,
10 dk, +4°C’de santrifiij edilerek pellet haline getirildi. Pellet 250 ul/25 cm? lizis
tamponu (Ek4.3) igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra hiicreler 30 dk buz tizerinde, her 10
dk’da bir karistirilarak inkiibe edildi. Hiicre lizatlarinin 13.000 rpm, 20 dk, +4°C’de
santrifiij edilmesinin ardindan siipernatanlar temiz eppendorflara aktarildi. Protein
konsantrasyonlar1 Pierce BCA Protein Assay Kiti (Thermo Fisher, ABD) kullanilarak
ve lreticinin protokolii izlenerek belirlendi. 40 pl lizis tamponu ile diliie edilmis 10 pl
protein drneginden ve her BSA protein standardindan 20 pl, diiz tabanli 96-kuyucuklu
plakaya konuldu. Reaktif B:Reaktif A ile 1:50 oraninda hazirlanan 200 pl ¢alisma
reaktifi kuyucuklara eklendi. 37°C’de karanlikta 30 dk inkiibasyonun ardindan
absorbans degerleri Epoch Mikroplaka Spektrofotometresiyle ile 562 nm'de dlgiildii.

Her bir kuyucuga yiiklemek iizere 30 pg protein drnegi, 5 pl 4X Laemmli
tamponu (Ek4.4), 2 ul B-merkaptoetanol ile karistirilip final hacmi lizis tamponu ile
20 pl’ye tamamlandi ve vortekslenip spinlendikten sonra 95°C’de 7 dk denatiire edildi.
Buz lizerinde sogutulup tekrar vortekslenip spinlendikten sonra yiiklemeye hazir hale
getirilen Ornekler ve uygun hacimlerde alikotlanan kalan proteinler daha sonra

kullanilmak tizere -80°C 'e kaldirilda.

2.8.1.2. SDS-PAGE

%10 ayirict jel (bkz. Ek4.12) ve %5 paketleyici jel (bkz. Ek4.13) hazirlandi.

Kuyucuklara 20 pl’ser protein karigimi ve 4.5 ul renkli protein cetveli (Prime-Step™
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Prestained Broad Range Protein Ladder; 773302, Biolegend, ABD) yiiklendikten
sonra kosturularak ayrilmalari i¢in Bio-Rad Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad,
ABD) ekipman1 o6nce 60V'ta calistirildi ve Orneklerin ayirict jele gecisi

tamamlandiktan sonra voltaj 100V'a yiikseltildi.

2.8.1.3. Yari-Kuru Transfer

Trans-Blot Turbo RTA Mini 0.45 um LF PVDF Transfer Kitten (1704274,
Bio-Rad, ABD) ¢ikan 0.45 pm'lik PVDF membrani 6nce %100 metanol igerisinde 30
sn ve sonra taze hazirlanmis soguk 1X transfer tamponu (Ek4.15) igerisinde 3 dk
calkalandi. Sirasiyla; soguk 1X transfer tamponuyla 1slatilmis Whatmann kagitlari,
aktive edilmis ve dengelenmis PVDF membrani, jel ve soguk 1X transfer tamponuyla
1islatilmig Whatmann kagitlari ile transfer kaseti igerisinde olusturulan sandivigin her
katman {izerinden roller ile gegilerek baloncuk olusumu engellendi. Transfer, Trans-
Blot Turbo Transfer Sistemi (Bio-Rad, ABD) kullanilarak sabit voltajda 2.5 A/25 V/15
dk olarak gergeklestirildi.

2.8.1.4. Bloklama, Antikor Inkiibsayonu ve Jel Géoriintiilemesi

PVDF membrana protein transferi gergeklestikten sonra membran, bloklama
tamponu (Ek4.7) igerisinde 2 saat calkalamaya birakilarak bloklandi. Bloklama
tamamlandiktan sonra bloklama tamponu igerisinde hazirlanan rabbit anti-mouse
Smad2/3 antikoru (1:250) (31028, Cell Signaling Technology Inc., ABD) ve rabbit
anti-mouse p-Smad2 antikoru (1:500) (31088, Cell Signaling Technology Inc., ABD)
ile bir gece +4°C’de calkalanarak inkiibe edildi. Ertesi giin bir kere hizl1 ve dort kere
10’ar dk 1X TBST (Ek4.6) igerisinde yapilan yikamalardan sonra membran, HRP goat
anti-rabbit IgG (1:5000) (sc-2030, Santa Cruz Biotechnology Inc., ABD) ile 1 saat oda
sicakliginda calkalanarak inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonunda sekonder antikor
yikamasi, primer antikor yikamasina uygun olarak bir kere hizli ve dort kere 10°ar dk

1X TBST igerisinde yapildi. Kemilimiinesans olarak WesternBright ECL HRP
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substrat1 (NC0930892, Advansta Inc., ABD) kullanild1 ve goriintiilemeler Chemidoc
MP (Biorad, ABD) ile yapildi.

Stripping iglemi, membranin 1X TBST’de bir kere 10 dk, mild stripping
tamponunda (Ek4.16) iki kere 5’er dk, 1X TBS’te iki kere 10’ar dk, 1X TBST de iki
kere 5’er dk calkalanmasiyla yapildi. Stripping sonrasi bloklama i¢in, membran
bloklama soliisyonu igerisinde 45 dk ¢alkalandi. Gapdh i¢in, mouse anti-mouse Gapdh
antikoru (1:1000) (919501, Biolegend, ABD) ve HRP goat anti-mouse IgG (1:5000)
(1858413, Thermo Fisher, ABD) kullanildu.

2.8.2. Kantitatif Es Zamanh PZR

RA eklenmemis (SB431542 ile 7 giin kiiltiire edilmis) ve RA eklenip 14 giin
kiiltire edilmis GKHBH’lerde yontem 2.7.2°de tarif edildigi gibi qPZR ile
spermatogeneze 6zgii transkriptlerden Ddx4, Gfral, Oct4, Oct4a, Sca-1 (Ly6a), Ki-67,
Stra8, Sycp3, Prm2 ve Acr belirteglerinin ifade seviyeleri dlgiildiikkten sonra kat
degisimlerin analizleri karsilagtirmali metot (2-24¢Y) ile yapildi ve kontrol grubu olarak
P5’teki GKHBH’ler kalibrator olarak kullanildi. Kullanilan primerler ¢izelge 2.1°de

listelenmistir.

2.8.3. Immiinositokimyasal Boyamasi

GKH’ler rabbit anti-mouse PCNA (1:50) (MBS7602448, MyBioSource,
ABD), rabbit anti-mouse Scp3 (1:100) (ab15093, Abcam, Ingiltere), ve rabbit anti-
mouse phospho-histone H2A.X (Ser139) (1:200) (9718S, Cell Signaling Technology
Inc., ABD) antikorlariyla yontem 2.7.4°teki gibi boyanarak RA eklenmemis
hiicrelerde (SB431542 ile 7 giin kiiltiire edilmis) ve RA eklenip 14 giin kiiltiire edilmis

hiicrelerde bahsedilen antijenlerin pozitif/negatifligi karsilastirild.
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2.9. Busulfan-Kaynakh Fare infertilite Modelinin Olusturulmasi

8-haftalik yetiskin erkek BALB/c farelere 30 mg/kg (n=6), 40 mg/kg (n=6) ve
45 mg/kg (n=6) busulfan i.p. yolla enjekte edildi. Her busulfan dozunun kontrol grubu
farelerine (her doz i¢in n=6) ise %50 DMSO (busulfanin ¢oziiciisii) i.p. yolla verildi.
Tam azoospermi i¢in belirtilen busulfan dozlarinin denenmesinin nedeni yetiskin
erkek BALB/c farelerde yapilan daha onceki ¢alismalarda 30 mg/kg’in altindaki
dozlarda endojen spermatogenezin yeniden basladiginin goézlemlenmesi, daha yiiksek
dozlarda ise farelerin uzun siireli takipler i¢in yeterince uzun siire yagamamasidir
(Wang ve ark., 2010). Bunun i¢in; busulfan (B2635, Sigma, ABD) DMSO igerisinde
¢ozdiiriildiikten sonra esit hacimde ddH»0 eklenerek 5 mg/ml olarak hazirlandi. Fareler
tartildiktan sonra 30 mg/kg busulfan i¢in; (farenin grami (g) x 6) ul 5 mg/ml busulfan,
40 mg/kg busulfan i¢in; (farenin grami (g) x 8) pul 5 mg/ml busulfan ve 45 mg/kg
busulfan i¢inse; (farenin grami (g) x 9) pul 5 mg/ml busulfan enjekte edildi. Kontrol
gruplar1 iginse, karsilik gelen hacimde 1:1 oraninda karigtirllmig DMSO:ddH>0 enjekte
edildi. Farelerde spermatogenez yaklasik 35 giindiir ve dort dongii 8.6 gilindiir (Sirlin
ve Edwards, 1957). Bu nedenle, 35 giiniin sonunda (D35) busulfanin DMSO
kontroliine kiyasla germ hiicre ablasyonunu ve testikiiler kok hiicreler tizerindeki
etkisinin incelenmesi icin fareler servikal dislokasyon yontemiyle sakrifiye edildi.
Testisler hematoksilen-eozin (H&E) boyamasi, immiinofloresan, RNA izolasyonu ve

flow sitometri i¢in kullanildi.

Histolojik analizler ile ve protein diizeyinde tam azoospermi gozlemledigimiz
40 mg/kg busulfan uygulandiktan 15 giin sonra (D15) testikiiler kok hiicrelerin orani
DMSO kontroliine ve D35 busulfan grubuna gore flow sitometri ile karsilastirmali

olarak kantifiye edildi.
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2.9.1. Parafin Kesitlerde Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Farelerin testisleri, tespit amaciyla Bouin soliisyonu igerisinde +4°C’de 1 gece
bekletildi ve fikse olan dokular rutin histolojik takip asamalarindan gegirildi. Kisaca;
%70, %80, %90 ve %100’liikk EtOH serilerinde bekletilerek dehidrate edilen dokular
ksilol igerisinde seffaflandirildi. Etiivde 60°C’de iki kere 1’er saat sivi parafin
igerisinde infiltrasyonu takiben dokular sert parafin bloklara gomiiliip Leica RM 2125
model rotary mikrotom ile 5 pm kalinliginda kesitler alindi. Kesitler H&E ile boyanip
Zeiss Axio Scope.M1 151k mikroskobunda 40X’lik biiylitmede AxioCam MRc5
kamera ile fotograflari ¢ekildi. Bu is paketi Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji A.B.D. laboratuvarinda yapilmaistir.

2.9.2. Parafin Kesitlerde Immiinofloresan Boyamasi

Etiivde 60°C’de 1 gece ksilol igerisinde deparafinize edilen doku kesitleri iki
kere %100 EtOH’ta 10’ar dk, iki kere %95 EtOH’ta 10’ar dk, iki kere dH>0’da 5’er dk
hidrate edildikten sonra mikrodalgalanabilir bir sale icerisine alinip slaytlarin {izerine
10 mM sodyum sitrat tamponu, pH 6.0 eklendi. Sicaklik 98°C’ye ulastiginda
720W/800W’ta 5 dk kaynatildi. Uzeri sicak sodyum sitrat tamponuyla tamamlandi.
Bu sekilde dort kere kaynatildiktan sonra sodyum sitrat tamponunun sicakligi oda
sicakligina gelinceye kadar kesitler buz iizerinde 30 dk bekletildi. Iki kere 1X PBS’te
1’er dk, bir kere 1X PBS’te 5 dk ve iki kere %0.25 Triton X-100/1X PBS’te 5’er dk
yikanan dokular PAP kalemiyle isaretlendi, 1slak pecetelerle olusturulan nemli kap
igerisine yerlestirildi ve %5 BSA/%0.25 Triton X-100/1X PBS ile oda sicakliginda 1
saat bloklandi. Bloklama soliisyonunun pecete iizerine akitilmasindan sonra, kesitler
izerine damlatilan %1 BSA/%0.25 Triton X-100/1X PBS igerisinde hazirlanan rabbit
anti-mouse DDX4 (1:100) ve mouse anti-mouse Oct-3/4 (1:50) antikorlar1 ile 1 gece
+4°C’de inkiibe edildi. Primer antikor soliisyonu pecete iizerine akitildi. iki kere 1X
PBS’te 5’er dk, bir kere %0.25 Triton X-100/1X PBS’te 5 dk yikandiktan sonra %1
BSA/%0.25 Triton X-100/1X PBS igerisinde hazirlanan Texas Red Goat anti-rabbit
IgG (H&L) (1:500) ve Fluorescein Goat anti-mouse IgG (H&L) (1:500) sekonder
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antikorlar1 ile oda sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Ug kere 1X PBS’te 5’er dk
yikamanin ardindan DAPI’li mounting medya ile lameller kapatildi. Oda sicakliginda
karanlikta kurutulan slaytlar Carl Zeiss LSM 880 konfokal mikroskopu kullanilarak

goriintiilendi.

2.9.3. Testis Dokusundan RNA izolasyonu ve Kantitatif Es Zamanh PZR

Testisler buz tizerinde dekapsiile edilip her bir testisten g¢ikarilan seminifer
tiibiiller 1 ml RNAprotect bulunan 2-ml eppendorflara alindi. Gece boyu +4°C’de
bekletildikten sonra uzun siireli saklama i¢in RNAprotect ¢ekilip dokular -80°C’ye
kaldirildi. RNA izolasyonu i¢in dokular buz iizerinde her 0.1 g doku i¢in 1 ml
PureZOL™ RNA Isolation Reagent icerisinde homojenizator ile parcalandi. Bu
asamadan sonra {lretici firmanin protokolii takip edilerek standart RNA izolasyonu
yapildi. Yontem 2.7.2°deki qPZR protokolii izlenerek Ddx4, Gfral, Oct4, Octda, Sca-
1 (Ly6a), Sycp3, Prm2, Acr belirteglerinin ifade seviyeleri Olciildiikten sonra kat
degisimlerin analizleri karsilastirmali metot (2-24%Y) ile yapildi ve kontrol grubu olarak
D35 DMSO kalibrator olarak kullanildi. Kullanilan primerler ¢izelge 2.1°de

listelenmistir.

2.9.4. 40 mg/kg Busulfanin 15. ve 35. giinlerde Testikiiler Kok Hiicrelerin

Oranina Etkisinin Flow Sitometrik incelemesi

40 mg/kg Busulfan verildikten sonra 15 giin ge¢mis (D15 Busulfan), D15
Busulfan grubunun DMSO kontrolii (D15 DMSO), 40 mg/kg Busulfan verildikten
sonra 35 giin ge¢cmis (D35 Busulfan), D35 Busulfan grubunun DMSO kontrolii (D35
DMSO) grubu farelerin testislerinden hiicre izolasyonu yontem 2.1°deki gibi yapildi.
Yontem 2.2°deki flow protokolii uyguland. Uglii boyama igin PE anti-mouse Lineage
Cocktail with Isotype Ctrl (1:20), FITC rat anti-mouse Ly-6A/E (Sca-1) (1.5 pg) ve
PE/Cyanine5 rat anti-mouse CD45 (1:100); PE rabbit anti-mouse GPR125 (1:50);
Brilliant Violet 421 mouse anti-mouse SSEA-1 (1:20); PE rat anti-mouse CD49f
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(1:50); PE rat anti-mouse CD90.2 (1:50) (E-AB-F1094D, Elabscience); PE rat anti-
mouse CD117 (c-Kit) (0.06 pg) (105808, Biolegend, ABD) antikorlar1 kullanildi.

2.10. Transplantasyon Deneyleri

Farelere transplantasyondan once, sivi nitrojenden ¢ikartilip ¢ozdiiriilmiis P4
TSH’ler ve PS5 GKHBH’ler sirasiyla CM-Dil (C7001, Invitrogen, ABD) ve SP-DiOC
(D7778, Invitrogen, ABD) lipofilik membran boyalar1 kullanilarak isaretlendi. DMSO
ile hazirlanmis 1 mg/ml boyadan 10 ul, 1 x 10° hiicre/ 1 ml PBS igerisine eklendikten
sonra hiicreler 37°C’de 30 dk inkiibe edildiler. Uzerlerine serum fizolojik eklenip
santrifiij edilerek yikanan hiicreler 30 ug DNaz 1/%10 Tripan mavisi (T8154, Sigma,
ABD)/serum fizyolojik igerisinde ¢ozdiiriildii ve transplante edilinceye kadar buz
iizerinde muhafaza edildi. Isaretli hiicreler transplantasyon dncesinde sirastyla TRITC

ve FITC filtreleri ile Carl Zeiss LSM 880 konfokal mikroskobunda kontrol edildi.

15 adet yetiskin erkek 8-haftalik fareye yapilan transplantasyonlar 40 mg/kg
busulfan enjekte edildikten 35 giin sonra (yaklasik 4. dongii) gerceklestirildi.
Calismamizda 2 transplantasyon ve 1 sham grubu vardi. Birinci transplantasyon
grubunda (n=5): her iki testise TSH enjekte edildi (TSHT), ikinci transplantasyon
grubunda (n=5): her iki testise TSH ile GKHBH (etkilerinin esit oOl¢iide
degerlendirilebilmesi i¢in total hiicre konsantrasyonunu sabit tutarak 1:1 hacimde
karistirildi) ko-transplantasyonu yapildi (TS-GKHBHT). Sham grubu iginse, her
hayvanin testislerine sadece serum fizyolojik enjekte edildi (Kontrol, n=5). Her testise
serum fizyolojik igerisinde yaklasik 1-2 x 10° igaretli hiicre (10 ul hiicre siispansiyonu)
optik biiyilitme altinda 32G mikro igne yardimiyla rete testis igerisine verildi (Nayernia
ve ark. 2006; Sinha ve ark. 2019; Jafarian ve ark. 2018); testis orta hat kesisi ile
skrotum kesesinden c¢ikartildi ve optik biiylitme altinda mikro ignenin ucu testisin
yilizeyine paralel direkt mediastinumda rete igine yerlestirildi. Testis skrotal kavite
icine geri dondiirtildii, abdominal duvar ve cilt absorbabuil siitiirlerle dikildi (Kadam ve

ark. 2018).
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2.11. Ahca Testislerinde In Vivo Floresan Goriintilleme, Histolojik

Analizler ve Kantitatif Es Zamanh PZR

2.11.1. In Vivo Floresan Goriintiileme

Transplantasyon yapilan hayvanlar CM-Dil ve SP-DiOC floresan sinyalleri
uygun dalga boyu kullanilarak, PerkinElmer IVIS in vivo goriintileme cihazi ile
transplantasyon sonrast 1. giin ve bunu takiben haftada bir floresans kaybolana dek
goriintlilendi ve elde edilen goriintiiler Living Image Analiz Yazilimi (PerkinElmer,

https://www.perkinelmer.com/Product/li-software-for-lumina-1-seat-add-on-128110)

kullanilarak analiz edildi.

2.11.2. Histolojik Analizler

Donor hiicrelerin, transplantasyondan sonra bazal laminaya tutunmasi ve
cogalmast icin genellikle 4 hafta (Nagano ve ark., 1999) ve spermatidler ve
spermatozoa ile tam seminifer epitel olusturmak icin ek 4 hafta gerekir (Wang ve ark.,
2016). Bu nedenlerden dolay1 transplantasyonlardan yaklasik iki ay sonra ii¢ gruptaki
farelerin testisleri (kontrol, TSHT, TS-GKHBHT) ¢ikarildi1 ve yontem 2.9.1°deki gibi
24 saat Bouin soliisyonunda fikse edilip parafine gomiildii. 5 pm kalinliginda kesit
alind1 ve son olarak H&E ile boyandi. Her kesitteki seminifer tiibiillerin sistematik
olarak degerlendirilebilmesi i¢in Johnsen skor sistemine gore derecelendirilme ve
puanlama yapildi (Johnsen, 1970). Bu is paketindeki doku takibi, kesit alimi, H&E
boyamas1 ve Johnsen skorlamasi Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji A.B.D. laboratuvarinda yapilmistir.

Immiinohistokimya (IHK), Anti-Rabbit HRP-DAB Cell&Tissue Staining Kit
(CTS005, R&D Systems, ABD) kullanilarak kitte belirtilen protokole uygun yapildi.
Slaytlar %0.1 BSA/1X PBS igerisinde hazirlanan rabbit anti-mouse DDX4 (1:100)
veya rabbit anti-mouse Scp3 (1:50) (ab15093, Abcam, Ingiltere) antikorlari ile 4°C’de
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gece boyu inkiibe edilip %0.025 Triton X-100/1X PBS ile ikiser kez 5’er dk yikandi.
Ardindan biotinli anti-rabbit sekonder antikorlarla 1 saat inkiibe edilip yikama
soliisyonu ile ikiser kez 5’er dk yikandi. Zemin boyasi olarak hematoksilen kullanildi
ve kesitler sirasiyla su, %95 ve %100 etanol-ksilole yerlestirildi. Entellan ile lameller

kapatilip, kesitlerin fotograflari 151k mikroskobunda 63X biiyiitmede ¢ekildi.

2.11.3. Kantitatif Es Zamanh PZR

Alict testislerinde germ hiicrelerinin (Ddx4), VSEL’lerin (Sca-1, niikleer Oct-
4a), SKH’lerin (Gfral, Oct4), pre-mayotik (Stra8), mayotik (Sycp3) ve post-mayotik
(Prm2, Acr) belirteg ifadeleri qPZR ile incelendi (yontem 2.7.2). Kullanilan primerler

cizelge 2.1°de listelenmistir.

2.12. Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu

2.12.1. Siiperoviilasyon ve Qosit Toplanmasi

7-8 haftalik 5 tane disi BALB/c fareye saat 16:00’da 10 IU gebe kisrak serum
gonadotropini (PMSG) (Folligon; Intervet, irlanda) ve 48 saat sonra saat 16:00’da 10
IU insan korionik gonadotropini (hCG) (Chorulon; Intervet, Irlanda) i.p. yolla enjekte
edildi. hCG enjeksiyonundan 16 saat sonra (08:00) fareler sakrifiye edildi ve ¢ikarilan
oviductlar global® total® LP w/ HEPES-tamponlu medyumda (H5TH-100, Cooper
Surgical, ABD) oda sicakliginda tagindi. Ampullalar stereomikroskop altinda 27G
ignelerle yirtilarak kiimiiliis-oosit kompleksleri {izeri mineral yag ile kapatilmig
dengelenmis global® total® LP kiiltiir medyumuna (H5SGT-030, Cooper Surgical,
ABD) aktarild1 ve oositler 37°C 'de ve %6 CO2, %5 O2 ve %89 N»'deki inkiibatorde
yaklagik 30 dk bekletildi. Kiimiiliis hiicrelerinin ortamdan uzaklastirilmast igin,
kiimiiliis-oosit komplekslerine 200 pl ICSI Cumulase® (1612, Cooper Surgical,
ABD)/HEPES-tamponlu medyum dropu igerisinde yaklasik 3-5 dk inkiibe edilirken
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pipetaj yapildi. Kiimiiliisten arindirilmis oositlere HEPES-tamponlu medyum
damlaciklarindan gecirilirken pipetaj yapilarak yikama islemi yapildi. HEPES-
tamponlu medyumdan uzaklastirmak igin bir kez yikayarak oositler center-well Petri
kaplarindaki iizeri mineral yag (10100060, Cooper Surgical, ABD) ile kapatilmis
dengelenmis kiiltlir medyumuna aktarild1 ve 37°C 'de ve %6 CO2, %5 Oz ve %89
Nz'deki inkiibatorde 15 dk-1 saat inkiibe edildi. Sadece metafaz II (MII) oositleri

enjeksiyona tabi tutuldu.

2.12.2. Spermlerin Hazirlanmasi

Onceden 37°C’ye getirilmis %10 FBS ve 1X P/S ile tamamlanmis DMEM
yiiksek glikozlu besi yeri bulunan 15-ml falkona agilan spermlerin de bulundugu
farklilasmis hiicrelerden DMSO’nun uzaklastirilmasi i¢in hiicre siispansiyonu 1500
rpm’de 15 dk santrifiij edildi ve hiicreler 2 ml Origio® Sperm Wash (84050060D,
Cooper Surgical, ABD) igerisinde ¢ozdiiriiliip %80/%40 PureSperm gradientin (1 ml/1
ml) (PS100-100, Nidacon, Isve¢) iizerine kenardan yavasca birakildi. 1500 rpm’de 15
dk santrifiijiin ardindan silipernatan atildi ve sperm pelleti 1 ml yikama tamponu

igerisinde 2500 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek yikandi.

