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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstity tarafindan onaylanan lisanststl tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini,
basili (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini
Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklari disindaki
tim fikri milkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir bolimuniin gelecekteki
calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢calismam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden
yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi,
Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri Acik Erisim Sisteminde erisime aglilir.

o Enstiti / Fakllte yénetim kurulu karar ile tezimin erisime acilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 yil ertelenmistir. @

e Enstitu / Fakllte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile tezimin erisime agilmasi

mezuniyet tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir. ¥
%&11%/1
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Selin ONEN
"“lisansistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina lliskin
Yénerge”

o Tezimle ilgili gizlilik karari verilmistir. =)

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin
devam etmesi durumunda, tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun
goriisii lizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime acilmasinin
ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildidi, heniiz makaleye déniismemis
veya patent gibi yéntemlerle korunmamis ve internetten paylasiimasi durumunda 3.
sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler
hakkinda tez danismaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gérlisii lizerine enstitii
veya fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alti ayi asmamak lizere tezin erisime
acilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve
giivenlik, saglk vb. konulara iliskin lisansiisti tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi
kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan isbirligi protokolii ¢ercevesinde
hazirlanan lisansiisti tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi ile
enstitii veya fakiiltenin uygun goériisii lizerine iiniversite yénetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karari verilen tezler Yiiksek6gretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitli veya fakiilte tarafindan
gizlilik kurallari cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez
Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danismaninin 6nerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii iizerine enstitii
veya fakiilte yonetim kurulu tarafindan karar verilir.



ETIK BEYAN

Bu calismadaki bitiln bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonugclari bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 06zgin oldugunu, Prof. Dr. Petek KORKUSUZ
danismanliginda tarafimdan uretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglk Bilimleri

Enstitisi Tez Yazim Yénergesine gore yazildigini beyan ederim.
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TESEKKUR

Tanistigimiz glinden bugline bilgi ve tecribeleriyle hayatimin her alaninda beni
destekleyen, multidisipliner bir bakis agisiyla arastirma yapma olanagi saglayan,
0grencisi olmaktan gurur duydugum sayin danismanim Prof. Dr. Petek Korkusuz'a;
bilimsel kimligi ve insanhgini érnek aldigim, ¢alismalarima katkilarini esirgemeyen
degerli yardimci danismanim Dr. Ogr. Uyesi Sevil Kése'ye; tez calismam dncesinde
ve sirasinda alanla ilgili bilgi ve birikimleriyle beni yonlendiren Ars. Gor. Nilgin
Yersal’a; laboratuvar teknikleri ile ilgili bana ¢ok sey katan ve her ihtiyacim
oldugunda yardimima kosan Bio. Tulay Gilasar ve Emrah Tosun’a; bilimde cok yonlii
dislinmeyi ve ekip olmanin ne demek oldugunu bana 6greten sayin hocam Prof. Dr.
Feza Korkusuz’a; birlikteyken disiplinli bir galisma ekibi olmanin yani sira, birbirine
sikica bagh bir aile haline geldigimiz degerli arkadaslarrm Merve Gizer, Ozge
Boyacioglu ve Eda Ciftci Dede’ye; bir amaca sahip olmanin ve bu amaca giden yolda
azimle c¢alisabilmenin kiymetini bana 6greten degerli hocam Tarik Emre Basaran’a;
Ankara’ya geldigim ilk yillardan bu zamana her daim destegini hissettigim on senelik

degerli dostum Silan EImaci Aking’a tesekkiri borg bilirim.

Bolimium Kok Hicre Bilimleri Anabilim Dali ve tez calismalarimi yirittigim
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’ndaki hocalarim ve arkadaslarima degerli

katkilari igin tesekkilrlerimi sunarim.

Alti yildir hayatimi bambaska noktalara tasimama yardimci olan, bana olan inanci,
sevgisi ve destegini her zaman hissettigim Emre Giircan’a tesekkiir ederim. Sonsuz
sevgi, glvenleriyle hayatimin her alaninda beni destekleyen, hayallerimi 6ngérip
sonuna kadar arkasinda duran canim ailem annem, babam ve kardeslerime sonsuz
tesekkir ederim. Dogdugum gilinden bugiline bana saygili, yardimsever ve glcli
olmayi 6greten, torunu olmaktan gurur duydugum, sonsuza dek kalbimde yasayacak

olan biricik dedeme tesekkiirl borg bilirim.

