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OZET

Amag: Spermatogonyal kok hiicreler (SKH) spermatogenezin devamliligini saglarlar ve
bu kok hiicrelerin kaybi erkeklerde infertiliteye sebep olmaktadir. Bu nedenle bu
hiicrelerin elde edilip ¢ogaltilarak kok hiicre terapisinde kullanimi biiyiik 6nem
tasimaktadir. Literatiirde insan spermatogonyal kok hiicrelerinin (iISKH) tanimlanmasi
ve in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi ile ilgili kisitli ¢aligma bulunmaktadir. Calismamizda
iISKH’lerinin farkli yontemler ile izolasyonlari ve gesitli in vitro kosullarda kiiltiire
edilmeleri sonrasinda hayatta kalma ve cogalma kapasitelerinin degerlendirilmesi

amaclanmstir.

Yontem: Bu ¢alismada FACS ile izole edilen SSEA4 ve THY1 belirtecini ekspre eden
hiicrelerin kok hiicre fonksiyonlarinin degerlendirilmesi amaci ile ksenotransplantasyon
yapilmistir. Ardindan FACS ve MACS yontemi ile izole edilen THY 1" destekleyici
hiicreleri varliginda MACS ile izole edilen ITGA6" iISKH’leri kiiltiire edilmistir. Kiiltiir
sonunda elde edilen UTF1" hiicre sayilar1 degerlendirilmistir. Ayrica iISKH’leri, tip |
kollajen ile kiiltiire edilerek, sayilart ve bu hiicrelerin in vitro hayatta kalmalart

degerlendirilmistir.

Bulgular: FACS ile izole edilen SSEA4"/THY1 hiicrelerin koloni olusturma
kapasitelerinin yiiksek oldugu ve SSEA4/THY1" ve SSEA4/THY1 hiicrelerin koloni
olusturma kapasitelerinin diisiik oldugu gézlenmistir. FACS ve MACS yontemleri ile
izole edilen THY1" hiicrelerinin, ITGA6" iSKH’lerinin in vitro hayatta kalimlarin
destekledigi gosterilmistir. Tip | kollajen ile kok hiicre zenginlestirme yonteminin iISKH

sayisini Ve ¢ogalmasini arttirdigi gézlenmistir.

Sonu¢: Calismamizda tip | kollajen ile zenginlestirilen iISKH’lerinin THY 1" destekleyici
hiicreleri ile kiiltiire edilmelerinin, bu hiicrelerin in vitro hayatta kalimlarini destekledigi
ilk kez gosterilmistir. Bulgularimiz, iSKH’lerinin ileride infertilite olgularinda kdk hiicre

terapisinde kullanilmalar1 agisindan destekleyici sonuglar ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Insan spermatogonyal kok hiicre, in vitro kiiltiir, THY1, Tip |

Kollajen



ABSTRACT

Objective: Spermatogonial stem cells (SSC) maintain spermatogenesis. When the stem
cell pool is depleted this can lead to infertility and successful isolation and expansion of
human spermatogonial stem cells (hSSC) are important factors for stem cell therapy.
Studies about identification of human spermatogonial stem cells and their culture
conditions for successful in vitro expansion of them are limited in the literature. In this
study, we aimed to evaluate the success of different methods of stem cell isolation and

culture conditions on in vitro expansion of hSSCs.

Method: We isolated stem cells that express SSEA4 and THY1 markers by FACS
method. Then we performed xenotransplantation to mice in order to evaluate the stem
cell function of the isolated cells. We cultured ITGA6* spermatogonial stem cells on
THY1" cells isolated by MACS and FACS methods. After culture, we determined the
number of UTF1" stem cells for all conditions. We also analyzed the efficiency of type |
collagen on stem cell enrichment and proliferation of hSSCs in culture.

Results: We observed that colonizing activity of SSEA4*/THY1 cells is higher whereas
colonizing activity of SSEA4/THY1" and SSEA4/THY1 cells is lower when compared
to other groups. We also observed that THY1" cells isolated by MACS and FACS can
support the maintanence of ITGA6" hSSCs. Culturing ITGA6" cells with type | collagen
increases hSSC number and proliferation of ITGA6" spermatogonial stem cells in in

vitro culture.

Conclusion: In our study, it was shown for the first time that culturing of hSSCs
enriched with type | collagen with THY1" feeder cells support the maintanence of
hSSCs in in vitro culture. Our study suggest supportive information for future studies

that will enable to use hSSCs for stem cell therapy in infertility.

Key words: Human spermatogonial stem cell, in vitro culture, THY1, Type | collagen
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1. GIRIS

Postpubertal bireylerde spermatogenez ile her giin milyonlarca sperm {iiretilmektedir.
Spermatogenezin temeli olan spermatogonyal kok hiicreler kendilerini yenilemeleri ve
farklanmalari ile kok hiicre havuzunun korunmasini ve spermatogenezin devamliligini
saglamaktadirlar. Spermatogonyal kok hiicrelerin ¢evresel faktorler, genetik sebepler,
hastaliklar ya da medikal tedavilerden dolay1 kaybedilmesi infertiliteye sebep olmaktadir
(Valli ve ark., 2014). infertilite toplumda ciftlerin yaklasik %10-15’ini etkilemektedir.
Medikal tedaviler sonucu infertilite goriilen eriskin  erkeklerde sperm
kriyoprezervasyonu ile fertilite korunmasi bir avantaj olarak gorilmektedir. Ancak
sperm Uretiminin olmadig1 prepubertal hastalarda sperm kriyoprezervasyonu sansi
bulunmamaktadir. Ayrica sperm kriyoprezervasyonun sperm hiicresinin fonksiyonunu
olumsuz etkileyebilecegi bilinmektedir. Sperm kriyoprezervasyonunun miimkiin
olmadig1 hastalarda spermatogonyal kok hiicreleri iceren hiicre siispansiyonlarinin
kriyoprezervasyonu fertilite korunmasi i¢in alternatif bir yontem olarak goriilmektedir
(Ehmcke ve ark., 2006). Bu kok hiicre kaynakli tedavilerin uygulanmasi igin
spermatogonyal kok hiicrelerin izolasyonu ve yonlendirilmeleri ve bunun saglanabilmesi
icin de oOncelikle hiicre karakterlerinin, izolasyon ydntemlerinin ve hiicrelerin in vitro

kosullarda gogaltilabilmeleri i¢in gerekli faktorlerin belirlenmesi gerekmektedir.

Spermatogonyumlar ile ilgili birgok bilgi kemirgenler ile yapilan ¢alismalardan elde
edilmistir (Gassei ve Orwig, 2013). Bu calismalarda kok hiicreler ya da progenitor
hiicrelerin ekspre ettikleri baz1 belirtegler gosterilmistir (Kubota ve ark., 2004b; Ryu ve
ark., 2004; Tokuda ve ark., 2007a; Komai ve ark.,, 2014). Ayrica kemirgen
spermatogonyal kok hiicrelerinin uzun siireli kiiltiirii ve transplantasyonlari sonrasi canli
dogum eldesi saglanabilmektedir. Bir haftalik fare testisinden alinan Thymus Cell
Antigen 1 (THY1") hiicrelerin Glial Derived Neurotrophic Factor (GDNF), GDNF
Family Receptor Alpha 1 (GFRal) ve Fibroblast Growth Factor (FGF) igeren
medyumda SIM mouse embryo derived thioguanine and ouabain resistant (STO)
destekleyici hiicreleri ile kiiltiire edildiklerinde yiiksek oranda kok hiicre 6zellikleri
tagiyan hiicreler iceren germ hiicre kiimeleri olusturduklari ve pasajlama sonrasi

sayilarinin arttigi gozlenmistir (Kubota ve ark., 2004b). Ayn1 zamanda bu hiicrelerin
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fonksiyonlar1 transplantasyon ile de gosterilmistir. Kemirgenler ile ilgili ¢alismalardan
elde edilen bu sonucglar insan materyalleri kullanilarak yapilan c¢alismalara
yansitilabilirse  spermatogonyal kok hiicre terapisinin uygulanmasi miimkiin

olabilecektir.

Literatiirde insan spermatogonyal kok hiicrelerinin tanimlanmasi ve in vitro kosullarda
hayatta kalimlar1 ve ¢ogalmalar1 ile ilgili kisitlh ¢alismalar bulunmaktadir. Bu
calismalarda spermatogonyal kok hiicrelerin izolasyonu ve zenginlestirilmesi i¢in farkli
belirtegler (Stage-Specific Embryonic Antigen 4 (SSEA4), G Protein-Coupled Receptor
(GPR125), Integrin Subunit Alpha 6 (ITGA6), THY1 ve farkli yontemler (FACS,
MACS, Differential plating) kullanilmistir (Chen ve ark., 2009; Sadri-Ardekani ve ark.,
2009; X. Wu ve ark., 2009; He ve ark., 2010; Kokkinaki ve ark., 2011; Mirzapour ve
ark., 2012; Smith ve ark., 2014). Bu calismalarda GDNF, FGF, Leukemia inhibitory
Factor (LIF) gibi biiytime faktorleri, farkli destekleyici hiicreler (C166, insan
embriyonik fibroblast, Sertoli hiicresi, THY 1" hiicre) ve farkli ekstraselliiler matriks
bilesenleri (jelatin, laminin, matrijel) kapli petriler kullanilmistir (Chen ve ark., 2009;
Sadri-Ardekani ve ark., 2009; X. Wu ve ark., 2009; He ve ark., 2010; Kokkinaki ve ark.,
2011; Mirzapour ve ark., 2012; Smith ve ark., 2014). Bu ¢alismalarin sonuglari insan
spermatogonyal kok hiicre belirteclerinin ekspresyonlari agisindan gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu ve immiinohistokimya yontemleri ile degerlendirilmis ya da
kiiltiire edilen insan spermatogonyal kok hiicreleri fare testislerine transplante edilerek
germ hiicre aktiviteleri agisindan degerlendirilmistir. Literatlirdeki bu ¢alismalar umut
verici sonuglar sunmakla birlikte bir¢ok ¢alismanin sonucu farkli arastirma gruplar
tarafindan tekrarlanamamistir. Bu sebeple, insan spermatogonyal kok hiicrelerinin in

vitro kosullarda uzun siire gogaltilmalarini saglayan bir yontem heniiz mevcut degildir.

Bu bilgiler dogrultusunda ¢aligmamizda; insan spermatogonyal kok hiicrelerinin farkli
belirtegler (SSEA4, THY1, ITGA6) ve yontemler (floresan aktive hiicre izolasyon
yontemi, manyetik aktive hiicre izolasyon yontemi, kollajen ile kok hiicre
zenginlestirme) ile izolasyonu sonrast farkli in vitro kosullarda kiiltiire edilmesinin
ardindan, cesitli izolasyon ve kiiltiir kosullarimin hiicrelerin hayatta kalmasi ve

cogalmalarina etkisinin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spermatogenez

Testis dokusunda, germ hiicre gelisimi, embriyonik gelisimin erken doneminde
baslayarak yetiskinlik donemine kadar devam eden ve bircok hiicresel farklilasma
asamasini igeren bir olgunlagma siirecidir. Spermatogenez proliferasyon ve farklanma
asamalarindan olugsmaktadir. Postpubertal bireylerde spermatogenez ile hergiin
milyonlarca sperm iretilmektedir (Gupta ve ark., 2000; Thayer ve ark., 2001). Bu
tiretkenligin seviyesi bir erkegin postpubertal yasami boyunca siirekli sperm iiretmesini
siirdliren spermatogonyal kok hiicrelere baglidir. Spermatogonyal kok hiicreler testis
dokusuna ait erigskin doku kok hiicreleridir ve spermatogenezin temelini olusturarak
erkek fertilitesinin devamliligin1 saglamaktadir (Phillips ve ark., 2010). Spermatogonyal
kok hiicreler bir taraftan kendilerini yenilemelerini saglayan boliinmeler gegirerek kok
hiicre havuzunun devamliligin1 saglarken, diger taraftan olgun spermleri olusturmak igin
boliinmeler ge¢irmektedirler. Sperm {retimi bu mekanizmanin dengeli bir sekilde
calismasi ile siirdiriilmektedir (Tegelenbosch ve de Rooij, 1993; D. G. de Rooij ve
Grootegoed, 1998; Phillips ve ark., 2010; Aloisio ve Manjunath, 2014; Valli H. ve ark.,
2015).

2.2. Spermatogonyal Kok Hiicre Terapisi

Spermatogonyal kok hiicrelerin genetik sebepler, hastaliklar ya da medikal tedavilerden
dolay1 kaybedilmesi infertiliteye sebep olmaktadir (Clermont ve Antar, 1973; Clifton ve
Bremner, 1983; van Alphen ve ark., 1988b; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2003; Hermann
ve ark., 2007; Hermann ve ark., 2012; Abuelhija ve ark., 2013). Infertilite toplumda
ciftlerin yaklasik %10-15 ini etkilemektedir. Medikal tedaviler sonucu infertilite goriilen
eriskin erkeklerde sperm kriyoprezervasyonu ile fertilite korunmasi bir avantaj olarak
goriilmektedir (Meng, 2000; J. M. Oatley ve Brinster, 2006; J. M. Oatley ve ark., 2007).
Ancak sperm {iretiminin olmadig1 prepubertal hastalarda sperm kriyoprezervasyonu
sans1 bulunmamaktadir. Ayrica, kriyoprezervasyonun sperm hiicrelerinin fonksiyonuna
kismen zarar verdigi de g6z onlinde bulundurulmasi gereken bir konudur (Valcarce ve
ark.,, 2013). Sperm kriyoprezervasyonunun miimkiin olmadigi  durumlarda

spermatogonyal kok hiicreleri igeren hiicre silispansiyonlarinin kriyoprezervasyonu
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alternatif bir yontem olarak goriilmektedir (Brook ve ark., 2001). Son yillarda ¢ocukluk
cag1 kanserlerinde sag kalim oranlar siirekli artmaktadir ve pediatrik malignansilerde
tyilesme hiz1 %80°1 gegmektedir. Degerlendirmeler 640 geng erkekten 1’inin ¢ogukluk
cag1 kanserlerinden sag kalimi oldugunu gostermektedir (Hewitt M, 2003). Gonadal
hasar c¢ocukluk ¢agi kanserlerinin tedavilerinin yaygin bir sonucudur. Heniiz sperm
iiretmeyen prepubertal erkeklerde fertilitenin korunmasi i¢in bir ¢oziim yoktur. Bu
hastalarin fertilitelerinin korunmasi i¢in gonadotoksik terapi Oncesi testikiiler biyopsi
aliarak spermatogonyal kok hiicrelerin izole edilip dondurulmasi ve tedavi sonrasinda
tekrar direkt olarak ya da in vitro kosullarda g¢ogaltildiktan sonra testise verilmesi
alternatif olabilmektedir (Clark ve ark., 2011). Bu kok hiicre kaynakli tedavilerin
uygulanmas1 i¢in insan spermatogonyal kok hiicrelerinin  izolasyonu ve
yonlendirilmeleri ve bunun saglanabilmesi i¢cin de Oncelikle hiicre karakterlerinin ve
hiicrelerin gelisimine etki eden faktorlerin belirlenmesi gerekmektedir. Spermatogonyal
kok hiicreler ve spermatogenik seriye ait hiicreler ve gelisimleri tiirler arasinda

farkliliklar gostermektedir.

2.3. Kemirgenlerde Gézlenen Spermatogonyal Kok Hiicreler ve Spermatogenik
Hiicre Serisi ve Bu Hiicrelerin Gelisimi

Kemirgenlerde spermatogonyumlar Tip A, Intermediyet ve Tip B spermatogonyum
olmak tizere ti¢ kategoride smiflandirilir (D. G. de Rooij ve Russell, 2000) Tip A
farklilasmamis spermatogonyum, kendi kendini yenileyebilen spermatogonyal kok hiicre
tipi olup, tek bir hiicre ya da A single (As) spermatogonyum olarak adlandirilmaktadir
(D. G. de Rooij ve Russell, 2000). Postnatal kemirgen testisinde spermatogenik aktivite
seminifer tiibiilin bazal membraninda yer alan Asingle Spermatogonyumlar tarafindan
gerceklestirilmektedir (D. G. de Rooij, 1973). Asinge Spermatogonyumlar mitotik
boliinmeler gecirerek bir ¢ift spermatogonyumu (Apaired; Apr) olusturmaktadirlar. Apaired
spermatogonyumlar ya ileride sitokinezi tamamlayarak 2 yeni Asingle Spermatogonyumu
(kendini yenileme boliinmesi) ya da intrasitoplazmik baglantilarin1 koruyarak 4 hiicreli
Aailigned (Aais) spermatogonyumu olusturmaktadirlar (Phillips ve ark., 2010; D. G. de
Rooij ve Griswold, 2012). Aais spermatogonyumlar 1 veya daha fazla mitotik boliinme
gegirerek 8, 16 ve gogunlukla 32 hiicre igeren Aa Spermatogonyumu olusturmaktadirlar.

Bu hiicre tiplerinin tamami (As, Ap Ve Aal Spermatogonyumlar) kemirgen testisinin Asingle
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spermatogonyumlar ise bu farklanmamis spermatogonyum populasyonunun %10 ununu
olusturmaktadirlar  (Phillips ve ark., 2010; WValli H. ve ark., 2015). Aa
spermatogonyumlarin olusturdugu hiicre kiimeleri A1 spermatogonyumlara farklanirlar
ve bu hiicrelerde ardarda gegirdikleri mitoz boliinmeler ile A2, A3, A4, intermediate ve
tip B spermatogonyumlart olusturur. Tip B spermatogonyumlar primer spermatositlere
farklanirlar. Ardindan primer spermatositler 2 mayoz boliinme gegirerek sekonder
spermatositleri olustururlar ve spermiyogenez siirecine girecek olan yuvarlak
spermatidler olusur. Spermatidler spermiyogenez (morfolojik degisim siireci) ni
gecirdikten sonra olgun sperm hiicresi olusur. Boylece, bir seri mitotik ve mayotik
boliinme stirecinin ardindan kok hiicrelerin kiigiik bir miktarr kemirgen testisinde giinde
gram bagina 40 milyon sperm hiicresi lretmektedir (Tegelenbosch ve de Rooij, 1993;
Thayer ve ark., 2001; Valli H. ve ark., 2015).