2.12.3. Piezo-ICSI Prosediirii

Piezo impact drive iinitesi (MB-S; Prime Tech Ltd., Japonya) ile donatilmis bir
mikromanipiilatore sahip Olympus IX70 inverted mikroskobu kullanildi. Piezo iinitesi
bir kontrolér (PMMA4G; Prime Tech Ltd., Japonya) ile ¢alistirildi. Operasyon sivisi
(Prime Tech Ltd.) enjeksiyon pipetinin ortasina uzunlugu 1 cm olacak sekilde
yerlestirildi. Enjeksiyon i¢in ultra ince duvarlit P-ICSI mikropipeti (PINU06-25FT;
Prime Tech Ltd., Japonya) kullanildi. Operasyon sivisi mikropipet ucuna kadar itildi
ve bir pndmatik enjektor yardimiyla ~200 pm uzunlugunda %6 PVP soliisyonu
mikropipet igine aspire edildi. Mineral yag: ile kapatilmis dengelenmis HEPES-
tamponlu medyum damlaciklariyla hazirlanan ICSI dishine (16006, Vitrolife, Isvec)
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her seferinde 5 MII oosit/damlacik ve spermler i¢in olusturulan havuza 100 ul sperm
stispansiyonu kondu. Sperm siispansiyonu %6 PVP (PVP360, Sigma, ABD)/HEPES-
tamponlu medyum damlacigina eklenip karistirldi. Tkinci PVP damlacigindaki 10
spermden biri mikroenjeksiyon pipeti icerisine kuyrugundan cekilip bast kuyruktan
ayirmak i¢in birkag¢ piezo darbesi uygulandi (intensity=4, speed=6). Damlaciktaki tiim
oositlere mikroenjeksiyon yapilincaya dek havuzdaki tiim spermler i¢in bu adim
tekrarlandi. Holding pipeti (MPH-MED-30, Cooper Surgical, ABD) kullanilarak
metafaz II spindle’1 saat 12 veya 6 konumunda olacak sekilde oosit nazikge tutuldu ve
enjeksiyon pipetinin ucu zona pellucidaya girerken ayni1 anda birkag¢ piezo darbesi
(intensity=4, speed=6) uygulanarak zona delindi. Daha sonra, yeterince esnetildiginde
oolemma bir piezo darbesi (intensity=1, speed=2) ile delindi. Sperm, minimum
hacimde PVP ile oosit i¢cine enjekte edildi ve mikropipet yavasca disart ¢gekildi. 37°C
'de ve %6 CO2, %5 Oz ve %89 Ny'de toplamda 96 saat inkiibe edilirken 12-24 saat
araliklarla embriyolarin resmi inverted mikroskobunda ¢ekildi (Yoshida ve Perry,
2007; Ward ve Yanagimachi, 2018). Fertilizasyon, ICSI’den 17-19 saat sonra
dogrulandi. Iki proniikleus (2PN) ve ikinci polar cisim (2PB) mevcut oldugunda
normal fertilizasyon gerceklesmis kabul edildi. Embriyo gelisimi; iki hiicreli (ICSI
sonrast 24 saat), dort hiicreli (48 saat), morula (72 saat) ve blastokist (96 saat) olacak
sekilde belirlendi. Bu is paketi Tip Bebek Merkezi laboratuvarinda insan-disi

uygulamalar i¢in ayrilmis cihaz ve ekipmanlar kullanilarak yapilmstir.

2.13. istatistiksel Analizler

Arastirmamizda elde ettigimiz sonuglarin analizi, GraphPad Prism 9 programi
kullanilarak normality ve lognormality testleri Shapiro-Wilk test yapilarak
degerlendirildi. Dagilima uyanlar parametrik Student’s t-test veya Ordinary one-way
ANOVA-Multiple comparisons uygulanarak degerlendirildi. Uymayanlar ise non-
parametrik Mann-Whitney testi ve Kolmogorov-Smirnov kullanilarak degerlendirildi.
Istatiksel analiz p<0.05 anlamlilik diizeyinde degerlendirildi. Grafik degerleri

ortalama + SD *p<0.05 kontrole gore seklinde verildi.
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3. BULGULAR

3.1. Testikiiler Somatik Hiicrelerin Karakterizasyonu ve Safhig:

Seminifer tiibiillerin iki agamali enzimatik sindiriminin ardindan TSH’ler %0.2
jelatin kapli T25 hiicre kiiltiiri siselerine 4-5 x 10 hiicre/cm? ekildiklerinin 2. giiniinde
jelatin kapli ylizeye yapigsmaya baglayan poligonal sekilli ve birka¢ uzantisi olan
hiicrelerin yaninda daha uzun uzantili fibroblast-benzeri morfolojide hiicreler gozlendi
(Ghasemzadeh-Hasankolaei ve ark., 2014). TSH’ler daha az yogunlukta ekildiklerinde
bliylime hizlar1 yavasladi ve zamanla biiylimeleri durdu ve o6ldiler. Hiicrelerin
doluluga ulastigi 6-7. giinde yapilan ilk pasaj sonrasi benzer biiylime hiziyla
cogalmaya devam ettiler ve pasaj (P)4’te ilk ekildiklerinde goriilen fibroblast-benzeri

hiicrelerin miktarinda azalma gozlendi (Sekil 3.1a).

Daha ileri pasajlarda hiicrelerin  bliyiime hiz1 yavagladigi ve
karakterizasyonlari, besleyici hiicre tabakasi olarak ve transplantasyon deneylerinde
kullanilmalar1 i¢in yeterli sayida TSH elde edildigi i¢in hiicreler en fazla P4’e kadar
kiiltiire edildi. P4 TSH siispansiyonu igeriginin sadece testisteki somatik hiicrelerden
olustugunu mRNA diizeyinde gostermek icin Vim ve Wtl (Sertoli hiicresi), Ddx4
(Vasa olarak da bilinir; germ hiicresi), Hsd17b3 (Leydig hiicresi) ve Acta? (aSma
olarak da bilinir; peritiibiiler miyoid hiicre) belirteclerinin ifadelerine RT-PZR ile
bakildi. Sekil 3.1b’de gosterildigi gibi TSH’lerde baskin olarak Vim ve total testisteki
miktara benzer diizeyde Wt/ ifade edilirken Ddx4 ve Hsd17b3 ifadelerine rastlanmadi.
Acta? ifadesi ise c¢ok diislik miktarda goriildii. Vim, Sertoli hiicre safliginin
degerlendirilmesinde kullanilan en yaygin belirtectir, ancak bu ara filament proteini,
tlimii testis interstisyumunda veya tunica albuginea'da bulunan peritiibiiler miyoid
hiicreler, mezenkimal kok hiicreler (MKH), fibroblastlar, makrofajlar ve endotelyal
hiicreler gibi tiim mezenkimal-kaynakli hiicrelerde yaygin olarak eksprese
edildiginden, Sertoli hiicrelerini karakterize etmede yeterli degildir (Zomer ve Reddi,
2020). Wtl, prenatal / immatiir / yetiskin Sertoli hiicrelerinde, endotelyal hiicrelerde,
MKH’lerde ve fibroblastlarda ifade edilir. Acta2, peritiibliler miyoid hiicrelerde,
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makrofajlarda, endotelyal hiicrelerde ve baz1t MKH ve fibroblast subpopiilasyonlarinda
ifade edilir. Hsd17b3 ise postnatal olarak yetiskin Leydig hiicrelerinde ve fetal Sertoli
hiicrelerinde eksprese edilir (Inoue ve ark., 2016). Dolayisiyla her ne kadar
literatlirdeki ¢ogu caligmaya gore elde edilen popiilasyon ‘Sertoli hiicresi’ olarak
tanimlanabilir olsa da test edilen belirteclerin transkript diizeyinde pozitif/negatifligi
bu hiicreleri isimlendirmede bazi testikiiler alt popiilasyonlar1 elimine etmeye
yetmemis olabileceginden, mRNA diizeyinde karakterize edildiklerinde elde edilen

poptilasyonun TSH olarak tanimlanmasi uygun goriildii.

GATAA4 testiste prenatal / immatiir / yetiskin Sertoli hiicrelerinde, peritiibiiler
miyoid hiicrelerde ve Leydig hiicrelerinde eksprese edildiginden, izole edilen
hiicrelerin ilk pasajda ve ileri pasajda bir TSH belirteci olarak GATA4’li protein
diizeyinde ifade etme ylizdesinin saptanmasi, TSH’lerin safligina dair bir bilgi
verebilir. Dolayisiyla, TSH’lerin P1’deki ve CD49f+ GKH’lerden GKH-benzeri hiicre
(GKHBH) elde etmede, GKHBH’lerin daha ileri asamada germ hiicrelerine in vitro
farklilastirmada bir besleyici hiicre tabakasi olarak ve ayni zamanda transplantasyon
deneylerinde kullanildigr P4’teki GATA4 pozitiflik yiizdesi incelendi. Hem P1’de
(%99.42) hem P4’te (%99.21) GATAA4 i¢in yiiksek pozitiflik saptandi (Sekil 3.1c).

P4 TSH’ler GATA4 ve INSL3 (Sertoli hiicrelerinde ve peritiibiiler hiicrelerde
negatif, Leydig hiicrelerinde pozitif) immiinoboyamasiyla protein diizeyinde
karakterize edildi (Ivell ve ark., 2013; Zomer ve Reddi, 2020). TSH’lerde GATA4
ifadesi goriiliirtken INSL3 ifadesi saptanmadi (Sekil 3.1d). INSL3 boyamasi
saptanmamasinin, INSL3 antikorunun ¢alismadigindan degil de hiicrelerin gercekten
de INSL3 ifade etmediginden kaynaklandigin1 gostermek i¢in 5-haftalik fare testis
kesitlerine ayni kosullarda INSL3 boyamast yapildi. INSL3 ifadesi Leydig
adaciklarina spesifik olarak goriildiigiinden, TSH’lerin INSL3 i¢in negatif olduklar
dogruland (Sekil 3.1d).
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Pasaj 1 TSH'ler Pasaj 4 TSH'ler

TSH'ler P1-gata4 / G1/ TSH'ler P4-gatad / G1/
G2 G2

110
110

Gata4 Gata4
Unstained Unstained

80
80

Gata-4+
99.42%

Gata-4+

Count (%]

Count (%]
40

40

103 105 106 107 1088 102 104 105 10 107 1088
Gata-4 FITC-A Gata-4 FITC-A

GATA4

Negatif Kontrol

5 Haftalik Fare Testisi

Sekil 3.1: TSH’lerin karakterizasyonu. (a): P4 TSH’lerin aydinlik-alan mikroskobunda cekilmis
goriintiisii (10X; Olgek cubugu = 100 um). (b): P4 TSH’lerde ve total testiste Sertoli, germ, peritiibiiler
miyoid ve Leydig belirteglerine 6zgii primerler kullanilarak yapilan RT-PZR {iriinlerinin jel goriintiisii.
Test edilen belirteclerin ifade seviyeleri bant yogunluklarina gore pozitif kontrol olarak kullanilan total
testisinkilerle kiyaslanmustir. (c): TSH’lerin P1°deki (sol panel) ve besleyici hiicre tabakasi olarak veya
transplantasyon deneylerinde kullanildig1 P4’teki (sag panel) GATA4 pozitifliginin flow sitometri ile
oOlgiilmesi. (d): P4 TSH’ler, GATA4 (yesil) ve INSL3 (kirmiz1) ifadesiyle immiinositokimyasal olarak
boyanarak protein diizeyinde karakterize edilmistir. Parafin testis kesitlerinde INSL3 immiinofloresan

boyamasinin, Leydig hiicrelerine spesifik oldugu teyit edilmistir. Niikleuslar DAPI ile mavi renkte
boyanmistir (40X; Olgek ¢ubugu =20 um).
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3.2. GKH’lerden MACS ile CD49f+ Hiicrelerin Ayristiriimasi

a GKHBH’lerin eldesi
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Sekil 3.2: GKH’lerin eldesi. (a): GKH’lerin izolasyon asamalarinin sematik gosterimi. (b): CD49f+
GKH yiizdesinin 8-haftalik ve 10-giinliik fare testislerinde flow sitometri ile kargilagtirmast. (¢): MACS
sonrasi elde edilen pre-sort, CD49f- ve CD49f+ fraksiyonda CD49f ifade eden hiicrelerin yilizdesinin
flow sitometri ile 6l¢iilmesi. Flow okumalari bir sorting deneyini temsil etmektedir. (d): MACS sonrast
CD49f+ GKH’lerin canlilik analizi i¢in yapilan FITC Annexin V-PI ikili boyamasinin flow sitometrik
incelenmesi. Annexin V-/PI- normal hiicreleri, Annexin V+/PI- erken apoptotik hiicreleri, Annexin
V+/PI+ geg apoptotik hiicreleri ve Annexin V-/PI+ nekrotik hiicreleri isaret eder.
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Maksimum oranda ve en etkin sekilde CD49f+ GKH elde etmek ig¢in
yaptigimiz optimizasyon calismamizda es zamanli olarak 8-haftalik ve 10-giinliik
farelerin testislerinden Sekil 3.2a’da tarif edildigi gibi gibi total testikiiler kok hiicreler
izole edilip flow sitometri ile i¢lerindeki CD49f+ hiicrelerin yiizdeleri karsilastirildi.
8-haftalikla (%8.29) karsilastirildiginda 10-giinliik  (%56.85) BALB/c fare
testislerinde CD49f+ hiicre ylizdesinin daha fazla oldugunu gordiik (Sekil 3.2b). Bu
nedenle ¢alismanin geri kalan kisminda GKH izole edip saflastirmada 10-giinliik erkek

BALB/c fareler kullanild.

[zolasyon asamasinda (Sekil 3.2a) testisteki tiim kok hiicreleri (GKH + VSEL
hiicreleri) elde etmek i¢in, kollajenaz IV parcalamasi sonrasindaki santrifiijde kii¢iik
boyutlu oldugundan 60 x g, 10 dk’da santrifiijle ¢okmesi beklenmeyen VSEL’leri
(Bhartiya ve ark., 2016a) kaybetmemek icin i¢erisindeki kollajenaz inaktive edildikten
sonra testikiiler hiicre siipernatant1 saklandi. Tripsin soliisyonu ile tiibiillerin ikinci
parcalanmasi sonrasinda da bu nedenle, saklanan siipernatant da tripsin sonrasindaki
FBS ile tripsin inaktivasyonu yapilan hiicre siispansiyonu i¢erisine katilip TSH’lere ve
GKH’lere yiiksek santrifiij hiziyla zarar vermemek adina 6nce 300 x g, 5 dk
santrifiijlemeyle TSH’ler ve GKH’ler ¢oktiiriildiikten sonra slipernatant yine atilmayip
VSEL’lerin de ¢oktiiriilebilmesi i¢in literatiirde belirtilen hiz ve siirede (1000 x g, 10
dk) santrifiij edildi (Anand ve ark., 2016). Boylece ayni1 testisten ve ayni anda hem
TSH’ler ve GKH’ler hem de VSEL hiicreleri elde edilmis olundu. Bundan sonraki
asama, GKH’leri TSH’lerden ayirip GKH’ler ve VSEL’leri toplu olarak elde etmekti.
Bunun i¢in TSH’lerin %0.2 jelatin kapl ylizeye yapigsma 6zelliginden faydalanildi.
Martin-Inaraja ve ark.’nin (2021) da onerdigi gibi 37°C’de 30 dk’nin TSH’lerinin
biiylik oranda hiicre kiiltiirii sigesinin tabanina yapismasi i¢in yeterli oldugunu gordiik.
Diferansiyel adezyon sonrasi pipetaj yapilarak TSH’lerin {izerinden toplanan
GKH’ler, bu siire boyunca inkiibatore (37°C, %5 CO;) kaldirilan VSEL hiice
siispansiyonuyla birlestirildi ve hi¢ beklenmeden MACS asamasina gecildi.

Amacimiz farklilasmamis ve proliferasyon yetenegini ayni morfolojiyle ileri
pasajlarda da koruyabilen ¢ok sayida fonksiyonel GKH elde etmek oldugundan daha
once GKHBH elde etmede bir 6n adim olan GKH’lerin anti-CD49f (ais integrin, GKH
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ve EKH belirteci) antikoru ile manyetik olarak isaretlenmesiyle se¢ildigi yontemi
denedik (Conrad ve ark., 2016; Krebsbach ve Villa-Diaz, 2017). Piirifiye edilmis
GKH'leri daha da zenginlestirmek i¢in bu ¢alismada GKH ayirimi igin bir belirteg
olarak CD49f kullanildi. Literatiirde her ne kadar VSEL’lerin CD49f ifade ettiklerine
dair bir ¢aligma bulunmasa da VSEL’lerin bir belirteci olarak bilinen Sca-1 (Ly6a
olarak da bilinir) ifadesi daha sonrasinda CD49f+ hiicrelerde hem protein diizeyinde
flow sitometri ve immiinositokimyasal boyama ile hem de mRNA diizeyinde qPZR ile

olgtildii.

CD49f ifade eden hiicrelerin yiizdesi unstained hiicrelerin CD49f ifadelerine
gore flow sitometri ile analiz edildiginde, CD49f+ hiicrelerin %90-99 oraninda
saflastirilmis oldugu saptandi (Sekil 3.2¢). CD49f- (“flow-through’) fraksiyonda total
hiicrelerin yaklasik %4.14’tiniin CD49f ifade ettigi bulundu, ki bu da pre-sort
fraksiyondakinden (%50.34) oldukga diisiiktii. Daha once literatiirde yapilmamis bu
total testikiiler kok hiicre izolasyonu protokolii ve sonrasinda CD49f+ popiilasyonun
immiinomanyetik secilimi sonucunda tiim sorting deneylerinde %90-99 saflikta elde
edilen CD49f+ hiicreler arasinda %87.84 canli, %1.55 nekrotik, %5.14 erken apoptotik
ve %5.47 geg apoptotik hiicrelere rastlandi (Sekil 3.2d).

3.3. CD49f+ GKH’lerin GKHBH’lere In Vitro Indiiksiyonu ve

Karakterizasyonu

Flow sitometri ile saflig1 tayin edilen zenginlestirilmis (CD49f+) GKH’ler,
Kanatsu-Shinohara ve ark., (2003), Kubota ve ark., (2004b) ¢aligmalarinda tarif edilen
protokollere uygun olarak MMC ile inaktive edilmis >%95 safliktaki GATA4+
TSH’ler (Sekil 3.1c¢, sag panel) iizerinde ve ortama eklenen GDNF, EGF, bFGF, IGF2,
SCF ve mLIF’in 2 giinde bir yenilenmesiyle >3 ay boyunca in vitro olarak

cogaltilabilmistir.
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Kiiltiir baglangicinda CD49f+ GKH’ler %1 Matrigel® kapli 6-kuyucuklu hiicre
kiiltiirti plakalarina ekildiginde 1 haftanin sonunda sinirlari belli olmayan 10-20
hiicreden olusan {iziim salkimi-benzeri yapida koloniler olusturmaya basladi. 10.
giinde koloniler gozle goriiliir bir sekilde biiylidiigiinde EDTA ile non-enzimatik
olarak kaldirilip inaktive edilmis TSH’ler {izerine ekildi ve her 4-7 giinde bir ayni
sekilde pasajlar1 yapildi (Sekil 3.2a). 5 pasaj boyunca yine ayni sinirlari belli olmayan
50-70 hiicreli koloniler olusmaya devam etse de az sayida farklilasmaya baglamis
birbirlerine daha gevsek bagli hiicrelerin olusturdugu koloniler de gézlendi (Sekil 3.3,
sol panel). Boyle bir durumla karsilasildiginda, stereomikroskop altinda ve bir
mikromanipiilator yardimiyla farklilagmamis koloniler mantiel olarak secildi (Sekil
3.3, sag panel). Sinirlar1 belli olmayan kompakt hiicre kolonileri alkalen fosfotaz (AP)
aktivitesi gosterdi (Sekil 3.3; sol panel, bkz. beyaz kenarlikli eklenti).

Sekil 3.3: (sol panel): GKHBH’lerin olusturdugu iki farkli tipte koloninin P5’teki parlak alan
mikroskobunda cekilmis fotografi (20X; Olgek ¢ubugu = 50 um). Farklilasmanis GKH'ler, birbirlerine
daha gevsek bagl farklilagmaya gitmis GKH'lere kiyasla, daha kompakt ve sinirlart belli olmayan
koloniler olusturur. Kompakt sekilli kolonilerde alkalen fosfataz aktivitesi (beyaz kenarlikli eklentide
yesil boyal1, AP) goriilmiistiir (10X; Olgek ¢ubugu = 100 um). (sag panel): Farklilasmamis kolonilerin
TSH besleyici tabakasi lizerinden stereomikroskop altinda bir mikromanipiilatér yardimiyla segimi.

Kanatsu-Shinohara ve ark., (2003) ¢alismasinda kullanilan medyada kiiglik
modifikasyonlarla olusturdugumuz GDNF, EGF, bFGF, IGF2, SCF ve mLIF ile
tamamlanmis StemPro-34 (Invitrogen)-bazli serumsuz GKH kiiltiir medyasinda uzun
stireli  kiiltire edilmis AP+CD49f+ GKH’lerin (GKHBH) ve Kkiiltiir ortamina
konulmayan CD49f+ GKH’lerin molekiiler kimligi qPZR ile ilgili belirteclerin
ifadelerine bakilarak karsilastirildi. Sonuglarimiz, kullandigimiz zenginlestirilmis

kiiltiir ortaminin hiicrelerin potensilerinde degisiklikler meydana getirdigini gosterdi
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(Sekil 3.4). Literatiirde yer alan az sayidaki ¢alismada GKH'lerin spontan olarak
pluripotent kok hiicrelere doniisebildigi bildirilmistir (Cheng ve ark., 2012b; Guan ve
ark., 2006; Huang ve ark., 2009; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2004; Ko ve ark., 2009;
Kossack ve ark., 2009; Lee ve ark., 2018; Liu ve ark., 2016; Seandel ve ark., 2007).
P5’teki GKHBH’lerin (P5 GSCLCs grubu), farklilasmamig EKH’leri idame ettirmek
icin gerekli olan Oct4a (****p<0.0001), Sox2 (****p<0.0001) ve Nanog
(****p<0.0001) pluripotensi belirte¢lerini MACS sonrasi 0. giine (D0 GSCLCs grubu)
gore yaklasik 20 kat daha fazla ifade ettigi saptandi. GKH belirteglerinden Gfral gen
ekspresyonu 1.7 kat azalirken (**p<0.01), Oct4 (Oct4b olarak da bilinir) (Guo ve ark.,
2012) ifadesinde 10 kat artig goriildii (****p<0.0001). Ly6a’nin mRNA ifadesi ise D0
GSCLCs grubuna gore 13 kat artis gosterdi (****p<0.0001) (Sekil 3.4d). Ayrica, P5
GKHBH kolonilerinin ¢ogalma kapasitesi, CD49f belirteciyle saflastirildigr ilk
duruma gore Ki67 mRNA ifadesinin 6 kat artmasiyla (****p<0.0001) belirlendigi
tizere, artig gosterdi (Sekil 3.4b). CD49f+ GKH kiiltiiriinde ifade edilen genler arasinda
germ hiicresine 0zgli Ddx4 de olmasina ragmen, PS5 GKHBH’lerdeki gen ifadesi 2
katlik bir diisilis gosterdi (***p<0.001) (Sekil 3.4a). P5’e getirmek i¢in yaklasik 7 hafta
kiiltiir ortaminda kalan GKH’lerin spontan spermatogenik farklilagmasini ekarte
etmek i¢in, farklilagmig germ hiicrelerine 6zgii transkriptler incelendi ve Stra8
(****p<0.0001), Sycp3 (¥****p<0.0001), Prm2 (****p<0.0001) ve Acr (**p<0.01)
genlerinin transkript seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii (Sekil

3.4¢).

Bu da GKH/GKHBH doéniisiimiinii saglayan in vitro kiiltiir sistemimizin,
hiicreleri undiferansiye durumda tutup proliferasyon yetenegini arttirirken,
undiferansiye spermatogonyum kimliklerinden uzaklastirip daha ilkel pluripotent

ozellikteki hiicrelerin belirteglerini kazandirdigini gosterebilir.
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Sekil 3.4: AP+CD49f+ GKHBH kolonilerde (pembe siitun) (a): germ hiicre (Ddx4), (b): proliferasyon
(Ki67), (c): mayotik/post-mayotik (Stra8 ve Sycp3/Prm2 ve Acr), (d): GKH/VSEL/pluripotensi (Gfral
ve Oct4/Ly6alOct4a, Sox2 ve Nanog) belirteglerinin mRNA diizeyindeki ifadelerinin zenginlestirilmis
kiiltiir ortamina koyulmamis CD49f+ GKH’lerdekilere (siyah siitun) gore kat degisimi olarak
verilmistir. Ekspresyon sonuglar1 kendi Gapdh ekspresyon seviyelerine gore normalize edildi; n=3,
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001; sonuglar ortalama = standart sapma’y1 temsil eder.

P5’teki GKHBH’ler SSEA-1 (EKH belirteci) (Solter ve Knowles, 1978),
GPR125 (multipotent yetiskin spermatogonyal-kdkenli kok hiicre; MASC belirteci)
(Seandel ve ark., 2007) ve SCA-1+/CD45-/LIN- (VSEL’lerin immiinofenotipik ifade
profili) (Bhartiya ve ark., 2014; Kucia ve ark., 2006; Patel ve Bhartiya, 2016) protein
ifadesi i¢in flow sitometrik olarak incelendiginde, GPR125 ifade eden hiicrelerin
ylizdesi MACS ile ayirim yapilmamis 6rnege gore %10.08’den (Sekil 3.5a) %72’ye
(Sekil 3.5b) artig gosterirken, SSEA-1+ hiicrelerin yiizdesi %6.22°den (Sekil 3.5a)
%12.62°ye (Sekil 3.5b) yikseldi. SCA-1+/CD45-/LIN- VSEL’lerin orani ise
%8.60’tan (Sekil 3.5a) %13.64’e (Sekil 3.5b) yiikseldi.

Sonuglar, gelistirdigimiz zenginlestirilmis in vitro kiiltiir ortaminin, SSEA-1
fare EKH-spesifik belirtecini, GPR125 multipotent yetiskin kok hiicre belirtecini ve
CDA45-/LIN- popiilasyon icerisindeki SCA-1 VSEL belirtecini ifade eden hiicrelerde
sirastyla yaklasik 2 kat, 7 kat ve 1.6 kat artis meydana getirdigini gosterdi.
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Sekil 3.5: (a): MACS sonrasi 0. giinkii CD49f+ GKH’lerde ve (b): AP+CD49f+ GKHBH kolonilerinde
SCA-1, CD45, LIN, GPR125 ve SSEA-1 ifadelerinin flow sitometrik incelenmesi.