Bu tez calismasi, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan TYL-2018-17531 numaral Yiiksek Lisans Tez Destek Projesi

kapsaminda desteklenmistir.
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OZET

Onen, S. Mezenkimal Kok Hiicrelerin in vitro Kosullarda Testis Mikrogevresi ve
Spermatogonyal Kék Hiicre Havuzunun Korunmasina Etkisinin Arastiriimasi.
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre Programi Yiiksek Lisans
Tezi, Ankara 2019. Cocukluk ¢agi kanserlerinde kemo-radyoterapi sonrasi testiste
germ hicresi hasari sonucu hastalarda %46 oraninda infertilite goriilmektedir.
Erkeklerde puberteye kadar spermatogenez baslamadigindan testisten olgun sperm
eldesi mimkin olmayip, spermatogonyal kdk hicrelerin, in vitro kosullarda uzun
sureli kaltarid saglanamamaktadir. Mezenkimal kok hiicreler, spermatogenezin
devamliliginda asil etkili Sertoli hicreleriyle embriyonik kdken, gen ekspresyon
profili ve farklilasma potansiyeli acisindan benzerdir. Sertoli hiicrelerine kimyasal
destek sunacak mezenkimal kok hicreler, in vitro kosulda testis nisinde kék hiicre
havuzunun korunmasina katki saglayabilir. Bu calismanin amaci, in vitro kosulda
allojenik mezenkimal destekli hava sivi interfaz teknigi ile tasarlanmis indirekt
kokultur sistemindeki C57BL/6 turi yenidogan fare testis seritlerinde yapi, islev ve
spermatogonyal kdk hiicre canlihiginin 1, 2, 4 ve 6 hafta siireyle korunmasidir.
Mezenkimal kok hiicreler deneylerde kullanilmak (izere karakterize edilmis; kokultir
sisteminin etkinligi akim sitometrisi, histokimyasal ve imminohistokimyasal
kantitatif yontemlerle ortaya konmustur. Mezenkimal kok hicreler, in vitro
kosullarda indirekt kokdiltlir ortaminda 1-6 hafta arasinda seminifer tiibil (p<0.05)
ve 2. 6. haftada limen alanini (p<0.05) arttirici etki gdstermistir. Mezenkimal kok
hiicreler kokiltlir ortaminda 1-6 haftalar arasinda SALL4 ile isaretli; 1 ve 2. haftada
PLZF ile isaretli spermatogonyal kok hiicre; 6. haftada c-Kit isaretli ileri farklilasmis
spermatojenik seri hiicre sayisini kontrole gore arttirmistir (p<0.05). Sonug olarak,
kemik iligi kaynakh mezenkimal kok hicrelerin in vitro kokiltir sisteminde
destekleyici etkisi ortaya kondugundan, klinikte gonadotoksik tedavi oncesi izole
edilen testis seritlerinin bu sistemle in vitro kosullarda korunabilmesinde

kullanilabilecek tedavi stratejilerine iyi bir aday olabilecegi saptanmistir.

Anahtar sozciikler: Testis, organ kiltlrl, kokdltir, mezenkimal kdék hicre,

spermatogonyal kok hiicre
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ABSTRACT