Kemirgen testisindeki farklanmamis spermatogonyum Vve progenitor spermatogonyumlar
hiicre boyutlarina ve ekspre ettikleri belirteglere gore tanimlanmaktadir. Belirtecler
histolojik kesitlere immiinohistokimyasal boyamalar yapilarak ya da seminifer
tiibiillerde whole mount immiinohistokimya yapilarak gozlenebilmektedir. Buna ek
olarak floresan bagimli hiicre izolasyon yontemi ya da akim sitometrisi yontemleri ile de
hiicreler karakterize edilebilmektedir. Fakat hiicre boyutlar1 yalnizca seminifer tiibiillere
whole mount immiinohistokimya yontemi uygulanarak belirlenebilmektedir. Bu
belirteclerin ekspresyonlart kok hiicrelerin transplantasyonu sonrasi hiicre serilerinin
whole mount immiinohistokimya ile izlenmesi ile de gozlenebilmektedir. Fakat bu
belirteglerin  hicbirinin sadece Asingle spermatogonyumlarda ya da baska bir
spermatogonyum tipinde ekspre oldugunu sdylemek miimkiin degildir. Farklanmamis
spermatogonyumlarda gozlenen bu molekiiler heterojenite farkli ¢aligmalar tarafindan
bildirilmistir (Suzuki ve ark., 2009; Zheng ve ark., 2009; Nakagawa ve ark., 2010;
Gassei ve Orwig, 2013; Hermann ve ark., 2015). Hara ve arkadaslar1 GFP ile isaretli
GFRal" hiicreleri canli goriintiileme ile izledikleri bir ¢alismada genis hiicre kiimelerinin
fragmentasyonun Asingle hiicrelerin devamliligi i¢in dnemli oldugunu vurgulamaktadir.
Ornegin Aaligneds iin fragmentasyonu 2 tane Apr hiicrenin olusumu, bir Aas Ve bir Asingle
hiicrenin olusumu ya da 4 tane Asingle hiicrenin olusumu seklinde de olabilmektedir (Hara

ve ark., 2014).



Bugiine kadar, bir spermatogonyal kok hiicrenin fonksiyonunun net bir sekilde
tanimlanmast i¢in kullanilan yontemler, transplantasyon sonrasi uzun siire
spermatogenezi devam ettirip ettiremediginin gézlenmesi Yya da hiicre serisinin canli
goriintiileme ile izlenmesidir (Nakagawa ve ark., 2007; Aloisio ve Manjunath, 2014;
Komai ve ark., 2014). Heniiz hicbir ¢alisma bir spermatogonyal kok hiicre tipini spesifik
bir boyut ya da spesifik bir belirte¢ ile tanimlamamaktadir. Bununla birlikte yapilan
caligmalar az hiicreden olusan hiicre kiimelerinin daha fazla hiicre iceren kiimelere gore
daha az farklanmis olduklarini gostermektedir. Ayrica genis hiicre kiimelerinin bir
farklanma belirteci olan cKIT proteinini ekspre ettikleri ve bu hiicrelerin Al
spermatogonyaya doniisim asamasinda oldugu bilinmektedir. Kemirgenlerdeki
farklanmis A1 spermatogonya insan olmayan primatlarda tip B1 spermatogonyuma,
insanda ise tip B spermatogonyuma karsilik gelmektedir. Bu degerlendirme
heterokromatin yapmin gozlenmesi ve cKIT ekspresyonunun baglamasina gore
yaptlmistir.  Bir spermatogonyal kok hiicre Dbelirtecinin  ¢cKIT ile birlikte
lokalizasyonunun whole mount boyanmalarinda gozlenmesi farklanmamis ya da
progenitor hiicrelerin boyutlar1 hakkinda bilgi vermektedir. Kemirgenlerde farklanmaya
gegcis 16 hiicreli asamada ya da bazen 8 hiicreli asamada gergeklesebilirken, (Tokuda ve
ark., 2007a; Suzuki ve ark., 2009; Gassei ve Orwig, 2013; Hara ve ark., 2014) insan

olmayan primatlarda ve insanda bu ge¢is daha erken donemlerde olmaktadir.

2.4. Yilkksek Primatlarda Gozlenen Spermatogonyal Kok Hiicreler ve
Spermatogenik Hiicre Serisi ve Bu Hiicrelerin Gelisimi

Insan olmayan primatlarda ve insanda niikleer morfolojilerine ve hematoksilen ile
boyanma yogunluklarina gore ayirt edilebilen, Adark, Apale V€ tip B spermatogonyumlar
olmak {izere 3 farkli spermatogonyum tipi bulunmaktadir (Clermont ve Leblond, 1959;
Clermont, 1966; Clermont ve Antar, 1973). Adak Spermatogonyumlar bazal membran
izerine oturmus olan kii¢iik, yuvarlak ve kismen oval hiicrelerdir ve boyanmis olan
niikleuslar1 koyu gozlenir. Ayrica Adark spermatogonyumlarda yogun bir kromatin yapi
gozlenmektedir. Apale spermatogonyumlar daha genis, oval ve seminifer tiibiiliin
bazaline oturmus ¢ogunlukla yuvarlak goriinen hiicrelerdir. Apae Spermatogonyumlar
soluk uzamis ve graniiler bir kromatin yapisina sahiptir. Tip B spermatogonyumlar

kismen daha genis, bazal membrana yakin yuvarlak niikleusa sahip hiicrelerdir. Graniiler
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yapisi ve heterokromatin yogunlugu ile diger hiicre tiplerinden ayirt edilebilmektedirler.
B1 spermatogonyumlar heterokromatik bir yapiya sahipken, B4 spermatogonyumlar
daha yogun bir heterokromatik yapiya sahiptir. Bazi1 calismalar  Agark
spermatogonyumlarin alt populasyonunda rarefraction zone (kromatinden yoksun
kavite) tanimlanmistir. Bu kavitenin goézlenmesinin fiksasyon bagimli olabilecegi
diisliniilmektedir ve insanlarda Agark spermatogonyumlar: tanimlamak igin
kullanilmaktadir (Schulze, 1978; Paniagua ve Nistal, 1984; von Kopylow ve ark., 2010;
Lim ve ark., 2011). 1959 yilinda Clermont ve Leblond’un ¢alismasina gore, A1(Adark)
spermatogonyumlarin hem kok hiicrelerin kendilerini yenilemelerini saglamak i¢in hem
de A2 (Apae) spermatogonyumlari olusturmak igin bolinen kok hiicreler oldugu
bilinmektedir. Ardindan A2 (apae) spermatogonyumlar gegirdikleri boliinmeler ile
farklanmis B1 spermatogonyumlar1 olusturmaktadirlar (Clermont ve Leblond, 1959).

Clermont bu ¢aligmay1 10 yil sonra revize etmistir ve Vervet maymunun (Cercopithecus

acthiops) da hiicreleri 3H-‘[hymidine ile in vivo isaretleyerek 3H-thymidine
inkorporasyonun Apae spermatogonyumlarda oldugunu géstermistir (Clermont, 1969).
Bu isaretleme sonrasinda Adark spermatogonyumlarin normal kosullarda boliinmedigini
gostermistir. Bu sonug dahilinde Apae spermatogonyumlar1 aktif spermatogonyal kok
hiicreler olarak, Adark spermatogonyumlari ise kemoterapi ya da radyasyona maruz kalma
gibi durumlarda spermatogenezi tekrar aktive eden rezerv kok hiicreler olarak
tanimlamustir (Clermont, 1969). Bu modelin tanimlanmasi igin yapilan deneyler insan
olmayan primatlarda yapilmistir. X irradiyasyonu yapilan insan testisinde Apake
spermatogonyumlarin kaybedildigi ve Adark Spermatogonyumlar tarafindan bu kaybin
geri dondiirtildiigii gézlenmistir (Clifton ve Bremner, 1983; van Alphen ve ark., 1988a).
Ehmcke ve Schlatt’in yapmis oldugu calismada da Adark spermatogonyumlarin diisiik
mitotik indeks ve rejeneratif kapasiteye sahip olmalarinin rezerv kok hiicre karakteri ile
uyumlu oldugunu, Apae Spermatogonyumlarin diizenli mitotik indekse sahip olmalarinin
da progenitor hiicre karakteri ile uyumlu oldugunu vurgulanmaktadir (Ehmcke ve ark.,
2006).

Son 50 yilda farkli ¢aligmalarda Adark Ve Apate spermatogonyumlarin mitotik aktivitelerin

gozlenmesi i¢in isaretlemeler yapilmistir ve bunlardan yalniz 4 tanesinde Adark



spermatogonyumlarin hig¢ isaretlenmedigi (D. G. de Rooij ve ark., 1986; Schlatt ve
Weinbauer, 1994; Buageaw, 2005; Simorangkir ve ark., 2009) digerlerinde ise Adark
spermatogonyumlarin  birkaginin  ve  Apae  spermatogonyumlarin  isaretlendigi
gozlenmistir (Clermont ve Antar, 1973; Kluin ve ark., 1983; Fouquet ve Dadoune, 1986;
Ehmcke ve ark., 2005). Bunlara ek olarak Hermann ve arkadaslarinin yapmis olduklari
bir ¢aligmada insan spermatogonyal kok hiicrelerinden Agark spermatogonyumlarin uzun
stire hiicre siklusunun GO evresinde kaldigi, Apale Spermatogonyumlarin ise aktif olarak
bolinme evrelerinde (G1/G2/M) oldugu gozlenmistir (Hermann ve ark., 2010). Bu
bilgiler ile uyumlu olarak von Kopylow ve arkadaslari insan testisinde Apale
spermatogonyumlarin KI67 ekspre ettiklerini fakat Adark Spermatogonyumlarda KI67
ekspresyonunun gozlenmedigini gostermislerdir (von Kopylow ve ark., 2012). Tiim bu
calismalardan c¢ikan sonug; Agark spermatogonyumlarin nadir boliinen ve hiicre
siklusunun GO asamasinda uzun siire kalan ve proliferasyon ile ilgili belirtegleri diisiik
ekspre eden, rejeneratif Ozellikleri yiiksek olan  hiicreler oldugu, Apae
spermatogonyumlarin ise diizenli béliinme gegiren ve proliferasyon ile iligkili proteinleri
yiiksek seviyede ekspre eden hiicreler oldugu yoniindedir. Hiicre karakterlerinde
gozlenen bu degisimlere ek olarak spermatogonyal kok hiicrelerin klonal ekspansiyonu

da tiirler arasinda farkliliklar gostermektedir.

2.5. Kemirgen ve Yiiksek Primatlarda Klonal Ekspansiyon

Spermatogonyal kok hiicrelerin  gecirdikleri boliinme sayisi, ekspansiyonu ve
olusturduklart matiir sperm sayist tiirden tiire degiskenlik gostermektedir. Seri kesitlerde
3 boyutlu goriintiileme ile maymundaki Agark V€ Apale spermatogonyumlarin Bl
spermatogonyumlara farklanmadan 6nce 1 veya 2 boliinme gegirerek 1, 2 ve 4 hiicreli
hiicre kiimeleri olusturdugu gosterilmistir (Clermont ve Leblond, 1959; Clermont,
1969). Farelerde ise Al spermatogonyaya farklanmadan Once daha fazla boliinme
gerceklesmektedir. Insan olmayan primatlarda farklanmadan sonra B1, B2, B3, B4
spermatogonyumlar olugsmakta ve ardindan primer spermatositler olusmaktadir
(Clermont ve Leblond, 1959). Dolayisi ile insan olmayan primatlarda ilk farklanmadan
spermatosite kadar olan boliinme sayis1 fareye gore daha az sayidadir. Kemirgenler ve
insan olmayan primatlarda hiicre boliinmeleri farkli olmasina ragmen, insan olmayan

primatlarda ve kemirgenlerde olusan matiir sperm sayisi, giinde gram basia 40 milyon
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olmak {izere ve aymidir. insanda ise bir jenerasyon farklanmis tip B spermatogonyum
bulunmaktadir ve giinde gram basina 4.4 milyon matiir sperm hiicresi iiretilmektedir

(Valli H. ve ark., 2015) (Sekil 2.1).

) T " spom |

® @4 _ Klon fragmentasyonu HagaRaTh 0 3 -"' i
®@ ° \ ’ AR e
. X R A8 R
o / 9 o0 of n2_ ns_y m_yint_ TERA L 2 s,
o 3 > 8 W% 3 R e :
e = N N X
‘E & ® ,/ . S S WO gt 40 milyon sperm/
U i gram/giin
x Sitokinez/Kendini yenileme
As Apr Aal Aal Aal A1 B Primer
1 2 4 8 16 16 512 Spermatosit
® O & B2 B3 .
= \_’ > =P & , cg) ->Q§_>1s—>sz_> (2 B
= ® J 1of .
£ ® 64 41 milyon sperm/
z‘ Sitokinez/Kendini yenileme gram/giin
=
Adark/ Adark/ Adark/ .
Primer
B1 B4
Apale Apale Apale Spermatosit
1 2 4
>i>f 88 > & ®
el \e o
© ® ,
2 Sitokinez/Kendini yenil 4,4grzlmy7gr|us:erm/
Adark/ Adark/ Adark/ Primer
Apale Apale Apale B1 Spermatosit
1 2 4

Sekil 2.1. Kemirgen, maymun ve insanda gozlenen spermatogonyal kok hiicre tipleri ve spermatogenik
hiicre serisi ve hiicrelerin gelisim basamaklari1 (Fayomi ve Orwig, 2018), modifiye edilmistir.

2.6. Kemirgen Spermatogonyal Kok Hiicre Belirteclerinin Tanmimlanmasi ve
izolasyonu

Spermatogonyal kok hiicrelerin karakterlerinin tanimlanmasi igin yapilan morfolojik
analizler ve gelisimlerini arastiran ¢aligmalara ek olarak bu hiicrelerin ekspre ettikleri
belirteclerin tanimlanmasi da bu hiicreler ile yapilacak olan ¢alismalar i¢in biiyiik 6nem
arz etmektedir. Yukar1 da belirtildigi gibi, spermatogonyal kok hiicreler ile ilgili birgok
bilgi kemirgenler ile yapilan ¢aligmalardan elde edilmistir. Bu ¢alismalarda kok hiicreler
ya da progenitdr hiicrelerin ekspre ettikleri bazi belirtegler gosterilmistir. GDNF Family
Receptor Alpha 1 (GFRal), POU Class 3 Homeobox 1 (POU3F1), POU Class 5
Homeobox 1 (POU5F1), Octamer-Binding Protein 4 (OCT4), Zinc Finger ve BTB
Domain Containing 16 (ZBTB16), The Promyelocytic Leukaemia Zinc Finger (PLZF),
Neurogenin 3 (NGN3), Nanos homolog 2 (NANOS2), Nanos homolog 3 (NANOS3),
Spermatogenesis And Oogenesis Specific Basic Helix-Loop-Helix 1 (SOHLH1),
Spermatogenesis And Oogenesis Specific Basic Helix-Loop-Helix 2 (SOHLH2),
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Forkhead Box Protein O1 (FOXO1), Integrin Subunit Alpha 6 (ITGAG, a6- integrin,
CD49f), Lin-28 Homolog A (LIN28), ID4, Undifferentiated Embryonic Cell
Transcription Factor 1 (UTF1), Cadherin 1 (CDH1), G protein-coupled receptor
(GPR125), Integrin Subunit Beta 1 (ITGB1, bl-integrin, CD29), Epithelial Cell
Adhesion Molecule (EPCAM, CD326), CD9 Molecule (CD9), Thymus Cell Antigen 1
(THY1, CD90), Paired Box 7 (PAX7), B Cell-Specific Moloney Murine Leukemia
Virus Integration Site 1 (BMI1) ve Eomesodermin (T Box Brain Protein 2) (EOMES,
Thr2) gibi belirtegler tanimlanmistir (Shinohara ve ark., 1999; Kubota ve ark., 2003;
Tsuda ve ark., 2003; Buaas, 2004; Costoya, 2004; Ohmura ve ark., 2004; Ryu ve ark.,
2004; Yoshida ve ark., 2004; Hofmann ve ark., 2005; Ballow ve ark., 2006; Naughton
ve ark., 2006; Yoshida ve ark., 2006; He ve ark., 2007; Seandel ve ark., 2007; Tokuda
ve ark., 2007a; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2008; Lolicato ve ark., 2008; Seandel ve ark.,
2008; van Bragt, 2008; Suzuki ve ark., 2009; Toyoda ve ark., 2009; Zheng ve ark., 2009;
Goertz ve ark., 2011; Barrios, 2012; Murozono ve ark., 2013) (Sekil 2.2).