Immiinositokimyasal boyama ile de TSH besleyici tabakasi iizerine ekilmis
P5’teki GKHBH kolonilerinde protein diizeyinde SCA-1, GPR125, SSEA-1 ve
DDX4/0OCT4 ifadeleri incelendiginde (Sekil 3.6), hiicrelerin ¢ogunda SCA-1’in
yogunlukla sitoplazmada ve SSEA-1’inse niikleusta immonolokalize oldugu bulundu.
GPR125 ise ¢ogunlukla kompakt kolonilerde giiglii pozitifti. DDX4 ifadesi biiyiik
oranda sitoplazmada ve membranda goriiliip hiicrelerin ¢cogunda zayif pozitiflikte
saptanirken bunlari bir kisminda niikleusa ve/veya sitoplazmaya lokalize OCT4
ifadesi gozlendi. DDX4-/OCT4+ hiicreler DDX4+ hiicrelere gore boyut olarak daha
kiigiiktii ve daha az miktardayd (Sekil 3.6).
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DAPI/SCA-1 DAPI/GPR125 DAPI/SSEA-1

DAPI/DDX4/0CT4 Negatif Kontrol

Sekil 3.6: AP+CD49f+ GKHBH kolonilerinin immiinositokimyasal boyamasi ile protein diizeyinde
karakterizasyonu. PS5 GKHBH’ler SCA-1 (yesil), GPR125 (turuncu), SSEA-1 (magenta) ve DDX4
(kirmiz1)/OCT4A (yesil) ifadesiyle karakterize edilmistir. Niikleuslar DAPI ile mavi renkte boyanmistir
(40X; Olgek cubugu = 50 um).

3.4. GKHBH’lerde Nodal Yolagi Elemanlarinin Tanimlanmasi

In vitro kiiltiir ortaminda TSH’ler iizerinde ve bahsettigimiz alti biiyiime
faktorliyle muamele edilen GKH’lerde 45. giinde (P5) pluripotensi belirteglerinde
mRNA ve protein diizeyinde artis saptadigimiz icin GKH’lerde spontan olarak
pluripotensinin tetiklenmis olabilecegini diistindiik. Bu hiicreleri germline kok hiicre-
benzeri hiicreler (GKHBH) olarak isimlendirdik ve bu durumun pluripotensinin
korunmastyla daha dnceden iligkilendirilen Nodal yolagiyla baglantili olup olmadigini
test etmek icin Nodal yolagi elemanlarinin ifadelerinde de 45. giinlin sonunda benzer
bir artis olup olmadigin1 yine mRNA ve protein diizeyinde inceledik. 45. giin
hiicrelerinde (PS5 GSCLCs), Acvrib (Alk4), Lefty2, Acvr2b, Cripto ve Nodal’m
yaninda Tgfbrl gen ifadeleri kiiltiir ortamina alinmamis CD49f+ hiicrelerinkine (D0
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GSCLCs) kiyasla qPZR ile incelendi (Sekil 3.7). 0. gline gore mRNA seviyelerindeki
artis kat degisimi olarak; Nodal igin 34 (****p<0.0001), Cripto igin 13
(****p<0.0001) ve Lefiy2 igin 8 (****p<0.0001) seklinde bulunmustur. Ote yandan,
0. gline gore, Acvr2b gen ifadesi 6 kat (****p<0.0001), Acvrib gen ifadesi 1.3 kat
(**p<0.01) ve Tgfbrl gen ifadesi de 11 kat (****p<0.0001) azalmistir (Sekil 3.7a). P5
GKHBH’lerin protein diizeyinde de, ACVR2B (Nodal kinaz reseptdr kompleksi
reseptorli), TGFBR1 (TGF-B kinaz reseptor kompleksi reseptorii) ve NODAL’1
eksprese ettikleri bulundu (Sekil 3.7b). TGFBRI1 boyamasi ayni zamanda TSH

besleyici tabakasinda da saptandi.

Nodal sinyallesmesi, pluripotensiyi korumak ve erken erkek germ hiicre
farklilagsmasini1 6nlemek i¢in dnemli oldugundan (Miles ve ark., 2013; Spiller ve ark.,
2012), zenginlestirilmis kiiltlir ortam1 ve metodumuzun, Nodal sinyallesme
elemanlarinin ifadesinde de pluripotensi belirteclerinde oldugu gibi istatistiksel olarak
anlamli bir artisa neden olmasi, 45. giindeki hiicrelerin, literatiirde yer alan
undiferansiye morfolojideki ve AP+ EKH-benzeri hiicre (Sekil 3.3, sol panel)

seviyesine spontan olarak doniigmiis olabilecegini gosterebilir.
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Sekil 3.7: AP+CD49f+ GKHBH’lerde Nodal sinyallesme yolag: elemanlarinin gen ekspresyonu ve
immiinoboyamast. (a): Nodal, Cripto, Acvr2b, Acvrlb, Tgfbrl ve Lefty2 gen ekspresyonu qPZR ile 0.
giin CD49f+ GKH’lerinde (siyah siitun) ve 45. giin GKHBH’lerde (pembe siitun) 6l¢iildii. Ekspresyon
sonuglart kendi Gapdh ekspresyon seviyelerine gore normalize edildi; n=3, *p<0.05, **p<0.01,
**%p<0.001, ****p<0.0001; sonuglar ortalama + standart sapma’y1 temsil eder. (b): ACVR2B (kirmizi),
TGFBRI1 (yesil) ve NODAL (yesil) PS5 GKHBH’lerinde saptandi. Niikleuslar DAPI ile mavi renkte
boyanmustir (40X; Olgek cubugu = 50 um).

3.5. GKHBH’lerin In Vitro Ortamda Mayotik Germ Hiicrelerine ve

Sperm-Benzeri Hiicrelere Farkhlastirilmasi

AP+CDA49f+ GKHBH’lerin in vitro ortamda mayotik germ hiicrelerine
farklilasabilme yeteneklerini test etmek i¢in bu asamadaki hiicreler MMC ile inaktive
edilmis TSH besleyici tabakasi iizerine ekilip yine beklenilen morfolojide koloni
olusumu gozlendigi 7. giinde GKH kiiltiir besi yeri II, 10 uM SB431542 eklenen bazal
farklilasma besi yeri ile degistirildi. Bu, 7 giin SB431542 ile baslayan, ardindan 14

giin 10°° M RA ile devam eden toplamda 28 giin siiren iki-agsamali bir farklilastirma
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(Sekil 3.8a) oldugundan hiicrelerin farklilasma durumu SB431542 eklenmesinden 7
giin sonra ve 28. gilinde (7 giin SB431542 + 14 giin RA) mRNA ve protein diizeyinde
degerlendirildi. Farklilagsma kontrolii olarak bir grup hiicre, ayni siire boyunca ve ayni

islemler uygulanarak GKH besi yeri II ile kiiltiire edildi.

In vitro olarak spermatozoaya farklilasma kapasiteleri incelendiginde, kiiltiiriin
9. giiniinde kiimelesmesi artan GKHBH kolonileri paired (A,r) spermatogonya (2
hiicre) olarak ayrildi ve 11. giinde aligned (Aai.4) spermatogonya (4 hiicre) ve Aal-g/Aal-
16 spermatogonya (8/16-hiicre) olusturdu ve spermatonyumlarin rengi daha
koyulasarak 13. giinde biiylimeleri yavasladi ve ¢ogu hiicre TSH besleyici tabakadan
ayrilmaya basladi. 13. giin ayn1 zamanda ilk defa spermatosit-benzeri hiicreden SA
spermatid-benzeri hiicrenin goriildiigli zamandi. SB431542 iceren besi yerinin RA
icerenle degistirilmesi 14. giinde olup, bundan 2 giin sonra koyu renkli spermatogenik
hiicre kiimeleri yerini esas olarak tekli hiicrelere birakti. 21. glinde birden fazla
uzantilar1 olan hiicreler tabana yapisik halde gézlendi. 24. giinde makrosefalik amorf
sperm goriilmesi ve ¢ok sayida hiicrenin 6liimiiyle beraber 28. giinde az sayida immotil

sperm-benzeri hiicreye rastlandi (Sekil 3.8b).
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Sekil 3.8: (a): AP+CD49f+ GKHBH’lerin mayotik/sperm hiicrelerine iki-asamali in vitro farklilagma
protokoliiniin sematik gosterimi. (b): AP+CD49f+ GKHBH kolonilerinin sperme in vitro
farklilagsmalarinin  indiiklenmesi sirasinda parlak alan mikroskobunda ¢ekilmis fotograflar.
Fotograflarm ¢ekildigi giinler iistlerinde verilmistir (10X; Olgek cubuklari = 100 um). Koloniler TSH
besleyici hiicreleri iizerinde 7 giin SB431542 ile kiiltiire edilmelerini takiben RA ile 14 giin kiiltiire
edildi. Kiiltiiriin 9., ve 11. glinlerinde sirasiyla Ap: spermatogonya (2-hiicreli; kirmizi ok) ve Aaa ve Aar
8/Aa16 spermatogonya (4-hiicreli ve 8-hiicreli/16-hiicreli; acik mavi ve pembe ok) olusturdu.
Spermatositler (beyaz ok) ve spermatidler (siyah ok) kiiltiiriin 13-24. giinlerinde goriildii. Uzun
kuyruklariyla amorf sperm-benzeri hiicreler (yesil ok) ise ¢ogunlukla kiiltiiriin 24. giiniinde gdzlendi.
Kiiltiiriin 28. giiniinde ise genis ¢apli hiicre 6liimiiyle birlikte az sayida primer spermatosit ile sperm-
benzeri hiicre (siyah ¢erceve) de goriildii (40X; Olgek ¢ubugu = 20 um).

Morfolojik olarak gozlenen mayotik indiiksiyon ve post-mayotik germ
hiicrelerine farklilagmay1 transkripsiyonel olarak ve protein diizeyinde verifiye etmek
icin qPZR ve immiinositokimyasal boyama yapildi. AP+CD49f+ GKHBH’lerde 0.
giin CD49f+ GKH’lere gore daha az ifade edilen Ddx4’iin ifadesi (Sekil 3.4a)
SB431542 varliginda 19 kat artig gosterirken (****p<0.0001), RA ile muammele
edilen germ hiicrelerinde, SB431542 ile kiiltiire edilmis germ hiicrelerinkine gore
ifadesi azalmig olarak bulundu (****p<0.0001) (Sekil 3.9a). DDX4, germ
hiicrelerinde spermatogonyumdan yuvarlak spermatidlere kadar olan asamalarda ifade

edilirken, en giiglii ifade erken spermatosit asamasinda goriiliir (Toyooka ve ark.,

85



2000). Bu sonu¢ SB431542 tedavisinin 6. ve 7. gilinlerinde GKHBH’lerden
spermatosit-benzeri hiicre farklilagsmasinin mikroskobik incelemede goriilmesiyle
tutarliydi (Sekil 3.8b). Spermatogenik hiicre ¢ogalma durumunu Slgmek i¢in Ki-67
ifadesine bakildiginda, SB431542 varliginda indiiklenmemis kontrol hiicrelerine gore
mRNA seviyesinin 6 kat arttigi (****p<0.0001), RA sonrasi ise kontrole kiyasla
azaldig1 saptandi (****p<0.0001) (Sekil 3.9b). Ki67 bir hiicre proliferasyonu
belirtecidir (Scholzen ve Gerdes, 2000) ve esas olarak spermatogonya ve primer
spermatositlerde, sadece spermatogonya ve primer spermatositlere sahip, tip I
seminifer tlibiillerde eksprese edilir. Bununla birlikte yuvarlak spermatidler tip II
seminifer tiibiillerde goriindiigiinde, Ki67 esas olarak spermatogonyumda eksprese
olur (Mengmeng ve ark., 2016). Bu sonuglar bize, primer spermatositlerin yuvarlak
spermatidlere farklilastigi zaman proliferatif yetenegin azalabilecegini diisiindiirdii.
Beklenildigi gibi Gfral ve Oct4 GKH belirtecleri transkript diizeyinde SB431542
grubunda kontrole gore sirastyla 3.5 kat (****p<(0.0001) ve 3 kat (****p<0.0001) ve
RA grubunda SB431542 grubuna gore sirasiyla 12 kat (****p<0.0001) ve 14 kat
(***p<0.001) azaldi. Benzer sekilde Oct4a ve Ly6a VSEL belirtegleri transkript
diizeyinde SB431542 grubunda kontrole gore sirastyla 11 kat (****p<0.0001) ve 1.7
kat (**p<0.01) ve RA grubunda SB431542 grubuna gore 6’sar kat (her ikisi de
*#%p<(0.001) istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (Sekil 3.9¢). Sekil 3.9d’de
germ hiicrelerinde mayozun baslatilmasi i¢in gerekli oldugu bilinen Stra8’in ve
sinaptonemal kompleks proteini Sycp3’iin mRNA seviyelerinin SB431542 ilavesiyle
sirastyla 31 kat (****p<0.0001) ve 3.2 kat (****p<0.0001) artt1ig1, ardindan RA
grubunda ise SB431542’li gruba gore sirastyla 2 kat (****p<0.0001) ve 1.3 kat
(**p<0.01) distiigii saptandi. Bu sonug¢ da SB431542 eklenmesiyle amagladigimiz
mitotik/mayotik gecisin transkripsiyonel olarak tetiklenerek mayozun indiiklenmis
olabilecegini gosterir. Prm2 ve Acr ifadesi SB431542 eklenmesiyle kontrole gore
sirastyla 1.7 kat ("p>0.05) ve 1.2 kat ("p>0.05) artt1 ve SB431542’den sonra RA
eklenmesiyle kontrole gore sirastyla 31 kat (****p<0.0001) ve 18 kat (****p<0.0001)
arttr. Yalnizca SB431542 verilen gruba gore RA tedavisi ise Prm2 ifadesini 18 kat
arttirirken (****p<0.0001) Acr ifadesini de 15 kat yiikseltti (****p<0.0001) (Sekil
3.9¢).
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b C GKH / VSEL-spesifik genler
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Sekil 3.9: AP+CD49f+ GKHBH’lerin in vitro ortamda sperme farklilastirildiklari (a): germ hiicre
(Ddx4), (b): proliferasyon (Ki67), (¢c): GKH/VSEL (Gfralve Oct4/Oct4a ve Ly6a), (d): mayotik (Stra8
ve Sycp3) ve (e): post-mayotik (Prm2 ve Acr) belirteglerinin ifadelerinin indiiklenmemis kontrol
hiicrelerine (siyah siitun) kiyaslanmasiyla qPZR ile gosterildi. SB, SB431542 eklenerek (pembe siitun)
ve RA, retinoik asit eklenerek (yesil siitun) olusturulmus kiiltiir ortamindaki 6rnekleri temsil eder.
Ekspresyon sonuclart kendi Gapdh ekspresyon seviyelerine gore normalize edildi; n=3, *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001; sonuclar ortalama + standart sapma’y1 temsil eder.

In vitro farklilasma, SB431542 ile 7 giin kiiltiire edilen ve SB431542 ile 7
giiniin ardindan RA ile 14 giin kiiltiire edilen hiicrelerde (Sekil 3.8a) protein diizeyinde
imminositokimyasal olarak da dogruland1 (Sekil 3.10). H2AX/SYCP3
immiinoboyamasi, hem yalnizca SB431542 ile muamele edilen hem de SB431542’yi
takiben RA verilen germ hiicrelerinde niikleusta goriildii (Sekil 3.10b, ¢). Bununla
birlikte kontrol grubunda H2AX/SYCP3 boyamasi goriilmedi ve dolayisiyla kontrol
hiicreleri mayoza girmediler ancak ¢ogunlugunun PCNA ekspresyonu gostermesiyle
anlasildig: tizere, prolifere olmaya devam ettiler (Sekil 3.10a). Mikroskopik gozlem
sonucu morfolojik olarak saptanan sperm-benzeri hiicrelerin flagellumlarinin gii¢lii bir

sekilde CLAMP (SPEF1, sperm flagellar protein 1) ile boyandigi gozlendi (Sekil
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3.10c). CLAMP ifadesine farklilasmaya sokulmamig kontrol grubu hiicrelerinde ve
SB431542 verilen grupta rastlanmadi (Sekil 3.10a, b).

Sonu¢ olarak SB431542 ilavesi, GKHBH’leri c¢ogunlukla leptoten
spermatositlere indiiklemisti, ki bu da mayoz bdliinmenin bagladigini gosterir. Bunu
takiben RA uygulamasiyla, iclerinde mayozun daha ileri asamasindaki pakiten ve

diploten spermatositler ile kuyruk gelisimi olan spermlerin bir arada bulundugu faza

gectigi izlendi.
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Sekil 3.10: AP+CD49f+ GKHBH’lerden in vitro olarak farklilastirilan spermatosit ve spermlerin
immiinositokimyasal olarak boyanmasi ile protein diizeyinde karakterizasyonu (40X; Olcek cubugu =
20 um). (a): GKH kiiltiir besi yeri II ile kiiltiire edilmis indiiklenmemis GKHBH’ler (kontrol grubu) ve
(b): SB431542 igeren besi yeri ile 7 giin kiiltiire edilen GKHBH’lerin her ikisinde de PCNA (kirmizi)
ekspresyonu saptanirken, H2AX (kirmizi) ve SYCP3 (kirmizi) ekspresyonunun sadece SB431542
verilmis grupta leptoten asamasindaki spermatositlerin (beyaz ok) niikleusuna lokalize oldugu bulundu.
(c): SB431542°1 takiben RA igeren besi yeri ile 14 giin ileri farklilagmasi indiiklenen spermatogenik
hiicrelerde spermatositlerin varligi (beyaz ok), H2AX (kirmizi) ve SYCP3 (kirmizi) ekspresyonunun
niikleusta spesifik olarak goriilmesiyle gosterilirken ayni1 zamanda az sayida CLAMP (yesil) pozitif
kuyruklu sperm hiicrelerine (beyaz ok) rastlandi. Orta panelde pakiten (beyaz ¢erceve) ve diploten (sart
gergeve) asamasindaki spermatositler bilylitiilmiis olarak verildi. En sag panelde zigoten asamasindaki
bir spermatosit (beyaz ¢ergeve) biiyiitillerek gosterildi. Niikleus DAPI ile boyandi.
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ALK4/ALK7 (ACVRI1C) ve ALKS (TGFBR1) sinyallesmesinin bloklandigini
konfirme etmek i¢in, 1 hafta boyunca 10 uM SB431542 ile muamele edilmis GKHBH
kolonilerinden farklilagsan mayotik/post-mayotik germ hiicrelerinde total SMAD?2 ve
fosforile edilmis SMAD2 (pSMAD?2) seviyelerini degerlendirmek iizere Western
blotlama yapild1 (Sekil 3.11). SB431542 ile farklilastirilan ve SB431542
uygulamasiyla ayni siire boyunca ve ayni miktarda DMSO (SB431542’nin ¢oziiciisii)
ile muamele edilmis, kontrol grubu ornekleri de benzer bigimde yiiksek seviyede
SMAD?2 proteini igeriyordu. SB431542 muamelesi, DMSO kontroliine kiyasla, P-
SMAD?2 seviyelerini neredeyse tespit edilemez seviyelere diistirdi (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11: AP+CD49f+ GKHBH’ler DMSO veya 10 uM SB431542 igeren bazal farklilasma besi
yeriyle 2 giinde bir besi yeri degisimi yapilarak toplamda 1 hafta kiiltiire edildi ve SMAD2 ve fosforile
SMAD2'ye (pSMAD2) 6zgii antikorlarla immiinoblotlama kullanilarak kullanilan doz ve siirenin
ALK4/5/7 sinyallesmesi tizerindeki inhibe edici etkisine bakildi. Blotlamanin prob edildigi antikorlar
panellerin yaninda verilmistir. Temsili sonuglar, n=4.

3.6. Busulfan-Kaynakh Infertil Fare Testislerine Transplante Edilen
GKHBH’lerin TSH’lere Kiyasla Spermatogenez Restorasyonundaki Etkisi

Fare infertilite modeli olusturmak i¢in yapilan optimizasyon c¢alismasinda 30

mg/kg, 40 mg/kg ve 45 mg/kg olmak lizere ii¢ farkli busulfan dozunun 8-haftalik
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farelere i.p. olarak enjeksiyonundan sonra 35 giin beklenip testisleri, hematoksilen-
eozin (H&E) ve immiinofloresan boyamasi yapilarak ve qPZR ile germ hiicresi
belirteclerinin ifadelerine bakilarak ¢aligildi. Buna gore, 30 mg/kg busulfan dozunun
DMSO kontrolii grubunda tiibiil cap1 busulfan grubuna gore daha biiyiiktii. DMSO
grubundaki tiibiillerde spermatidler baskinken busulfan grubunda spermatositler
baskindi. Johnsen skoru busulfan grubunda: 8.62 ve DMSO grubunda: 9.62 olarak
hesaplandi. 40 ve 45 mg/kg busulfan gruplarinda busulfan tedavisi goren testislerde
seminifer tiibiillerin ¢aplar1t DMSO gruplarinin neredeyse yarisi kadardi. Jonhsen
skorlar1 40 mg/kg busulfan grubunda: 3.07, 40 mg/kg DMSO grubunda: 9.02; 45
mg/kg busulfan grubunda: 3.16 ve 45 mg/kg DMSO grubunda: 9.05 olarak hesaplandi.
35 mg/kg busulfan-DMSO, 40 mg/kg busulfan-DMSO ve 45 mg/kg busulfan-DMSO
gruplarina ait fotograflar Sekil 3.12’de verilmistir. 40 mg/kg busulfanin infertil fare
modeli olusturmaya yeterli oldugunu gordiigiimiiz ve daha yiiksek dozlara ¢ikildiginda
farelerde busulfan-kaynakli 6liim olasiliginin 6niine ge¢mek i¢in bundan sonraki
busulfan-kaynakli germinal ablasyon olusturulmus testislerle ilgili deneylerde 40

mg/kg busulfan dozu kullanilmstir.

30 mg/kg 40 mg/kg 45 mg/kg

) (e

Sekil 3.12: 30 mg/kg, 40 mg/kg veya 45 mg/kg busulfan ve her bir doz i¢in karsilik gelen miktarda
DMSO uygulanan 8-haftalik BALB/c erkek farelerin 35 giin sonra 5-um kalinhigindaki testis kesitlerine
ait H&E boyanmis fotograflar (40X; Olgek ¢gubugu= 20 um). Her bir doz ve her dozun ¢oziiciisii igin
n=6 fare.

Busulfanin testikiiler kok hiicrelere olan etkisinin degerlendirilebilmesi igin
Gfral, Oct4, Oct4a ve Ly6a’nin ifadeleri ve spermatogenezin tespiti i¢in Ddx4, Sycp3,
Prm2 ve Acr genlerinin ifade seviyeleri qPZR kullanilarak mRNA diizeyinde incelendi
(Sekil 3.13b). Ayn1 zamanda, 40 mg/kg busulfanin germ hiicrelerinin deplesyonu ve
testikiiler niste yarattigi hasarin undiferansiye GKH’ler iizerinde ne olgiide etkili

olduguna ise busulfan uygulanan testis kesitlerine DDX4 ve OCT4 immiinoboyamasi
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yapilarak bakildi (Sekil 3.13a). DMSO kontroliine kiyasla busulfan grubunda, Gfral
(****p<0.0001), Oct4 (****p<0.0001) ve Octda (**p<0.01) gen ifadeleri sirasiyla 34,
30 ve 1.5 kat diisiis gosterirken, Ly6a ifadesinde 14 kat artis gortildii (****p<0.0001)
(Sekil 3.13b). Bir grup arastirmaci Sca-1’in testiste bir VSEL belirteci oldugunu
savunurken (Bhartiya ve ark., 2014; Kucia ve ark., 2006; Patel ve Bhartiya, 2016),
digerleri germ hiicrelerinin Sca-1 ifade etmedigini; fakat, Sca-1’in peritiibiiler miyoid,
endotelyal ve kiiresel sekilli peritiibiiller mezenkimal hiicreler {izerinde interstisyel
dokuda eksprese oldugunu savunmaktadir (van Bragt ve ark., 2005). Dolayistyla
DMSO grubuna gore Sca-1 gen ifadesindeki 14 kat artig, Sekil 3.12, orta panelde
morfolojik incelemede atrofi gdzlenen tiibiilleri c¢evreleyen artan interstisyal

yogunlukla iligkili olabilir.