Onen, S. Researching The Effect of Mesenchymal Stem Cells on the Testicular
Microenvironment and the Spermatogonial Stem Cell Pool Under in vitro
Conditions. Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Master of
Science Thesis in Stem Cell Programme, Ankara, 2019. Fourty six percent of male
patients display infertility due to germ cell damage induced by chemo-radiotherapy
for treatment of childhood cancers. It is not possible to collect mature sperm from
these patients since spermatogenesis is not present start until puberty. Monolayer
long term culture of spermatogonial stem cells is challenging. Mesenchymal stem
cells have a similar embryonic origin with the Sertoli cells that have a crucial role in
regulation of spermatogenesis. Sertoli cells share gene expression profile and
differentiation potential of mesenchymal stem cells. We hypothesized that
mesenchymal stem cells can support the testicular niche and maintain the stem cell
pool in an in vitro co-culture system by supporting Sertoli cells. The aim of this study
is to protect stem cell viability of newborn C57BL/6 mice testes for 1, 2, 4 and 6
weeks by using an syngenic bone marrow derived mesenchymal stem cell
supported indirect air liquid interphase co-culture system. The co-culture system
has been set and maintained successfully using isolated mesenchymal stem cells of
passage 3. The efficiency of mesenchymal stem cell contributed co-culture system
was evaluated by histochemical, immunohistochemical and flow cytometric
analyses. Mesenchymal stem cells increased seminiferous tubule area at week 1 to
6 and the luminal area at week 2 and 6 when compared to controls (p<0.05). The
number of SALL4 labeled spermatogonial stem cells increased at week 1 to 6; PLZF
labeled cells increased at week 1 and 2; and c-Kit labeled spermatogenic cells
increased at week 6 (p<0.05) with mesenchymal support. In conclusion, this novel
mesenchymal stem cell contributed air liquid interphase co-culture system presents
a new tool for the in vitro maintenance of testis strips prior to gonadotoxic cancer

treatment by providing moderate growth and development of testicular tubules.

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

stem cell
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2.2.
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3.2.

3.3.

4.1.

4.2,

SEKILLER

Calismanin sematik varsayimi.

GUnumuzde ¢ocukluk ¢agl kanseri kaynakli infertilite tedavisi igin
klinikte kullanilan yontemler ve vyapilan deneysel c¢alismalar
sematize edilmektedir.

Testiste seminifer tlblllerde gerceklesen spermatogenezin
asamalari gosterilmektedir.

Yapilan c¢alismadaki deney basamaklarina ait is akisi sematize
edilmistir.

Alti glnlik yeni dogan fareden cerrahi izolasyon ile elde edilen
testislerin kiltir kosullarina hazirlanma asamalari verilmektedir.
(A) Alti glnlik C57BL/6 farelerden cerrahi olarak izole edilen
testisler (B) kiltir besiyerine alinip, (C) stereomikroskop altinda
(D) tunika albuginea tabakalarindan arindirilmistir. (E) Sonra,
kiiltiire uygun boyut olan yaklasik 1 mm¥e getirmek amaciyla
testisler 1-3 parcaya béliintip yaklasik 1mm? boyuta getirilerek, (F)
onceden hazirlanip en az 6 saat besiyerinde bekletilen agaroz jeller
Uzerine yerlestirilmistir.

(A) Agaroz jel Uzerinde tek basina kiiltire edilen testisleri ve (B)
transwell insert sayesinde MKH ve testis hava sivi inferfaz yéntemli
kokdltir uygulamasi sematize edilmektedir.

Uclincii pasaj mezenkimal kék hiicreler inverte mikrograflarinda
kialtir kabr tabanina tutunmakta ve igsi-poligonal sekil
gostermektedir. (A) x100, (B) x400.

Yirmi birinci giindeki adipojenik farklilasma analizinin kalitatif ve
kantitatif olcim sonuclari verilmektedir. (A) Kontrol grubuna
uygulanan ORO boyama protokoli sonucunda boyali hiicreye
rastlanmamistir (x100, ORO). (B) Adipojenik farklilasma grubunda
ise  hicrelerdeki turuncu-kirmizi boyali yag damlaciklari
gozlenmistir (x100, ORO). (C) spektrofotometrik analiz sonuclari
gorilmektedir. Boylece, izole edilen ve liclinci pasaja getirilen
MKH’lerin yag huicresine farkhlasabilme potansiyeli gosterdigi
sonucuna ulasiimistir.
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Yirmi birinci glnin sonunda vyapilan osteojenik farkhlasma
analizinin kalitatif ve kantitatif 6l¢im sonuglari verilmektedir.
Yapilan ARS boyamasi ile, (A) kontrol kuyucugundaki hiicrelerde
herhangi bir boyanma gozlenmemistir (x100, ARS). (B) Osteojenik
farklilasma kuyusunda ise kemige farklilasma sonucu meydana
gelen kalsiyum g¢okiintileri kirmizi boyali olarak tespit edilmistir
(x100, ARS). (C) Yapilan spektrofotometrik analiz sonuclarina gore
osteojenik farklilasma kuyucuklarinda kontrol kuyucuklarina
kiyasla kalsiyum miktarinda anlamli bir artis gérilmustir.