Whole mount immiinohistokimya sonuglarina gore ID4, PAX7, BMI1 ve EOMES
belirtecleri en kisitli  ekspresyon seviyesine sahip olan belirtecler olarak
tanimlanmaktadir ve ekspresyonu yalnizca Asingle spermatogonyumlarda gézlenmektedir
(M. J. Oatley ve ark., 2011; Aloisio ve Manjunath, 2014; Komai ve ark., 2014; Braun ve
ark., 2017). GFRal, NANOS2 ve UTF1 As, Apr Ve Aas spermatogonyumlarda ekspre
olmaktadir (Meng, 2000; van Bragt, 2008; Suzuki ve ark., 2009). ZBTB16, SAL4,
LIN28, CDH1 ve FOXOI1 belirtecleri farklanmis spermatogonyumlarda ekspre olan
cKIT ile birlikte de lokalize olabilen tiim farklanmamis spermatogonyumlarda (Asingle,
Apaired ve Aaligned) ekspre olmaktadir (Buaas, 2004; Costoya, 2004; Tokuda ve ark.,
2007b; Goertz ve ark., 2011; Eildermann ve ark., 2012; Hobbs, 2012; Gassei ve Orwig,
2013). Kisith ekspresyon seviyelerine sahip olduklarindan ID4, PAX7 ve BMII
belirteglerini ekspre eden hiicrelerin esas spermatogonyal kok hiicreler oldugu
diistiniilmektedir (D.G. de Rooij, 2017; Helsel ve ark., 2017; Lord ve Oatley, 2017).
Yukarida belirtilen belirteglerden hiicre yiizey belirtegleri ve sitoplazmik belirtecler
literatiirde spermatogonyal kok hiicrelerin izolasyonlar1 ve izolasyon sonrast hiicre

karakterlerinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir.
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Kok hiicre A . ik Kok hiicreler

ID4, PAX7, BMI, EOMES, GFRa1, UTF1,
OCT 2, 4, SAL4, ZBTB16, ITGA6, GPR125,
NANOS 3, EPCAM, CD9, ITGB1,
A Laired SOHHL1,2, CDH1, POU3F1, LIN28, FOXO1,

Progenitor hiicreler

A aligned
GFRa1, NANOS2, UTF1, PLZF, SAL4,
LIN28, FOXO1, NGN3, SOHHL1, NANOS
3
A1 -
Farklanan hiticreler
Farklanan hiicre NGN3, SOHHL1, NANOS 3, cKIT

Sekil 2.2. Kemirgenlerde gozlenen spermatogonyal kok hiicrelerin ekspre ettikleri belirtegler (Valli ve
ark., 2014; Fayomi ve Orwig, 2018).

2.7. Insan Spermatogonyal Kok Hiicrelerinin Belirteclerinin Tanmimlanmasi ve
izolasyonu

Insan spermatogonyal kok hiicrelerinin molekiiler fenotipleri hakkinda literatiirde
olduk¢a az bilgi mevcuttur. Literatiirdeki calismalara gore; UTF1, OCT2, EXOSC10,
GDNF, GFRal, CD9, SSEA4, GPR125, UCHL1, ZBTB16, ENO2, SALL4, LIN28,
NANOS2, ITGAG (a6- integrin, CD49f), EPCAM ve Fibroblast Growth Factor Receptor
3 (FGFR3) gibi belirteglerin insan spermatogonyal kok hiicrelerini tanimlamak i¢in ideal
belirtegler oldugu belirtilmistir (Shinohara ve ark., 2001; C. J. Brinster ve ark., 2003;
Ryu ve ark., 2003; He ve ark., 2010; Ishii ve ark., 2012; Mirzapour ve ark., 2012; Sachs
ve ark., 2014; Valli ve ark., 2014). Baz1 ¢alismalarda THY1, ITGA6 ve EPCAM
belirteclerinin insan spermatogonyal kok hiicrelerin izolasyonunda kullanildigi
gosterilmektedir (Shinohara ve ark., 1999; Kubota ve ark., 2003; Ryu ve ark., 2004,
Hermann ve ark., 2009). THY!’in kemirgenlerde ve insan olmayan primatlarda
korunmus bir spermatogonyal kok hiicre belirteci oldugu bilinmektedir (Kubota ve ark.,
2003). THY!’in ayrica insan spermatogonyal kok hiicrelerinde ekspre oldugu da
gosterilmistir (He ve ark., 2010). Bu belirtegler deneysel ¢alismalarda kok hiicreleri
tanimlamak ve izole etmek icin kullanilabilmektedir. Kemirgenlerde, insan olmayan
primatlarda ve insanda farklanmamis ve farklanma siirecine girmis olan spermatogonyal

kok hiicrelerde ekspre olan belirtegler karsilastirilmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Kemirgen, maymun ve insanda tanimlanan farklanmamig ve farklanma siirecine girmis olan
spermatogonyumlarda ekspre olan kok hiicre belirtegleri (Fayomi ve Orwig, 2018), modifiye edilmistir.

Insan spermatogonyal kok hiicrelerinin  izolasyonlari; 3  farkli ydntem ile

yapilabilmektedir.

2.8. Differential Plating (Asamah Pasajlama)

Asamali pasajlama yontemi; 2 asamadan olusmaktadir; testis dokusundan enzimatik
sindirim ile testikiiler hiicre siispansiyonunun elde edilmesi ve elde edilen hiicrelerin
standart kiltiir kosullarinda inkiibe edilmesinin ardindan yiizen hiicrelerin
spermatogonyal kok hiicreler olarak alinmasini icermektedir. Bu amagla; ilk olarak testis
dokusundan 2 asamali enzimatik sindirim (kollajenaz, tripsin-edta) ile testikiiler hiicre
siispansiyonu elde edilir. Bu amagla ilk olarak testis dokusu kollajenaz ile 37°C de 20
dakika inkiibe edilerek interstisyel alandaki hiicreler ve seminifer tiibiiliin duvar1 yikilir.
Ardindan hiicreler tripsin-EDTA/DNAaz varhiginda 37°C de 10-15 dakika inkiibe
edilerek testikiiler hiicre siispansiyonu elde edilir. Bu islemin ardindan tiim testikiiler
hiicreleri igeren siispansiyonu petrilerde bir gece standart kosullarda (DMEM ve %10
FBS iceren medyum varliginda) kiiltiire edilir. Bu asamada hiicrelerden somatik

karakterde olan hiicreler petriye tutunurken spermatogonyal kok hiicreler yiizen hiicreler
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olarak kalmaktadir. Ertesi giin yiizen hiicreler spermatogonyal kok hiicre iceren
siispansiyon olarak alinir ve 1 gece daha standart kosullarda (DMEM ve %10 FBS
iceren medyum varliginda) Kkiiltiire edilir. Bir sonraki giin ylizen hiicreler
spermatogonyal kok hiicre siispansiyonu olarak alinir ve karakterize edildikten sonra
yapilmasi planlanan deneyler i¢in kullanilir. Bu yoOntemin dezavantaji; minimum
seviyede bile olsa spermatogonyal kok hiicre siispansiyonunun igerisine somatik

hiicrelerin kontamine olabilmesidir.

2.9. Floresan Aktive Hiicre Izolasyonu (FACS)

FACS yontemi 2 asamadan olusmaktadir; testis dokusundan enzimatik sindirim ile
testikdiler hiicre slispansiyonunun elde edilmesi ve spermatogonyal kok hiicrelerin uygun
bir belirte¢ icin isaretlenerek hiicrelerin FACS cihazi ile se¢ilmesini icermektedir. Bu
amagla; ilk olarak testis dokusundan 2 asamali enzimatik sindirim (kollajenaz, tripsin-
edta) ile testikiiler hiicre siispansiyonu elde edilir. Bu amagla ilk olarak testis dokusu
kollajenaz ile 37°C de 20 dakika inkiibe edilerek interstisyel alandaki hiicreler ve
seminifer tiibiiliin duvar1 yikilir. Ardindan hiicreler tripsin-EDTA/DNAaz varliginda
37°C de 10-15 dakika inkiibe edilerek testikiiler hiicre siispansiyonu elde edilir.
Ardindan hiicreler spermatogonyal kok hiicrelerin yiizey belirtecleri ya da stoplazmik
belirteclerinin floresan bagli antikorlar1 kullanilarak isaretlenmesi ve ilgili belirteg
acisindan negatif ve pozitif olan hiicre popiilasyonlarinin izole edilmesi seklinde
uygulanmaktadir. Yiiksek spesifite de secilim imkan1 saglayan bir izolasyon yontemidir.
Donanimli bir ekipman ve deneyimli bir operatér gerektirmektedir. Bir glinde izole

edilebilecek hiicre sayis1 sinirlidir ve maliyeti yiliksek bir izolasyon yontemidir.

2.10. Manyetik Aktive Hiicre izolasyonu (MACS)

MACS yontemi 2 asamadan olusmaktadir; testis dokusundan enzimatik sindirim ile
testikiiler hiicre siispansiyonunun elde edilmesi ve spermatogonyal kok hiicrelerin uygun
bir belirteg i¢in isaretlenerek MACS kolonundan gegirilmesini igcermektedir. Bu amagla;
ilk olarak testis dokusundan 2 asamali enzimatik sindirim (kollajenaz, tripsin-edta) ile
testikiiler hiicre slispansiyonu elde edilir. Bu amagla ilk olarak testis dokusu kollajenaz
ile 37°C de 20 dakika inkiibe edilerek interstisyel alandaki hiicreler ve seminifer tiibiiliin

duvar1 yikilir. Ardindan hiicreler tripsin-EDTA/DNAaz varliginda 37°C de 10-15 dakika
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inkiibe edilerek testikiiler hiicre siispansiyonu elde edilir. Ardindan hiicreler
spermatogonyal kok hiicrelerin yiizey belirtegleri ya da Stoplazmik belirteglerinin
manyetik boncuk bagli antikorlar1 kullanilarak isaretlenmesi ve ilgili belirteg agisindan
negatif ve pozitif olan hiicre popiilasyonlar1 izole edilmesi seklinde uygulanmaktadir.
FACS yontemine gore daha az spesifik bir izolasyon yontemidir. Laboratuvar benci
tizerinde bir tabla ve ayristirict ile yapilabilir. Teknik acidan ¢ok tecriibe gerektirmez.

Kisa siirede daha fazla hiicre izole edilebilir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar da insan spermatogonyal kok hiicreleri farkl belirtecler
kullanilarak FACS ve MACS yontemi ile izole edilmis ve izole edilen hiicreler fare
testisine transplante edilerek hiicrelerin koloni olusturma kapasiteleri degerlendirilmistir.
Bu calismalar sonucunda spermatogonyal kok hiicre izolasyonunda kullanilabilecek
belirteglerden FACS ve MACS i¢in ideal olan baz1 belirtegler tanimlanmistir.
Spermatogonyal kok hiicre zenginlestirme i¢in MACS izolasyon yontemi tercih edilecek
ise ITGA6, GPR125, CD9, SSEA4 belirteclerinin  kullanilmasinin  kék hiicre
zenginlestirme i¢in uygun oldugu belirtilmektedir. FACS yontemi kullanildiginda ise
ITGA6*, SSEA4*, EPCAM" ve THY1" hiicrelerin kullanilmasmm kok hiicre
zenginlestirme i¢in uygun oldugu belirtilmektedir. Bircok c¢alismada insan
spermatogonyal kok hiicrelerinin yiizey belirteclerine (GPR125, SSEA4, EPCAM,
ITGAG6 ve CD9) gore izole edilerek zenginlestirildigi gosterilmistir (He ve ark., 2010;
Izadyar ve ark., 2011; Zohni ve ark., 2012; Dovey ve ark., 2013; Valli ve ark., 2014).
FACS yontemi ile EPCAM" insan spermatogonyal kok hiicrelerinin izole edildigi bir
calismada bu hiicrelerin ksenotransplantasyon sonrasinda fare seminifer tiibiillerinde

kolonizasyonu sagladigi gosterilmistir (Dovey ve ark., 2013).

Insan spermatogonyal kok hiicrelerinin izolasyonu ve zenginlestirilmesini saglamak
amaciyla yiizey belirteclerinin tanimlanmas: i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir. Yiizey belirteglerine ek olarak arastirmacilar insan seminifer tiibiillerinin
bazal membran iizerinde bulunan kok hiicrelerin SALL4, ZBTB16, UTF, UCHL1 ve
ENO2 belirteglerini ekspre ettiklerini gostermislerdir (Kristensen ve ark., 2008; X. Wu
ve ark., 2009; He ve ark., 2010; von Kopylow ve ark., 2010; Eildermann ve ark., 2012;

Kossack ve ark., 2013). SALA4, Sal gen ailesine ait olan ve tiirler arasinda korunmus bir
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transkripsiyon faktoriidiir (Kuhnlein ve ark., 1994; Hollemann ve ark., 1996; Kohlhase
ve ark., 1996; Ott ve ark., 1996; Camp ve ark., 2003; Sweetman ve ark., 2003; Kossack
ve ark., 2013). SAL4’lin insan spermatogonyal kok hiicrelerinin belirteci oldugu
gosterilmistir (Dovey ve ark., 2013). Ubiquitin Carboxylterminal Esterase L1 (UCHL1,
PGP9.5) insan spermatogonyumlarin da tanimlanan intraseliiler bir belirtegtir. FACS
yontemi her durumda spesifik secilim yapmak icin en gegerli yontemdir fakat elde
edilen hiicre sayisinin az olmast ve maliyetinin yiiksek olmasi yontemin
kullanilabilirligini kisitlamaktadir. Buna ek olarak spermatogonyal kok hiicrelerinin

kendilerini yenilemelerini ve proliferasyonlarini saglayan faktorler bulunmaktadir.

2.11. Kemirgen Spermatogonyal Kok Hiicreleri ile Yapilan In Vitro Calismalar

Kemirgen spermatogonyal kok hiicrelerinin izolasyonu ve in vitro kiiltiri ile ilgili
bircok caligma yapilmistir ve bu ¢alismalar sonucunda oldukg¢a basarili sonuglar elde
edilebilmistir. Yapilan ¢calismalarda spermatogonyal kok hiicrelerin karakterleri yukarida
belirtilen kok hiicre belirteglerini ekspre etmelerine gore, aktiviteleri ise infertil alict
farelerin testislerine transplante edildikten sonra spermatogenezi devam ettirmelerine
gore degerlendirilebilmektedir. Kemirgen spermatogonyal kok hiicrelerinin in vitro
kosullarda ¢ogaltilabilmeleri ve sonrasinda alici farelerin testislerine transplante edilerek
spermatogenez siirecinin tamamlanabildigi ilk kez 1994 yilinda gosterilmistir. Brinster
ve arkadaglar1 fare spermatogonyal kok hiicrelerini alici farelere transplante ederek
donor kokenli spermatogenez gdzlemisler ve canli yavru elde etmeyi bagarabilmislerdir
(R. L. Brinster ve Avarbock, 1994; R. L. Brinster ve Zimmermann, 1994). Fakat bu
caligmada yalnizca 3 alici farede transplantasyondan 8 ay sonra canli dogum
gozlenebilmistir. Canli dogum basarisinin diisiik olmasi nedeni ile hiicrelerin uzun siire
in vitro kosullarda ekspansiyonlarinin saglanabilmesi ve daha kisa siire yavru eldesi i¢in

caligmalar devam etmistir.

Yillarca yapilan denemelerden sonra fare SKH lerinin uzun siireli kiltiir ile
ekspansiyonu 2003/2004 yillarinda tanimlanmistir (Kubota ve ark., 2004b; Takashima
ve Shinohara, 2018). Yapilan bir galismada bir haftalik testisten alinan fare THY1"
hiicrelerinin GDNF, GFRA1 ve FGF iceren medyumda STO destekleyici hiicreleri ile

kiltiire edildiklerinde yiiksek oranda kok hiicre 6zellikleri tagiyan hiicreler iceren germ
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hiicre kiimeleri olusturduklar1 ve pasajlama sonrasi sayilarmin arttigi gézlenmektedir
(Kubota ve ark., 2004b). Hiicrelerin kok hiicre 6zellikleri transplantasyon deneyi ile de
gosterilmistir. Fare SKH lerinin uzun siireli kiiltiir basarisi; (i) kiiltiirde hizli bir sekilde
prolifere olabilecek olan somatik hiicrelerin ayristirilarak SKH lerin izole edilebilecegi
ve zenginlestirilebilecegi izolasyon yontemlerinin gelistirilebilmesi (Kubota ve ark.,
2004b; Takashima ve Shinohara, 2018), (ii)) GDNF nin kullaniminin fare SKH lerini
uzun siireli kiiltiir sirasinda destekleyebileceginin ortaya konmasi (Nagano ve ark., 2003;
Kubota ve ark., 2004a; J. M. Oatley ve Brinster, 2006; Takashima ve Shinohara, 2018)
(i) Kiltiirde kullanilan SKH lerin gelisim asamasinda en fazla sayida elde
edilebilecekleri bir haftalik farelerden alinmasi1 (Shinohara ve ark., 2001) ve fare STO
hiicreleri veya fare embriyonik fibroblastlar: ile kiiltiire edilmesidir (Kubota ve ark.,
2004b; Takashima ve Shinohara, 2018).