Sekil 3.13a’da DMSO kontrol grubunda, bazal membranin iizerindeki
hiicrelerde testis liimeninin orta kismina kadar DDX4 proteininin sitoplazmik
ekspresyonu gozlemlendi. DDX4 sadece spermatogonyay1 boyamakla kalmadi, ayni
zamanda spermatositlerde de daha diisiik yogunlukta ifade edildi. DDX4+ hiicreler ise
beklenildigi gibi busulfan grubunda saptanmadi (Sekil 3.13a) ve bununla tutarli olarak
Ddx4 transkript seviyesi de DMSO kontroliine gore busulfan grubunda neredeyse
sifira yaklastt (****p<0.0001) (Sekil 3.13b). Sekil 3.13a’da OCT4 protein
ekspresyonu, busulfan grubunda da DMSO grubunda da gozlenmedi. OCT4 ifadesinin
bazal membranin iistiindeki GKH’lerde gézlenmemesi kullanilan OCT4 antikoruyla
baglantili olabilir (Niknejad ve ark., 2021). Caligmada kullandigimiz anti-Oct4
antikoru, insan OCT4 proteininin 1-134 amino asitlerini tantyan bir fare monoklonal
anti-Oct4 antikoruydu (sc-5279, Santa Cruz, ABD) ve literatiirde daha 6nce Octda
deteksiyonu i¢in kullanilmistir (Fong ve ark., 2011). Fare monoklonal anti-Oct4
antikorunun (sc-5279) fare pluripotent embriyonik karsinoma (P19) hiicrelerinin
Western blotlamasinda tek protein banti verip yalnizca niikleusta lokalize oldugu, buna
kargin tiim insan OCT4'line kars1 {iretilen bir tavsan poliklonal antikorunun (CSB-
PA11579A0RD) ise hem Oct4a hem de Oct4b'yi tespit ettigi ve Western blotlamada
cift protein bandi verip sitoplazmada ve niikleusta lokalize oldugu daha once
gosterilmigtir (Liu ve ark., 2018). OCT4A transkripti ve proteini EKH’lerin

pluripotensi 6zelliklerinden sorumlu olan bir transkripsiyon faktoriiyken, OCT4’un
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non-pluripotensi varyant1 ise OCT4B’dir (Jez ve ark., 2014). Gkountela ve ark.,
(2013), PGH'lerdeki OCT-4A'nin ya sitoplazmaya transloke oldugunu ya da
muhtemelen degradasyon i¢in orada atteniie edildigini ve sitoplazmik OCT4A’nin
oneminin bilinmedigini, ancak biiylik global epigenetik degisikliklerle o6zellikle
cakistigint One siirmiislerdir (Gkountela ve ark., 2013). OCT4%in sitoplazmik
lokalizasyonu, OCT4B splice varyantinin ifadesinden kaynaklanir (Atlasi ve ark.,
2008). OCT4A ve OCT4B pluripotent kok hiicrelerde eksprese edilirken (VSEL’ler
de buna dahildir), OCT4B testiste unipotent GKH’lerinde ifade edilir. Dolayistyla
unipotent 6zellikteki GKH’lerinin DMSO kontroliinde sc-5279 fare monoklonal anti-
Oct4 antikoru ile OCT4B+ GKH’leri saptayamamamiz normaldir. Ancak, DMSO
grubunda OCT4A+ VSEL hiicrelerini de saptayamadik. Bu sonug, Bhartiya ve ark.’nin
(2010) orsiektomi geciren erkeklerin testikiiler germ hiicre smearlerinde ve testis
kesitlerinde sc-5279 antikoru kullanarak niikleer Oct-4A+ VSEL’lerin varligini
gosterdigi calismasiyla cakismaktadir (Bhartiya ve ark., 2010). Yine goOrmeyi
bekledigimiz gibi kemoablate edilen grubun testislerinde Sycp3, Prm2 ve Acr ifadeleri,
DMSO kontroliine gore sirasiyla yaklasik olarak 18, 1288 ve 179 kat azald1 (her {igii
de ****p<0.0001) (Sekil 3.13b).

Sonuglarimiz 40 mg/kg busulfan verilmis 8-haftalik farelerin 35 giin sonra

infertil oldugunu ve transplantasyon deneyinde kullanilabilecegini gosterdi.
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Sekil 3.13: (a): 40 mg/kg busulfan veya esit miktarda DMSO verildikten 35 giin sonra testislerden
alman parafin kesitlerde DDX4 (germ hiicresi belirteci) ve OCT4A (pluripotensi belirteci) boyamast
(n=3; 40X, Olgek gubugu =20 um). Belirtilen dozda ve siirede busulfan ile atrofik ve germ hiicrelerince
deplete olmus ve DMSO’ya kiyasla boyut olarak kiigiilmiis testislerde DDX4 ifadesine
rastlanmamisken DMSO grubunda DDX4 sinyalleri bazal bolmede zayifti ve farklilasan hiicrelerde
daha gii¢liiydii. OCT4A ifadesinin ise sadece busulfan grubunda bazal laminanin hemen {istiindeki
bolgedeki az sayidaki hiicrede gorece zayif oldugu gozlenmistir. Testis resimlerinin yaninda H&E
boyamalar1 da konulmustur (n=3; 40X, Ol¢cek ¢ubugu = 100 um). (b): 40 mg/kg busulfan (pembe siitun)
ve esit miktarda DMSO (siyah siitun) enjekte edildikten 35 giin sonra testislerde germ hiicre (Ddx4),
GKH/VSEL (Gfralve Oct4/Oct4a ve Ly6a), mayotik (Sycp3) ve post-mayotik (Prm2 ve Acr)
belirteglerinin transkript miktarlar1 gPZR ile 6lgiildii. Ekspresyon sonuglari kendi Gapdh ekspresyon
seviyelerine gore normalize edildi; n=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001; sonuglar
ortalama =+ standart sapma’y1 temsil eder.
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35 glin sonrasinda tam azoospermi gozlemledigimiz 40 mg/kg busulfan (Sekil
3.12, orta panel; Sekil 3.13) uygulandiktan 15 giin sonra testikiiler kok hiicrelerin
orani, DMSO kontroliine ve busulfan enjeksiyonu sonrasi 35 giin gecmis gruba gore
flow sitometri ile karsilastirildi. Busulfandan sonra 15. gilinde testisteki hiicrelerin
%3.02°si SSEA-1 ifade ederken bu oran busulfanin 35. giiniinde %16.33’¢e yiikseldi.
Bu gruplarin DMSO kontrollerinde ise testikiiler hiicreler arasinda SSEA-1+ hiicreler,
sirastyla %6.86 ve %6.34 oraninda vardi. Busulfan sonrasi 15. giinde GPR125+
hiicreler, tim hiicreler igerisinde %8.97 oraninda bulunurken bu oran 35. gilinde
%47.87’ye ylikselmistir. 15. glin DMSO kontroliinde ve 35. giin DMSO kontroliinde
tlim hiicreler arasinda GPR 125 ifade eden hiicreler, sirasiyla %8.23 ve %7.85’ti (Sekil
3.14).

Daha 6nce GPR125’in yalnizca germ hiicrelerine spesifik olmadigi, ayn
zamanda testikiiler somatik hiicre kiiltlirlerinde de ifade edildigi gosterilmistir (Zheng
ve ark., 2014). Testikiiler kesitlerde GPR125 boyamasi GKH’lerde ve Leydig
hiicrelerinde goriilmiistiir (He ve ark., 2010; Seandel ve ark., 2007). 40 mg/kg busulfan
35. giin fotograflarinda, histolojik preparatlarda interstisyel alanda daha yogun
hiicrelerin gozlenmesi ve busulfana gorece direncli GKH’lerin tedavi sonrasinda
kalmasi (Zheng ve ark., 2018) (Sekil 3.12, orta panel), Sekil 3.14’teki GPR125-zay1f
pozitif ve GPR125-kuvvetli pozitif iki ayr1 popiilasyonu aciklayabilir.

SSEA-1'in fare embriyolarinda, EKH’lerinde (Solter ve Knowles, 1978),
PGH’lerinde (Fox ve ark., 1981), gonositlerde (Kerr ve ark., 2008; Park ve ark., 2009),
yenidogan testisinden izole edilen fare GKH’lerinde (Kanatsu-Shinohara ve ark.,
2004) ve VSEL’lerde (Kucia ve ark., 2006) ifade edildigi bilinmektedir. Ayrica Kim
ve ark., (2013) calismasinda testisteki SSEA-1+ hiicrelerin %40'indan fazlasinin
germline belirteci VASA, tip A spermatogonya belirteci PGP9.5 ve GKH belirteci
PLZF ig¢in pozitif oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alisma, SSEA-1’in GKH’lerinde ve

interstisyal hiicrelerde eksprese oldugu sonucuna varmistir.
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SSEA-1 ifadesinin 15. giine gore 35. giinde 5 kat artig olmast, busulfanin 35.
giindeki etkisiyle mikrogevreyi onarmak veya germ hiicrelerine transdiferansiye
olmak amaciyla aktive olan busulfana-direngli SSEA 1+ VSEL hiicrelerinin (Bhartiya
ve ark., 2014; Grymula ve ark., 2014; Kassmer ve Krause, 2013) veya Ki’ndeki
mezenkimal kdkenli SSEA 1+ hiicrelerin (Anjos-Afonso ve Bonnet, 2007; Kashani ve
ark., 2014; Nayernia ve ark., 2006b; Nifontova ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2014b)

testise migrasyonu ile iliskili olabilir.

D35-BUS gpr125+sseal/ G1
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Sekil 3.14: 40 mg/kg busulfan ve esit hacimde DMSO enjeksiyonundan 15 ve 35 giin sonra tiim
testikiiler hiicreler igerisinde GPR125 ve SSEA-1 ifade edenler flow sitometri ile kantifiye edildi.

Busulfan sonrasinda testisteki hiicrelerin %1.77 ve %2.51°si sirasiyla c-KIT
(farklilasan spermatogonya belirteci) (Schrans-Stassen ve ark., 2009) ve CD90 (GKH
belirteci) (Kubota ve ark., 2004a) ifade ederken bu oran busulfanin 35. giinde %1.01
ve %0.87’ye diisiis gosterdi. 15. giin DMSO grubunda testikiiler hiicrelerin %5.87’si
c-KIT+ ve %1.84’1 CD90+’ti ve 35. giin DMSO grubunda testikiiler hiicrelerin
%35.60’1 c-KIT+ ve %2.09’u CD90+ti (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15: 40 mg/kg busulfan ve esit hacimde DMSO enjeksiyonundan 15 ve 35 giin sonra total
testikiiler hiicre popiilasyonunda (b): ¢c-KIT ve (c): CD90 ifadesi flow sitometri ile 6lgiildii.

Busulfan enjeksiyonundan 15 giin sonra testisteki hiicrelerin %51 CD49f
ifadesi gosterdi. Bu oran 35. giinde %22.69’a ¢ikti. Egit miktarda DMSO verildikten
15 giin gegen grupta bu oran %9.97°ydi ve 35 gilin gegen grupta ise %9.14’tii (Sekil
3.16). OCT4 ve SOX2’nin CD49f promotoriine baglanarak CD49f'nin ifadesini
indiikledigi, CD49f nin pluripotensinin korunmasinda rol oynadigi ve MKH’lerde
sfer-olusturma etkinligini ve farklilagmalarin1 gelistirdigi bilinmektedir (Yu ve ark.,

2012).

Sonug olarak, sitotoksik bir kemoterapotik olan busulfan verilmesinden 35 giin
sonra buldugumuz pluripotensi (SSEA-1) belirteclerinin ve multipotensiyi tetkikledigi
ve pluripotensiyi korudugu bilinen CD49f ifadelerindeki translasyonel diizeydeki artis,

stres/hastalik durumlarinda rejenerasyon ve homeostazin korunmasiyla iligkili olabilir.
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Sekil 3.16: 40 mg/kg busulfan ve esit hacimde DMSO enjeksiyonundan 15 ve 35 giin sonra total
testikdiler hiicre popiilasyonunda CD49f ifadesi flow sitometri ile 6l¢iildii.

Cok az sayida ¢alismada busulfan ile tedavi edilmis fare testis dokusunda

VSEL hiicrelerinin canliligin1 ve fonksiyonunu siirdiirerek sayilarmin ilk 15 giin

icerisinde 2 katina ¢iktigi, ancak 30. giinde bazal degerine diistiigii gosterilmigtir
(Anand ve ark., 2016). VSEL’lerin, SCA-1+/CD45-/LIN- oldugu bilinmektedir
(Bhartiya ve ark., 2014; Kim ve ark., 2014; Kucia ve ark., 2006; Patel ve Bhartiya,
2016). 40 mg/kg busulfanin 15. giinde SCA-1+/CD45-/LIN- hiicrelerin sayisini

DMSO kontroliine gore degistirmedigi goriiliirken 35. giiniin sonunda DMSO kontrol

grubuna gore yaklasik 13.09 katina ¢ikardigi goriildi (Sekil 3.17). Bu sonug

busulfanin 35. giinde Sca-1 ifadesinin mRNA diizeyinde 14 kat artis meydana
getirmesiyle ortiigmektedir (****p<0.0001) (Sekil 3.13b). Ancak burada daha 6nce de

Sekil 3.13b i¢in de tartistifimiz gibi, busulfanla meydana gelen CD45 ve LIN

ifadesince negatif popiilasyondaki SCA1 ifadesindeki artisit VSEL’lerin sayisindaki

artisa baglamak dogru degildir. Ciinkii histolojik deneylerde busulfan-kaynakli atrofi
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gbzlenen tiibiillerin ¢evresinde interstisyal yogunlukta onemli derecede bir artig
gozledik (Sekil 3.12, orta panel) ve bununla uyumlu olarak testiste LY6A'nin seminifer

tiibiillerde degil, sadece interstisyel dokuda eksprese edildigini gosteren caligmalar
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Sekil 3.17: 40 mg/kg busulfan ve esit hacimde DMSO enjeksiyonundan 15 ve 35 giin sonra testikiiler
hiicrelerde SCA-1+/CD45-/LIN- hiicreler flow sitometri ile kantifiye edildi.

Tanim geregi, yalnizca bir kok hiicre bir spermatogenez kolonisi iiretebilir ve
sirdiirebilir ve her koloni tek bir GKH’nin klonojenik proliferasyonu ve
farklilasmasindan dogar. Biz de AP+CD49f+ GKHBH’lerin in vivo germ hiicresine
farklilasma potansiyelini gostermek ig¢in, koloni hiicreleri germ hiicre yonelimli
oldugundan, bu hiicreleri TSH’lerle beraber dogrudan testise transplante ettik. /n vivo
busulfan verilerimiz, 35. giinde germ hiicrelerinin neredeyse tamamen deplete
olmasina ragmen GKH belirteci GPR125’in  ve multipotensi/pluripotensi
belirteclerinin ifadelerinde DMSO kontroliine gore protein diizeyinde artig

gosterdigine isaret ediyordu. Aslinda flow sitometriyle, CD45 ve LIN ifadesince
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negatif olan hiicre popiilasyonu igerisinde daha yiiksek SCA-1 ifadesi gormemiz (Sekil
3.17) ve GPRI125, SSEA-1 ve CDA49f ifadesindeki artislar (Sekil 3.14, 3.16) hep
translasyonel diizeyde olup her zaman bu belirtecler i¢in pozitif olan popiilasyonlarin
sayica artmis oldugu anlamina gelmez. Sayet eger bahsi gecen belirteglerin protein
diizeyindeki artig1, spermatogenezin yeniden baglamasi igin yetersizse ve/veya
busulfan sonrasinda testise mobilize olan busulfana direngli SSEA1+ VSEL’ler
(Bhartiya ve ark., 2014) veya Ki-kdkenli SSEA 1+ veya CD49f+ mezenkimal hiicreler
(Anjos-Afonso ve Bonnet, 2007; Nifontova ve ark., 2008) gibi hiicrelerin kendilerini
yenilemesi, prolifere olmasi ve trans-diferansiye olmasi i¢in ya da busulfan sonrasi
kalan az sayidaki GPR125+ hiicrelerin farklilasmasi i¢in gerekli faktorleri eksojen
TSH’ler saglayamazsa, sadece TSH transplantasyonu sonu¢ vermeyecekti. Bu
durumda saglikli nig hiicreleri ile in vitro-tirettigimiz AP+CD49f+ GKHBH’leri
transplante ettigimiz, TS-GKHBHT grubunu bu hipotezimizi test etmek igin

olusturduk ve sadece TSH transplante edilen grubumuzla karsilastirdik.

Transplantasyon oOncesinde, infertilite modeli olusturmak i¢in optimize
ettigimiz doz (40 mg/kg) busulfan ile spermatogenezin tamamen deplete oldugunu
verifiye ettikten sonra (Sekil 3.12, orta panel, Sekil 3.13), yeniden baslayacagini
umdugumuz spermatogenezin transplante edilen eksojen kok hiicrelerden
kaynaklandigini degerlendirebilmek i¢in hayvanlar enjeksiyon sonrasi 35 giin boyunca
transplantasyon yapilana kadar birakildi (Sekil 3.12, orta panel; Sekil 3.13).
Transplantasyon sonrasi hiicrelerin testise inkorpore olduklarinin dogrulanmasi igin,
P4 TSH’ler ve PS5 GKHBH’ler sirastyla CM-Dil ve SP-DiOC floresan karbosiyanin
boyalar1 kullanilarak isaretlendi. TSH’ler ve GKHBH’ler basaril bir sekilde sirastyla
CM-Dil ve SP-DiOC ile boyanirken, PBS kontrol grubunda ne kirmizi ne de yesil bir

floresan sinyaline rastlandi (Sekil 3.18).
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SP-DiOC

Sekil 3.18: GKHBH’lerin ve TSH’lerin sirasiyla SP-DiOC (yesil) ve CM-Dil (kirmizi) ile
isaretlendiklerinin transplantasyondan hemen oOnce konfokal mikroskobunda g¢ekilen resimlerle
dogrulanmasi. Negatif kontrol olarak PBS, SP-DiOC veya CM-Dil ile boyand: (40X; Olcek ¢ubugu =
20 um).

TSH’ler tek basina (TSHT grubu, n=5) ve GKHBH’lerle beraber (TS-
GKHBHT grubu, n=5), spermatogenez restorasyonundaki potansiyel etkilerini
degerlendirmek i¢in mediastinumda rete testisine transplante edildi. Kontrol grubunun
(sham grubu, n=3) testislerine ise sadece serum fizyolojik enjekte edildi (Sekil 3.19a).
Busulfan verilmis farelerin her birinin testisine CM-Dil-TSH’ler (1 x 10° hiicre/10 ul)
veya CM-Dil-TSH (0.5 x 10° hiicre/5 ul) + SP-DiOC-GKHBH’ler (0.5 x 10° hiicre/5
ul) transplante edildiginin ertesi giinli floresan sinyallerin testise lokalize oldugu
saptandi, ancak sinyal bundan 1 hafta sonra saptanamaz hale geldi (Sekil 3.19b). Bu
sonug, enjeksiyon bolgesinde isaretli hiicrelerin saptandigi, dolayisiyla da transplante
edilen hiicrelerin testise basarili bir sekilde inkorpore olduklari anlamina gelir.
Sinyalin bir haftadan sonra izlenememesi, floresan boyalarin biyolojik
kararsizligindan ve hiicreler boliiniitken kademeli olarak seyrelmesinden
kaynaklanabilir (Herrid ve ark., 2013; Parish, 1999). Operasyon sonrast TSHT
grubundan 1 hayvan ve TS-GKHBHT grubundan 2 hayvanda 6liim oldugu igin
transplantasyon sonrasi yapilacak deneylerde TSHT grubunda n sayis1 4’e diiserken
TS-GKHBHT grubunda 3’e diistii. Transplantasyonlardan 2 ay sonra, fareler sakrifiye
edilip testisleri toplandi. Ortalama testis boyutlar1 karsilastirildiginda, sham grubunda
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(0.4 £ 0.1 cm) testis boyutu TSHT grubuyla (0.5 £ 0.1 cm) yaklasik olarak ayniydi.
TS-GKHBHT grubununki (0.7 £ 0.1 cm) diger gruplardan daha biiyiiktii (Sekil 3.19c¢).

Kontrol

Tissue AF/CM-Dil

Kontrol _CM-Dil

TSH'ler TSH'ler GKHBH'ler
Kontrol SP-DiOC

Tissue AF/SP-DiOC/CM-Dil

Sekil 3.19: (a): Skrotum {izerinde orta hattan yapilan kesiyle her iki testis disar1 ¢ikarilip steril karton
plak {izerine alind1 (i). 32G mikro igne takili enjektére 10 ul hacimde 30 ug DNaz 1/%10 Tripan mavisi
icerisinde 1-2 x 10° isaretli hiicre siispansiyonu cekildi (ii). Optik biiyiitme altinda, sirayla her iki testise
mediastinum hizasindan rete testis igerisinde igne 30°C agiyla ilerletilerek interstisiyuma kagmayacak
sekilde 10 ul hiicre siispansiyonu enjekte edildi (iii). Seminifer tiibiillerin doldugu, Tripan mavisinin
tunica albuginea iizerinden homojen bir sekilde dagildiginin gézlenmesiyle teyit edildi (iv). Testisler
skrotal bosluga yerlestirildi ve cilt 5/0 abzorbabul siitiirle dikilerek kapatildi. (b): CM-Dil-TSH’ler ve
CM-Dil-TSH + SP-DiOC-GKHBH’lerin transplantasyonun ertesi giiniinde IVIS ile in vivo floresan
goriintiileme yapildi. Doku otofloresanindan arindirilmis floresan 1s1ma Spectral Unmixing sonucu elde
edilmis olup her iki grupta da testise lokalize sinyal alinmig ve serum fizyolojik verilmis kontrol
grubunda herhangi bir sinyal saptanmamigtir. Her gruptan birer fare temsili olarak sunulmustur. Her
grubun altinda CM-Dil (kirmizi) ve SP-DiOC (yesil) 1simasinin doku otofloresaniyla (gri) birlestirilmis
resimleri konulmustur. (¢): Transplantasyondan 2 ay sonra servikal dislokasyonla 6tenazi uygulanan ii¢
grubun testis boyutlarinin gorsel olarak karsilagtirilabilmesi i¢in her gruptan bir hayvanin cetvel yanina
konmus temsili fotograflari.
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TS-GKHBHT grubunda Ddx4’iin gen ifadesi kontrole gore 10 kat artig
gosterirken (****p<0.0001), bu oran TSHT grubunda 3’tii (*p<0.05) (Sekil 3.20a).
Gfral ve Oct4 transkript miktarlar1 TS-GKHBHT grubunda sirasiyla yaklasik 17 kat
(****p<0.0001) ve 4 kat (****p<0.0001) artis gosterirken, TSHT grubunda kontrole
gore goriilen artig istatistiksel olarak anlamli degildi. Oct4a gen ekspresyonu kontrole
gore TS-GKHBHT grubunda 8 kat artig gosterdi (****p<0.0001). TSHT grubunda
Oct4a i¢in kontrole kiyasla artis goriilse de bu istatistiksel olarak anlamli degildi.
VSEL belirteci Ly6a’nin mRNA seviyesiyse TSHT ve TS-GKHBHT gruplarinda
kontrole kiyasla sirasiyla 3 kat (***p<0.001) ve 2 kat (*p<0.05) artig gosterdi (Sekil
3.20b).

Testikiiler kok hiicre belirteglerinin mRNA diizeylerinin kontrol grubuna gore
TS-GKHBHT grubundaki istatistiksel olarak anlamli artigi yalnizca transplante edilen
GKHBH’lerin testise engrafmanini takiben kolonize olmalarindan kaynaklanip bu
hiicreler in vivo spermatogenez gecirememis olabilirdi. Bu duruma netlik kazandirmak
ve eger spermatogenez yeniden baglatilabilmigse de germ hiicrelerinin hangi agsamaya
kadar matiire olduklarin1 gérmek i¢in mayotik Stra8 ve Sycp3 (Sekil 3.20¢) ve post-
mayotik Prm2 ve Acr (Sekil 3.20d) genlerinin ifadeleri incelendiginde, TS-GKHBHT
grubunda kontrole gore bu genlerin ifadelerinin hepsinde artis gézlemlendi (dordii i¢in
de ****p<(0.0001), bu da donor-kaynaklt GKHBH’lerin kolonize olup ger¢ekten de in
vivo diferansiye olduguna isaret eder. TSHT grubunda Stra8 (****p<0.0001), Sycp3
(****p<0.0001), Prm2 (*p<0.05) ve Acr (*p<0.05) mRNA seviyelerinin TS-
GKHBHT grubundakilere gore daha az, ancak kontrole gore yine de istatistiksel olarak
anlaml artis gostermesi, TSH’lerin busulfana bagli bozulmus nisi diizelterek endojen
spermatogenezin restorasyonuna katki sagladiklarina isaret eder (Sekil 3.20c, Sekil

3.20d).

Bu durumda flow sitometri ile saptadigimiz GPR125, SSEA1, CD49f ve SCA-
14+/CD45-/LIN- ifadelerindeki protein diizeyindeki artisin (Sekil 3.14, Sekil 3.16,
Sekil 3.17) spermatogenezin yeniden baslamasi igin yetersiz oldugu ve/veya
dolasimdan mobilize olup bazal laminaya gd¢ etmis busulfana-direncli Ki-kdkenli

VSEL/mezenkimal hiicrelerin transdiferansiye olmasi i¢in veya busulfan sonrasi kalan
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az sayidaki GPR125+ GKH’nin (Sekil 3.14, Sekil 3.16) ileri evrelere matiire olmalari
icin gerekli ortamin transplante ettigimiz TSH’ler ile yiliksek Olclide saglanamadigi
sOylenebilir. Ko-transplantasyon grubunda ise, saglikli TSH’ler hasar gormiislerin
yerine gegerek, de novo tiibiiller olusturarak ve/veya salgiladiklari parakrin faktorlerle
bozulmus nisi onararak ve in vitro-tiirettigimiz GKHBH’ler ise TSH’lerin sagladigi
katkilar varhiginda tiibiillerde kolonize olmalarin1 takiben in vivo olarak
spermatozoaya kadar farklilagarak deplete olmus tiibiilleri repopiile ettigi sonucuna

varilabilir.
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Sekil 3.20: CM-Dil-TSH’lerin ve CM-Dil-TSH + SP-DiOC-GKHBH’lerin transplantasyonu sonrasi
sirastyla TSHT (n=4) ve TS-GKHBHT (n=3) gruplarinin testislerinde spermatogenezin ne olgiide
restore edildigi, (a): germ hiicre (Ddx4), (b): GKH/VSEL (Gfralve Oct4/Octda ve Ly6a), (d): mayotik
(Stra8 ve Sycp3) ve (e): post-mayotik (Prm2 ve Acr) belirteclerinin transkripsyonel diizeydeki
ifadelerinin qPZR ile kontroliinkiilerle karsilastirilmasiyla degerlendirildi. Ekspresyon sonuglari kendi
Gapdh ckspresyon seviyelerine gore normalize edildi; n=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
***%p<0.0001; sonuglar ortalama + standart sapma’y1 temsil eder.
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Histolojik incelemelerde kontrol grubunda 40-50 tiibiilden yaklasik 2 tiibiilde
spermatogenik  hiicre gozlendi. Diger tiibiillerde spermatogonyum harig
spermatogenik hiicre gozlenmedi. Yalnizca Sertoli hiicreleri barindiran tiibiiller sayica
fazlayd. Interstisyel alanda ¢ok sayida biiyiik, eozinofilik ve sitoplazmalarinda yag
inkliizyonu igeren hiicreler mevcuttu (Sekil 3.21a). TSHT grubunda spermatogenik
hiicreleri iceren tiibiiller mevcuttu. Interstisyel alanda yogun hiicre gozlendi (Sekil
3.21a). TS-GKHBHT grubunda spermatogenik hiicreler ve spermatozoa gozlendi
(Sekil 3.21a).