C57BL/6 turtu fare kemik iliginden izole edilen Uclinci pasaj
MKH’lerin  ylzey belirteci analizi sonuglari verilmektedir.
Hiicrelerde MKH belirteci olan (A) CD44 ile %98.59, (B) CD140a ile
%98.34 ve (C) Sca-1 ile %91.73 oraninda; HKH belirtegleri olan (D)
CD34 ile %2.03 ve (E) CD45 ile %0 oraninda isaretlenme tespit
edilmistir.

Bir haftalik kiltir sonunda histomorfometrik analiz sonuglari
verilmektedir. (A, C) Kontrol (x100, x400, PAS) ve (B, D) kokultir
grubuna (x100, x400, PAS) ait testis mikrograflarinda tiibiul ve
[imen alani dlgiimleri alinmistir. (E) Tibdl alani, (F) [limen alanina
ait gliven araligi grafikleridir.

iki haftalik kiltiir sonunda histomorfometrik analiz sonuglari
verilmektedir. (A, C) Kontrol (x100, x400, PAS) ve (B, D) kokultir
grubuna (x100, x400, PAS) ait testis mikrograflarinda tiibul ve
[imen alani dlgiimleri alinmistir. (E) Tibdl alani, (F) [limen alanina
ait gliven araligi grafikleridir.

Dort haftalik kiltlir sonunda histomorfometrik analiz sonuglari
verilmektedir. (A, C) Kontrol (x100, x400, PAS) ve (B, D) kokulttr
grubuna (x100, x400, PAS) ait testis mikrograflarinda tiibiul ve
[imen alani dlgiimleri alinmistir. (E) Tibdl alani, (F) [imen alanina
ait gliven araligi grafikleridir.

Alti haftalik kiltir sonunda histomorfometrik analiz sonuglari
verilmektedir. (A, C) Kontrol (x100, x400, PAS) ve (B, D) kokultir
grubuna (x100, x400, PAS) ait testis mikrograflarinda tiibiul ve
[Gmen alani olglimleri alinmustir. (E) Tabdl alani, (F) limen alanina
ait giiven araligi grafikleridir.
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4.9.

4.10.

4.11.

5.1.

(A) Kontrol ve (B) kokultiir gruplarina ait testislerin 1, 2, 4 ve 6.
Haftalarda SALL4 ile indirekt immin peroksidaz yontemiyle
isaretlenmelerini gbsteren mikrograflardir. Bazal membrana
tutunmus, DAB kromojeniyle sitoplazmalari kahverengi renkli
SALL4 immin reaktivitesi gosteren spermatogonyal kok hiicreler
okla isaretlenmistir.

Kontrol ve kokiltir grubuna ait SALL4 immiinohistokimyasi
sonuglari haftalara gore verilmektedir .

Akim sitometrisinde 1, 2, 4 ve 6. haftada A) kontrol ve kokiltur
gruplarinda PLZF ve c-Kit isaretli hiicre yizdelerindeki degisimler
kutu cizgi grafigiyle ve B) zamana bagh olarak kontrol ve kokiiltir
gruplari igindeki degisimler gliven araligi grafigiyle gosterilmektedir