Bununla birlikte, SKH kiiltlirii dogumdan eriskine kadar her yasta (Kubota ve ark.,
2004b; Takashima ve Shinohara, 2018) ve destekleyici hiicreden yoksun ortamda
gergeklestirilebilir (Kanatsu-Shinohara ve ark., 2005; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2014).
SKH lerin uzun siireli kiiltiirii ile yontemler sigan ve hamster i¢in de tanimlanmistir ve
GDNF nin etkisinin bu tiirler i¢inde korundugu gézlenmistir (Hamra ve ark., 2005; Ryu
ve ark., 2005; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2008). Transplantasyon deneylerinin sonuglari
uzun siire kiiltiire edilmis SKH lerin spermatogenezi yeniden olusturdugu, fonksiyonel
sperm irettigi ve fertiliteyi restore ettigi gosterilmistir (Kubota ve ark., 2004b; Hamra ve
ark., 2005; Ryu ve ark., 2005; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2008). Hayvan modellerinde
yapilan ¢alismalar (Ogawa ve ark., 2000; Nagano ve ark., 2001; Shinohara ve ark., 2001,
C. J. Brinster ve ark., 2003; Honaramooz ve ark., 2003; Ryu ve ark., 2003; Mikkola ve
ark., 2006; Kim ve ark., 2008; Herrid, 2009; Hermann ve ark., 2012) klinige
yansitilabilirse otolog transplantasyon ile dogal fertilitenin gergeklestirilmesi
saglanabilecektir. Bunun gerceklesebilmesi i¢in ilk agsamada insan spermatogonyal kok
hiicrelerinden homojen hiicre izolasyonu yapilabilecek (izolasyon) yontemlerin
belirlenmesi ve en 6nemlisi az sayida hiicreden fertiliteyi restore edecek sayida hiicre
elde edilmesi gerekmektedir. Bu sebeple insan spermatogonyal kok hiicrelerinin in vitro
kosullarda cogaltilabilmesi, bunun i¢in de spermatogonyal kok hiicrelerin gelisimini

destekleyen faktorlerin belirlenmesi gerekmektedir.
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2.12. Spermatogonyal Kok Hiicre Gelisimine Etki Eden Faktorler

2.12.1. Glial Kokenli Norotrofik Faktor (GDNF) ve Spermatogonyal Kok Hiicre
Gelisimindeki Rolii

GDNF; bobrek ve periferik sinir sisteminin gelisiminde rol oynayan bir faktordiir.
GDNF yoklugunda fareler renal ve noéronal bozukluklar nedeni ile dogumda
Olmektedirler (Kliesch ve ark., 1996). GDNF rodent spermatogonyal kok hiicrelerinin
kendini yenilemelerinde temel diizenleyicidir (Kubota ve ark., 2004b; Ryu ve ark.,
2004). GDNF; Sertoli hiicrelerinden salman ve in vivo ve in vitro kosullarda
spermatogonyal kok hiicrelerin kendilerini yenilemeleri ve devamlilifini saglayan
parakrin bir faktordiir. GDNF *" farelerde spermatogonyal kok hiicre havuzunun
tikenmesi ve ileri asamada germ hiicre kaybi oldugu bilinmektedir. GDNF asir1
ekspresyonun da ise farklanmamis spermatogonyumlarin seminifer tiibiillerde biriktigi
gozlenmektedir (Kliesch ve ark., 1996). GNDF koreseptor olarak gorev yapan GFRA1’e
baglanarak ve c-RET araciligi ile spermatogonyal kok hiicrelerde hiicre i¢i sinyali
baslatmaktadir (Sariola ve Saarma, 2003; Kubota ve ark., 2004b; J. M. Oatley ve ark.,
2006). GNDF ayni1 zamanda spermatogonyal kok hiicrelerin kendilerini yenilemelerini
ve devamliligini saglayan alt sinyal yolaklar1 olan phosphatidylinositol-3-kinase/AKT ve
Src-family kinase (PISBK/AKT ve SFK) sinyal yolaklarmi da aktive etmektedir
(Braydich-Stolle ve ark., 2007; Lee ve ark., 2007; J. M. Oatley ve ark., 2007). GDNF, B
cell CLL/lymphoma 6 member B (BCL6B), Ets variant 5 (ETV5), ID4, LIM homeobox
1 (LHX1), POU3F1 gibi transkripsiyon faktorlerini aktive ederek spermatogonyal kok
hiicre gelisiminde rol oynamaktadir (J. M. Oatley ve ark., 2006).

Yapilan caligmalarda bu genlerin baskilanmast ya da yoklugu durumunda
spermatogonyal kok hiicrelerin in vivo ve in vitro gelisimlerinin baskilandig
gosterilmektedir (Coulson ve ark., 2001; J. M. Oatley ve ark., 2007; Tokuda ve ark.,
2007a). RET, GFRAL1, ETVS, ID4 ve BCL6B’in insan spermatogonyal kok hiicrelerinde
somatik hiicrelere gore daha fazla ekspre oldugu bilinmektedir (X. Wu ve ark., 2009;
Sachs ve ark., 2014). Yapilan bir ¢alismada bir haftalik testisten alinan fare THY1"
hiicrelerinin GDNF, GFRA1 ve FGF iceren medyumda STO destekleyici hiicreleri ile
kiltiire edildiklerinde yiiksek oranda kok hiicre 6zellikleri tagiyan hiicreler iceren germ

hiicre kiimeleri olusturduklar1 ve pasajlama sonrasi sayilarinin arttigir gézlenmektedir
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(Kubota ve ark., 2004b). Hiicrelerin kok hiicre 6zellikleri transplantasyon deneyi ile de
gosterilmigtir. Farkli ¢aligmalarda GDNF’nin farkli tiirlere ait spermatogonyal kok
hiicrelerinin uzun siireli kiiltiiriinde etkili oldugu gosterilmistir (Kubota ve ark., 2004b;
Hofmann ve ark., 2005). Baska bir ¢alismada ise GDNF’nin sigir spermatogonyal kok
hiicrelerin gelisimini destekledigi gosterilmistir (Aponte ve ark., 2008). 2009 yilinda
yapilan bir ¢alismada in vitro kosullarda GDNF’nin insan ve fare spermatogonyal kok

hiicre gelisiminde ortak olan bir faktor oldugu gosterilmistir (X. Wu ve ark., 2009).

2.12.2. Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) ve Spermatogonyal Kok Hiicre
Gelisimindeki Rolii

Fibroblast biiytime faktorleri (FGF) gelisim faktorlerinden olusan bir ailedir ve birgok
farkli organizmada tanimlanmistir. FGF’ ler mitogenez, farklanma, hiicre gogii ve hiicre
canliligimin saglanmasi i¢in gerekli olan birgok hiicresel siiregte rol oynamaktadirlar
(Goldfarb, 1996) ve germ hiicre biyolojisinde onemlidirler. FGF9 ilk olarak her iki
cinsiyette de gonadlarda ekspre olmaktadir ve gelisen testiste pre-Sertoli hiicrelerinde
sex-determining region Y (SRY) ve transkripsiyon faktorii SOX9 aktivasyonundan sonra
ekspresyonu artmaktadir (Colvin ve ark., 2001; Nef ve ark., 2005). FGF9’ dan yoksun
XY embriyolarda postkoital 12.5 giinde bir¢ok germ hiicresi Oliirken, ayni etki XX
embriyolarda goriilmemektedir. Bu durum FGF9’un germ hiicre canliliginin
saglanmasinda cinsiyete 6zgiin bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir (DiNapoli ve ark.,
2006). Ayn1 zamanda FGF9’un germ hiicre pluripotensisini saglayan genleri aktive ettigi
gosterilmistir ve FGF9 hiicrelerin mayoz boliinmeye girisini  indiikleyerek

spermatogenik gelisimi saglamaktadir.

FGF2, (bFGF, basic fibroblast growth factor) Sertoli hiicrelerinden salinan ve
spermatogonyal kok hiicrelerin kendilerini yenilemelerini diizenleyen 6nemli bir
faktordiir. Testiste FGF2 Sertoli hiicrelerinde, Leydig hiicrelerinde ve germ
hiicrelerinde, 6zellikle de tip A spermatogonyumlar, pakiten primer spermatositler ve
uzayan spermatidlerde ckspre olmaktadir (Mayerhofer ve ark., 1991). FGF2 Sertoli
hiicreleri i¢in yasamlarini saglayan bir faktor, gonositler i¢in de mitojenik bir faktordiir
(Van Dissel-Emiliani ve ark., 1996). FGF2 Sertoli hiicrelerinin mitojeni olarak da
tamimlanmustir (Jaillard ve ark., 1987; Van Dissel-Emiliani ve ark., 1996). FGF2’nin
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Sertoli hiicre belirteci olan GATA4 ekspresyonunu ve Sertoli hiicre proliferasyonunu
artirdigr gosterilmistir (Kuijk ve ark., 2009). Bazi ¢alismalar FGF2 nin testikiiler
hiicrelerin  proliferasyon ve farklanmalarinda rol aldigimi ve spermatogenezin
diizenlenmesinde rol alabilecegini gostermektedir (Kuijk ve ark., 2009). FGF2’nin
Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1 (MAP2K1) araciligi ile Etv5, Bcl6b ve
LHX1 genlerini aktive ettigi bilinmektedir (Ishii ve ark., 2012). In vitro galismalarda
FGF2’nin GDNF ile birlikte kullaniminin spermatogonyal kok hiicrelerin uzun siireli
kendilerini yenilemelerinde ve ekspansiyonunda Onemli oldugu vurgulanmaktadir
(Kubota ve ark., 2004b). Bir ¢alismada, domuz neonatal testisinin primer kiiltiiriinde
LIF, GDNF, EGF ve FGF gibi faktorlerin etkisi degerlendirilmis ve bu ¢alismada EGF
ve FGF’in spermatogonyal kok hiicre benzeri hiicre kolonilerinin olusumunda ve gen
ekspresyonlarinda 6nemli bir etkiye sahip olduklar1 gosterilmistir (Kuijk ve ark., 2009).
Bagka bir ¢alismada FGF2’nin in vitro kosullarda AKT ve ERK in fosforilasyonu ile
fare spermatogonyal kok hiicrelerin proliferasyonu ve kok hiicre aktivitelerini
diizenledigi gosterilmistir (Ishii ve ark. 2012). Insanda hiicre kiiltiirine FGF2
eklenmesinin spermatogonyal kok hiicrelerin  proliferasyonuna katki sagladigi

gosterilmistir (Mirzapour ve ark., 2012).

2.12.3. Losemi Inhibi Edici Faktor (LIF) ve Spermatogonyal Kok Hiicre
Gelisimindeki Rolii

Losemi inhibi edici faktor 38-67 kDa agirhiginda olan ve farkli dokularda birgok
biyolojik siiregte rolii olan bir glikoproteindir. LIF ilk olarak 1980 lerde IL-6 sitokin
ailesinin bir iiyesi olarak tanimlanmistir ve LIFR ve gp130 transmembran proteinlerini
iceren reseptor kompleksine baglanarak etki gostermektedir (Kubota ve ark., 2004b; Ryu
ve ark., 2004; Davey ve ark., 2007). LIF’ in reseptoriine baglanmasi JAK-STAT ve
SHP2-ERK yolaklar1 olan iki major hiicre ici sinyal yolagini aktive etmektedir. Ilk
asamada LIF reseptoriine baglanmasi ile JAK aktive olur ve STAT3’l fosforile eder.
Ardindan STAT3 dimerizasyonu gergeklesir (Friel ve ark., 2005) ve STAT3 dimerleri
niikkleusa gocerek DNA daki trankripsiyon faktorlerine baglanir. LIF serumda
bulundugunda bu mekanizma ile kok hiicrelerin kendilerini yenilemelerini saglayan
genleri aktive etmektedir (Kubota ve ark., 2004b; Friel ve ark., 2005; Davey ve ark.,

2007). Bu faktorlere ek olarak ayrica spermatogonyal kok hiicrelerin kendilerini

19



yenilemelerinde FGF8, CSF1, WNT3A, WNTS5A, WNT6, ve VEGFA faktorlerinin de
rolii oldugu gosterilmistir (J. M. Oatley ve ark., 2009; Yeh ve ark., 2011; Lu ve ark.,
2013; Hasegawa ve Saga, 2014).

2.13. insan Spermatogonyal Kok Hiicreleri ile Yapilan /n Vitro Cahsmalar

Literatiirde insan spermatogonyal kdk hiicrelerinin in vitro kosullarda hayatta kalimlari
ve ¢ogalmalari ile ilgili calismalar bulunmaktadir (Nagano ve ark., 2001; Honaramooz
ve ark., 2003; Kim ve ark., 2008; Herrid, 2009; Sadri-Ardekani ve ark., 2009; X. Wu ve
ark., 2009; He ve ark., 2010; Sadri-Ardekani ve ark., 2011; Smith ve ark., 2014) (Tablo
2.1). Insan spermatogonyal kok hiicreleri ile ilgili caligmalar farkli gelisim
donemlerindeki (prepubertal, eriskin) erkeklerden testis 6rnekleri alinarak yapilmistir ve
bu c¢alismalardan 2 tanesinde prepubertal erkeklerden alinan testis Ornekleri
kullanmilmistir (X. Wu ve ark., 2009; Sadri-Ardekani ve ark., 2011). Bu calismalarda
spermatogonyal kok hiicrelerin izolasyonu ve zenginlestirilmesi i¢in farkli belirtegler
(SSEA4, GPR125, ITGA6, THY1) ve yontemler (Differential plating, FACS, MACS)
kullanilmistir. Bu ¢alismalarda GDNF, FGF, EGF ve LIF gibi biiylime faktorleri, farkli
destekleyici hiicreler (C166, insan embriyonik fibroblast, Sertoli hiicresi, THY1" hiicre)
ve farkli ekstraselliiler matriks bilesenleri (jelatin, laminin, matrijel) kapli petriler
kullanilmistir. Caligmalarin sonuglar1 insan spermatogonyal kok hiicre belirtegleri
acisindan gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ve immiinohistokimya yapilarak
degerlendirilmis ya da Kkiiltiire edilen insan spermatogonyal kok hiicreleri fare

testislerine transplante edilerek germ hiicre aktiviteleri degerlendirilmistir (Tablo 2.1).

Literatiire giren bu ¢alismalar umut verici sonuglar sunmakla birlikte birgok ¢alismanin
sonucu farkli arastirma gruplar tarafindan tekrarlanamamistir ve halen insan
spermatogonyal kok hiicrelerinin uzun siire in vitro kosullarda ekspansiyonlarini
saglayan bir yontem mevcut degildir. Yapilan ¢aligmalarin basarisini kisitlayan énemli
bir konuda kiiltiire edilen insan spermatogonyal kok hiicrelerinin spermatogenik ve fertil
potansiyellerini test edecek fonksiyonel bir yontemin eksikligidir ve bu sebeple hayvan
caligmalarinda alinan sonuglarin insana yansitilmasi miimkiin olamamaktadir. Bu alanda

metotlarin gelistirilmesi ve ilerleme kaydedilmesi gerekmektedir.
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Tablo 2.1. Insan spermatogonyal kok hiicrelerinin in vitro kiiltiirii ile ilgili yapilan galismalar

Doku tipi | izolasyon yontemi Biiyiime Destekleyici Degerlendirme yontemi
faktorleri ortam
Eriskin Diffrential plating EGF, GDNF, Matrijel RT-PCR; EPCAM, GPR125,
FGF, LIF SSEA4, ITGAB
Prepubertal | Differential Plating EGF, GDNF, Laminin Transplantasyon, RT-PCR,;
LIF ZBTB16, ITGASG, ITGB1,
CD9, GFRal, GPR125,
UCHL1
Erigkin Differential Plating EGF, GDNF, Laminin Transplantasyon, ICC;
LIF ZBTB16
RT-PCR; ZBTB16, ITGAS,
ITGB1,
Erigkin Differential Plating - Sertoli hiicresi | ICC; OCT4, Vimentin
Alkalen fosfataz boyanmasi
Eriskin Differential Plating GDNF, Gfral, % 0.1°lik ICC; GPR125, ITGA6, GFRal,
ve MACS NUDT®6, EGF, | jelatin THY1
LIF, TGFB
Prepubertal | Mikromanipulator GDNF, FGF C166 ICC; UCHL1
Eriskin MACS (ITGA6) FGF, GDNF, hESCdF lar ICC; OCT4, SSEAL, ITGA6
LIF RT-PCR; OCT4, Stra8, DAZL,
NOTCH1, Ngn3, Kit
Eriskin Differential plating FGF, LIF Sertoli hiicresi | Transplantasyon, Alkalen
fosfataz boyamasi ICC; Oct4,
Vimentin, RT-PCR; Oct4,
Nanog, Stra8, PIWII2, VASA
Eriskin FACS (CD45, EGF, GDNF, Insan THY 1+ | ICC; SSEA4, VASA
THY1, SSEA4 LIF hiicre

2.14. Ksenotransplantasyon Modelleri ile Kok Hiicre Fonksiyonunun Test Edilmesi
Homolog tiirler arasinda transplantasyon, farede oldugu gibi kiiltiirdeki spermatogonyal
kok hiicrelerin aktivitelerinin belirlenmesi ig¢in en giivenilir yontemdir. Yapilan
caligmalarda spermatogonyal kok hiicrelerin aktiviteleri infertil alici farelerin testislerine

transplante  edildikten = sonra  spermatogenezi devam  ettirmelerine = gore

degerlendirilebilmektedir. Bu yontem insan ¢alismalarinda miimkiin degildir. Bu
nedenle insandan fareye alternatif ~ olarak

ksenotransplantasyon  yontemi

kullanilmaktadir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda insan spermatogonyal kok
hiicrelerinin fare seminifer tiibiillere transplantasyonu ile alicidaki spermatogonyal kok
hiicrelerin kok hiicre aktivitelerinin degerlendirilebilecegi gosterilmektedir (Nagano ve
ark., 2002; Sadri-Ardekani ve ark., 2009; X. Wu ve ark., 2009; He ve ark., 2010; Izadyar

ve ark., 2011; Sadri-Ardekani ve ark., 2011; Zohni ve ark., 2012; Dovey ve ark., 2013).
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Insandan fareye spermatogonyal kok hiicrelerin ksenotransplantasyonunun ardindan
alicidaki kok hiicre sayisinin gosterilmesi RT-PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) ve
immiinohistokimya gibi yontemler ile miimkiindiir. Insan spermatogonyal kok
hiicrelerinin fare testisine ksenotransplantasyondan sonra fare seminifer tiibiillerinde tiim
spermatogenez siirecini tamamlayamamaktadirlar fakat spermatogonyal kok hiicre
aktivitesi ile ilgili bircok fonksiyonu gosterebilmektedirler. Hiicreler fare Sertoli
hiicreleri tarafindan fagositoza ugramadan seminifer tiibiiliin bazaline yerlesmekte,
spermatogonyumlar gibi hiicre dizileri olusturmakta ve seminifer tiibiillerde birkag ay
yagsamlarini siirdiirmektedirler (Dovey ve ark., 2013; Valli ve ark., 2014). Bu ¢alismalar
ksenotransplantasyon gibi fonksiyonel testlerin de kullanilacagi ileri calismalar ile
gelisim faktorlerinin kok hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisinin analiz edilebilecegini

gostermektedir.