Teratom olusumu, pluripotensiyi degerlendirmede altin standart olarak kabul
edilir. In vitro kiiltiir ortamina bagli EKH belirte¢lerinin (Oct4a, Sox2, Nanog, SSEA-
1) ifadesindeki artis ve AP aktivitesi gostermesi nedeniyle GKHBH’lerin her ne kadar
pluripotent ozellik kazandiklarimi disiinsek de, biz BALB/c fare testisine
transplantasyon sonunda 56 giin icinde teratom olusumu gozlemedik. Bu durum,
AP+CDA49f+ hiicrelerin teratom olusturmak i¢in yeterince yeniden programlanmamis
olabilecegini gosterir veya pluripotensilerini idame ettiren olusturdugumuz biiytime
faktorii kokteyli igeren zenginlestirilmis kiiltiir ortamindan kopartilip TSH’lerle ko-
transplante edilmesiyle erken sathada GKHBH’lerin in vivo farklilasmasindan
kaynaklanmis olabilir. Es zamanli transplante edilen TSH’ler, GKHBH’lerin
pluripotent durumlarini kaybetmelerine neden olarak teratom olusumu olmadan nasil
alic1 farede spermatogenez restorasyonunu gergeklestigini aciklayabilir. Bunu verifiye
etmek ve pluripotensi karakterini dogrulamak i¢in GKHBH’lerin tek basina

transplante edilecegi baska bir teratom olusturma deneyi yapilmalidir.

Germ hiicresi-spesifik (DDX4) ve spermatosit-spesifik (SYCP3) proteinlerin
H&E ile belirlenen hiicre tiplerindeki ekspresyonunun sagliklt TSH’lerin yaninda
GKHBH verilmesiyle, yalnizca TSH transplante edilen gruba kiyasla, ne ol¢iide
degistigini gérmek icin immiinohistokimyasal boyama yaptik. iki grupta ve gruplarin
tim tekrarlarinda hem DDX4 hem de SYCP3 ifadesi gozlendi. TS-GKHBHT
grubunda DDX4+ ve SYCP3+ tiibiillerin sayist TSHT grubuna gore daha fazlaydi
(Sekil 3.21b).
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Sekil 3.21: (a): TSHT (n=4) ve TS-GKHBHT (n=3) gruplarinin ve kontrol grubu (n=3) parafin
kesitlerinin H&E boyamas1 (40X; Olgcek ¢ubugu = 50 um) her hayvanin testisleri ayr1 ayr1 incelenerek
yapilmis ve her gruptan temsili olarak iki testisin Johnsen skorlarit H&E boyali preparat fotograflar
iizerinde ve grafik halinde tiim biyolojik tekrarlar i¢in ortalama =+ standart sapma halinde verilmistir.
TS-GKHBHT ve TSHT gruplarinda de novo tiibiiller goriilmistiir (bkz. st panel). *p<0.05, **p<0.01,
*¥*%p<0.001, ****p<0.0001. (b): TSHT (n=4) ve TS-GKHBHT (n=3) gruplarinin ve kontrol grubu
(n=3) parafin kesitlerinin IHK ile SYCP3 ve DDX4 boyamas1 (63X; Olcek ¢ubugu = 20 um).
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3.7. GKHBH’lerden In Vito-Tiiretilen Spermlerin Islevselliginin Piezo-ICSI ile

Degerlendirilmesi

Sekil 3.22: AP+CD49f+ GKHBH'lerden in vitro olarak farklilagtirilan spermin islevselligi Piezo-ICSI
ile degerlendirildi. (a): Ampullalarin yirtilmasiyla toplanan BALB/c disilerin MII oositleriyle yapilan
Piezo-ICSI sonrasi in vitro kiiltiirde gelisen (b): zigot, (c): iki-hiicreli embriyo, (d): dort/sekiz-hiicreli
embriyo, (e): morula ve (f): blastokist fotograflari.

GKHBH’lerin in vivo islevselligini transplantasyonlariyla test ettikten sonra
SB431542 ve RA uygulanarak in vitro ortamda farklilastirilan sperm hiicrelerinin
islevselligini de test etmek icin dondurdugumuz spermleri, 7-8 haftalik haftalik disi
BALB/c farelerin ampullalarint  yirtarak agiga ¢ikarllan  kiimiiliis-oosit-
komplekslerinden izole ettigimiz MII oositlerine Piezo-ICSI islemiyle mikroenjekte
ettik (Sekil 3.22a). Piezo-ICSl ile, in vitro tiirettigimiz sperm hiicreleri oositleri aktive
edebildi ve zigotlar global® total® LP kiiltiir medyumu ile kiiltiire edildiginde iki
hiicreli embriyo, dort hiicreli embriyo ve blastosist agamalarina gelisti (Sekil 3.22b-f).
GKHBH'den tiiretilen sperm enjekte edilen 40 oositten 22'si aktivasyondan sonra iki-
hiicreli agsamaya geldi. Global® total® LP kiiltiir medyumunda i¢lerinden 4’ii dejenere
olup 18’1 dort/sekiz-hiicreli asamaya gelebildi ve kiiltliriin 3. giiniinde 13 morula
asamasinda embriyo gozlendi. Kiiltiirlin 4. giiniinde bu 13 moruladan 9 blastokist elde

edilebildi. Sonrasinda blastokistlere kriyoprezervasyon islemi yapil
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4. TARTISMA

Calismamizda ayni testisten testisteki tiim fonksiyonel kok hiicreleri (VSEL ve
GKH) ve ayn1 zamanda TSH’leri izole etmeyi amagladik (Sekil 3.2a). Kollajenaz
IV/tripsin ile enzimatik pargalamay1 takiben 300 x g, 5 dk santrifiijlemeyle olusan
pellette TSH ve GKH’ler bir arada bulunmaliydi. VSEL’leri ise kiigiik boyutlar
nedeniyle hiicre siispansiyonu bu hizla santrifiij edildiginde siipernatantta bulmay1
bekleriz. Dolayisiyla kollajenaz IV asamasindan hemen sonra ve parcalanmayan
kiimelerin tripsin/DNaz I ile parcalanmasindan hemen 6nceki 60 x g’de 10 dk santrifiij
adimindan sonra silipernatant atilmadi ve igerisindeki kollajenaz, FBS’li inaktivasyon
besi yeriyle inaktive edildikten sonra buz iizerinde saklandi. Tripsin/DNaz I
asamasindan sonra ise GKH ve TSH’lerin literatiirde yer alan izolasyon protokoliinde
yukarida bahsedildigi gibi 300 x g’de 5 dk ¢oktiirme islemi vardi (Ko ve ark., 2010;
Martin ve Seandel, 2013; Sato ve ark., 2013; Tan ve ark., 2021). Eger bu hiz ve siire
yerine, VSEL’leri de GKH ve TSH’lerle ¢oktiirmek i¢in 1000 x g, 10 dk’yi
kullansaydik (Anand ve ark., 2016; Kaushik ve Bhartiya, 2020), bu kadar yiiksek bir
hiz GKH/TSH fraksiyonuna zarar verebilirdi. Dolayisiyla buz {izerinde saklanan
VSEL’leri igerdigini diisiindiigiimiiz siipernatant, FBS eklenmesiyle inaktive edilen
GKH/TSH siispansiyonu ile birlestirildikten sonra, 6nce 300 x g’de 5 dk santrifiijle
GKH ve TSH’ler ¢oktiiriildii, ardindan stipernatant 1000 x g’de 10 dk santrifiij edilerek
VSEL’ler ¢oktiiriildii. Daha sonra, GKH popiilasyonunu piirifiye etmek ve TSH’leri
ayr1 olarak kiiltiire etmek i¢in diferansiyel adezyon adimimi (%0.2 jelatin kaplh
plakalarda 37°C’de 30 dk inkiibasyon) uyguladik (Martin-Inaraja ve ark., 2021). 30
dk’nin sonunda TSH’lerinin biiylik oranda hiicre kiiltiirii sisesinin tabanina yapigmasi
icin yeterli oldugunu gordiik. Diferansiyel adezyon sonrasi pipetaj yapilarak TSH’lerin
iizerinden toplanan GKH’ler, bu siire boyunca inkiibatore (37°C, %5 CO») kaldirilan
VSEL hiicre siispansiyonuyla birlestirildi ve hi¢ beklenmeden MACS asamasina
gecildi. Bu sekilde, TSH’lerden yiiksek oranda arindirilmis ve iglerinde VSEL’lerin
de oldugunu diisiindiigiimiiz bugiline kadar testislerde tanimlanan tiim germline-

kokenli kok hiicreleri izole etmis olduk.
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Laminin, kok hiicrenin kendini yenilemesi, migrasyonu, yapismasi ve
farklilagsmasinda yer alan ana ECM bilesenidir ve ayn1 zamanda GKH'leri ¢evreleyen
mikrogevredeki onemli bir nig faktoriidiir (Au ve ark., 2021; Covello ve ark., 2006).
Baslica reseptorleri heterodimerik integrinler a3p1, a6p1 ve a6p4'dir (Lawson ve ark.,
1999). GKH’ler fibronektin ve kollajene kiyasla tercihen laminine baglanir ve laminin
reseptoriiniin bilesenleri olan hem a6-integrini (CD49f olarak da bilinir) hem de B1-
integrini ifade eder (Shinohara ve ark., 1999); testikiiler kok hiicreler, laminin kapl
bir plaka {izerinde segimden sonra 3 ila 8 kat zenginlestirilebilir (Orwig ve ark., 2002;
Shinohara ve ark., 2000a). B1-integrinin genellikle hiicre matriksinde bulundugu
normal epitelden farkli olarak, Sertoli hiicrelerinin B1-integrini, apikal ve bazal
ektoplazmik uzmanlagsmada (ES) aktin demetleri ile kolokalize olan belirli hiicreler
arasi temas bolgeleriyle sinirlidir (Yan ve ark., 2007). In vitro analizler, lamininin
EKH’lerde Oct-4/Sox2 ekspresyonunu ve hiicre proliferasyonunu korudugunu
gostermistir (Ohinata ve ark., 2005; Ying ve ark., 2000). Laminin/CD49f
aktivasyonunun, insan MKH’lerde PI3K/AKT/GSK3p yolagiyla Oct-4 ekspresyonunu
diizenledigi de gosterilmistir (Yu ve ark., 2012). Bununla tutarli olarak lamininin,
insan uPKH’lerinin biiyiik Ol¢ekli ekspansiyonu i¢in giiglii bir substrat oldugu
bildirilmigtir (Paccola Mesquita ve ark., 2019). Huang ve ark. (2009) tarafindan
CD49f+AP+GKH'ler olarak adlandirilan pluripotent GKH'ler, yliksek AP aktivitesi,
SSEA-1 ve CDA49f gibi ¢ok sayida hiicre yiizeyi proteinini bulundurma, PGH ile ilgili
genleri (6rn., Oct-4, Nanog ve Blimpl) ifade etme yetenegi, in vitro migrasyon ve
birc¢ok hiicre tiplerine farklilagma ve ayrica in vivo kimera/teratom olusturma yetenegi

gibi erken germ hiicre 6zelliklerini gdstermektedir (Huang ve ark., 2009).

Spermatogonya testis hiicrelerinin ¢ok nadir bir alt popiilasyonu oldugundan
(Desjardins ve Ewing, 1993; Tagelenbosch ve de Rooij, 1993), olgun yetiskin
testislerinden yeterli sayida GKH elde etmek zorlayicidir (Kanatsu-Shinohara ve ark.,
2012) ve izolasyonu sonrasi analizlerde kullanimlart saflastirma gerektirir (Ibtisham
ve Honaramooz, 2020). Bu, yalnizca farklilasmamis spermatogonya igeren kriptorsid
testisler kullanilarak ¢oziilebilir (de Rooij ve ark., 1999; Shinohara ve ark., 2000b).
Calismamizda, ¢ogunlukla GKH’lerinin ve maksimum zigoten evresine kadar matiire

olmus germ hiicrelerinin bulundugu 10-giinliik fare testislerindeki CD49f
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ekspresyonunu spermatozoa da dahil tiim matiirasyon evrelerinden germ hiicresi
iceren 8-haftaliklarinkiyle (Drumond ve ark., 2011) karsilastirdigimizda, 10-
giinliklerde CD49f+ hiicreler tiim testis hiicrelerinin %357’sini olustururken 8-
haftaliklarda bu oran %8’di (Sekil 3.2b). Dolayisiyla CDA49f+ baslangic
poplilasyonunu en optimize ve etkin sekilde 10-giinliik fare kullanilarak elde

edilebildi.

10-glinlik fare testislerinden izole ettigimiz total germline-kdkenli kok
hiicreleri fonskiyonel GKH’lerce zenginlestirmek igin anti-CD49f antikoru kullanarak
MACS ile pozitif seleksiyon yaptik. Tiim denemelerimizde, pozitif fraksiyonda
CD49f+ hiicrelerin %95-99 saflikta bulundugunu (Sekil 3.2¢) ve CD49f+ hiicrelerin
%85-93 oraninda canli oldugunu saptadik (Sekil 3.2d).

GKH'ler kendini yenilemek ve farklilasmak i¢in karmasik endokrin ve oto-
/parakrin diizenlemenin yani sira hiicresel etkilesimleri gerektirir. GKH’ler Sertoli
hiicreleri ile yakin temas halinde ve peritiibiiller miyoid hiicrelere bitisik olarak
seminifer tiibiillerin bazal membraninda lokalizedir (Aponte ve ark., 2005). Sertoli
hiicreleri tarafindan tiretilen ve GKH'nin kendini yenilemesi ve idame ettirilmesi igin
kritik olan faktorler arasinda GDNF (Meng ve ark., 2000), FGF2 (Kanatsu-Shinohara
ve ark., 2003; Kubota ve ark., 2004b), CSF1 (Oatley ve ark., 2009), WNT ailesi
proteinleri (Yeh ve ark., 2011; Yeh ve ark., 2012) ve LIF (Kanatsu-Shinohara ve ark.,
2007) yer alir. Sertoli hiicrelerinden salgilanan sitokinlerin in vivo GKH’lerin
korunmasindaki 6nemi, hedeflenen ERM (anahtar GKH genlerinin ekspresyonunu
etkileyen bir Sertoli hiicre faktorii) delesyonu ile farelerin seminifer tiibiillerinde

GKH’lerin deplete oldugunun gdsterilmesiyle dogrulanmistir (Chen ve ark., 2005).

Kiiltiire edilmis Sertoli hiicreleri tarafindan GDNF ekspresyonu FSH’1n yani
sira ayrica FGF2, TNFa ve IL-1p tarafindan da uyarilir (Simon ve ark., 2007).
GKH’leri, Sertoli hiicrelerinde NOTCH yolagin1 aktive etmek i¢in JAG1'i (NOTCH
ligand1) kullanir, bu da GDNF'nin ifadesini azaltir ve bdylece GKH’leri kendi

sayilarini kontrol ederek uygun gem hiicre homeostazini ve sperm iiretimini saglamig

109



olurlar (Johnston ve ark., 2011; Tadokoro ve ark., 2002; Ryu ve ark., 2006). Sertoli
hiicreleri FGF2 de iiretir ve FGF2 de FSH tarafindan uyarilir (Mullaney ve Skinner,
1992; Smith ve ark., 1989). FGF2, ETV5 ve BCL6B transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu yoluyla GDNF'den bagimsiz olarak GKH’lerin kendini yenilemesini
tesvik eder, ancak daha az etkilidir (Ishii ve ark., 2012; Takashima ve ark., 2015).
Sertoli hiicrelerinde LIF iiretimi TNFa'ya baglidir ve PGH’ler, prospermatogonya ve
GKH'lerin kiiltiirlerinde yaygin olarak kullanilir (Aponte ve ark., 2008; Kanatsu-
Shinohara ve ark., 2003; Nikolova ve ark., 1997; Pesce ve ark., 1993). LIF, GKH'lerin
hayatta kalmasini saglarken ve uzun vadeli kiiltiirleri baslatmak i¢in yararli olsa da
kendini yenilemeyi desteklemez (Kanatsu-Shinohara ve ark., 2007). WNT5A, Sertoli
hiicreleri tarafindan dretilir ve JNK'y1 aktive eden CTNNBIl'den bagimsiz bir
mekanizma yoluyla GKH'lerin hayatta kalmasini destekler (Yeh ve ark., 2011), ancak
kendi basina kendini yenilemeyi indiiklemez. Son olarak, VEGFA ailesi iiyeleri ve
reseptorlerinin timii germ hiicreleri, Sertoli hiicreleri ve interstisyel hiicreler
tarafindan ftretilse de (Lu ve ark., 2013; Nalbandian ve ark., 2003) yalnizca pro-
anjiyojenik izoform VEGFA164, GKH transplantasyon deneyi ile belirlendigi lizere
GKH’lerin kendini yenilemesini destekler (Caires ve ark., 2012b). Sertoli hiicrelerinin
bir diger essiz Ozelligi de anti-inflamatuar sitokinler ve Sertoli hiicre greftlerini
reddedilmekten koruyabilen TGFp tiretmesidir (Hedger, 2015; Kaur ve ark., 2014;
Luca ve ark., 2018), bu da onlarin immiin tepkileri degistirme ve immiin baskilayici
testis ortamima katkida bulunma yeteneklerini gosterir. Testis, enfeksiyonu ve
gelismekte olan germ hiicrelerinin bagisiklik sistemi tarafindan taninmasini 6nlemek
icin bagisiklik bastirict 6zelliklere sahip 6zel bir ortamdir; bu dnemlidir, ¢iinkli sperm
ilk olarak bagigiklik sisteminin kurulmasindan ¢ok sonra ergenlik ¢aginda iiretilir ve
bu nedenle yabanci olarak taninabilir. Bahsi gecen ikinci siireg, testisin immiin
ayricalikli bir bolge olmasi yoluyla gergeklestirilir ve lokal immiinosiipresif
mekanizmalar1 ve sistemik toleransi icerir (O'Donnell ve ark., 2022). Fare EGF'i 6zel
olarak submandibular bezde {iretilir ve buradan salgilanir. Bununla birlikte Sertoli
hiicreleri, pakiten spermatositler ve round spermatidlerde olgun tip EGF igin
immiinoreaktivite tespit edilmis, EGF'nin dncii tipininki iginse pakiten spermatositler

ve yuvarlak spermatidlerle sinirli oldugu bildirilmistir (Radhakrishnan ve ark., 1992).
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Biiylime faktorlerine ek olarak, ¢ogu GKH Kkiiltiir sisteminde ayrica besleyici
katmanlar kullanilir. Besleyici katman, farkli kok hiicre metabolizmalarini destekleyen
cok yonlii bir metabolik, biyokimyasal ve fiziksel nis olan nis mikro ¢evresini taklit
edebilir (Hamilton ve ark., 2015; Rodriguez-Colman ve ark., 2017; Suda ve ark.,
2011). Fare embriyonik fibroblastlar1 (mouse embriyonic fibroblast, MEF) ve Sertoli
hiicreleri GKH’lerinin kiiltiirlinde en sik kullanilan besleyici tabakalardir (Kanatsu-
Shinohara ve ark., 2003; Nasiri ve ark., 2012; Song ve Wilkinson, 2014). Sican
GKH’leri, Sertoli hiicrelerinde, STO hiicrelerinde (SIM farelerinden elde edilen
fibroblastlarin bir alt hattidir ve tiyoguanin ve ouabain direnclidir) oldugundan daha
uzun silire hayatta kalmig (Hamra ve ark., 2004), ancak baska bir ¢aligsma, Sertoli
hiicrelerinin fare GKH’leri iizerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugunu gostermistir
(Nagano ve ark., 2003b). Sertoli hiicreleri besleyici tabaka olarak kullanildiginda fare
(Hamidabadi ve Bojnordi, 2018; Koruji ve ark., 2009; Zhang ve ark., 2008) ve insan
(Liu ve ark., 2011) GKH’lerinin proliferasyonu, koloni boyutu ve kokliilik
belirteglerinin ifadeleri artmistir. Insan testikiiler ECM’inin hidrojel formu, kontrol
STO besleyici hiicre tabakasina kiyasla énemli 6lgiide daha yiiksek sayida UTF1+
GKH’sini farklilasmadan ve apoptoza sokmadan korumus ve prolifere ettirmis, ancak
ikinci haftanin sonunda her iki kosul altinda da GKH sayis1 azalmigtir (Murdock ve
ark., 2019). Bununla birlikte, Sertoli hiicreleri, kok hiicrenin kendini yenilemesini
engelledigini disiliniilen inhibin gibi faktorleri de iirettigi i¢in, arastirmacilar diger
yaygin besleyici hiicre tiplerine bagvurmuslardir (Hess ve ark., 2006). Kanatsu-
Shinohara ve ark. dahil olmak iizere bir¢ok grup (Kanatsu-Shinohara ve ark., 2004)
LIF iireten MEF'leri kullanirken, Brinster grubu (Brinster ve Zimmermann, 1994b;
Kubota ve ark., 2004a) STO hiicrelerini kullanmis ve Seandel ve ark. (Seandel ve ark.,

2007) murin testis stromasinit (MTS) olusturmustur.

Seandel ve ark. 2007 yilinda, testis ortamini daha sadik bir sekilde yeniden
yaratma fikrinden yola ¢ikarak kullandiklart MTS besleyici tabakasinin
spermatogonyal progenitdr hiicrelerin {iretilmesi ve proliferasyonu igin yeterli
oldugunu gostermistir (Seandel ve ark., 2007). Spermatogonyal progenitdr hiicrelere
diisilk serumlu medyada kiiltiire edilerek bircok pasaj atlatildiktan sonra, CD34+

hiicrelerce zenginlestirilmis testikiiler stromal hiicrelerin spontan doniisiimiinden
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kaynaklanan oliimsiizlestirilmis bir hiicre hatti olusturulmustur. Bu hiicre hattinin
yiiksek serumlu medya ile siirekli pasajlanmasi, MASC'ler gibi germ hattindan
tiiretilmis kok hiicrelerin yani sira EKH’ler ve PGH'den tiiretilmis EGH’leri de dahil
olmak tiizere ¢ok sayida farkli kok hiicre tipinin uzun siireli ¢ogalmasini destekleme
kapasitesine sahip, JK1 olarak adlandirilan heterojen bir SMA+ CD34+ hiicre hattinin
iiretilmesiyle sonuglanmistir (Kim ve ark., 2008). Biz de in vivo nis ortamini taklit
etmek i¢in, fare GKH’lerin kendini yenilemesi, klonalite 6zelliklerini korumasi ve
proliferasyonunu desteklemesinde 6nemli olduguna inanilan MMC ile inaktive
edilmig TSH tabakasi lizerinde uzun-siireli kiiltiire ettirmeyi denedik. Calismamizda,
GKH’lerin idame ettirilmesi ve ¢ogaltilmasinda 6nemli parakrin faktorleri salgiladigi
bilinen Sertoli hiicrelerinde, peritiibiiler miyoid hiicrelerde ve Leydig hiicrelerinin
timiinde eksprese edilen GATA4’lin, TSH’lerin %99.42°sinde eksprese edildigini
gordiik (Sekil 3.1c). Ancak bu GATA4+ TSH’lerinde, INSL3 immiinoboyamasinin
saptanmamasi (Sekil 3.1d) ve Hsd17b3 transkript ifadesinin olmadiginin gozlenmesi
(Sekil 3.1b) nedeniyle, Leydig hiicresi icermedigi tespit edildi. TSH’lerde peritiibiiler
miyoid hiicre belirteci Acta? az miktarda ifade ediliyordu (Sekil 3.1b). Dolayisiyla
elde ettigimiz TSH’lerin Sertoli hiicrelerince zengin GATA4+ TSH’ler olduguna karar
verdik.