Allojenik Ki-MKH’lerin in vitro ortamda testis mikrocevresi ve SKH
havuzunun korunmasina etkisi ve elde edilen sonuglarin gelecege
yonelik olasi translasyonel uygulamalari. Tez kapsaminda yapilan
calismalar ile, Ki-MKH’lerin in vitro indirekt kokiiltiir kosulunda
parakrin sinyaller araciligi ile testis seminifer tibll ve limen
alanini arttirici; SKH havuzunu koruyucu ve SKH’leri prolifere
ettirici ve farkhlastirici etkisi gosterilmistir. Gelecekte bu sayede in
vitro kosulda korunan mikrocevrede sayica arttirilan SKH’lerin
testisten izole edilerek veya testis seridi olarak kriyoprezervasyon
teknikleriyle kullanilacak gline kadar saklanabilmesi ve sitotoksik
tedavi goren cocuklar eriskin yasa gelip ¢ocuk sahibi olmak
istediklerinde elde edilen otojenik SKH’den zengin seritlerin veya
direkt olarak izole edilen SKH’lerin bireylerin testislerine enjekte
edilmesi, bu sayede spermatogenezin baslatilabilmesi
beklenmektedir.
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TABLOLAR

Tablo

2.1.

3.1.

4.1.

4.2.

Mezenkimal kok hiicrelerin hasarl testis tGzerindeki etkileri ve
testis mikrogevresindeki hicrelere farklanma kapasiteleri ile
ilgili makaleler 6zetlenmektedir.

is paketlerinde 1, 2, 4 ve 6 hafta olmak iizere her zaman
araligina ait kontrol ve deney grubu igin kullanilan testis ve
hayvan sayilari sematize edilmistir.

Histolojik boyali kesitler lizerinde vyapilan 1, 2, 4 ve 6.
haftalara ait seminifer tibil ve Ilimen alanlarinin
histomorfometrik 6lciim sonuglari verilmektedir.

Bir, 2, 4, 6 haftalik kiltir strelerine ait PLZF ve c-Kit isaretli
hicre vyuzdelerini gosteren akim sitometrisi sonuglari
gosterilmektedir.
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1. GiRI$

Her yil dinyada 6500 cocuktan biri kanser tanisi almaktadir (1). Bu
hastalarda disliik mortalite, ylksek morbidite gorilmektedir (2, 3). En 6nemli
morbidite unsurlarindan biri, testiste germ hicresi kaybina bagh erkek hastalarin
%46’sinda ortaya ¢ikan infertilitedir (4). Seminifer tibul epiteli kanser tedavisinde
radyasyon ve alkilleyici ajan uygulamalarina bagh olarak geri dontissiz sekilde
hasarlanabilir (5). Eriskin erkeklerden kanser tedavisi oncesi sperm elde edilip,
uygun kosullarda saklanmasi mimkiinken (6); puberte Oncesi spermatogenez
baslamadigindan bu donemde ortaya ¢ikan kanserlerde hastalardan olgun sperm
eldesi mimkiin degildir (7). Gonadotoksik kanser tedavisi 6ncesi, spermlerin éncil
hlcresi spermatogonyal kok hiicrelerin (SKH) sayi ve islevce korunmasi, kanser
hastasi ¢ocuklarin tedavi sonrasi sirecte eriskin ¢aga geldiklerinde biyolojik
cocuklarina sahip olabilmeleri igin tek yol olarak goérilmektedir (7). Ancak,
fertilitenin  korunmasi amaciyla glnimizde kullanilan  kriyoprezervasyon
yontemleriyle testiste kisitl miktarda bulunan SKH’ler yeterince korunamamaktadir
(8). Diger bir yontem olarak, tedavi oncesi izole edilen SKH’lerin in vitro kultir
ortaminda ¢ogaltilmasi hedeflenmektedir. Ancak SKH’lerin (¢ boyutlu karmasik
mikrocevre kosullari saglanamadigindan, vicut disinda klasik yontemlerle iki
boyutlu ortamda uzun sireli kiltirleri mimkin degildir (9). Testiste seminifer
tibdllerin bazal membranina tutunarak varliklarini stirdiren SKH’ler, basta Sertoli
hiicreleri olmak Uizere, Leydig hiicreleri, peritlibiler-intersisiyel makrofajlar ve
peritiibliler miyoid hiicrelerle desteklenir. Seminifer tibill bazal membraninda
yerlesim gosteren SKH'ler ile fiziksel temas halindeki Sertoli hticreleri, SKH’lerin
devamliligi, kendini yenileme ve farklilasma siireglerini diizenler (10). Mezenkimal
kék hiicreler (MKH), viicutta birgok organ ve sistemde yerlesik multipotent erigkin
kok hicrelerdir. Antiapoptotik ve proliferatif etki gosteren MKH’ler (11, 12)
embriyolojik gelisim sirecinde, mezoderm germ yapragindan koken alarak ylizey
epitelinden farklanmaktadir (13). Sertoli hiicrelerinin de, genital kabartilari
cevreleyen ylizey epitelinden kéken aldigi, dncillerinin mezenkimal kékenli oldugu