Insan spermatogonyal kok hiicre izolasyonu sirasinda gozlenebilen bir baska problem de
erkek hastalardan alinan testis 6rneklerinin malign hiicreler icermesi olasiligidir. Kim ve
arkadaslarinin yapmis oldugu bir c¢aligmada l6semi olan erkek hastalarin kanser
tedavisine baslamadan Once testis dokularinda %?20 oraninda malign hiicre oldugu
gosterilmigtir (Kazuki ve ark., 2003). Jahnukainen ve arkadaslarinin yapmis oldugu
baska bir caligmada testis hiicrelerinin transplantasyonu sonrasinda 16seminin aliciya
gectigi gosterilmistir. Bu aragtirmacilar 16semik hiicrelerin hastaligin gegisini sagladigini
ve 3 hafta i¢inde terminal 16semi olustugunu gostermislerdir (Oshikiri ve ark., 2003). Bu
arastirmalar; yapilan transplantasyon caligmalarinda alicida kanser goriilme riskinin de

degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.

Insan spermatogonyal kok hiicreleri ile ilgili Dovey ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir
caligmada spermatogonyal kok hiicre izolasyonu igin EPCAM belirteci kullanilmigtir
(Dovey ve ark., 2013). Buna ek olarak malign kontaminasyonu engellemek icin
kontamine olmayan hiicrelerin se¢ilmesi amaglanmis ve 16kosit belirteci (HLA-ABC,
CD49e) ekspre etmeyen hiicreler izole edilmistir. Bu c¢alismada izolasyon yontemi
olarak FACS yonteminden yararlanilmistir. Bu c¢alismada izole edilen hiicreler fare
seminifer tiibiillerine transplante edildikten sonra ‘‘whole mount’ ydntemi ile

degerlendirilmis ve izole edilen hiicrelerin fare seminifer tiibiillerinde koloni
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olusturduklar1 gozlenmistir. EPCAM*, HLA-ABC", CD49e" fenotipindeki hiicrelerin
transplantasyonu sonrasinda timér olusumu gozlenirken, EPCAM*, HLA-ABC,
CD49e fenotipindeki hiicrelerin transplantasyonu sonrasinda herhangi bir timor
olusumuna rastlanmamistir (Dovey ve ark., 2013). Bu ¢alisma ile kok hiicre
izolasyonunda kontamine olmayan hiicrelerin se¢iminin ve transplantasyon sonrasinda
““whole mount immiinfloresan’’ yontemi ile degerlendirilme yapilmasinin ¢aligmalarin

basarisinin artirilmasi agisindan 6nemi goriilmektedir.

Literatiire yeni giren baska bir calismada insan spermatogonyal kok hiicrelerin fare
seminifer tiiblillerine transplantasyonu sonucunda transplante edilen hiicrelerin alici
seminifer tiibiillerinde kok hiicre kolonileri olusturduklar1  ‘‘whole mount
immiinfloresan’ ydntemi ile gdsterilmistir (Valli ve ark., 2014). insan spermatogonyal
kok hiicreleri ile ilgili yapilan bircok calismada ksenotransplantasyon deneyinden

(X3

yararlanilmis ve degerlendirmeler ‘‘whole mount immiinfloresan’ yontemi ile degil,
seri kesitlerde yapilmistir. Bu sekilde degerlendirilen transplante edilen hiicrelerin zincir
ve kiime olugumlarinin analizi yeterince miimkiin degildir. Bu bilgiler dahilinde, insan
spermatogonyal kok hiicrelerinin izolasyonu ve in vitro kosullarda ¢ogaltilmas: ile ilgili
daha fazla ¢aligmaya ihtiyac oldugu, bununla birlikte son yillarda uygulanmaya baglanan
ksenotransplantasyon ve ‘‘whole mount immiinfloresan’’ yontemlerinin yapilacak olan

calismalarda kullanilmasinin bu ¢alismalarin basarisinin artirilmasina katki saglayacagi

diistiniilmektedir.

2.15. Hipotez ve Amag

Bu bilgiler 1s1ginda; bu ¢alismanin hipotezi GDNF, FGF ve LIF gibi gelisim
faktorlerinin, farkli destekleyici hiicrelerin  (STO, SSEA4THY1", THY1") ve
ekstraseliiler matriks materyallerinin (kollajen, laminin) ve ayrica kollajen ile kok hiicre
zenginlestirmenin in vitro kiiltiir kosullarinda insan spermatogonyal kok hiicrelerinin
¢ogalmasimi artiracagidir. Bu c¢alismanin amaci; farkli belirtecler (SSEA4, THY1,
ITGAG) ve yontemler (floresan aktive hiicre izolasyon yontemi, manyetik aktivasyon
bagimli hiicre izolasyon yontemi, kollajen ile kok hiicre zenginlestirme) ile insan
spermatogonyal kok hiicrelerinin izole edilmesi ve gesitli in vitro kosullarda kiiltiire

edilmesinin ardindan kiiltiir kosullarinin bu hiicrelerin hayatta kalimlarina ve
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¢ogalmalarina etkisinin degerlendirilmesidir. Bu amag¢ i¢in asagidaki hedefler

gerceklestirilmistir:

1) Insan spermatogonyal kok hiicreleri farkli belirtegler (SSEA4, THY1, ITGAG) ile
izole edildi ve mitotik olarak inaktive edilmis farkli destekleyici hiicreleri (STO, SSEA4
THY1", THY1") varliginda GDNF, FGF ve LIF biiylime faktorleri igeren kiiltiir

kosullarinda kiiltiire edildi.

2) Yukarida agiklanan izolasyon yontemlerinin ve kiiltir kosullarinin insan
spermatogonyal kok hiicrelerinin  hayatta kalimlari ve ¢ogalmalarina etkisini
degerlendirmek amaci ile ilk kiiltiirden sonra ve devaminda yapilan her pasajda UTF1
kok hiicre belirteci kullanilarak immiinohistokimya ile spermatogonyal kok hiicre sayisi

belirlendi.

3) Manyetik aktivasyon bagimli hiicre izolasyon yontemi ile izole edilen insan
spermatogonyal kok hiicreleri, kok hiicre sayisinin zenginlestirilmesi amaci ile tip |
kollajen varliginda inkiibe edildi ve bu yontemin UTF1® insan spermatogonyal kok
hiicre sayismma ve bu hiicrelerin in vitro kosullarda hiicre hayatta kalimma ve

cogalmalarina etkisi degerlendirildi.

Sonu¢ olarak; literatiirdeki fare spermatogonyal kok hiicrelerinin in vitro kiiltiir
kosullarinda basarili olarak ¢ogaltilmas: bilgisi temel alinarak, farkli izolasyon
yontemleri ve destekleyici somatik hiicre hatlarinin insan spermatogonyal kdk hiicre

sayisina etkisi degerlendirildi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Insan Testikiiler Dokusunun Hazirlanmasi ve Hiicre Siispansiyonu Elde
Edilmesi

Saglikli eriskin insan testis dokusu, Pittsburgh Universitesi Saglik Bilimleri doku
bankasindan temin edildi (Etik kurul onay numarasi: IRB PRO0506140). Dokular elde
edildikten sonra Ringer soliisyonu igerisinde buza alinarak laboratuvara ulastirildi.
Insan testikiiler parankim dokusundan iki asamali enzimatik sindirim yontemi ile
hiicreler ayrildi (Hermann ve ark., 2007; Hermann ve ark., 2009; Dovey ve ark., 2013).
Bu amagla, testikiiler doku tip IV kollajenaz (#LS004186, Worthington, USA)
varliginda 37°C karistiric1 iizerinde inkiibe edildi ve ardindan kuvvetli olarak
karistirildiktan sonra 3-5 dakika daha inkiibe edildi. izole edilen seminifer tiibiiller
200g’de 5 dakika santrifiij edildi ve HBSS (Hank's balanced salt solution, #14175-095,
Invitrogen, USA) soliisyonunda yikandi. Yikamanin ardindan seminifer tiibiiller %0.25
tripsin/EDTA (trypsin/ethylenediaminetetraacetic acid, #25200056, Gibco, USA) ve
DNAaz | (#D3159, Sigma, USA) enzimleri ile 5 dakika 37°C inkiibe edildi. Bu islem 5-
15 dakika araliginda siirdiiriildii. Enzimatik sindirim islemi %10 FBS (Fetal bovine
serum, #10082147, Gibco) eklenerek durduruldu ve hiicreler 70mm’lik filtre (Becton
Dickson) ile ayristirildi. Ardindan hiicreler 600g’de 15 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen hiicre pelleti 40x10° hiicre/mL konsantrasyonunda %10 FBS igeren MEMa
(minimal essential medium a, # 30-2002, ATCC) ile siispansiyon haline getirildi.
MEMa, %20 FBS ve %20 dimethylsulfoxide (DMSO, #C6164, Sigma) igeren
kriyoprezervasyon medyumu hiicrelere esit oranda damla damla eklendi ve MEM a/%15
FBS/%10 DMSO igerisinde 20 x10%mL son konsantrasyon olacak sekilde hiicreler
kriyotiiplere konuldu. Hiicreleri igeren kriyotiipler Nalgene freezing containers
(Nalgene-Nunc International) kullanilarak kontrollii bir sekilde donduruldu ve sivi
nitrojende saklandi. Her deney éncesinde hiicreler 37°C de ¢oziildii ve 10% FBS igeren
MEM a medyumu ile yikandiktan sonra ayni medyumda siispanse edildi. Bu ¢alisma
icin; farkli yas gruplarindaki 10 farkli donore ait kadavralardan testis dokular1 alindu.

Alman dokulardan yukarida agiklanan protokol ile testikiiler hiicre siispansiyonu elde
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edilerek donduruldu (Tablo 3.1). Daha sonraki tiim deneylerde hazirlanan dondurulmus

hiicre slispansiyonlar1 ¢oziilerek kullanildu.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan insan testikiiler dokusunun alindig1 donérlere ait bilgiler.

Doku tipi Donor kodu | Donor yas1 | Uygulanan protokol

Eriskin testis 15091105 40-50 Hiicre siispansiyonu hazirlama ve dondurma
Erigkin testis 15092201 50-60 Hiicre siispansiyonu hazirlama ve dondurma
Erigkin testis 15100605 41 Hiicre siispansiyonu hazirlama ve dondurma
Erigkin testis 15100605 30-40 Hiicre siispansiyonu hazirlama ve dondurma
Erigkin testis 15101305 19 Hiicre siispansiyonu hazirlama ve dondurma
Erigkin testis 15111502 30-40 Hiicre siispansiyonu hazirlama ve dondurma
Erigkin testis 15122503 20-25 Hiicre slispansiyonu hazirlama ve dondurma
Eriskin testis 16010507 30-40 Hiicre siispansiyonu hazirlama ve dondurma
Eriskin testis 16013003 20-30 Hiicre siispansiyonu hazirlama ve dondurma
Erigkin testis 16020306 40-45 Hiicre siispansiyonu hazirlama ve dondurma

3.2. FACS (Floresan Aktive Hiicre Ayrisirma) Yontemi ile Insan
Spermatogonyumu Elde Edilmesi

[lk asamada donérlerden elde edilen ve dondurulan insan testis hiicre siispansiyonlar
37°C de ¢bziildii ve hiicre izolasyon deneyleri yapildi (n=6). Insan testislerinden elde
edilen hiicre siispansiyonu %10 FBS igeren Dulbecco's phosphate-buffered saline (D-
PBS, #14200075, Gibco) medyumunda ve buz iizerinde floresan bagl antikorlar
(THY1-APC, klon 5E10, 0.5mg/10°; #559869, Becton Dickinson ve SSEA4-Alexa
Flour klon GoH3, 20ml/10° hiicre; #560308, Becton Dickinson, USA) ile 20 dakika
inkiibe edildi. Baglanmayan antikorlar D-PBS ile yikandiktan sonra 35 mm’lik filtreden
gecirildi ve canli, 6lii hiicrelerin ayirt edilmesi igin 0.5mg/ml konsantrasyonda
propidium iodide (#556463, Becton Dickinson) ile boyandi. FACS yontemi
FACSvantage SE (Beckton Dickinson) cihazi kullanilarak uygulandi. Ayristirma

acikliklart Olii hiicreler ve nonspesifik baglanmasi olan hiicreler disindaki saglikli
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hiicrelerin kullanilan belirteci ekspre etme seviyesine gore belirlendi. FACS analizi
sonucunda insan testikiiler hiicre siispansiyonlarindan SSEA4 ve THY1 belirteglerini
ekspre etme seviyelerine gore; SSEA4/THY1, SSEA4/THY1", SSEA4*/THY1 olmak
tizere 3 farkli hiicre fraksiyonu olustugu gézlendi ve hiicreler izole edildi. Buna ek olarak
yalnizca THY1 belirteci kullanilarak da destekleyici hiicre elde edilip edilemeyeceginin
test edilmesi amaci ile insan testikdiler hiicreleri yalnizca THY 1 belirteci ile isaretlenerek
de FACS analizi yapildi. Bu amagla floresan bagli THY1 antikoru kullanildi. FACS
analizi sonunda THY1 hiicreler ve THY19™ ve THY 19" olmak iizere 2 farkli hiicre
popiilasyonu igeren THY1* hiicreler izole edildi. Bu hiicrelerden THY1®"9" olan
hiicrelerin in vitro kosullarda bir onceki deneylerde insan spermatogonyal kok
hiicrelerini destekleme etkilerinin yiiksek oldugu gbzlenen SSEA4/THY1" hiicreler ile

ayn1 fenotipi gosterip gostermedikleri degerlendirildi.

3.3. Ksenotransplantasyon ve Whole Mount Immiinfloresan ile Fare Seminifer
Tiibiillerinde Insan Spermatogonyal Kok Hiicrelerinin Sayilarmin ve Koloni
Olusturma Kapasitelerinin Degerlendirilmesi

FACS ile hiicrelerin izole edilmelerinin ardindan kontrol (insan testikiiler hiicre
stispansiyonu), SSEA4/THY1, SSEA4/THY1", SSEA4*/THY1 testikiiler hiicreler
busulfan uygulanmis (40 mg/kg; #B2635, Sigma) ve immiin sistemden yoksun 5 ya da 6
haftalik farelerin (NCr nu/nu; Taconic) testislerine transplante edildi (Mayerhofer ve
ark., 1991; Hermann ve ark., 2007; Sadri-Ardekani ve ark., 2011) (n=6). Busulfan
uygulamasindan 5 hafta sonra %10 oraninda trypan mavisi (#T8154, Sigma) iceren
hiicre siispansiyonu alic1 farelerin seminifer tiibiillerine efferent kanallardan 7ul
enjeksiyon ile transplante edildi. Her gruptan elde edilen hiicreler 3 farkli farenin sag ve
sol testislerine transplante edildi. Insan spermatogonyumlarinin kolonizasyonunun
sayisal olarak degerlendirilmesi i¢in transplantasyondan sekiz hafta sonra farelerin testis
dokular1 alindi. Testislerin tunika tabakasi ayrildiktan sonra intakt seminifer tiibiiller D-
PBS icerisinde bulunan Tip 1V kollajenaz (1 mg/mL) ve DNAaz | (1 mg/mL) enzimleri
ile inkiibe edilerek ayristirildi. Tiibiiller %4 liikk paraformaldehit ile fikse edildikten

sonra ‘whole mount’ immiinfloresan yontemi uygulandi.
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3.4. Whole Mount immiinfloresan Yontemi

Testisler, artan dereceli metanollerden gegirilerek sudan kurtarildi ve MeOH: DMSO:
H202 (4:1:1) igeren soliisyon ile 3 saat inkiibe edildi. Tiibiiller rehidrate edildi ve D-PBS
igerisinde siit soliisyonu (D-PBS 0.02 mg/mL blotto dry milk powder; #sc2324, Santa
cruz % 5 Triton-X; #T8787, Sigma) iginde bloklandi. Ardindan tavsan ‘anti-primat’
primer antikoru (Hermann ve ark., 2007) ile 4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Keci anti-
tavsan IgG AlexaFluor 488 (1:200 diliisyon; #A11034, Invitrogen) sekonder antikoru ile
primer antikor isaretlendi. Son olarak seminifer tiibiiller DAPI iceren VectaShield
kapatma soliisyonu (#H-1200, Vector Laboratories, USA) kullanilarak yiiksek lameller
ile kapatildi. Elde edilen sonuglar floresan mikroskobunda uygun dalga boyunda
incelendi. Spermatogonyal koloniler asagidaki kriterlere gore degerlendirildi.

1) En az dort tane ve bir arada olan hiicrenin spermatogonyal hiicre morfolojik
ozelligini gostermesi (ovoid yapiya sahip olmasi ve yiiksek niikleus sitoplazma oranina
sahip olmas).

2) Hiicrelerin alic1 fare testisinde bazal membrana siirekli bir alanda yerlesmis
olmalari.

Seminifer tiibiillerde gozlenen ve yukarida belirtilen O6zelliklere sahip olan hiicre
kiimeleri Nikon Eclipse E600 Fluorescence mikroskobu (Nikon) ile degerlendirildi ve
koloni olarak sayildi ve sonuglar MetaView Digital Imaging software kullanilarak
kaydedildi. Koloni sayilar1 excel programina aktarildi ve her testis i¢in elde edilen

koloni sayilar1 hesaplandi.