Knockout serum replasmani (KSR) tek basmna, MEF hiicreleri besleyici
hiicreler olarak kullanildiginda BSA'min yerini alarak GKH'lerin in vitro
proliferasyonu korunabilmistir. Ayrica, BSA'nin KSR'ye eklenmesi (%0.2 BSA + %2
veya %10 KSR), BSA kendi basina hiicre biliylimesini destekleyemese de, hiicre
bliylimesini 6nemli 6l¢lide hizlandirmaktadir. Buna karsilik, STO besleyici
hiicrelerinin kullanilmast durumunda hem KSR hem de BSA varliginda bile
GKH'lerde proliferasyon gozlenmemistir (Aoshima ve ark., 2013). KSR'nin BSA ile
kombinasyonu ayni zamanda GDNF konsantrasyonunun 20 ng/ml'den 5 ng/ml'ye ve
BSA oranmin %0.5’ten %0.2’ye diisiiriilmesine izin verirken, biiyiime hiz1 ve GKH
belirteclerinin ekspresyonunu korur. Bu %0.2 BSA + %2 KSR kombinasyonu daha
once Sertoli hiicre tabakalar1 lizerinde GKH’lerinin biiyiitiilmesi i¢in kullanilmamigtir
(Aoshima ve ark., 2013). Kubota ve Brinster (2008) calismasinda %0.2 BSA ilavesiyle
kimyasal olarak tanimlanmis kiiltiir kosullar1 olusturmus ve GDNF, GFRA1 ve FGF2
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dahil olmak iizere belirli ekstrinsik sitokinleri tanimlamistir (Kubota ve Brinster,

2008).

IGF1IR ve IGF2 (ancak IGF-I degil) transkriptleri hem insan hem de fare
blastokistlerinde eksprese edilir (Lighten ve ark., 1997) ve fare i¢ hiicre kitlesinin
hayatta kalmasi icin IGF1R aracili sinyallesme gerekir (Chi ve ark., 2000). Tek basina
IGF2, uzun siireli kiiltiirde pluripotent insan EKH’lerinin ekspansiyonunu siirdiirebilir
ve Akt aktivasyonu yoluyla IGF sinyallesme yolagi, insan EKH’sinin kendini
yenilemesi i¢in kritik 6neme sahiptir (Bendall ve ark., 2007). IGF2 insiiline yakin bir
afinite ile IGF1R ve INSR-A'ya ve ayrica daha diisiik afinite ile de INSR-A/IGFIR ve
INSR-B/IGF1R'ye baglanir (Frasca ve ark., 1999). Igf2 geni, damgalanmis genler
kiimesinin bir parcasidir (Paulsen ve ark., 1998) ve bu nedenle yalnizca paternal
alelden tiretilir, maternal alel transkripsiyonel olarak sessizdir (DeChiara ve ark., 1991;
Reik ve ark., 2000). IGF2 embriyonik ve fetal gelisimde temel bir rol oynar, oysa
postnatal gelisimdeki rolii, biiyiik dl¢iide IGF1 ile degistirilebildigi i¢in daha az 6nemli
goriinmektedir. Yine de Igf2 ekspresyonu postnatal fare testislerinde GKH’lerde,
Leydig hiicrelerinde ve daha az miktarda (~10-kat diisiik) Sertoli hiicrelerinde
saptanmis olup, Sertoli hiicrelerinde ve GKH'lerde Insr, Igfir ve ortak efektorler olan
Irsl ve Irs2'yi kodlayan transkriptlerin varligi IGF1 ve IGF2’nin otokrin-parakrin
olarak GKH’lerin proliferasyonunu diizenledigini 6nermektedir (Pitetti ve ark., 2013;
Soder ve ark., 1992). AP+GKH'ler hem INSR hem de IGF-1R'yi gen ve protein
seviyelerinde ifade ettiginden ve IGF-1R sinyallesmesinin AP+ GKH'lerde OCT4,
SOX2 ve NANOG"un pluripotensi gen ekspresyonunu destekledigi gosterildiginden
(Huang ve ark., 2009), biz de calismamizda GKH’lerin uzun-siireli kiiltiirlinde
Kanatsu-Shinohara ve Kubota gruplari tarafindan tarif edilen besi yerini (Kanatsu-
Shinohara ve ark., 2003; Kanatsu-Shinohara ve Shinohara, 2010; Kubota ve ark.,
2004a; Wu ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2014a) modifiye ederek buna IGF2’yi
ekledik. GKH’nin idamesi ve proliferasyonu iizerinde faydali bir etkiye sahip oldugu
gosterilen SCF (Kubota ve ark., 2004a) ve GKH kiiltiiriinde siklikla kullanilan LIF,
EGF, bFGF ve GDNF’yi ¢ogu grup gibi biz de 17 bileseni igeren StemPro-34
serumsuz kiiltiir ortamina dahil ettik ve besi yerinde %0.2 BSA ve %2 KSR kullandik.

Medyamizi GKH’lerinin ede edilmesi i¢cin daha dnce Kanatsu-Shinohara ve ark.
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(2010) c¢alismasinda tarif edilen medyayla karsilastirmadigimiz igin, GKH
medyamizdaki kii¢iik modifikasyonlarin GKH elde edilmesi iizerindeki etkisi

bilinmemektedir.

CD491+ hiicreler %1 Matrigel® kapli 6-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda
kiiltiire edildiginde 1 hafta icinde ¢ogalip kuyunun tabanina yayildilar; yuvarlak
cogalan hiicreler, adheren somatik hiicreler {izerinde yaklasik 10-20 GKH kolonisi
olusturdu. Bu primer kolonilerin ¢ogu, belirsiz sinirlar1 olan kompakt hiicre
kiimelerinden olusuyordu. 10. giinde non-enzimatik (EDTA ile) veya stereomikroskop
altinda mantiel olarak kaldirilan GKH kolonileri %1 Matrigel® kapli 6-kuyucuklu
hiicre kiiltiirii plakalarindaki MMC ile inaktive edilmis TSH’ler iizerine ekildi. Her 4-
7 glinde bir pasaj yapildi ve her pasajin sonunda 50-70 hiicreli koloniler gézlendi;
GDNF, EGF, bFGF, IGF2, SCF ve mLIF’in 2 giinde bir yenilenmesiyle GKH’ler >3
ay boyunca in vitro olarak ¢ogaltilabildi. P5’te sinirlar1 belli olmayan kompakt GKH
kolonileri AP aktivitesi gosterdi (Sekil 3.3).

P5’teki GKHBH lerde, in vitro kiiltlir ortamina alinmamis GKH’lerine gore
farklilasmamis EKH’leri idame ettirmek i¢in gerekli olan pluripotensi belirteglerinden
Oct4a, Sox2 ve Nanog genlerinin (Chambers ve ark., 2003; Guo ve ark., 2012; Mitsui
ve ark., 2003; Pesce ve Scholer 2001; Zhang ve Cui, 2014c) ve total Oct4 (Guo ve
ark., 2012) geninin ifadesinde artis goriildii (Sekil 3.4).

Fare Oct4 geninin alternatif splicing (ug birlestirme) mekanizmasi ile Oct4a ve
Oct4b izoformlart mevcuttur (Guo ve ark., 2012; Liu ve ark., 2018; Mizuno ve Kosaka,
2008). Hem Oct4a hem de Oct4b varyantlar1 yalnizca PKH’lerde saptanabilmis,
somatik hiicrelerde saptanamamustir. Oct4a ve Oct4b varyantlarinin, fare pluripotent
embriyonik karsinoma (P19) hiicreleri, fare OG2-uPKH’leri ve fare EKH hatt1 J1
hiicreleri farklilagtiginda downregiile oldugu hem transkript hem de protein diizeyinde
gosterilmistir (Liu ve ark., 2018). OCT4'ti amplifiye etmek icin i¢in OCT4A4 ve OCT4B
spliced varyantlari i¢in tasarlanmig primerleri kullanarak gerceklestirilen PZR analizi

sonucunda OCT4A ekspresyonunun, insan EKH’leri ve insan embriyonal karsinoma
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hiicreleri ile sinirli oldugu, ancak BeWo ve JAR gestasyonel koryokarsinoma insan
hiicre hatlar1 ve teratokarsinoma-tiirevli yolk sac karsinoma insan hiicre hatt1 1411H
dahil olmak iizere incelenen diger pluripotent olmayan hiicre tiplerinde saptanabilir bir
ifadesinin olmadig1 sonucuna varilmistir. incelenen hiicrelerin hemen hemen tiimiinde
ise OCT4B ekspresyonu goriilmiistiir (Atlasi ve ark., 2008). Daha dnce Oct4a’nin,
calismamizda kullandigimiz Octda primer giftiyle (Cizelge 2.1) amplifiye edildigi
gosterilmistir (Liu ve ark., 2018).

Calismamizda, GDNF reseptorii olan, farklilasmamis GKH'lerde ifade edilen
ve GKH'lerin idame ettirilmesi i¢in 6nemli olan Gfral (Gassei ve ark., 2009; Grasso
ve ark., 2012) ifadesinde ise 1.7 katlik bir azalma gozlendi (Sekil 3.4). Bununla
birlikte, GKHBH’lerde Ly6a’nin mRNA ifadesinde de GKH’lere gore artig goriildii
(Sekil 3.4). Ayrica, P5 GKHBH kolonilerinin ¢ogalma kapasitesi Ki67 mRNA
ifadesinin artmasiyla belirlendi ve ilk izole edildigi duruma gore artis gosterdigi
saptand1 (Sekil 3.4). GKH’lerde ifade edilen genler arasinda, germ hiicresine 6zgii
Ddx4 de olmasma ragmen P5’te ifade seviyesi GKH’lere gore 2 katlik bir azalma
gosterdi (Sekil 3.4). Eriskin testisinde, spermatositlerin ve yuvarlak spermatidlerin
sitoplazmasinda DDX4 (VASA olarak da bilinir) proteini ifade edilir (Fujiwara ve ark.,
1994). DDX4, gelisim sirasinda erkek germ hiicrelerinin ¢ogalmasi ve farklilagmasi
icin gereklidir (Tanaka ve ark., 2000). Sekil 3.13a’da DDX4’{in progenitér GKH'lerde
ifade edildigini ve spermlere farklilasma sirasinda downregiile edildigini gosterdik.
Ddx4 mRNA seviyesinin azalmasi pluripotensi belirteglerinin artmasiyla paralel
olarak progenitér GKH’lerinin undiferansiye duruma gecislerini dogrular niteliktedir.
P5’e getirmek icin yaklasik 7 hafta kiiltiir ortaminda kalan GKH’lerde Stra8, Sycp3,
Prm2 ve Acr farklilasmis germ hiicrelerine 0zgii transkriptlerin seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli azalma goriildi (Sekil 3.4); bu da spontan spermatogenik

farklilagsmanin ger¢eklesmedigini gosterdi.

Kullandigimiz GDNF, EGF, bFGF, IGF2, SCF ve mLIF ile zenginlestirilmis
kiiltiir ortaminda AP+CD49f+ GKHBH’lerin mRNA diizeyindeki ekspresyon
paterninin PKH’lerle benzer 6zellikleri paylastigini sdyleyebiliriz (Kanatsu-Shinohara

ve ark., 2008).
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AP+CDA49f+ GKHBH’lerdeki SSEA-1 (EKH belirteci) (Solter ve Knowles,
1978), GPR125 (multipotent yetiskin spermatogonyal kaynakli kok hiicre; MASC
belirteci) (Seandel ve ark., 2007) ve SCA-1+/CD45-/LIN- (VSEL’lerin
immiinofenotipik ifade profili) (Bhartiya ve ark., 2014; Kucia ve ark., 2006; Patel ve
Bhartiya, 2016) protein ifadeleri in vitro kiiltiire alinmamis GKH’lere gore artis
gosterdi (Sekil 3.5). GKHBH’lerin ¢ogunda SCA1’in yogunlukla sitoplazmada ve
SSEA-1’in niikleusta ifade edildigini, GPR125’in ise ¢ogunlukla kompakt kolonilerde
giiclii pozitif sinyal verdigini bulduk. DDX4 ifadesi biiylik oranda sitoplazmada ve
membranda goriiliip hiicrelerin ¢ogunda zayif pozitiflikte saptanirken bunlarin bir
kisminda niikleusa ve/veya sitoplazmaya lokalize OCT4 ifadesi gozlendi. DDX4-
/OCT4+ hiicreler DDX4+ hiicrelere gore boyut olarak daha kii¢liktii ve daha az
miktardaydi. DDX4 zayif pozitif/OCT4A sitoplazmik ekspresyon gosteren az sayidaki
hiicrenin GKH’leri olduklari, DDX4-/OCT4A niiklear ekspresyon gdsterenlerin ise
pluripotent karakterdeki GKHBH’ler oldugu sonucuna vardik (Sekil 3.6). Sonug
olarak GKH’ler sagladigimiz in vitro kosullarda biiylik 6l¢iide DDX4-/OCT4A+
GKHBH’lere dediferansiye oldu, bu da PZR sonug¢larimizi dogrular nitelikte idi.

Nodal transkriptinin ve Nodal olgun proteinin, immatiir farelerin taze izole
edilmis A tipi spermatogonyasinda ve C18-4 hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese
edildigi ve ekspresyonunun yetiskin farelerin germ hiicrelerinde azaldig1 ve Sertoli
hiicrelerinde bulunmadig1 daha 6nce gosterilmistir (He ve ark., 2009). Aragtirmacilar
bu ¢aligmada, otokrin Nodal sinyallesmesi sonucu, Oct-4 transkripsiyonunun upregiile
olmasinin, spermatogonyal kok/progenitor hiicrelerin ¢ogalmasinda ve hayatta
kalmasinda rol oynadigini bildirmistir (He ve ark., 2009). Ancak 6nceki bir mikroarray
calismasinda, Nodal transkriptinin kiiltiire edilmis GKH'lerde ¢ok az oldugu veya hig
bulunmadig1 bildirilmistir (Oatley ve ark., 2006a). He ve ark. (2009) yaptiklar
calismada, Sertoli hiicrelerinin ayn1 zamanda ACVRIB, ACVRIC ve ACVR2B
reseptorlerini eksprese ettigini bulmustur, bu nedenle spermatogonyadan salgilanan
Nodal ligandin bir parakrin yol araciligtyla Sertoli hiicrelerinin diizenlenmesinde de
rol oynadigi tahmin edilmektedir (He ve ark., 2009). Fare EKH'leri NODAL ifade eder
ve fosforile SMAD2/3 sergiler (Mullen ve ark., 2011; Ogawa ve ark., 2004). Fare fetal

testislerinde Nodal sinyallesmesinin pluripotensi faktorlerinin  ekspresyonunu
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diizenledigi gosterilmistir (Miles ve ark., 2013; Spiller ve ark., 2012; Tian-Zhong ve
ark., 2016). Hipomorfik Nodal fare modelinde pluripotensi faktorlerinin (Nanog, Oct4
ve Sox2) ekspresyonu downregiile edilirken, erkek germ hiicre farklilagmasi
belirtecleri upregiile edilmis olup (Nanos2, p15 ve Dnmt31) bu, Nodal'in erkek germ
hiicrelerinde pluripotensiyi korumak ve farklilasmay1 geciktirmek icin islev
gordiigiinii gosterir (Spiller ve ark., 2012). Geng eriskinlerde testikiiler germ hiicre
tlimorleri, yaygin bir 6ncii olan germ hiicre neoplazi in situ'dan (GCNIS, daha 6nce
karsinoma in situ olarak bilinir) kaynaklanir. GCNIS hiicrelerinin biiyiik olasilikla
somatik nisten gelen degisen sinyallesmenin bir sonucu olarak, fetal testis gelisimi
sirasinda prespermatogonyaya farklilagmay1 basaramayan doniistiiriilmiis gonositler
oldugu diislintilmektedir (Rajpert-De Meyts ve ark., 2006). Harpelunde ve ark. (2020)
calismasinda Nodal sinyallesme faktorlerinin GCNIS hiicrelerinde, seminomalarda ve
embriyonal karsinomalarda pluripotensi faktorii OCT4 ile eszamanli olarak belirgin
sekilde ifade edildigini, Nodal sinyallesmesinin in vitro inhibisyonunun ise
pluripotensi faktorlerinin ve Nodal yolagi genlerinin ekspresyonunu azaltirken,
yolagin uyarilmasinin bunlarin ekspresyonunu arttirdigini saptamistir (Harpelunde ve

ark., 2020).

Serum veya biiylime faktdrlerinden yoksun kimyasal olarak tanimlanmig
kosulda kiiltiire edilen insan EKH'leri, insan uPKH'leri ve fare EpiKH'leri
kendiliginden néroektoderm soyuna farklilasir (Chng ve ark., 2010; Vallier ve ark.,
2004; Vallier ve ark., 2009a; Vallier ve ark., 2009b). Aktivin/Nodal sinyalinin, Nodal
veya Aktivin A'nin eksojen olarak eklenerek veya Nodal transgenin konstitiitif
overekspresyonu ile aktivasyonu, spontan néroektoderm farklilagmasini bloke ederek
kok hiicre pluripotensisini korur (Vallier ve ark., 2004; Vallier ve ark., 2005). Benzer
sekilde, Lefty'nin overekspresyonu ile Nodal'n inhibisyonu, ndroektoderm
farklilagmasint arttirir (Smith ve ark., 2008) ve Aktivin/Nodal sinyalinin SB4315452
tarafindan bloke edilmesi, besleyici tabakalarda, serum varliginda veya kimyasal
olarak tanimlanmig kosullarda biiyliyen insan EKH’lerinin farklilagmasini indiikler

(Chng ve ark., 2010; James ve ark., 2005).
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Calisgmamizda AP+CD49f+ GKHBH’lerde ko-reseptor Cripto (Tdgfl),
Nodal'm kendisi ve endojen inhibitdr Lefty2 dahil olmak iizere Nodal sinyallesme
faktorleri GKH’lere oranla daha yiiksek seviyede eksprese edildi (Sekil 3.7a). Ote
yandan, reseptorlerin Alk4 (Acvrib) (Ser/Thr reseptor ve Acvr2b (ActRIIB'yi kodlar)
ifadeleri de GKH’lerine kiyasla AP+CD49f+ GKHBH’lerde daha diisiiktii (Sekil 3.7a)
ve bu da, in vitro kiiltiirde pluripotensinin spontan olarak indiiklenmesi sirasinda
Nodal sinyal yolagmin bir rol oynadigina isaret edebilir. Tanimlanmis transkripsiyon
faktorleriyle TGF-f sinyalinin inhibisyonu, fare ve insan fibroblastlarindan uPKH
iiretiminin etkinligini 6nemli dl¢lide artirir (Ichida ve ark., 2009; Lin ve ark., 2009;
Mabherali ve ark., 2009; Zhu ve ark., 2010). TGF-p sinyali inhibe edilip ayn1 zamanda
connexin43 (Cx43) geni susturularak fare neonatal kardiyomiyositlerinden transgen
icermeyen uPKH'ler tiretilmistir (Dai ve ark., 2014). Bizim elde ettigimiz AP+CD49f+
GKHBH’lerde TGF-p kinaz reseptor kompleksi reseptorii olan Tgfbrl ifadesi de
GKH’lere oranla daha disiiktii (Sekil 3.7a). GKHBH kolonilerinde protein diizeyinde
ACVR2B, TGFBR1 ve NODAL ekspresyonu goriildii (Sekil 3.7b). Ayrica, aktif
Nodal/TGF sinyali, AP+CD49f+ GKHBH’lerde fosforile SMAD2min varligiyla
gosterildi (Sekil 3.11) (Spiller ve ark., 2012; Wu ve ark., 2013). Sonuglarimiz, Nodal
yolag1 elemanlariin yaninda Tgfbrl ekspresyonlarinin ve Oct4a, Sox2 ve Nanog gen
ekspresyonlar1 ile SSEA1 protein ifadesinin birbiriyle uyumlu sekilde arttigin

gostermektedir.

Hem disi hem de erkek germ hiicrelerinde mayozun baglamasi veya ilerlemesi
icin Stra8 gereklidir (Griswold ve ark., 2012). Stra8 iki rolde islev goriir: (i)
pluripotensi genlerini downregiile etmek icin farklilagmadan 6nce bir transkripsiyonel
baskilayici olarak ve (ii) pre-mayotik baslatilma ile iliskili genleri aktive etmek i¢in
bir transkripsiyonel aktivatdr olarak (Sinha ve ark., 2021). Nanos2'nin gelisim
sirasinda erkek germ hiicrelerinde Stra8 ekspresyonunu ve mayoz baslangicini
onlemek i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (Suzuki ve Saga, 2008). 20 uM SB431542
varliginda 96 saat kiiltiire edilen XY gonadlarinda, DNA c¢ift zincir kirilmalarinin bir
belirteci ve mayozun ayirt edici 6zelligi olan YH2AX ve sinaptonemal kompleksten
bir protein olan SYCP3, germ hiicrelerinde immiinolokalize edilmistir (Souquet ve

ark., 2012). 72 saat kiiltlir sonucunda ise XY gonadlarinda Narnos2'nin ifadesi dnemli
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Ol¢iide azalmis ve ayrica mayozun iki spesifik isaretleyicisini, bir kohezin olan REC8
ve bir rekombinaz olan DMC1'i kodlayan genlerin ekspresyonu indiiklenmistir. Stra8
(RA sinyallesmesinden bagimsiz bir yolakla) ve Msx/ gibi mayoz baslangicina dahil
olan genler de kontrole gore upregiile olmustur (Souquet ve ark., 2012). E11.5’teki
farelerin testisleri 40 pM SB431542 ile 72 saat kiiltiire edildiginde NANOS2+ hiicreler
onemli Ol¢clide azalmis ve E12.5°teki farelerin testisleri 40 uM SB431542 ile 24 saat
kiiltiire edildiginde Stra8, Dmcl ve Rec8 ifade seviyeleri dnemli Ol¢lide upregiile
olmustur (Wu ve ark., 2013). SB431542 ve RA reseptorii antagonisti AGN 193109'un
eszamanli eklenmesi yoluyla hem nodal/aktivin hem de RA sinyal yollarinin
eszamanli inhibisyonu, mayozun baslamasini bastirmistir (Wu ve ark., 2013). Sonug
olarak Wu ve ark. (2013) calismasinda, nodal/aktivin sinyalinin, hem Nanos2'nin bir
indiikleyicisi hem de RA'nin bir baskilayicisi (ki bu mayozu indiikleyecektir) olarak
calistigin1 ve bu iki fonksiyonun bagimsiz olarak hareket ettigi sonucuna varmistir.
SB431542°nin ex vivo kiltiirler haricinde in vitro GKH Kkiiltiirlerinde mayozu
baslatmasindaki etkisini inceleyen bir ¢aligma yapilmamistir. GKH’leri SB431542’in
eklenmesiyle in vitro kiiltiire eden tek calisma Moraveji ve ark.’na (2019) aittir.
Moraveji ve ark. (2019)’nin yaptiklar1 calismada kiiltiiriin 3-10. giinlerinde her 3
giinde bir besi yeri degistirilerek 10 uM SB431542 uygulanmasinin, insan GKH
proliferasyonunda iki-kat artisa yol ac¢tigi bulunmus ve busulfan ile tedavi edilen
farelere in vivo SB431542 uygulamasinin ise, testis boyutu, agirhigint arttirdigi ve
inhibin B'nin serum seviyesinde artistyla gosterildigi iizere, spermatogenez
iyilesmesini ve spermatogenezin hem baglamasin1 hem de tamamlanmasini
hizlandirdig1 gosterilmistir (Moraveji ve ark., 2019). Daha o6nce SB431542’yi
GKH’lerin in vitro diferansiyasyonu icin kullanan bir ¢alisma yapilmadigindan,
uygulanilacak doz ve siire i¢in biz de ¢alismamizda Moraveji ve ark.’nin (2019)
calismasinda kullanilan 10 uM ve 1 haftay1 baz aldik. Arastirmacilar burada 10 uM
SB431542 ile 1 hafta kiiltlire edilmis GKH'lerin ROS seviyelerinde énemli diisiisler
gormiisler ve ayrica karyotip analizleriyle de uygulamadan sonra kromozomal
stabilitenin korundugunu gostermistir (Moraveji ve ark., 2019). Calismamizda,
SB431542 tedavisi, pSmad2'nin Smad2 oraninda biiyiik bir diisiisle sonuglanmis, bu
da SB431542’nin TGFf sinyallesmesini bloke etmedeki etkinligini ortaya koymustur
(Sekil 3.11).
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RA'e spermatogenez siiresince bir¢cok kez ihtiya¢ duyulur. RA ilk olarak Stra8
gibi diizenleyici genleri aktive ederek spermatogonya farklilagmasini ve pre-mayotik
aktivasyonu diizenler. Bunu takiben RA, kan-testis bariyerini olusturan siki
baglantilar1 olusturmada gerekli transkriptlerin diizenlenmesi i¢in lazim olan RA-
RAR/RXR sinyallesmesini kolaylastirir. Son olarak RA, Sertoli hiicrelerinden olgun
spermatidlerin liimene salimina (spermiyasyon) yardimei olur (Chung ve ark., 2005;
Gewiss ve ark., 2020; Griswold ve ark., 2012). RA kaynakli spermatogonyal
farklilagsma daha once karakterize edilmistir (Dann ve ark., 2008; Wang ve ark., 2016;
Zheng ve ark., 2018). 1 uM RA'nin GKH’lerine eklenmesi, 3. giinde OCT4 ve PLZF
seviyelerini biiyiik Olgliide azaltmig, bu da kiiltiirlerin artik farklilagmamisg
spermatogonya icermedigini gostermis ve c-KIT+ popiilasyonu yaklasik iki kat
artmigtir. 3 giinlik RA tedavisinden sonra kolonizasyon, kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda 10 kattan daha fazla azalmis ve transplante edilen hiicrelerin canli
oldugu dogrulandigindan, kolonizasyondaki azalmanin canli hiicre popiilasyonundaki
daha az sayidaki GKH'ye bagli oldugu bulunmustur (Dann ve ark., 2008). Western
blot, gPZR ve RNA-dizi analizleri, GKH kendini yenileme genleri Plzf ve Oct4'in
onemli 6l¢iide downregiilasyonunu gosterirken, Stra8'in RNA ve protein seviyeleri 2
uM RA'ya maruz kaldiktan 3 giin sonra belirgin sekilde artmistir (Zheng ve ark.,
2018). Daha once yayinlandigi gibi (Wang ve ark., 2016), RA kullanilarak
farklilasmaya tesvik edildiginde ve MEF besleyici tabakasinda in vitro
biiyttiildiigiinde, GKH'lerin zigoten spermatositlere ve hatta bazen pakiten-benzeri
spermatositlere doniigebilecegini gézlemlense de bu kiiltiir sistemi kullanilarak daha

fazla germ hiicre gelisimi ger¢eklesmemistir (Lei ve ark., 2020).