bilinmektedir (14). Sertoli hiicrelerinin, adipojenik, osteojenik ve kondrojenik



farklilasma kapasiteleri, kiltiir ortamindaki hiicre proliferasyon endeksi ve VEGF,
TPO, SCF gibi genlerin ifadesi agisindan MKH’lerle benzerlik gosterdigi, farklilasma
strecindeki MKH’ler olabilecekleri 6ne strilmistiir (15). Bununla birlikte, MKH’lerin
immatir testis mikrogevresi ve SKH devamliligina etkisi ile ilgili bilgiler sinirlidir.
Allojenik MKH’lerin, vicut disinda (¢ boyutlu kaltarli saglanan, yeni dogan fare
testis mikrogevresinde SKH havuzunun devamliligina olumlu etkileri ortaya
konulabilirse, bu sistem cocukluk cagi kanser hastalarinda fertilitenin devamliliginin
saglanmasinda yeni bir tedavi yontemi olarak kullanilabilir. Bu varsayimi test etmek
amaciyla C57BL/6 yeni dogan fare allojenik kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicreler (Ki-MKH) ile alti giinlik C57BL/6 yeni dogan fare testis kokiltiiriiniin, testis
mikrogevresi ve SKH havuzu Uzerindeki etkileri histokimya, immin isaretleme ve

akim sitometrisi yontemleriyle degerlendirilmistir.
Bu amacg kapsaminda asagidaki arastirma hedefleri tanimlanmistir:

1. Alti gunlik C57BL/6 turu fare kemik iligi kokenli mezenkimal kok hicrelerin
izolasyonu, kiltliri ve karakterizasyonu; yeni dogan farelerden elde edilen testis
seritlerinin allojenik mezenkimal kdk hiicrelerle kokiltliriinin olusturulmasi;

2. Kemik iligi kokenli mezenkimal kdk hicrelerin testis mikrogevresinin korunmasina
etkisinin histomorfometrik yéntemlerle degerlendirilmesi;

3. Kemik iligi kokenli MKH’lerin SKH havuzunun korunmasina etkisinin akim
sitometrisi ve imminhistokimyasal isaretleme yontemleriyle degerlendirilmesi.

Sekil 1.1.’de, varsayim (arastirma sorulari) sematize edilmistir.
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Sekil 1.1. Calismanin sematik varsayimi.



Sertoli hicrelerinin embriyonik kéken ve gen ifade profili bakimindan MKH’lere
benzer oldugu, ayrica MKH’lerin in vivo ortamda testiste apoptotik gen ifadesini
regiile edici rolii oldugu bilinmektedir. Bu tez kapsaminda, Ki-MKH’lerinin in vitro
kosulda Sertoli hicreleri Gzerinden SKH’lerin hayatta kalim, proliferasyon ve

mikrocevresi lGzerindeki etkileri arastiriimistir.



2. GENEL BILGILER

Asagida; calismaya gerekce olusturan anahtar sozciiklere ait literatiir
bilgileri “Cocukluk Cagi Kanserleri Nedenli Erkek infertilitesi”, “Farede ve insanda
Spermatogenez”, “Testisdeki Spermatogonyal Kok Hicre Nisi”, “Mezenkimal Kok

Hicreler” ve “Mezenkimal Kok Hiicreler ve Testis” basliklari altinda verilmektedir.