3.5. SSAE4/THY1* Hiicrelerin In Vitro Kosullarda Cogaltilmasi

FACS ile izole edilmis olan SSAE4/THY1" hiicrelerin ¢ogaltilmalari ve daha sonraki in
vitro deneylerde destekleyici hiicreler olarak kullanilmalart amaglandigindan hiicreler
0.1% jelatin (#1393, Sigma) ile 37°C de 15 dakika inkiibe edilerek kaplanmis petrilere
ekildi (n=6). Kiiltiir i¢in izolasyon sonrasi elde edilen hiicre sayisina gore, 24 kuyucuklu,
48 kuyucuklu ve 6 kuyucuklu petrilere siras ile 1x10°, 2x10°, 5x10° sayida hiicre ekildi.
SSAE4 /THY1" hiicreler Stem Pro 34 medyumu (#10639011, Life Technologies)
icerisinde belirtilen faktorler de eklenerek kiiltiire edildi: %21 penicillin-streptomycin
(#15140122, Gibco) %1 insulin- transferrin- selenium (ITS) solisyonu (#25-800-CR

Corning), %1 knock out serum replacement (#10828028, Gibco). Hiicrelerin medyumu
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her 72 saatte degistirildi. Hiicreler petrinin %80 i oraninda ¢ogaldiktan sonra; 3-4. giinde
1:2 ya da 1:3 oraninda pasajlandi. Pasajlama islemi i¢in medyum uzaklastirildi ve HBSS
soliisyonu ile hiicreler yikandi. Ardindan hiicrelerin yiizeyini kaplayacak miktarda
0.05’1ik Tripsin/EDTA (#25300054, Gibco) eklendi. Hiicrelerin tamami petriden
ayrilana kadar mikroskopta gozlenerek tripsinizasyon yapildi ve reaksiyon %10 FBS
eklenerek durduruldu. Ardindan hiicreler 50’lik falkonlara alindi. Petri kabi ayni
miktarda medyum eklenerek yikandi ve medyum hiicrelerin alindig1 falkona eklendi.
Hiicreler 3500 g’de 7 dakika santrifiij edildi. Elde edilen pelet resiispanse edildi ve
uygun miktarda medyum eklenerek yeni petri kaplarina aktarildi. Hiicreler yeterli
miktarda c¢ogaltildiktan sonra petri kabindaki medyum miktarinin %10 oraninda
mitomycin C (#M4287, Sigma) cklenerek hiicreler mitotik olarak inaktif hale getirildi.
Ardindan tripsinizasyon ile kaldirilarak %10 DMSO igeren kiiltiir medyumu ile
resiispanse edilerek donduruldu ve sivi nitrojene aktarildi. Dondurulmus olan SSEA4”

/THY1" hiicreler sonraki asamalarda 37°C’de ¢oziilerek kullanilda.

3.6. Fare STO Hiicrelerinin in Vitro Kosullarda Cogaltilmasi

Fare SIM mouse embryo derived thioguanine and ouabain resistant (STO) hiicrelerinin
destekleyici hiicreler olarak kullanilmalari amaglandigindan STO hiicreleri in vitro
kosullarda ¢ogaltildi. Bu amagla, STO hiicre hatti (#SCRC-1049, ATCC) kullanild:.
Hiicreler ilk asamada 75 cm? lik petrilerde %10 FBS (fetal bovine serum) ve %1
penicillin-streptomycin igeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, # 30-
2002, ATCC) medyumunda kiiltiire edildi. Ardindan hiicreler 1:10 oraninda pasajlandi
ve cogaltildi. Hiicrelere yukarida agiklanan protokol ile mytomycin-C uygulamasi

yapildi1 ve donduruldu.

3.7. MACS (Manyetik Aktive Hiicre Ayrisirma) Yéntemi ile Insan
Spermatogonyumlarinin Elde Edilmesi

Donérlerden elde edilen ve dondurulan insan testis hiicre siispansiyonlar1 37°C de
¢oziildi ve hiicre izolasyon deneyleri yapildi (n=6). MACS yo6ntemi ile insan testikiiler
hiicre siispansiyonlarindan, ITGA6 antikoru kullanilarak kontrol (insan testikiiler hiicre
siispansiyonu), ITGAG", ITGAG" olmak iizere 3 farkli hiicre grubu izole edildi. insan

testislerinden elde edilen hiicre siispansiyonu %10 FBS iceren Dulbecco's phosphate-
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buffered saline (D-PBS) medyumunda ve buz iizerinde PE konjuge sigan-anti insan
ITGAG antikoru (ITGA6, 10ml/10° hiicre; #555736, Becton Dickinson) ile 20 dakika
inkiibe edildi. Baglanmayan antikorlar D-PBS ile yikandi. Ardindan hiicreler PE
konjuge manyetik boncuklar (#130-048-801, Miltenyi Biotec) ile 45 dakika inkiibe
edildi ve D-PBS ile yikandi. Isaretlenen hiicreler MACS ayristirict kolonlara (#L.S130-
042-401, Miltenyi Biotec) yiiklenerek manyetik isaretli hiicrelerin kolona tutunmasi ve
isaretli olmayanlarin ayrilmasi saglandi. Ardindan kolonda tutunan ITGA6™ hiicreler 15
ml’lik falkona aktarildi.

3.8. MACS (Manyetik Aktive Hiicre Ayrisirma) Yoéntemi ile insan THY1*
Testikiiler Hiicrelerinin izole Edilmesi

Dondurulmus insan testikiiler hiicreleri 37°C de ¢oziildii ve MACS ydntemi ile insan
testikiiler hiicre siispansiyonlarindan THY1 antikoru kullanilarak hiicre izolasyonu
yapildi (n=6). Insan testislerinden elde edilen hiicre siispansiyonu %10 FBS iceren
Dulbecco's phosphate-buffered saline (D-PBS) medyumunda ve buz iizerinde APC
konjuge THY1 antikoru ile 20 dakika inkiibe edildi. Baglanmayan antikorlar D-PBS ile
yikandi. Ardindan hiicreler APC konjuge manyetik boncuklar (#130-090-855, Miltenyi
Biotec) ile 45 dakika inkiibe edildi ve D-PBS ile yikandi. Isaretlenen hiicreler MACS
ayristirict kolonlara yiiklenerek manyetik isaretli hiicrelerin kolona tutunmasi ve isaretli
olmayanlarin ayrilmasi saglandi. Ardindan kolonda tutunan THY1" hiicreler 15 mllik
falkona aktarildi. Kontrol (insan testikiiler hiicre siispansiyonu), THY1", THY1* olmak

tizere 3 farkli hiicre grubu izole edildi.

3.9. Tip | Kollajen Kullamlarak Insan Spermatogonyal Kok Hiicrelerinin
Zenginlestirilmesi

[k olarak MACS yontemi ile testikiiler hiicre siispansiyonundan yukarida detaylari
belirtilen protokol ile ITGA6" hiicreler izole edildi (n=6). Hiicrelerin kiiltiire edilecegi
petri kaplari tip | kollajen (Collagen Type I, #08-774-550, Corning) varliginda 2 saat
kiiltiire edildi ve kaplandi. Ardindan MACS ile izole edilmis olan ITGA6" hiicreler tip |
kollajen kapli petrilere ekildi ve gece boyu 37°C’lik 5% CO inkiibe edildi. Ertesi giin
yiizen hiicreler alind1 ve ayn1 kosullarda gece boyu kiiltiire edildi. ikinci giiniin sonunda

yiizen hiicreler zenginlestirilmis spermatogonyal kok hiicreler olarak alindi. Kiiltiir
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sonunda elde edilen zenginlestirilmis spermatogonyal kok hiicreler ve ITGA6" hiicreler
immiinositokimya ile igerdikleri UTF1" hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in superfrost
lamlara alindi. Buna ek olarak hiicrelerin bir kismi1 da MACS ile izole edilmis THY1*
destekleyici hiicreleri varliginda 37°C ve %5 CO- de 1 ve 2 hafta siireyle kiiltiire edildi 1
ve 2 haftalk kiltir sonunda iki farkli kosulda kalan UTF1* hiicre sayisi

immiinositokimya yontemi ile belirlendi.

3.10. ITGAG6" Spermatogonyal Kok Hiicrelerin Kiiltiirii
MACS ile izole edilmis spermatogonyal kok hiicreler farkli Kiiltiir kosullarinda 1 ve 2
hafta kiiltire edildi (n=6). Insan spermatogonyal kok hiicrelerini destekleme

kapasitelerinin degerlendirilmesi amaci ile asagida belirtilen kiiltiir kosullart olusturuldu;

1) ITGAG6" hiicrelerin fare STO hiicreleri ve FACS ile izole edilmis insan SSEA4
/THY1" hiicreleri varhginda ve mSFM medyumu ile kiiltiirti

2) ITGAG6" hiicrelerin fare STO hiicreleri ve FACS ile izole edilmis insan SSEA4”
ITHY1" hiicreleri varliginda ve mSFM ve Stem Pro medyumlari ile kiiltiiri

3) ITGA6" hiicrelerin FACS ile izole edilmis insan SSEA47/THY1* hiicreleri ve
insan laminin varliginda kiltiiri

4) ITGA6" hiicrelerin MACS ile izole edilen THY1" hiicreler ve FACS ile izole
edilen SSEA4/THY 1" hiicreleri varliginda kiiltiirt

5) MACS ile izole edilen ITGA6" hiicreler ve tip 1 kollajen ile zenginlestirilmis
ITGAG" hiicrelerin THY 1™ hiicreleri varliginda kiiltiirii

Yukarida belirtilen tiim kiltiirlerde SSEA47/THY1* hiicreler ve THY1" hiicreler
25.000/cm?, STO hiicreleri 50.000/cm? ve ITGA6" hiicreler 50.000/cm? olacak sekilde
ekildi. Bununla birlikte kullanilan medyum igerisine spermatogonyal kok hiicre gelisimi
icin gerekli biliyiime faktorleri; %1 penicillin-streptomycin, %1 insulin-transferrin-
selenium (ITS) solution, %1 knock out serum replacement, recombinant human
fibroblast growth factor (FGF, #CB-40060, Fisher) (20 ng/mL), recombinant human
glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF, #12440053, Peprotech) (10 ng/mL),
recombinant human leukemia inhibitory factor (LIF, #LIF1010, Millipore) (10 ng/mL)
eklenerek hiicreler 37°C lik 5% CO; igeren inkiibatorde kiiltiire edildi. Ilk kiiltiir

kosulunda Stem Pro medyumunun mSFM medyumundan daha etkili oldugu
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gozlendiginden sonraki kiiltiirlerde Stem Pro medyumu kullanildi. Her kiiltiir kosulunda
medyum 72 saatte bir degistirildi ve 1 haftanin sonunda hiicreler pasajlandi. Pasajlama
islemi igin petri kabindaki medyum uzaklastirildi ve HBSS ile hiicreler 2 kez yikandi.
Ardindan petrilere hiicrelerin yiizeyini kaplayacak miktarda %0.25’lik Tripsin/EDTA
eklendi, tiim hiicreler petriden ayrilana kadar inkiibe edildi ve tripsin/EDTA miktarinin
%10’u kadar FBS eklenerek reaksiyon durduruldu. Hiicreler 50°lik falkonlara alindi.
Petri kab1 2 kez kiiltiir medyumu ile yikandi ve medyum hiicrelerin bulundugu falkona
eklendi. Tim bu kiiltiir deneylerinin ardindan 1 ve 2 hafta sonunda kiiltiirde kalan

UTF1* spermatogonyal kok hiicre sayis1 immiinositokimya ile degerlendirildi.

3.11. immiinositokimya

Her hiicre izolasyonu sonrasinda ve her kiiltiir kosulu i¢in 1 ve 2 haftanin sonunda
immiinositokimya ile UTF1* hiicre sayilar1 degerlendirildi. Hiicreler superfrost lamlara
alind1 ve metanol (#106009, Merck) ile fikse edildi. Fiksasyon islemi igin 2x108/ml
hiicre iceren 10 pl’lik hiicre slispansiyonu lamlara alindiktan sonra 3 dakika bekletilerek
hiicrelerin lamlara yapismasi saglandi. Ardindan hiicrelere 10 ul -20°C de sogutulmus
olan methanol eklendi. 3 dakika methanolun kurumasi i¢in bekletildikten sonra 20 pl
daha methanol eklenerek methanol tamamen kuruyana kadar bekletildi. Hiicreler D-PBS
ile sudan uzaklastirildi ve 6zgiin olmayan baglanmalar1 engellemek i¢in %3’liik bovine
serum albumin (BSA, #A9418, Sigma) ve %5’lik normal keg¢i serumu (#560380,
Millipore) igeren bloklama soliisyonu ile bloklandi. Ardindan hiicreler fare anti UTF1
(1:200 diliisyon, MAB4337, Millipore) antikoru ile 90 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.
Normal fare IgG (#12371, Millipore) negatif kontrol olarak kullanildi. Ke¢i anti-fare
Alexa Fluor-488 bagli sekonder antikor (1:200 diliisyonda, #A11029, Invitrogen) ile
primer antikor isaretlendi. Kesitler hiicre niikleuslarinin boyanmasi igin gerekli olan 6-
diamino-2-phenylindole DAPI iceren VectaShield kapatma soliisyonu ile kapatildi.
Boyanmalar Nikon Eclipse E600 Fluorescence mikroskobu (Nikon) ile degerlendirildi
ve sonuglar MetaView Digital Imaging software kullanilarak kaydedildi. Her grup i¢in
toplam 100 DAPI* hiicre sayildi. UTF1" hiicrelerin sayisi1 belirlendi ve UTF1* hiicre
sayisi DAPI* hiicre sayisina oranlandi. Sonuglar excel programina aktarilarak kontrol
grubundaki UTF1" hiicre sayis1 100 olacak sekilde normalize edildi ve tiim gruplardaki
UTF1* hiicre sayilar1 hesaplandi. Gergeklestirilen tiim deneylerde tablo 3.1 de belirtilen
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farkli yas gruplarina ait donorlerden elde edilen 6rnekler kullanildi ve her deney igin
datalar bu orneklerden elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak belirlendi. Hiicre
izolasyonu ve immiinohistokimya yonteminde kullanilan kok hiicre belirteclerine ait

antikorlara ait bilgiler asagida verilmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Hiicre izolasyonu ve immiinositokimya yonteminde kullanilan primer antikorlar.

Kullamilan antikor Kullamim amaci Katalog numarasi, Diliisyon
Firma

Stage specific Floresan bagimli hiicre BD 560308, BD 20ml/108 hiicre

embryonic antigen 4- izolasyonu Pharmingen

Alexa flour

Thymus cell antigen 1-
APC

Floresan bagimli hiicre
izolasyonu

Manyetik aktivasyon bagimli

hiicre izolasyonu

BD 555596, BD
Pharmingen

0,5 ml/108 hiicre

Integrin Subunit Alpha | Manyetik aktivasyon ile hiicre | BD 555736, BD 10ml/108 hiicre
6-APC ayristirma yontemi Pharmingen

Undifferentiated MAB 4337, 1:200
Embriyonic Cell Immiinositokimya Millipore

Transcription Factor 1

3.12. Istatistiksel Analizler

Elde edilen tiim veriler Sigma Stat 3.5 programi ile analiz edildi. Transplantasyon
sonrasi elde edilen koloni sayilari Kruskal-Wallis Testi ve ardindan Dunn’s post hoc
analizi yapilarak karsilastirildi. ITGA6 belirteci kullanilarak MACS yontemi ile elde
edilen hiicre fraksiyonlarinin igerdikleri UTF1™ hiicre sayilart One Way ANOVA testi ve
ardindan Holm-Sidak post hoc analizi yapilarak karsilastirildi. STO ve SSEA4/THY1*
destekleyici hiicreleri kullanilarak yapilan kiiltiir sonunda kalan UTF1" hiicre sayilari
One Way ANOVA testi ve ardindan Holm-Sidak post hoc analizi yapilarak
karsilastirildi. SSEA47/THY1" destekleyici hiicreleri ve laminin kullanilarak yapilan
kiiltiir sonunda kalan UTF1* hiicre sayillar1 One Way ANOVA testi kullanilarak
karsilastirildi. FACS ile izole edilen SSEA4THY1" ve MACS ile izole edilen THY1"
hiicreler kullanilarak yapilan kiiltiir sonunda kalan UTF1" hiicre sayilari t-test
uygulanarak Kkarsilastirildi. ITGA6" hiicreler ve tip | kollajen kullanilarak
zenginlestirilen ITGA6" kok hiicrelerin igerdikleri UTF1* hiicre sayilari t-test
uygulanarak karsilagtirildi. THY1" destekleyici hiicreleri varh@ginda kiiltire edilen

ITGAG6" hiicreler ve zenginlestirilmis ITGA6™ hiicrelerin kiiltiiri sonunda kalan UTF1*
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hiicre sayilar1t One Way ANOVA testi ve ardindan Holm-Sidak post hoc analizi

yapilarak karsilastirildi. Tim analizlerde p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.

34



4. BULGULAR

4.1. SSEA4 ve THY1 Belirtecleri ile Isaretlenen Insan Testikiiler Hiicre
Siispansiyonunda 3 Farkh Fraksiyonda Hiicre Bulunmaktadir: SSEA4*/THY1,
SSEA4/THY1*, SSEA4/THY1".

SSEA4 ve THY1 antikorlar ile isaretlenen insan testikiiler hiicreleri bu proteinleri
ekspre etmeleri agisindan floresan aktive hiicre izolasyon yontemi ile
degerlendirildiginde, SSEA4*/THY1", SSEA4/THY1*, SSEA4/THY1 olmak iizere 3

farkli hiicre fraksiyonu olustugu gozlendi (Sekil 4.1). Bu 3 farkli hiicre fraksiyonu izole
edildi.
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Sekil 4.1. SSEA4 ve THY1 belirtecleri ile isaretlenen insan testikiiler hiicrelerinin FACS analiz raporu.
FACS analizi sonucunda SSEA4*/THY1, SSEA4/THY1*, SSEA4/THY1 olmak iizere 3 farkli hiicre

fraksiyonu olustugu gozlendi ve bu hiicreler izole edildi.
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4.2. FACS ile izole Edilen Hiicre Fraksiyonlarindan SSEA4*/THY 1" Fraksiyondaki
Hiicreler Diger Fraksiyonlara Oranla Daha Fazla Sayida, SSEA4/THY1*
Fraksiyondaki Hiicreler ise Daha Az Sayida Koloni Olustururlar.

Kontrol (testikiiler hiicre stispansiyonu) ve FACS ile SSEA4 ve THY1 proteinleri ile
isaretlenerek izole edilen hiicre fraksiyonlar1 (SSEA4"/THY1", SSEA4/THY1", SSEA4
/ITHY1) busulfan uygulanmis fare testisine transplante edildikten sonra koloni
olusturmalar1 i¢in gereken siire (8 hafta) sonunda olusan koloniler insana ait antikor ile
boyanarak ve koloni sayilar1 belirlenerek degerlendirildi. Bu sonuglara gore, kontrol,
SSEA4Y/THY1, SSEA4/THY1*, SSEA4/THY1 hiicre fraksiyonlarinda olusan koloni
sayilarinin SSEA4*/THY1 hiicre fraksiyonunda kontrole gore anlamli diizeyde yiiksek
oldugu gozlendi (Sekil 4.2, 4.3). SSEA4/THY1 ve SSEA4/THY1 hiicre
fraksiyonlarindaki koloni sayilarinin ise diger gruplara gore anlamli diizeyde diisiik

oldugu gozlendi (Sekil 4.2, 4.3), p<0.05.