Kiiltiir sistemimiz, (i) GKH farklilasmasini ve erken mayozu ve (ii) mayozu ve
spermatid-benzeri hiicrelerin olusumunu indiikleyen iki farkli kiiltiir ortaminin
kullanildig1 iki asamadan olusuyordu (Sekil 3.8a). Iki asama i¢in de FSH, GDNF,
KSR, FBS, 1X NEAA, 1X ITS-G, piriivat ve L-askorbik asitten olusan bazal
farklilasma besi yeri (Arkoun ve ark., 2015; Bai ve ark., 2018; Ibtisham ve ark., 2021;
Travers ve ark., 2013; Xu ve ark., 2020,) sabit tutulup sadece birinci asama icin besi
yerine SB431542 eklenip ikinci asamada da besi yerine RA eklendi. AP+CD49f+
GKHBH kolonileri, SB431542 ile kiiltiiriin 9. glinlinde paired (Apr) spermatogonya (2
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hiicre), 11. giiniinde aligned (Aa4) spermatogonya (4 hiicre) ve Aals/Aal16
spermatogonya (8/16-hiicre) olusturdu ve spermatonyumlarin rengi daha koyulasarak
13. gilinde biiyiimeleri yavasladi ve genis capli hiicre 6liimii bagladr (Sekil 3.8b). 13.
giinde spermatosit-benzeri hiicreden SA spermatid-benzeri hiicre gegisi saptandi.
SB431542 iceren besi yerinin RA icerenle degistirilmesi 14. glinde yapilip, bundan 2
giin sonra koyu renkli spermatogenik hiicre kiimeleri yerini esas olarak tekli hiicrelere
birakti. 21. glinde birden fazla uzantilari olan hiicreler tabana yapisik halde gozlendi.
24. giinde makrosefalik amorf sperm goriilmesi ve ¢ok sayida hiicrenin Sliimiiyle

beraber 28. giinde immotil sperm hiicresine rastlandi (Sekil 3.8b).

Spermatogonyumdan yuvarlak spermatidlere kadar olan asamalarda ifade
edilen ve en giiglii olarak erken spermatosit asamasinda goriillen Ddx4’iin ifadesi,
SB431542 varliginda kontrol hiicrelerine gore 19 kat artis gosterirken, RA ile muamele
edilen germ hiicrelerinde, SB431542 ile kiiltiire edilmis hiicrelerinkine gore azalmis
olarak bulundu (Sekil 3.9). Spermatogenik hiicre ¢ogalma durumunu 6l¢mek i¢in Ki-
67 ifadesine bakildiginda, SB431542 varliginda, indiiklenmemis kontrol hiicrelerine
gore mRNA seviyesinin 6-kat arttig1, RA sonrasi ise kontrole kiyasla azaldig1 saptandi
(Sekil 3.9). SB431542’deki Ki-67 ifadesindeki artis muhtemelen farklilagmig
spermatogonyanin artan ¢ogalmasini yansitmaktadir (Dann ve ark., 2008).
Beklenildigi gibi, Gfral ve Oct4 GKH belirtecleri transkript diizeyinde SB431542
grubunda kontrole gére ve RA grubunda SB431542 grubuna gore Onemli Ol¢iide
azaldi. Benzer sekilde Oct4a ve Ly6a VSEL belirtegleri transkript diizeyinde
SB431542 grubunda kontrole gére ve RA grubunda SB431542 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli azalma gosterdi (Sekil 3.9). Germ hiicrelerinde mayozun
baslatilmasi i¢in gerekli oldugu bilinen Stra8’in mRNA seviyesinin SB431542
ilavesiyle 31-kat arttig1, ardindan RA grubunda ise SB431542’li gruba gore 2-kat
diistiigii kaydedildi (Sekil 3.9). Bu sonu¢ da SB431542 eklenmesiyle amagladigimiz
mitotik/mayotik gegcisin transkripsiyonel olarak tetiklenerek mayozun indiiklenmis
olabilecegini gosterir. Prm2 ve Acr ifadesi SB431542°den sonra RA eklenmesiyle
kontrole gore sirastyla 31-kat ve 18-kat artt1 (Sekil 3.9). H2ZAX/SYCP3 protein ifadesi,
hem yalnizca SB431542 ile muamele edilen hem de SB431542’yi takiben RA verilen

germ hiicrelerinin ¢ogunda niikleusta ve sinaptonemal komplekse dogru yiiklenmis
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sekilde gorildii (Sekil 3.10). SB431542 uygulamasi sonrasinda farklilagmig
spermatogonyanin prolifere oldugu, hiicrelerin ¢ogunun PCNA ekspresyonu
gostermesiyle teyit edildi. Mikroskopik gozlem sonucu morfolojik olarak saptanan
sperm-benzeri hiicrelerin flagellumlarinin giiglii bir sekilde CLAMP ile boyandigi
gozlenirken, CLAMP ifadesine farklilasmaya sokulmamis kontrol grubu hiicrelerinde
ve SB431542 wverilen grupta rastlanmadi. Bu sonuglar SB431542 ilavesinin,
AP+CD49f+ GKHBH’leri ¢ogunlukla mayoz bdoliinmenin baslangi¢ asamasindaki
leptoten spermatositlere indiikledigini gosterir. Bunu takiben RA uygulamasiyla,
iclerinde mayozun daha ileri asamasindaki pakiten ve diploten spermatositler ile
kuyruk gelisimi olan spermlerin bir arada bulundugu faza gectigi izlendi (Sekil 3.10).
In vitro iretilen sperm hiicrelerinin fonksiyonelligini dogrulamak i¢in ICSI yapildi
(Sekil 3.22). ICSI uygulanan spermler, oositleri aktive edebildi ve zigotlar global®
total® LP kiiltir medyumunda kiiltiire edildiginde iki-hiicreli ve dort-hiicreli
embriyolar ve blastokistler gelisti. 6-8 haftalik disi BALB/c farelerde siiperoviile olan
disi ylizdesi literatiirde yaklasik olarak %38 olarak verilmistir (Golkar-Narenji ve ark.,
2012) ve BALB/c farelerden blastokist gelisim basarisi ¢ok diisiiktiir (Auerbach ve
Auerbach, 2011). Calismamizda ise, 40 BALB/c fare oositinin in vitro sperm ile

mikroenjeksiyonunu takiben 9 embriyo blast asamasina eristi (%22.5) (Sekil 3.22).

GKH transplantasyonunun, insan olmayan primatlar dahil olmak {izere gesitli
hayvan modellerinde spermatogenezi restore ettigi kanitlanmistir (Hermann ve ark.,
2012; Honaramooz ve ark., 2002; Izadyar ve ark., 2003; Kanatsu-Shinohara ve ark.,
2004; Kubota ve ark., 2009; Ryu ve ark., 2007; Schlatt ve ark., 1999; Wu ve ark.,
2012). Ancak, GKH'lerin homing (yuvalanma) verimliligi yalnizca %12’dir (Nagano,
2003a). Kemo- ve radyoterapi sadece GKH’leri degil ayn1 zamanda nis hiicrelerini de
(Sertoli, Leydig ve peritiibiiler hiicreler) etkilediginden (Bhartiya ve Anand, 2017b;
Trondle ve ark., 2017), GKH nisinin eski haline getirilmesi GKH transplantasyonunun

etkinligini artirabilir.

Testisin tamaminin immiin ayricalikli olduguna dair kanitlar bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir. Ornegin, allojeneik veya ksenojenik pankreatik adaciklar, deri

fragmanlar1 veya paratiroid greftleri gibi yabanci dokular testise transplante
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edildiginde, testise nakledilen hiicreler kan-testis bariyerinin diginda interstisyel
boslukta yer alsa da immiin ayricalikli olmayan bolgelere transplantasyondan sonraki
hayatta kalma stireleri ile karsilastirildiginda greftin hayatta kalma siiresi daha uzundur
(Mital ve ark., 2010; Selawry, 1994; Setchell, 1990). Ayrica, seminifer tiibiillerin bazal
kompartmaninda germ hiicre kolonizasyonu ile sonuglanan basarili allojenik GKH
transplantasyonu, immiinsupresyon olmaksizin ¢ok ¢esitli tiirlerde gergeklestirilmistir
(Kaur ve ark., 2013). Bu, spermatogonya ve preleptoten spermatositlerin kan-testis
bariyerinin disinda oldugunu, otoimmiinojenik antijenleri eksprese ettigini ve yine de
bu germ hiicrelerine karsi normalde bir immiin tepkisi iiretilmedigini gdsteren dnceki
bir ¢alismayla tutarlidir (Yule ve ark., 1988). Bu nedenle, testisin immiinolojik olarak
ayricalikli ortamini olusturmak igin kan-testis bariyerine ek olarak bagska
mekanizmalara ihtiya¢ vardir. Sertoli hiicrelerinin immiinolojik bariyerleri gecerek
yalnizca allojenik veya ksenojenik olarak transplante edildiginde kendileri i¢in degil,
ayni zamanda hem immiinomodiilator hem de trofik faktorleri iireterek diyabet
tedavisi i¢in pankreas adaciklari, nérodejeneratif hastaliklar i¢in adrenal kromafin
hiicreleri, hepatositler ve deri greftleri gibi ko-transplante edildigi hiicrelerin hayatta
kalma siiresini de uzattiklar1 bir¢ok transplantasyon ¢alismasinda gosterilmistir (Kaur
ve ark.,, 2015). NOD farelerindeki islet [-hiicreleri/Sertoli hiicreleri ko-
transplantasyonunda Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan TGF-B’nin islet [-
hiicrelerini otoimmiin yikimdan korudugu bulunmustur (Suarez-Pinzon ve ark., 2000).
Sertoli hiicreleri ayn1 zamanda diizenleyici immiin hiicrelerini (diizenleyici T hiicreleri
ve M2 makrofajlar) indiiklerken, innate, hiimoral ve hiicre-aracili immiin tepkilerini
aktif olarak baskilayan immiin diizenleyici faktorleri de ifade ederek bu ayricalikli
immiin ortamini yaratir. Sertoli hiicreleri immiin tepkiyi modifiye etmek ve germ
hiicrelerini korumak i¢in tolerans: indiiklemek iizere birlikte hareket eden apoptoz
inhibitorlerini (SERPINA3N, SERPINBY), kompleman inhibitérlerini (serpingl, DAF
veya CD55, MCP veya CD46, clusterin), immiinomodiilator faktorleri (IDO, galektin-
1), anti-inflamatuar sitokinleri (TGFB1) ve kemokinleri (CCL27) ifade eder (Doyle ve
ark., 2012; Guazzone ve ark., 2009; Meinhardt ve Hedger, 2011; Wang ve ark., 1994).

Sertoli hiicreleri dejenere Sertoli hiicreleriyle yer degistirerek (Shinomura ve

ark., 2014) veya de novo tiibiiller olusturarak ve anti-apoptotik, anti-inflamatuar ve
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anti-oksidatif (Barati ve ark., 2020; Izuka ve ark., 2020) o6zelliklere sahip parakrin
faktorleri salgilayarak, hasarli GKH nisinin geri kazanilmasina yardimci
olabileceginden, biz calismamizda bir gruba sadece ¢ogunlukla Sertoli hiicrelerinden
olusan saglikli TSH’leri transplante edip sonugta hasarli nisi onarip spermatogenezi
yeniden baglatabilme kapasitelerini test ettik. Cilinkii busulfan uygulanan fare
testislerinde sayica az da olsa undiferansiye GKH bulundugu tespit edilmistir (Caires
ve ark., 2012a; Chen ve ark., 2018). Normal donodrlerden alinan GKH'lerin
transplantasyonu i¢in alici olarak PTU ile tedavi edilmis farelerin (gegici hipotiroidizm
indiiksiyonu sonucu Sertoli hiicrelerinde sayica artis) kullanilmasi, normal sayida
Sertoli hiicresine sahip PTU ile tedavi edilmemis alic1 farelerin testislerine kiyasla
erisilebilir nislerde 3 kattan daha fazla bir artis ortaya koymustur (Oatley ve ark.,
2011b). Eksojen saglikli TSH’lerin hasar gérmiislerin yerine gegmesi ve parakrin
etkilerinin spermatogenezi dilizeltmede yetersiz kalip eksojen AP+CD49f+
GKHBH’lere ihtiya¢ duyacagini test etmek ve GKHBH lerin kolonizasyon etkinligini
arttirmak i¢in de TSH’leri GKHBH’lerle birlikte transplante ettigimiz TS-GKHBHT
grubunu olusturduk ve sadece TSH verdigimiz (TSHT) grupla spermatogenezi
yeniden olusturmadaki etkilerini kiyasladik.

Busulfan tercihen primitif spermatogonyayi 6ldiirdiigiinden, genellikle bos
seminifer tlibiiller olusturmak icin birden fazla spermatogenez dongiisii (farelerde 35
giin) gerekir. Germ hiicre ablasyonu i¢in yeterli oldugunu gozlemledigimiz 40 mg/kg
busulfan enjeksiyonundan 35 giin sonra sirastyla CM-Dil ve SP-DiOC floresan
karbosiyanin boyalart ile isaretlenmis P4 TSH’leri ve PS GKHBH’leri (Sekil 3.18) rete
testis yoluyla testislere transplante ettik. Fareler IVIS in vivo floresans
goriintiilemesiyle izlendiginde transplante edilen hiicrelerin testise basarili bir sekilde
inkorpore olduklar1 goriildii. Transplantasyondan 56 giin sonra ¢ikartilan alici testisleri
takip eden deneylerde kullanildi. TS-GKHBHT grubunun testis boyutlart hem
kontrole hem de TSHT grubuna gore daha biiyiikti (Sekil 3.19). TS-GKHBHT
grubunda Ddx4’iin gen ifadesi kontrole gore 10 kat artig gosterirken, bu oran TSHT
grubunda 3’tii (Sekil 3.20). TSHT grubunda kontrol grubuna gore Oct4a, Gfral ve
Oct4 transkript miktarlart artarken, TS-GKHBHT grubunda bu artis ¢ok daha fazlaydi.
VSEL belirteci Ly6a’nin mRNA seviyesiyse sirastyyla TSHT ve TS-GKHBHT
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gruplarinda 3 kat ve 2 kat artig gosterdi. TSHT grubunda mayotik ve post-mayotik
genlerin mRNA seviyelerinin TS-GKHBHT grubundakilere goére daha az, ancak
kontrole gore yine de istatistiksel olarak anlamli artis gostermesi, TSH’lerin busulfana
bagli bozulmus nisi diizelterek endojen spermatogenezin restorasyonuna katki
sagladiklarina isaret eder. TS-GKHBHT grubunda kontrole gore mayotik Stra8 ve
Sycp3 ve post-mayotik Prm2 ve Acr genlerinin ifadelerinin timiinde artis gdzlemlendi,
bu da dondr-kaynaklit GKHBH’lerin kolonize olup ger¢ekten de in vivo diferansiye
olduguna isaret eder (Sekil 3.20). Tiim gruplarda ve gruplarin tiim tekrarlarinda hem
DDX4 hem de SYCP3 ifadesi gézlendi. TS-GKHBHT grubunda DDX4+ ve SYCP3+
tiibiillerin sayist TSHT grubuna gore daha fazlaydi (Sekil 3.21b). TSH’ler varliginda
elde ettigimiz AP+CD49f+ GKHBH’lerin in vivo germ hiicresine farklilasma
potansiyeli ile spermatogenezin yeniden olusturulmasi saglandi ve transplante edilen

BALB/c testislerde teratom olusumu gormedik.

Germ hiicre-kokenli PKH’lerin elde edildigi ¢ogu calismada (Conrad ve ark.,
2008; Guan ve ark., 2006; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2004; Ko ve ark., 2009; Seandel
ve ark., 2007) embriyonik kok-benzeri hiicrelerin pluripotensisini ortaya koymak igin
bu hiicrelerin teratom olusturma yetenegine sahip oldugu gosterilmistir. TSH’lerle
serumsuz ortamda ko-kiiltiire edilen neonatal testislerden elde edilmis GKH'ler giiclii
AP aktivitesi gostermis, EKH ve PGH ozellikleri sergilemis ve AP+GKH'lerin
pluripotensi ozellikleri, hepatik ve ndronal soylara dogru in vitro farklilasma ve
blastokistlere enjeksiyondan sonra embriyonik kimeralarin olusumu ile dogrulanmistir
(Huang ve ark., 2009). NOD/SCID farelerde AP+GKH’ler subkiitan olarak
verildiginde teratom olusturmus, EGFP-AP+GSC koloniler, bulsufan verilmis FVB
farelerinin testislerine transplante edildikten 8 hafta sonra ise seminifer tiibiillerde
spermatogenezin tamamiyla restore edildigi gosterilmistir (Huang ve ark., 2009). Fare
POUSF1+/c-Kit+ GKH’leri EGF, FGF2, LIF ve GDNF biiyiime faktorleri varliginda
kiiltiire edildiginde, pluripotent EKH belirteglerini (Pou5f1, Nanog, Sox2, Rexl,
Dppas, SSEA-1 ve AP) ifade eden, yiiksek telomeraz aktivitesi sergileyen ve {i¢ germ
tabakasinin da hiicrelerine farklilasan multipotent germ hiicre (mGH) hatlar
olusturmustur (Izadyar ve ark., 2008). Ancak mGH’ler testislere transplante

edildiginde tiibiillerde spermatogenez baglamamis ve ayrica niide farenin deri, kas ve
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testisine enjekte edildiginde teratom olusmamustir (Izadyar ve ark., 2008). Testis
biyopsisinden elde edilen insan mGKH’lerinin farkli pluripotensi belirteclerini ifade
ettigi, li¢ germ tabakasinin tiimiinliin tiirevlerini i¢eren embriyoid cisimleri
olusturdugu, normal bir XY karyotipini korudugu, H19 lokusunda hipometile edildigi
ve yiiksek seviyelerde telomeraz ifade ettigi dogrulanmistir; ancak SCID farenin
bobrek kapsiiliiniin altina enjekte edildiginde teratom olusturmamistir (Kossack ve
ark., 2009). Hem farelerde hem de sicanlarda farklilagmamis EKH’lerin
intramiyokardiyal transplantasyonu da tiimor olusumu ile sonuglanmamaistir (Min ve
ark., 2002; Singla ve ark., 2006). Testisten pluripotent EKH-benzeri hiicrelerin elde
edildigi baz1 ¢aligmalarda oldugu gibi, bizim ¢aligmamiz da teratom olusumunun
saptanmamasi bu yoniiyle bu ¢alismalar ile uyumlu olup, pluripotensi belirteglerinde
artis gosteren AP+CD49f+ hiicrelerin teratom olusturmak igin yeterince yeniden

programlanmamis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Farklilasmamis spermatogonya arasinda, alkilleyici ajan busulfan veya
irradyasyon tarafindan indiiklenen DNA hasarina karsi en direngli olan popiilasyon
kendi kendini yenileyen GKH'lerdir (Aloisio ve ark., 2014; Komai ve ark., 2014; Van
Beek ve ark., 1990; Zheng ve ark., 2018). Calismamizda, 40 mg/kg busulfan verilen
farelerin testislerinde Gfral, Oct4 ve Oct4a gen ifadeleri diisiis gosterirken, Ly6a (Sca-
1) ifadesinde 14 kat artis gortildii (Sekil 3.13). Literatiirde ise Sca-1’1in testisteki ifadesi
iizerine celiskili ¢alismalar yer almaktadir; bir grup, Sca-1’in testiste bir VSEL
belirteci oldugunu savunurken (Bhartiya ve ark., 2014; Kucia ve ark., 2006; Patel ve
Bhartiya, 2016), digerleri germ hiicrelerinin Sca-1 ifade etmedigini, fakat Sca-1’in
interstisyel dokuda eksprese edildigini gostermistir (van Bragt ve ark., 2005).
Dolayisiyla, bizim ¢alismamizda her ne kadar Sca-I gen ifadesi busulfan verilen
grupta DMSO grubuna gore artmis olsa da (Sekil 3.13) bu grupta ayn1 zamanda
histolojik incelemelerde interstisyel hiicrelerin oraninda da goreceli artis
goriindiigiinden (Sekil 3.12, orta panel), busulfan uygulanan grupta direkt olarak
busulfanin VSEL sayisini arttirmig olacagi sonucuna varamayiz. Ayrica, testikiiler
VSEL’lerin bir belirteci olan Oct4a ifadesinin de busulfana bagli olarak hem transkript
diizeyinde 1.5 kat azalmig (Sekil 3.13) oldugunun tespit edilmesi, hem de protein

ifadesinin hem DMSO hem de busulfan uygulanan testis kesitlerinde saptanmamis
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olmas1 (Sekil 3.13) dikkate alindiginda, elde ettigimiz bulgularin 8-haftalik fare

testislerinde VSEL’lerin bulunmadigina isaret ettigini diistindlirmektedir.

Literatiirde yapilan bir ¢alismada, RA ile 21 giin indiiksiyondan sonra, KI kék
hiicreleri Stra8 ekspresyonu gosteren germ hiicrelerine farklilastirlmistir. Ki kok
hiicrelerinin 21 gilin boyunca RA indiiksiyonundan sonra FACS ile ayrigtirilan Stra8+
germ hiicreleri, fragilis, stella, Rnf17, Mvh ve Oct4 gibi PGH’lerin bilinen molekiiler
belirteclerini; yani sira Rbm, c-Kit, Tex18, Stra8, Piwil2, Dazl, Hsp90a, B1- ve a6-
integrinler dahil olmak {izere GKH’lerin/spermatogonyumlarin  molekiiler
belirteclerini eksprese etmistir (Nayernia ve ark., 2006b). Benzer sekilde baska bir
calismada RA, fare KI kaynakli SSEA1+, OCT4+ ve CXCR4+ hiicrelerinin in vitro
olarak erkek germ hiicrelerine farklilagsmasini indiiklemistir (Kashani ve ark., 2014).
Zhang ve ark. (2014b) calismasinda, sican Ki kok hiicreleri Sertoli hiicrelerinin
conditioned medyasi ile in vitro olarak indiiklendikten sonra spesifik spermatogonik
gen ve protein belirteclerini ifade etmis ve busulfan-kaynakli azoospermik sican
testislerine transplantasyondan sonra alici testislerinde Vasa, Stella, SMAD1, Dazl,
GCNF, HSP90q, integrinf1 ve c-kit gibi GKH/spermatogonyum belirte¢lerinin ifadesi
saptanmustir (Zhang ve ark., 2014b). Yetiskin murin Ki’ndeki en ilkel mezenkimal
progenitor hiicreler SSEA-1+ mezenkimal hiicrelerdir ve yalnizca birka¢g mezenkimal
hiicre tipine degil, ayn1 zamanda astrosit-, endotelyal- ve hepatosit benzeri hiicreler
gibi geleneksel olmayan hiicre tiplerine de in vitro olarak negatif muadillerinden
farklilasma konusunda c¢ok daha yiiksek bir kapasiteye sahiptir (Anjos-Afonso ve
Bonnet, 2007). Busulfan ile tedavi edilen farelerin Ki’nde CFU-F konsantrasyonu
yartya inmis ancak MKH'nin proliferatif potansiyeli ve farklilagsma yetenekleri sabit
kalmigtir (Nifontova ve ark., 2008). Calismamizda, 40 mg/kg busulfanin DMSO
kontroliine gore total testis hiicreleri arasinda SSEA-1+ hiicrelerin oraninda 2.5 katlik
bir artis meydana getirdigini bulduk (Sekil 3.14). Yine spermatogonyal kok ve
progenitdr yiizey belirteci GPR125’in protein ifadesi de DMSO kontroliine gore
busulfan verilmis grupta 35 giiniin sonunda artarak iki ayr1 popiilasyonda zayif- ve
giiclii-pozitif olarak gozlenmistir (Sekil 3.14). Bu, busulfana bagli interstisyel alandaki
artan hiicre yogunluguyla ve busulfana gorece direngli GPR125+ hiicrelerin sag

kalimiyla iliskili olabilir. PODXL/CD49f giiclii pozitif KI-MKH’lerin, zayif
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pozitiflere gdre intravendz infiizyondan sonra yarali dokulara go¢ etme olasiligi daha
yiiksektir (Lee ve ark., 2009b). Proinflamatuar sitokin TNF-a, Ki MKH’lerde
CD49fnin ekspresyonunu azaltir ve bu da lamininlere adezyon kabiliyetini
diisiirdiigiinden KI MKH’lerinin migrasyon kabiliyetini arttirip nisten ¢ikmalarina
katkida bulunabilir (Pronk ve ark., 2011; Yang ve ark., 2015). Ote yandan, CD49f'nin
downregiilasyonu, MKH'lere hasarli dokulara gelismis bir go¢ kabiliyeti kazandirmak
icin ICAM-1, CD106, CXCR4 gibi diger molekiillerin upregiilasyonuyla is birligi
yapabilir (Fu ve ark., 2009; Shi ve ark., 2007; Xiao ve ark., 2012; Ziaei ve ark., 2014).
Bizim sonuglarimizda CD49f ifadesi busulfan sonrasinda DM SO kontroliine gore 2.5
kat arttigindan (Sekil 3.16), bunun Ki'nden hasarli testis dokusuna gd¢ eden Ki-

kokenli mezenkimal hiicrelerden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, CD49f antikoruyla pozitif se¢ilimi yapilan fare GKH’leri
sayica efektif bir sekilde arttirip bazi pluripotent belirtecleri daha yiiksek ifade eden
GKHBH’lere doniistiirdiikten sonra, in vitro ortamda GKHBH’lerin sirastyla
SB431542 ve RA ile matiir germ hiicrelerine diferansiyasyonunu saglayip mayozu
indiikledigimiz kiiltiir kosullarin1 gelistirdik ve GKHBH’leri TSH’lerle birlikte
busulfanla kemoablate edilmis fare testislerine transplante edip spermatogenez

restorasyonunun gerceklestigini gozlemledik.

Insan icin halen klinik uygulamadan uzak olmasma ragmen, in vitro
spermatogenezi gerceklestirmek icin literatiirde yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir.
Bu ¢alismalardan bazilart EKH’lerin in vitro tam olarak farklilastirilmasini (Easley IV
ve ark., 2012; Geijsen ve ark., 2004; Nayernia ve ark., 2006a; Zhou ve ark., 2016),
bazilari ilk olarak EKH’lerin PGHBH’lere, SKH-benzeri hiicrelere veya GKHBH lere
in vitro olarak farklilagtirilip, infertil farelerin seminifer tiibiillerine transplante
edildikten sonra spermatogenezin in vivo devam ettirildigi ¢aligmalardir (Hayashi ve
ark., 2011; Ishikura ve ark., 2016; Li ve ark., 2019). Tiim bu ¢alismalar haploid
spermatid benzeri hiicrelerin olusumunu bildirmis olsa da, yalnizca bir ¢alisma (Zhou
ve ark., 2016), basarili mayozu ve in vitro fertil haploid germ hiicrelerinin olusumunu
karakterize eden en onemli olaylar1 gdsterebilmistir. Boyle olsa bile kisinin kendi
EKH’lerinden sperm elde edebilme, azoospermik hastalarin tedavisinde kullanilabilir
bir yontem olmaktan uzaktir. Olast alternatif strateji kisinin kendi somatik
hiicrelerinden elde edilen uPKH’lerden gamet elde edilmesi olsa da bu hiicrelerin in
vitro gamet liretiminde yeniden programlama i¢in gerekli epigenetik modifikasyonlar
acisindan giivenligi ile ilgili kaygilar bulunmaktadir, bu konuda yapilan ¢aligsmalar

halen bu sorunlar1 ¢ozebilecek diizeyde degildir.

Maturasyon arresti olan hastalarin, GKH’leri olmasina karsin, mayoz dncesi
veya mayoz asamasinda duraklama oldugu icin haploid spermatid olusumunda

bozukluk olmaktadir (Jan ve ark., 2018). Bu hastalar i¢in kendi GKH’lerini kullanarak
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olgun sperm elde edilmesi fertilite tedavisi saglar. Rhesus macaque’a kendi otolog
prepubertal testis dokusunun greft olarak transplante edilmesi ile sperm iiretimi ve

yavru elde edilmistir (Fayomi ve ark., 2019).

Alict fare testisine nakledildikten sonra daha fazla koloni olugturma yetenegine
sahip olan CD49f+ hiicrelerin (Shinohara ve ark., 1999) fare erkek GKH'lerinin gecerli
bir belirteci oldugu gosterilmistir ve son zamanlarda, CD49f pozitif hiicrelerinin
Sertoli hiicreleriyle ko-kiiltirden sonra sperm benzeri hiicreler olusturduguna
inanilmaktadir (Lee ve ark., 2006a). Sonuglar, CD49f'nin erkek GKH'lerin etkili bir
belirteci oldugunu ve erkek GKH proliferasyonunu artirmak i¢in Oct4 ve kromozom
modifiyer histon H3-lizin 9 (H3K9) arasinda “crosstalk’ olabilecegini gostermektedir

(Zheng ve ark., 2016).

In vitro kosullarda GKH’lerin proliferasyonu ve diferansiyasyonunu
gerceklestiren  efektif  olarak  kullanilabilecek  kiiltir ~ kosullar1  heniiz
gelistirilememistir. SB431542, ATP baglama bolgesi i¢in rekabet ederek ALKS ALK4
ve ALK7’yi inhibe eden TGF-B/Aktivin/NODAL yolaginin segici ve gii¢li bir
inhibitoriidiir. Literatlirde in vitro olarak GKH’lerin diferansiyasyonu ve diploid germ
hiicrelerini mayoza indiiklemek i¢in kiigiik molekiil SB431542’inin kullanildig:
mevcut bir calisma yoktur. Ayrica literatiirde, uygun in vitro kiiltiir kosullari
saglanarak GKH’lerden tiiretilmis pluripotent 0&zellik gosteren AP+CD49f+
GKHBH’lerin, saglikli nis ortami1 saglamak ve GKH-tiirevli GKHBH’lerin unipotent
hale gelmelerini hizlandirmak iizere, Sertoli hiicrelerinden zengin TSH’lerle
azoospermik farelerin testislerine ko-transplantasyonunun yapildig1 bir ¢alisma da

bulunmamaktadir.

Bu nedenle, ¢calismamiz, tiim testikiiler kok hiicreler arasindan fonksiyonel
GKH’lerin CD49f antikoruyla pozitif se¢iliminin yapilmis olmasi; SCF, IGF2, LIF,
EGF, bFGF ve GDNF biiyiime faktorleri kombinasyonunun ilk defa 17 bileseni i¢eren
StemPro-34 serumsuz kiiltiir ortamina eklenip bu zenginlestirilmis kiiltiir ortaminda

CD49f+ GKH’lerin GATA4+ TSH besleyici tabakasi iizerinde canliligim
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kaybetmeden uzun siireli in vitro olarak ¢ogaltilabildigi bir ¢aligma olmasi1 bakimindan
literatiirde ilk olma 6zelligi tasimaktadir. CD49f+ GKH’lerin bir aydan uzun siireli
kiiltiirli sonucunda elde edilen bu hiicreleri, EKH belirteclerinin (Oct4a, Sox2, Nanog,
SSEA-1) ifadesindeki artis ve AP aktivitesi gdstermesi nedeniyle GKH-benzeri
hiicreler (GKHBH) olarak isimlendirdik. Literatiirde daha 6nce yapilmamis bu in vitro
diferansiyasyon sistemimiz sirasiyla, (i) GKH farklilagmasini ve erken mayozu
indiiklemek i¢cin SB431542 uygulanan ve (ii) mayozu ve spermatid-benzeri hiicrelerin
olusumunu saglamak i¢in RA uygulanan ardisik iki asamadan olusuyordu. SB431542,
GKHBH’leri ¢ogunlukla leptoten spermatosit-benzeri hiicrelere farklilagtirip, mayozu
baslatmak i¢in yeterli olsa da mayozun daha ileri asamasindaki pakiten ve diploten
spermatositler ile kuyruk gelisimi olan sperm-benzeri hiicrelerin bir arada bulundugu
faza gec¢is ancak SB431542’yi takiben RA uygulanmasiyla basarildi. In vitro elde
edilen sperm-benzeri hiicreler, ICSI sonrasinda kiiltiirde blastokist asamasindaki
embriyolarin gelismesiyle anlasildig1 iizere, fertilizasyon yetenegine sahipti.
GKHBH’lerin in vivo germ hiicresine farklilagsma potansiyeli, koloni hiicreleri germ
hiicre yonelimli oldugundan, bu hiicrelerin ilk defa cogunlukla Sertoli hiicrelerinden

olusan GATA4+ TSH’lerle beraber testise transplante edilmesiyle gosterildi.

Transplantasyon sonrasinda dondr-kaynakli spermatogenezin tanimlanmasinin
en iyi yolu, germ hiicrelerinde bir marker transgen ifade eden bir donér hayvanin
kullanilmasidir; 6rnegin, LacZ ifade eden fareler (B6.129S7-Gtrosa26, ROSA) veya
yesil floresan protein (GFP) ifade eden fareler (C57BL/6-TgN ACTbEGFP 10sb).
Donor kaynakli spermatogenez, dondr hiicre bir transgen ifade etmedikge, alicinin
yeniden olusturulmus endojen spermatogenezinden kesin olarak ayirt edilemez.
Homozigot W fareleri (W"/W” veya W/W") (Brinster ve Zimmermann, 1994b; Silvers,
1979) gibi dogal olarak veya busulfan enjeksiyonuyla sonradan olusturulmus infertil
bir alicinin kullanilmasi, alicinin yeniden olusturulmus spermatogenez sorununun
iistesinden gelebilir ve bdylece bir raportdr geni olmayan hiicre popiilasyonunda GKH
varligint dogrulamak icin kullanilabilir. Fakat koloni sayis1 belirlenemez; bu nedenle,
isaretlenmemis donor hiicreler kullanildiginda, enjekte edilen hiicre popiilasyonundaki
GKH sayisin1 belirlemek i¢in transplantasyon kullanilamaz. Koloni sayisi, bir

poptilasyondaki GKH sayisiyla dogrudan iliskilidir ve koloni uzunlugu, bir GKH'nin
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cogalma ve spermatogenezi yeniden olusturma yeteneginin bir Olgiisiinii saglar
(Dobrinski ve ark., 1999; Nagano ve ark., 1999). Bu g¢alismanin devami olarak,
GKHBH kolonilerinin in vitro kiiltiir ortamina almadigimiz GKH’lerine kiyasla
Oct4a, Sox2, Nanog, SSEA-1 pluripotensi belirteglerinin ifadelerinde anlamli artis ve
AP aktivitesi gostermesiyle pluripotent olabilecegini varsaydigimiz GKHBH’lerin
pluripotensisinin in vitro olarak ii¢ germ yapragmin hiicrelerine farklilastirilarak
gosterilmesinin, ‘sadece’ GKHBH’lerin NOD-SCID fareye enjekte edildiginde
teratom olusturabildiginin gosterilmesinin proje ¢iktisina eklenmesi; GKHBH'lerin
ayn1 zamanda, pluripotent hiicreler liretmek i¢in diger yetiskin hiicrelere gore daha
giivenli bir yol sunabilecegi ve hastaya 6zel rejeneratif tedavi almak i¢in yeni firsatlar

saglayabilecegini gostermek icin bir gerekliliktir.

Bu ¢alismamizdan elde edilen veriler ile GKHBH’lerin azoospermik yetiskin
erkeklerde ve radyoterapi veya kemoterapi alacak kanser teshisi konmus prepubertal
erkek ¢ocuklarinda spermatogenez restorasyonu igin otolog transplantasyon veya in

vitro matiir sperm elde edilmesi ¢aligmalarina yol gosterecegi kanisindayiz.
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OZET

Erkek Germline Kok Hiicre-Benzeri Hiicrelerin Olgun Sperme In Vitro
Farklhilasmasi ve In Vivo Spermatogenez Restorasyonuna Etkisi

Germline kok hiicresi (GKH), germ hatt1 gelisimi sirasinda kendini yenileyerek
veya farkli evre/alt tipte kok hiicrelere doniiserek daha fazla kok hiicre iireten ve yavru
olusturmak i¢in spermatozoa ve ovaya farklilagan benzersiz bir hiicre tiiriidiir. Testis
biyopsisinden elde edilen spermatogonyal kok hiicreler (SKH)/GKH’ler veya yetiskin
dokulardan elde edilen uPKH’lerden tiiretilen primordiyal germ hiicresi-benzeri
hiicreler (PGHBH), Klinefelter sendromu gibi genetik hastaliklara veya baska
nedenlere  bagli  non-obstriiktif — azoospermik  yetiskin  erkeklerde  ve
radyoterapi/kemoterapi alacak kanser teshisi konmus prepubertal erkek ¢ocuklarinda
spermatogenez restorasyonu amaciyla otolog transplantasyon i¢in veya in vitro
spermatogenez i¢in kullanilabilirler. Gen mutasyonlar1 tagiyan hastalarin GKH'leri
veya PGHBH'leri, CRISPR/CAS9 teknolojisi kullanilarak transplantasyondan once
diizeltilebilir. Bununla birlikte, uPKH'lerin in vitro gametogenez alanina katkisi hafife
alimamasa da, yeniden programlama ile iliskili epigenetik modifikasyonlar agisindan
giivenligi ile ilgili kaygilar bulunmaktadir. Bu ¢alismada ilk kez CD49f+ GKH'lerin
GDNF, EGF, bFGF, IGF2, SCF ve mLIF varliginda pluripotensi belirteglerinin
ifadelerinde anlamli artis ve alkalen fosfataz aktivitesi gosteren GKHBH’lere
doniisebilecegini gosterdik; ozellikle, bu AP+CD49f+ GKHBH kolonileri, >%95
GATAA4+ testikiiler somatik hiicre (TSH) besleyici tabakasi lizerinde iki aydan uzun
bir siire c¢ogaltilabildi. AP+CD49f+ GKHBH’ler, TGF-p/Aktivin/Nodal yolu
inhibitorii, SB431542 ve ardindan retinoik asit uygulandiginda in vitro ortamda
mayozu tamamladi ve kuyruk gelisimi olan sperm-benzeri hiicrelere farklilasti.
SB431542 6n asamasindan sonra leptoten spermatositler gozlenmis olsa da, retinoik
asidin kombine etkisi {izerine mayozun daha ileri asamasindaki pakiten ve diploten
spermatositler ile sperm-benzeri hiicrelerin bir arada bulundugu heterojen bir
poplilasyon saptandi. Elde edilen sperm-benzeri hiicreler, intrasitoplazmik
enjeksiyondan sonra blastokist olusumunu tetikleyebildi. GKHBH’lerin ve Sertoli
hiicrelerince zengin TSH’lerin germ hiicre ablasyonu yapilmis fare testislerine ko-
transplantasyonunun ardindan, tiibiil basina diisen DDX4+SYCP3+ hiicreler, yalnizca
TSH transplante edilenlerden daha yiiksekti. Sonug¢ olarak, TSH’ler bozulmus nisi
yeniden olusturarak endojen spermatogenezi yeniden baglatabilirken, eksojen
GKHBH’ler saglikli nis hiicreleri varliginda basarili bir sekilde spermatogenezi
tamamlayabildi. Genel olarak yaklagimimiz, tanimlanmis kiiltiir kosullar1 altinda
GKH'lerin fonksiyonunu ve canliligini kaybetmeden sayica arttirilabilecegini ve
GKH-GKHBH hiicre doniistiirme yontemimizin, Oct4a, Sox2, Nanog, SSEA-1
pluripotensi belirteglerinin ekspresyonunu upregiile edebilecegini, GKHBH’lerin in
vitro olarak fonksiyonel sperm-benzeri hiicrelere farklilagabilecegini ve somatik nig
hiicresi destegiyle de in vivo spermatogenezi yeniden baslatabilecegini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Spermatogenez, Non-obstriiktif Azoospermi, Onkofertilite,
GKH, GKHBH, in vitro mayoz
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SUMMARY

In Vitro Differentiation of Male Germline Stem Cell-Like Cells into Mature
Sperm and Their Effect on In Vivo Spermatogenesis Restoration

Germline stem cell (GSC) is a unique cell type that produces more stem cells
through self-renewal or generating different stage/subtype stem cells during germline
development and differentiates into spermatozoa and ova to produce offspring.
Spermatogonial stem cells (SSCs)/GSCs obtained from testicular biopsy or primordial
germ cell-like cells (PGCLCs) derived from iPSCs obtained from adult tissues can be
used for autologous transplantation to restore spermatogenesis or for in vitro
spermatogenesis in adult men with non-obstructive azoospermia due to genetic
diseases such as Klinefelter syndrome or other causes, and in prepubertal boys
diagnosed with cancer who will receive radiotherapy/chemotherapy. Patients carrying
gene mutations can have their SSC or PGHBH corrected prior to transplantation using
CRISPR/CAS9 technology. However, although the contribution of iPSCs to the field
of in vitro gametogenesis cannot be underestimated, there are concerns regarding their
safety in terms of epigenetic modifications associated with reprogramming. In this
study, we showed for the first time that CD49f+ GSCs can transform into GSCLCs
that show a significant increase in the expression of pluripotency markers and alkaline
phosphatase activity in the presence of GDNF, EGF, bFGF, IGF2, SCF and mLIF;
notably, those GSCLC colonies could be propagated for more than two months on
>95% GATAA4+ testicular somatic cell (TSC) feeders. AP+CD49f+ GKHBHs
completed meiosis in vitro and differentiated into sperm-like cells with tail
development when TGF-B/Activin/Nodal pathway inhibitor, SB431542 followed by
retinoic acid were introduced. Although leptotene spermatocytes were observed after
the SB431542 pre-treatment, upon the combined effect of retinoic acid, a
heterogeneous population of pachytene and diplotene spermatocytes and sperm-like
cells in more advanced meiosis were detected. The resulting sperm-like cells were able
to induce blastocyst formation after intracytoplasmic injection. After co-
transplantation of GSCLCs and Sertoli cell-rich TSCs into germ cell ablated mouse
testes, DDX4+SYCP3+ cells per tubule were higher than those transplanted with TSCs
alone. TSCs were able to restore endogenous spermatogenesis by reforming the
impaired niche, whereas exogenous GSCLCs were able to undergo successful
spermatogenesis in the presence of healthy niche cells. Overall, our approach suggests
that under defined culture conditions, GSCs can be expanded in number without losing
their function and viablity and our GSC-GSCLC conversion method can upregulate
the expression of Oct4a, Sox2, Nanog, SSEA-1 pluripotency markers, GSCLCs can
undergo stepwise differentiation into functional sperm-like cells in vitro and can also
reinitiate spermatogenesis in vivo with somatic niche cell support.

Key words: Spermatogenesis, Non-obstructive Azoospermia, Oncofertility, GSC,
GSCLC, in vitro meiosis
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EKLER

EK1-Flow Sitometri

EK1.1-FACS Boyama Tamponu (PBS-BSA-Na Azid Tamponu):
e 2ml1XPBS
e 0.06 gBSA
e 0.001 g Na-Azide

EK2-MACS

EK2.1-PBS-S (PBS-Supplemented):
e 23 ul D-glukoz

e 0.001 g Piriivat

e 50ulP/S

e 100 ul FBS

e 0.02383 g HEPES
e 9827ul PBS

*(taze hazirlanir ve +4°C’de saklanir; Kubota ve Brinster, 2008)

EK3-Immiinositokimya

EK3.1-Primer Antikor Diliienti (Antibody Solution Enhancer; ASE):
e 0.00751 g glisin
e 5ul Tween-20
e 10 ul Triton X-100
e 20ul H202
e 10ml 1XPBS
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*( H2O» taze eklenir; Rosas-Arellano 2016)

EK4-immiinoblotlama

EK4.1-2M NaCl:
e 1.169 g NaCl
e 10 ml ddH,O

EK4.2-1M Tris-HCL pH 8.2:
e 3.028 g Tris base
e 15 mlddH.0O
e %37 HCl ile pH 8.2’e ayarlanir

e ddH>0 ile 25 ml’e tamamlanir

*(+4°C’de saklanir)

EK4.3-Lizis Tamponu:
e 500ul2M NaCl
e 200ul 1M Tris, pH 8.2
e 40 ul IgePal (%0.9)
e 2688 ul ddH20

*(8 tane 1.5-ml eppendorflara 498 ul’ser alikotlanir ve alikotlar -20°C’de saklanir; 83
ul 7X PIC taze eklenir)

EK4.44X L.aemmli Tamponu:
e 2 ml %100 gliserol
e 1.2ml IM Tris-HCI, pH 6.8
e 0.4gSDS

¢ 2 mg bromfenol mavisi (bromophenol blue; BFB)

e 1.4 mlddH,O
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*(+4°C’de saklanir)

EK4.5-10X Tris-Tamponlu Salin (10X TBS):

e 24 g Tris base

e 88 gNaCl

¢ 900 ml ddH>O

e %37 HCl ile pH 7.6’ya ayarlanir
e ddH:Oile 1 L’ye tamamlanir

EK4.6-1X TBS-T, pH 7.6:
e 100 ml 10X TBS
e 900 ml ddH>O
e %37 HCl ile pH 7.6’ya ayarlanir
e 500 ul Tween-20

EK4.7-%5 BSA/TBST (Bloklama Tamponu):

e 100 ml 1IX TBS-T
e 5gBSA
*(-20°C’de saklanir)

EK4.8-1.5 M Tris-HCI, pH 8.8:
e 9.086 g Tris base
e 25mlddH.O
e %37 HCl ile pH 8.8’e ayarlanir

e ddH»0 ile 50 ml’e tamamlanir

*(+4°C’de saklanir)

EK4.9-1 M Tris-HCI, pH 6.8:
e 6.057 g Tris base
e 25 mlddH-O
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%37 HCl ile pH 6.8’e ayarlanir

ddH»O0 ile 50 ml’e tamamlanir

*(+4°C’de saklanir)

EK4.10-%10 SDS:

*(45 ml ddH:0 eklendikten sonra karistirilip ¢ézlindiiriiliir)

5 gSDS

45 ml ddH>O

ddH-»O0 ile 50 ml’e tamamlanir

EK4.11-%10 APS:

0.1 g APS
1 ml ddH,O

*(taze hazirlanir ve +4°C’de saklanir; ddH»O eklendikten sonra iyice vortekslenir)

EK4.12-ALT JEL. %10:

1.948 ml ddH20

1.25 ml 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8
1.7 ml %30 Akrilamid

50 ul %10 SDS

50 ul %10 APS

3 ul TEMED

EK4.13-UST JEL., %5:

2.54 ml ddH20
500 ul 1M Tris-HCL, pH 6.8
876 ul %30 Akrilamid

40 ul %10 SDS

40 ul %10 APS

4 ul TEMED
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EK4.14-5X Kosturma Tamponu:

15 g Tris base

72 g glisin

700 ml ddH,O

5gSDS

ddH,O0 ile 1L’ye tamamlanir

*(SDS eklendikten sonra karistirilarak ¢oziindiiriiliir; kullanmadan once 1X’¢e

seyreltilir)

EK4.15-1X Transfer Tamponu:

60 ml ddH20

20 ml 5X Transfer Tamponu (Trans-Blot Turbo RTA Mini 0.45 um LF
PVDF Transfer Kitinden (1704274, Bio-Rad, ABD))

20 ml MeOH

*(taze hazirlanir ve +4°C’de saklanir)

EK4.16-Mild Stripping Tamponu, pH 2.2:

3.75 g glisin

2.5 ml Tween-20

0.25 g SDS

200 ml ddH,O

%37 HCl ile pH 2.2’ye ayarlanir
ddH>0 ile 250 ml’e tamamlanir

*(glisin, Tween-20 ve SDS eklendikten sonra karistirilarak ¢oziindiiriiliir)

187



TC
ANKARA ONIVERSITESI REKTORLOGT
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU KARARI
TOPLANTI TARIHI : 14/0772021

TOPLANTINO :2021-13
DOSYA NO : 2020-30
KARAR NO :2021-13-109

Yiridetlogont Oniversitemiz Tip Fakoltesi Cerrahi Tip Bilimleri Bslima Sgretim (Qyelerinden
Prof. Dr. Kaan AYDOS un yaptidy; aragtinc: olarak Prof. Dr. K. Can AKCALI, Dog. Dr. Oya Sena
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kapsaminda degerlendirilmis; proje siiresinin 30.06.2022 tarihine kadar uzatlmasin uygun
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miteakip yeniden degerlendirilmesine ve galigma ierigiine ilave edilmesi talep edilen analizlerin
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benzeri ok kigUk htcrelerden (VSELs) farkhlagtinlan spermatogenik  hilcreler ile ko-

transplantasyonunun  spermatogenez restorasyonundaki  etkisi™ olarak  degigtirilmesi uygun
bulunmustur.
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“Ankarg Oniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Yonergesi™nin 11 (5) maddesi
kapsaminda degerlendirilmis, talep edilen damgman degigikliginin Tobitak tarafindan uygun
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ETIK KURUL UYELERI
Unvani / Adi/ Soyad Uzmanhk Dah | Kurumu ]Cinsiye(i Imza
Prof. Dr. M. Taner KARAOGLU Viroloji Veteriner E
(Bagkan) Anabilim Dal: | Fakiltesi
Prof. Dr. Tanju OZCELIKAY Farmakoloji Eczacihk v
(Bagkan Vekili) Anabilim Dali Fakitltesi

Ankara Universitesi Rekidrliigs 06100 - Tandogan ANKARA Telefon : 0 (312060 30 2183 Faks : 0(312) 212 60 49

189



iy
T.C.
f ." ANKARA ONIVERSITESI REKTORLOGT
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU KARARI

TOPLANTI TARIHI : 22/03/2023
TOPLANTI NO 1 2023-6
DOSYA NO :2023-38
KARAR NO : 2023-6-42

Yuritdealogint Oniversitemiz Tip Faktltesi Oroloji Anabilim Dali dgretim yelerinden Prof. Dr.
Kaan AYDOS'un yaptidi; araginc: olarak Prof. Dr. Kimil Can AKCALI, Dog. Dr. Oya Sena
AYDOS ve Dilnya AYDOS un katildifn “CD49f+ Fare Germline Kok Hilcre-Benzeri Hilcrelerden
Farklhilaginlan Spermler Kullanilarak BALB/c Farelerinde Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu
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