Koloni Sayilari
(&)}
A

051 ab a,b

0 st | )

Kontrol SSEA4'/THY1- SSEA4/THY1* SSEA4/THY1

Sekil 4.2. FACS ile izole edilen kontrol, SSEA4*/THY 1, SSEA4/THY1*, SSEA4/THY 1 hiicre
fraksiyonlarinda gézlenen koloni sayilar1 a: Kontrole gére kargilagtirma, b: SSEA4*/THY 1 hiicre
fraksiyonuna gore kargilastirilmasi, p<0.05.
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Sekil 4.3. SSEA4*/THY 1" hiicre fraksiyonunda gozlenen bir koloni goériintiisii, Bar: 100 um.

4.3. Elde Edilen SSEA4/THY1* Hiicrelerin In Vitro Kosullarda 3 ya da 4 Pasaj
Sonrasinda Cogalmalar1 Durur.

[zolasyonlarinin ardindan kiiltiire alinan SSEA4/THY 1" hiicrelerin bir kisminin somatik
hiicre davranigi gostererek petrilere tutundugu ve az miktarda hiicrenin de yilizen
hiicreler olarak petri yiizeyinde kaldig1 gozlendi. ilk yikamadan sonra yiizen hiicrelerin
ayrildigi ve tutunan hiicrelerin sonraki pasajlarda c¢ogaltilabildigi gozlendi. Bununla
birlikte SSEA4/THY1" hiicrelerden tutunan hiicrelerin 3 ya da 4 pasajlama sonrasi
cogalmalarimin durdugu gozlendi ve bu hiicrelerin ¢ogalma kapasitelerinin yliksek

olmadig1 gozlendi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. SSEA4/THY1" hiicrelerinin in vitro kosullarda farkli giinlerdeki mikroskobik gériintiisii, Bar:
100 pm.

4.4, MACS ile izole Edilen ITGA6* Hiicrelerin Kontrol ve ITGA6" Oranla Fazla
Sayida UTF1* Spermatogonyal Kok Hiicre Icerir.
Hazirlanan testikiiler hiicre siispansiyonundan MACS ile ITGAG6 belirteci kullanilarak

spermatogonyal kok hiicre izolasyonu yapildi ve ITGA™ ve ITGA6" olmak iizere 2 hiicre
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fraksiyonu elde edildi. Bu hiicre fraksiyonlarindaki UTF1* hiicre sayilari
degerlendirildiginde, ITGA6" fraksiyonda kontrole ve ITGA6™ fraksiyona gore UTF1*
hiicre sayisinin yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.5, 4.6), p<0.05.

14 1 a,b
12 -

10
8
6
4 -

UTF1* Hiicre Sayisi

2..
a
0 =T

Kontrol ITGAG ITGAG*

Sekil 4.5. ITGAG6 belirteci kullanilarak MACS yo6ntemi ile izole edilen hiicre fraksiyonlarinda (Kontrol,
ITGAG, ITGA6") UTFL* hiicre sayilar1 a: Kontrole gore karsilastirma, b: ITGA6" fraksiyona gore

karsilastirma, p<0.05.

Sekil 4.6. ITGAG belirteci kullanilarak MACS yontemi ile izole edilen hiicre fraksiyonlarmda (Kontrol,
ITGAG", ITGAGY) gozlenen UTF1* hiicreler, Bar: 40 pm.

Kontrol

ITGAG

ITGAG"
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4.5. SSEA4/THY1* Hiicreler In Vitro Kosullarda ITGA6* insan Spermatogonyal
Kok Hiicrelerini Desteklemektedir.

MACS ile izole edilen ITGA6" insan spermatogonyal kok hiicreleri, fare STO hiicreleri
ve bir 6nceki asamada FACS yontemi ile izole edilen ve ¢ogaltildiktan sonra mitotik
olarak inaktif hale getirilmis olan SSEA4/THY1" destekleyici hiicreleri varliginda
kiiltiire edildiginde, ITGA6" hiicrelerin SSEA4/THY1" hiicrelerinin oldugu kosulda
destekleyici hiicrelere tutunarak 3-4 hiicreli hiicre kiimeleri olusturdugu gozlendi.
SSEA4/THY1" destekleyici hiicrelerin  kullanildigi  kosulda, STO hiicrelerinin
kullanildig1 kosula gore daha fazla hiicre kiimesi olustugu ve bu hiicre kiimelerinin daha
uzun siire devamliliklarini saglayabildigi gézlendi (Sekil 4.7).

7. GUN

1.GUN
% P

4, UN

Sekil 4.7. STO ve SSEA4/THY 1" destekleyici hiicreleri ile kiiltiire edilen ITGA6* insan spermatogonyal
kok hiicrelerinin farkl giinlerdeki mikroskobik goriintiisi, Bar: 100 pm.

4.6. SSEA4/THY1* Hiicrelerin In Vitro Kosullarda ITGA6* Spermatogonyal Kok
Hiicreleri Destekleme Kapasiteleri STO Hiicrelerinden Yiiksektir.

SSEA4/THY1" hiicreler ve STO destekleyici hiicreleri varliginda mSFM ve Stem Pro
medyumlari ile kiiltlire edilen insan spermatogonyal kok hiicrelerinin bir ve iki haftalik
kiiltirii sonunda kalan UTF1" hiicre sayisinin SSEA47/THY1" destekleyici hiicrelerinin
kullanildig1 kosulda yiiksek oldugu fakat mSFM medyumunun kullanildig1 kosulda bir
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haftadan sonra spermatogonyal kok hiicre sayisinin azaldigi gézlendi (Sekil 4.8). Bir
sonraki kiiltiir denemesinde mSFM ve Stem Pro medyumunun kullanildigi kosulda Stem
Pro medyumunun kullanilmasinin SSEA47/THY1" hiicrelerin destekleyici etkilerini
artirdigt  gozlendi. Kiiltir sonunda STO hiicrelerinin  ve  mSFM medyumunun
kullanildigi kosula gére SSEA4/THY1" hiicrelerin ve Stem Pro medyumunun
kullanildig1 kosulda UTF1" hiicre sayisinin anlamli diizeyde yiiksek oldugu goézlendi
(Sekil 4.9, 4.10), p<0.05.

1207

100 -~

80 1 )
®m 0. GUN

B 1 HAFTA
m 2 HAFTA

UTF1*Hlcre Sayisi

STO SSAE4/THY1*

Sekil 4.8. STO hiicreleri ve SSEA4/THY1* hiicreleri varliginda mSFM medyumu ile kiiltiire edilen
hiicrelerin kiiltiirii sonunda elde edilen UTF1* hiicre sayilar.
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140 -
120 -
1001
80 -
60 -

40

UTF1* Hiicre Sayisi

20 4
0

—

m 0. GUN

B 1 HAFTA
2 HAFTA

STO

SSEA4/THY1* STO SSEA4/THY1*
mSFM Stem Pro

Sekil 4.9. STO hiicreleri ve SSEA4/THY1* hiicreleri varliginda Stem Pro ve mSFM medyumu ile kiiltiire
edilen ITGAG6* hiicrelerin kiiltiirii sonunda elde edilen UTF17 hiicre sayilar1 a: STO Stem pro kosuluna
gore kargilastirma, b: STO mSFM kosuluna gore karsilastirma, p<0.05.

STO (MSFM)

SSEA4THY1* (MSFM) STO (Stem Pro) SSEA4THY1* (Stem Pro)

Sekil 4.10. STO hiicreleri ve SSEA4/THY1" hiicreleri varliginda Stem Pro ve mSFM medyumu ile
kiiltiire edilen ITGA6* hiicrelerin kiiltiirii sonunda gozlenen UTF1* hiicreler, Bar: 20 pm.
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4.7. SSEA4/THY1* Hiicrelerin ve Laminin Materyalinin In Vitro Kosullarda
ITGAG* Spermatogonyal Kok Hiicreleri Destekleme Kapasiteleri Benzerdir.
SSEA4/THY1" hiicreler ile veya laminin varliginda Stem Pro medyumu ile Kkiiltiire
edilen ITGA6" insan spermatogonyal kok hiicrelerinin bir ve iki haftalik kiiltiirii
sonunda kalan UTF1" hiicre sayisinin SSEA4/THY1" destekleyici hiicrelerinin
kullanildig1 kosulda yiiksek oldugu fakat bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gozlendi (Sekil 4.11).

160 -

140
120 1
100 1

m 0. GUN

UTF1* Hiucre Sayisi

80+ B 1 HAFTA
60+ = 2 HAFTA
40-
20+
0-

SSEA4/THY1* Laminin

Sekil 4.11. SSEA4/THY1* hiicreleri ve laminin varliginda Stem Pro medyumu ile kiiltiire edilen ITGA6*
hiicrelerin kiiltiirii sonunda elde edilen UTF1* hiicre sayilar1.

4.8. THY1 Belirteci Kullamlarak FACS ile Elde Edilen THY 119" Hiicreler SSEA4
ITHY1* Hiicreler ile Benzer Fenotip Gosterirler ve In Vitro Kosullarda
Cogaltilabilirler.

Insan testikiiler hiicreleri THY1 antikoru ile isaretlendiginde ve FACS ile analizi
yapildiginda; THY1 hiicreler ile THY1’i diisiik oranda ekspre eden (THYZ19™) ve
THY1’i yiiksek oranda ekspre eden (THY1P9") 2 alt popiilasyona sahip THY1*
hiicreler olmak {izere toplam 3 farkli hiicre fraksiyonu gozlendi ve izole edildi. Izole
edilen bu ii¢ fraksiyondaki hiicrelerden THY 1°"9" olanlarin SSEA4 THY1* hiicreler ile
ayni kosullarda ve benzer sekilde cogalabildigi gozlendi (Sekil 4.12, 4.13).
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Sekil 4.12. THY1 belirteci ile isaretlenen insan testikiiler hiicrelerinin FACS analiz raporu. FACS analizi
sonucunda THY1" hiicreler ile THY1’i diisiik oranda ekspre eden (THY19™) ve THY1’i yiiksek oranda
ekspre eden (THY19") 2 alt popiilasyona sahip THY1* hiicreler olmak iizere toplam 3 farkli hiicre
fraksiyonu gozlendi ve izole edi
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THYlbright

S.e.:k“il 413 FACS ile izole edilen SSEA4/THY1* hiicreler ve THY 19" hiicrelerin mikroskobik
goriiniimil.

4.9. MACS Yoéntemi ile Elde Edilen THY1* Hiicrelerin /n Vitro Kosullarda I TGA6*
Spermatogonyal Kok Hiicreleri Destekleme Kapasiteleri SSEA4/THY1* Hiicreler
ile Benzerdir.

Bir 6nceki asamada FACS yontemi ile izole edilen SSEA4 THY1" hiicrelerin sayilarinin
az olmasi ve bu hiicrelerin uzun siire ¢ogaltilamamasindan dolay1, daha fazla hiicre elde
etmek amaci ile MACS yontemi ile THY1" hiicreler izole edildi ve SSEA4THY1*
hiicreler ile karsilastirildi. THY1" hiicrelerin FACS ile izole edilmis olan SSEA4
ITHY1" hiicreler ile benzer sekilde ¢ogaldiklar1 gozlendi. Bu hiicrelerin destekleyici
hiicre olarak kullanildiklar1 1 ve 2 haftalik kiiltiirlerin sonunda, elde edilen UTF1*
spermatogonyal kok hiicre sayisinin her iki destekleyici hiicre igin de benzer oldugu

gozlendi (Sekil 4.14).

120 1
100 A

80 - .
= 0. GUN

= 1 HAFTA
=2 HAFTA

60 4

40-

UTF1* Hucre Sayisi

20 ~

0 J

SSEA4/THY1* THY1*

Sekil 4.14. ITGA6™ hiicrelerin SSEA4/THY 1" hiicreler ve MACS ile izole edilen THY 1" hiicreler ile
kiiltiiri sonunda elde edilen UTF1* hiicre sayilart.
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4.10. ITGA6* Insan Spermatogonyal Kok Hiicrelerinin Tip | Kollajen Varhginda
Kiiltiire Edilmesi Icerdikleri UTF1* Hiicre Sayisim Artirir.

Elde edilen sonuglarin ardindan, spermatogonyal kok hiicrelerin sayisinin artirilmasi
amaglandigindan, MACS ile izole edilen ITGA6™ hiicreler tip | kollajen kapl petrilerde
inkiibe edildiginde, zenginlestirilmis ITGA6" hiicre fraksiyonununda ITGAG" fraksiyona
gore UTF1" hiicre sayisinin anlamli diizeyde arttigi gozlendi. p<0.05 Tip | kollajen
kullanilarak zenginlestirilmis ITGA6™ spermatogonyal kok hiicreler ve ITGA6™ hiicreler
THY1" hiicreler ile Kkiiltire edildiginde, elde edilen UTF1" hiicre sayisinin
zenginlestirilmis kok hiicrelerin kullanildigi kosulda, ITGA6" hiicrelerin kullanildig
kosula gore anlamli derecede yiiksek oldugu gozlendi (Sekil 4.15, 4.16, 4.17), p<0.05.

350 4
300 1
250 4
200 4
150 4
100 -

UTF1* Hicre Sayisi

50 -

ITGA6* (NDP) ITGA6* (DP)

Sekil 4.15. Tip | kollajen kullanilarak kok hiicre zenginlestirme yonteminin UTF1* hiicre sayisina
etkisinin degerlendirilmesi, NDP: Non-Differential plated, DP: Differential Plated, *p<0.05.
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ITGA6* (NDP) ITGA6* (DP)

Sekil 4.16. ITGAG6™ ve tip | kollajen kullanilarak zenginlestirilmis ITGA6™ hiicre fraksiyonlarinda
gozlenen UTF1* hiicreler, NDP: Non-Differential plated, DP: Differential Plated, Bar: 40 pm.

350 7
300 1
250 1
200 1
150 1
100 A

UTF1* Hiicre Sayisi

50 4

= 0. GUN
m 1 HAFTA

2 HAFTA

ITGA6* (NDP) ITGA6* (DP)

Sekil 4.17. MACS ile izole edilmis THY 1* destekleyici hiicreleri ile kiiltiire edilen ITGAG* ve tip |
kollajen kullanilarak zenginlestirilmis ITGA6* hiicrelerin kiiltiirii sonunda elde edilen UTF1* hiicre
sayilar1t NDP: Non-Differential plated, DP: Differential Plated, *p<0.05.
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5. TARTISMA

Postpubertal bireylerde spermatogenez ile giinde 40 milyon/gram sperm iiretilmektedir.
Spermatogonyal kok hiicreler testis dokusuna ait eriskin doku kok hiicreleridir ve
spermatogenezin temelini olusturarak erkek fertilitesinin devamliligini saglamaktadirlar
(Phillips ve ark., 2010). Spermatogonyal kok hiicrelerin ¢evresel faktorler, genetik
hastaliklar ya da medikal tedavi siire¢lerinden dolay1 kaybedilmesi bireyin reprodiiktif
yasamini olumsuz etkilemektedir. Bununla Dbirlikte prepubertal erkeklerde iireme
fonksiyonu heniiz kazanilmamistir veya eriskin bireylerde goriilen s6z konusu fonksiyon
bozuklugu geri doniisiimsiiz olabilmektedir. Bu baglamda spermatogonyal kok hiicreler
erkek reprodiiktif fonksiyonunun devamlilig1 a¢isindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Kok
hiicreler spermatogonyal kok hiicre terapisi ic¢in alternatif olusturmaktadir.
Spermatogonyal kok hiicre terapisinin uygulanabilir olmasi i¢in spermatogonyal kok
hiicrelerin homojen bir sekilde izole edilebilmeleri, in vitro kosullarda ¢ogaltilabilmeleri

ve ardindan bireye otograft yontemi ile transplante edilebilmeleri gerekmektedir.

Bu konudaki ilk c¢aligmalar kemirgenlerde yapilmistir. Ilk olarak kemirgenlerdeki
spermatogenik hiicre tipleri ve bu hiicrelerin belirtegleri tanimlanmistir (R. L. Brinster
ve Avarbock, 1994). 1994 yilinda Brinster ve arkadaslarmin gelistirmis olduklari
transplantasyon teknigi fare spermatogonyal kok hiicre ¢alismalarmma yeni bir boyut
kazandirmigtir. Bu teknik ile spermatogonyal kok hiicrelerin fonksiyonel olarak
karakterize edilmeleri ilk kez gosterilmistir. Ardindan hiicrelerin in vitro kosullarda
devamliliklarii saglayan gelisim faktorleri belirlenmistir. Kemirgenlerde yilllardir
siiregelen c¢aligmalarda THY1" spermatogonyal kok hiicrelerin MACS yontemi ile
izolasyonlarinin ardindan GDNF, FGF ve LIF varliginda kiiltiire edilmeleri sonucunda
in vitro kosullarda koloni olusumlarmin saglandigi ve bu kolonilerin yeni kiiltiir
ortamina alinarak devamliliklarinin uzun bir siire saglanabildigi gosterilmistir (Kubota
ve ark., 2004b). Ayrica bu kolonilerin immiin sistemden yoksun farelere verilmesi
sonucunda spermatogonyal kok hiicrelerden koken alan yavrularin diinyaya geldigi

gosterilmistir (Kubota ve ark., 2004b).
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Literatiirde kemirgenlerde yapilmis olan caligmalar, bu calismalarin asil amaci olan
spermatogonyal kok hiicre terapisinin klinikte kullanimi agisindan referans
olusturmaktadir. Bununla birlikte, spermatogonyal kok hiicre terapisinin klinikte
kullanim1 ile ilgili olarak insan spermatogonyal kok hiicrelerinin belirteglerinin,
izolasyon yontemlerinin ve in vitro kosullarda devamliliklarinin saglanmasi igin gerekli
faktorlerin tanimlanmas: gerekmektedir. Insan spermatogonyal kok hiicrelerinin
izolasyonlar1 ve in vitro kosullarda devamliliklarinin saglanmasi ile ilgili ¢alismalar
olmakla birlikte bu ¢alismalar oldukga kisithidir (Hermann ve ark., 2010; von Kopylow
ve ark., 2010; Aloisio ve Manjunath, 2014; Valli ve ark., 2014; von Kopylow ve Spiess,
2017). Yapilan calismalar umut verici olmakla birlikte heniiz literatiirde insan
spermatogonyal kok hiicrelerinin in vitro kosullarda uzun siire devamliliklarini saglayan
bir yontem mevcut degildir. Bu problemin en 6nemli sebeplerinden biri halen hiicrelerin
homojen bir sekilde izole edilememesidir. Buna ek olarak insan 6rnekleri kullanilarak
yapilan calismalarda diger onemli bir handikap ise otolog transplantasyon miimkiin
olmadigindan insan hiicrelerinin fertil potansiyellerini gosterecek bir ydntem heniiz
bulunmamaktadir. Literatiirde insan spermatogonyal kok hiicrelerinin aktivitelerinin
gbsterilmesi icin kullanilan tek yontem ksenotransplantasyondur. insan spermatogonyal
kok hiicreler ile ilgili yapilan giincel ¢alismalarda THY 1" hiicrelerin insan testisinde
ekspre oldugu hiicreler ve bu hiicrelerin karakterleri ile ilgili bilgilerin yetersiz oldugu

vurgulanmaktadir.

Bu sebeple calismamizda THY1 belirteci ekspre eden insan testikiiler hiicrelerinin
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagcla ilk olarak SSEA4 ve THY1 belirtecleri
kullanilarak FACS yontemi ile SSEA4"/THY1, SSEA4/THY1" ve SSEA4/THYL
hiicre fraksiyonlari izole edilmistir. Ardindan elde edilen hiicreler busulfan uygulanmis
infertil alict  farelerin  testislerine transplante edilerek koloni  olusumlari
degerlendirilmistir. Kok hiicre belirteci SSEA4 agisindan negatif olan ve THY'1 belirteci
acisindan pozitif olan hiicre fraksiyonunun kok hiicreler gibi koloni olusturmadigi
gbzlenmistir. Bu sonuglar calismamiz ile ilk kez gosterilmistir. Bu hiicrelerin kiiltiire
alinmasinin ardindan hiicrelerin somatik hiicreler gibi petri kaplarina tutundugu ve 3 ya
da 4 pasaj kiiltiirde ¢ogaltilabildigi gozlenmistir. Ardindan ¢alismamizda MACS ile
ITGAG6 belirteci kullanilarak hiicre izolasyonu yapilmis ve ITGA6™ hiicrelerin igerdikleri
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spermatogonyal kok hiicre sayisinin anlamli diizeyde arttigi gézlenmistir. Bu sonug,
MACS yontemi ile ITGA6 belirteci kullanilarak spermatogonyal kok hiicrelerin
zenginlestirilebilecegini gdstermektedir. Ayni1 zamanda SSEA4/THY1' hiicrelerin
ITGA6" insan spermatogonyal kok hiicrelerini in vitro kosullarda destekledigi
gosterilmistir.  Literatiirde insan laminin ekstraselliiler matriks materyalinin insan
spermatogonyal kok hiicrelerini destekleyici etkisinin yiiksek oldugunu gosteren
calismalar bulunmaktadir (Hooman Sadri-Ardekani ve ark., 2011). Bu sebeple SSEA4
ITHY1" hiicrelerin in vitro kosullarda destekleyici etkisi laminin materyali ile
karsilastirlmistir. 1ki haftalik kiiltiir sonunda SSEA4/THY 1" destekleyici hiicrelerinin
kullanildigr kosulda daha fazla spermatogonyal kok hiicre kaldigi, fakat bu etkinin
istatistiksel anlamlilik diizeyine ulasmadigi gozlenmistir. Bu kiiltiir deneylerinde
ITGA6" spermatogonyal kok hiicreler kullanildigindan ve ITGA6 laminin reseptorii
oldugundan, bu iki kiiltir kosulunun karsilastirtlmasinin baska bir SKH belirteci
acisindan pozitif olan hiicreler ile tekrarlanmasinin hangi kosulun kullaniminin daha
efektif oldugunun belirlenmesi agisindan uygun olacag: diisliniilmektedir. Buna ek
olarak g¢alismamizda THY1" hiicrelerin elde edilmesi igin yalmizca THY1 belirteci
kullamlarak THY 1?9 hiicrelerin ya da MACS ile izole edilen THY1* hiicrelerinde
cogaltilarak kullanilabilecegi gosterilmistir. FACS yonteminin spesifik hiicre izolasyonu
icin uygun bir yontem oldugu bilinmekle birlikte, maliyeti yiiksek oldugundan ve elde
edilen hiicre sayis1 az oldugundan, sadece THY1 belirteci kullanilarak FACS ya da
MACS ile hiicre izole edilebilmesi ileri ¢aligmalar i¢in 6nem arz etmektedir. MACS
yontemi ile daha fazla hiicre izole edilerek bu hiicrelerin karakterlerinin ve
fonksiyonlarmin tanimlanmasi ile ilgili ileri ¢aligmalar planlanabilecektir. Ayni zamanda
SSEA4THY1" hiicreler ve THY 1" hiicrelerin iISKH lerini destekleme etkilerinin benzer
oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar THY'1 ekspre eden hiicrelerden insan spermatogonyal
kok hiicrelerini destekleyici olanlarin segilimi i¢in ikinci bir belirtece gerek olmadan
izolasyon yapilabilecegini gostermektedir. Bu sonuglar dahilinde, insan testisinde
THY1" hiicrelerin heterojen bir popiilasyon oldugu gézlenmistir. THY1 belirtecinin
insan testisinde spermatogonyal kok hiicrelerde ve ayni zamanda somatik hiicrelerde
ekspre oldugu anlasilmaktadir. Bununla birlikte MACS sonrasinda elde edilen THY1*

hiicre fraksiyonundan kok hiicre karakterinde olanlarin ve somatik karakterde olanlarin
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ayristirilmasi icin in vitro kiiltiir yapilmas: gerektigi gdzardi edilmemelidir. In vitro
kiiltiir yapildiginda tutunan ve kiiltiirde ¢ogalan hiicreler somatik hiicreler olarak, yiizen
hiicreler ise spermatogonyal kok hiicreler olarak tanimlanabilir. Ayni zamanda bazi
donorlerden elde edilen 6rneklerde yapilan deneylerde THY 1" hiicrelerin iSKH’lerini
destekleyici etkilerinin diger donorlerin 6rneklerine gore yiiksek oldugu gozlenmistir.
Bu heterojenitenin gozlenmesi bu hiicrelerin kendi icerisinde de farkli tipte somatik
hiicreler igerebilecegini diisiindiirmektedir. Buna ek olarak bu hiicrelerin kiiltiirde ¢ok az
sayida pasaj ile c¢ogaltilabiliyor olmalari Sertoli hiicre benzeri fenotipe sahip
olabileceklerini diisiindiirmektedir. Bu baglamda bu hiicrelerin insan testisinde bulunan
somatik hiicre belirtecleri agisindan degerlendirilmelerinin  hiicre Kkarakterlerinin
aydinlatilmas1  ag¢isindan uygun olacagi diisliniilmektedir. Ardindan insan
spermatogonyal kok hiicrelerinin in vitro kosullarda desteklenmelerinin artirilmasi
amaglanarak kok hiicre zenginlestirme yapilmistir. Elde edilen kok hiicrelerin artirilmasi
amaci ile MACS ile izole edilmis ITGA6" hiicreler tip I kollajen varhiginda kiiltiire
edildikten sonra icerdikleri spermatogonyal kok hiicre sayisinin anlamli derecede arttig
gosterilmistir. Bu sonuglar, tip I kollajen varliginda kok hiicrelerin inkiibe edilmesinin,
kok hiicrelerin sayisinin artirilmasi i¢in ileri caligmalar da kullanilabilecegini
gostermektedir. Ayrica bu sonu¢ insanda homojen hiicre izolasyonu yapabilmek i¢in ya
yeni ve daha etkili bir belirte¢ bulunmasi gerektigini ya da MACS ile secilen hiicrelerin
kullanilmadan o6nce igerisindeki somatik hiicrelerden ayrigtirillmasi1 gerektigini
gostermektedir ve insan spermatogonyal kok hiicre caligmalar1 agisindan biiyiilk 6nem
arz etmektedir. Ayn1 zamanda ITGA6" hiicrelere gore tip I kollajen ile zenginlestirilmis
olan hiicrelerin in vitro kosullarda THY 1" hiicreler ile kiiltiire edildiklerinde hayatta
kalimlarinin daha yiiksek oldugu ve hatta prolifere olabildikleri gézlenmektedir. THY1*
hiicreler ile kiiltiire edilen ITGA6™ hiicrelerin ve tip | kollajen ile zenginlestirilmis olan
ITGA6" hiicrelerin  ksenotransplantasyonunun  gergeklestirilmesi bu  kosullarin

etkinliginin daha kuvvetli sonuglar ile agiklanmasina olanak saglayabilecektir.

Kemirgen spermatogonyal kok hiicrelerinin izolasyonu ile ilgili literatiire giren bircok
calismada kemirgen spermatogonyal kok hiicrelerinin izolasyonu i¢in THY1 belirteci
kullanilmaktadir. Bu sonuglar insan THY1" hiicrelerinin karakter ve fonksiyonlarinin

fare testisinden izole edilen THY1" hiicrelerden farkli oldugunu da ortaya koymaktadir.
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Ayn1 zamanda bu sonuglar kemirgenler ile yapilan ¢aligmalarin tam anlamu ile insanda
gozlenmesi beklenen sonuglart gostermediginin de kanmiti niteligindedir. Tiirler
arasindaki benzerliklerin ve farkliliklarin ortaya konmasi ile ilgili caligmalarin
yapilmasimin insan spermatogonyal kok hiicreleri ile ilgili yapilan ¢alismalarin
basarisinin artirilmasi i¢in de kaynak olusturacagi goéz oniinde bulundurulmalidir. Ayni
zamanda kemirgenler ile yapilan birgok c¢aligmada elde edilen sonuglarda farkli
orneklerde yiiksek benzerlik gozlenirken insan Ornekleri ile yapilan ¢alismalarda bu
miimkiin degildir. Insan &rnekleri ile yapilan calismalarda drnekler arasinda yiiksek
oranda degiskenlik gozlenmektedir ve gdzlenen bu degiskenlik bu ¢alismalardan basaril
sonuclar elde edilmesinin Oniinde bir engel olusturmaktadir. Bu baglamda orneklerin
elde edildigi vericinin yasi, yasam kosullar1 ve genetik yapisi biliylik Onem arz
etmektedir. Bu ¢aligsmalarin yaygin etkilerinin yiiksek olmasi i¢in farkli 6rneklerden elde
edilen sonuglarin benzerlik gostermesi gerekmektedir. Diger 6nemli bir nokta ise
kemirgen ve insan olmayan primatlarda gbzlenen hiicre tipleri ve gelisim basamaklarinin
insan hiicreleri ile ayni olmamasidir. Kemirgenlerde gozlenen basarinin elde
edilebilmesi i¢in insan spermatogonyal kok hiicrelerinin kullanildigi ¢aligsmalarin

ilerletilebilmesi gerekmektedir.

Buna ek olarak literatiirde spermatogonyal kok hiicrelerinin kok hiicre terapisinde
kullanimina olanak saglayabilmesi igin Yyeni teknolojiler tanimlayan c¢aligmalar
bulunmaktadir. Insan testis dokusunun doku parcas: halinde transplantasyonu ya da gen
terapi uygulamalar1 yeni arastirma alanlaridir. Ornegin CRISPR-Cas9 teknolojisinin
kemirgenlerde genetik manipiilasyon i¢in oldukea etkili oldugu bildirilmistir (Yang ve
ark., 2013; Chapman, 2015; Sato ve ark., 2015; Y. Wu ve ark., 2015), fakat bu teknigin
farkli tiirlerde kullaniminin saglanmasi igin hiicrelerin kendilerini yenilemelerini
saglayan faktorlerin belirlenmesi gerekmektedir. Kemirgenlerde iizerinde calisilmaya
baglanan serum icermeyen kiiltiir tekniginin gelistirilmesinin  bu konunun
¢oziimlenebilmesi i¢in yararli olacagi disiiniilmektedir (Kanatsu-Shinohara ve ark.,
2013; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2014). Sato ve arkadaslarmin yapmis olduklari bir
calismada sivi-hava arayiizii saglanan bir organ kiiltiir sisteminin kullaniminin yavru ve
erigkin farelerin ve hatta Kit ligand mutant farelerin seminifer tiibiillerinde in vitro

spermatogenezi indiikledigi bildirilmistir (Sato ve ark., 2011; Sato ve ark., 2012;
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Yokonishi, 2014; Sato ve ark., 2015). Buna ek olarak Komeya ve arkadaslari mikro-
akigkan teknolojisini  kullanarak spermatogenezi saglamanin etkili oldugunu
gostermislerdir (Komeya, 2016). Bu ¢alismalar bu alanda kullanilabilecek yeni alternatif
teknolojilerin oldugunu gostermektedir. Yeni teknolojilerin gelistirilmesinin insan

spermatogonyal kok hiicre ¢alismalarina yeni bir boyut kazandiracagi ongoriilmektedir.

Calismamizin sonuglari, insan spermatogonyal kok hiicrelerinin izolasyonu ve in vitro
kosullarda hayatta kalimlarin1 destekleyen kosullar ile ilgili yeni bilgiler sunmaktadir.
Bu sonuclarin literatlirde kisitli bilgi bulunan insan spermatogonyal kok hiicrelerinin
izolasyonu ve in vitro ekspansiyonlarinin saglanmasi ile ilgili ¢alismalara katki

saglayacagi ve ileri ¢aligmalar icin referans olabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tezde, ¢esitli izolasyon yontemler ile insan spermatogonyal kok hiicrelerinin (iISKH)
izole edilmesi ve bu hiicrelerin farkli destekleyici hiicreler varliginda in vitro kosullarda
kiiltiire edilmesinin ardindan, izolasyon ve kiiltiir ortami kosullarinin iSKH’lerinin in
vitro kosullarda hayatta kalma ve ¢ogalmalarina etkisi arastirilmis ve asagidaki sonuglar

elde edilmistir.

1. Floresan aktive hiicre izolasyon yontemi ile SSEA4 ve THY'1 belirtegleri kullanilarak,
SSEA4T/THY1", SSEA4/THY1*, SSEA4/THY1 olmak tizere 3 farkli hiicre fraksiyonu

elde edilmistir.

2. Kontrol (insan testikiiler hiicre siispansiyonu) ve FACS yontemi ile izole edilen
SSEA4F/THY1, SSEA4/THY1Y, SSEA4/THY1  hiicre fraksiyonlarindan
SSEA4Y/THY1 hiicre fraksiyonunu en yiiksek sayida koloni olustururken, diger
fraksiyonlarda neredeyse hi¢ koloni olusmamistir. Bu sonug ile THY 1" hiicrelerin kok
hiicre karakterinde olmadigi ve heterojen bir hiicre popiilasyonu oldugu ortaya

konmustur.

3. FACS ile izole edilen SSEA4/THY1" hiicrelerin kiiltirde 3 ya da 4 pasaj
cogaltilabildigi ve bu hiicrelerin ITGA6* iSKH’lerini in vitro kosullarda destekledigi

gosterilmistir.

4. FACS yontemi ile yalmizca THY1 belirteci kullanilarak elde edilen THY1ProM
hiicrelerin ve MACS yontemi ile izole edilen THY1" hiicrelerin de ve SSEA4/THY1*
hiicreler ile benzer fenotipe sahip oldugu ve benzer sekilde kiiltiirde ¢ogaltilabildikleri
gosterilmistir. MACS ile izole edilen THY1" hiicrelerin de iSKH’lerini destekledigi

gozlenmistir.

5. MACS ile izole edilen ITGA6" hiicrelerin tip | kollajen ile inkiibe edilmelerinin
ardindan elde edilen hiicre stispansiyonunda bulunan UTF1* spermatogonyal kok hiicre
sayisinin ITGA6" hiicre siispansiyonun igerdigi UTF1" spermatogonyal kok hiicre

sayisina gore anlaml diizeyde arttigi gozlenmistir.
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6. ITGAG" hiicrelerin ve tip | kollajen ile zenginlestirilmis ITGA6" hiicrelerin THY 17
hiicreler varhiginda kiiltire edildiklerinde, UTF1" hiicre sayisiin Kollajen ile
zenginlestirilmis kok hiicrelerin oldugu kosulda anlamli derecede yliksek oldugu

gozlenmistir.

7. Calisgmamizda tip I kollajen ile zenginlestirilen iSKH’lerinin THY 1" destekleyici
hiicreleri ile kiiltiire edilmelerinin, bu hiicrelerin in vitro hayatta kalimlarini destekledigi

gosterilmistir.

Sonug olarak, bu doktora tez projesi kapsaminda insan spermatogonyal kok hiicrelerinin
in vitro kosullarda devamliliklarini saglayan ¢esitli kosullarin iSKH elde etmesi ve
cogaltilmasi basarilarinin karsilastirilmas:  gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
literatiirde kisith bilgi bulunan insan spermatogonyal kok hiicrelerinin in vitro kosullarda
yeterince ¢ogaltilmas1 ve ileride infertil erkeklerde spermatogonyal kok hiicre
terapisinde kullanilmasin1 arastiracak yeni ¢alismalar agisindan aydinlatici bilgiler

sunmaktadir.
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