2.1. Cocukluk Cagi Kanserleri Nedenli Erkek infertilitesi

infertilite genel olarak bireylerin dogal yollarla cocuk sahibi olamamasi
olarak tanimlanir. Erkek infertilitesi, genetik, anatomik, sistemik veya noérolojik
hastalik, enfeksiyon, travma, iyatrojenik hasar veya gonadotoksin kaynakl olabilir
(16). Kanser tedavisinde, kemoterapi ve radyoterapide kullanilan alkilleyici ajanlar
gonadotoksinlere 6rnek olarak gosterilebilir. Kemoterapi ve radyoterapinin hedefi
hizli bélinen hiicreler oldugundan, bu tedaviler sadece kanser hiicrelerini degil,
proliferatif germ hiicrelerini de etkilemektedir (17). Tedavi sirasinda testis epitelinin
bitlinligl ve spermatojenik seri hiicreleri geri dontissiiz hasarlandigindan, eriskin
bireylerden tedavi 6ncesinde sperm izolasyonu yapilip, kriyoprezervatif yontemlerle
saklanarak, ileride cocuk sahibi olmalari saglanmaktadir. Ancak puberte oncesi
dénemde henliz spermatogenez baslamadigindan, c¢ocukluk c¢agi kanserlerinde
tedavi 6ncesinde sperm izolasyonu mimkin degildir. Diinyada kanserlerin yaklasik
%0.5 - 4.6’sini olusturan cocukluk ¢agl kanserleri, genellikle disik mortalite
(Turkiye'de %70, yiiksek gelirli Glkelerde %85 oraninda uzun sireli hayatta kalim) ve
yuksek morbidite ile seyreder (18, 19). Bu tiir erkek hastalarda %46 oraninda
sitotoksik tedaviye bagl infertilite ortaya ¢ikmaktadir (4). Klinikte bu tir hastalarin
kendi ¢ocuklarina sahip olabilmeleri icin kanser tedavisi 6ncesi testislerinden doku
alinarak kriyoprezervasyon uygulanmakta, dondurulan doku parcalari ¢ozilerek
rutin yontem ile korunabilen az sayidaki SKH’nin testise enjeksiyon sonrasi
spermatogeneze girerek spermleri olusturmasi beklenmektedir (17). Ancak,
kullanilan yontemlerle SKH mikrogevresi olusturulamadigindan, bu yolla hastalarin
blyik cogunlugunda fertilite saglanamamaktadir (4). Bu hastalarin ileride biyolojik

cocuklarina sahip olabilmeleri icin, kemoterapi ve radyoterapi 6ncesi alinan testis



orneklerinin ic boyutlu mikrocevrenin korunacagi kiltlr ortaminda, SKH havuzunun
genisletilip, spermatojenik seri hiicre kaybinin en aza indirilecegi etkili bir sistem

hentz gelistirilememistir (Sekil 2.1.).

—— Organ kultura
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Sekil 2.1. Glinimuzde ¢ocukluk ¢agi kanseri kaynakl infertilite tedavisi icin klinikte
kullanilan yontemler ve yapilan deneysel calismalar sematize edilmektedir.

Testis mikrogevresinin uzun vadede korunarak germ hiicrelerinin hastaya
geri verilmesi, cocukluk c¢agi kanserlerinin tedavisine bagh erkek infertilitesinin

¢oziimiinii kalici olarak saglayabileceginden 6nemlidir.
2.2. Farede ve insanda Spermatogenez

Spermatogenez, erkeklerde testis seminifer tibil bazal membraninda
bulunan SKH’lerin proliferasyonunu, bu hiicrelerin asimetrik béliinme ile farklanarak
spermatositleri, spermatositlerin ise mayoz bélinme ile spermatidleri olusturmasi,
yuvarlak spermatidlerin olgunlagsmasi ve 0&zellesmis olgun spermatozoonlarin
[imene dokilmesi sirecini kapsayan puberte ile baslangic gosteren olaydir (20).
insanda ortalama on iki yasinda puberte ile baslayan spermatogenez, farede dogum
sonrasl yedinci glinde baslangi¢c gosterir (20). Bir spermatogenez siklusu insanda
ortalama 74 gin, farede 34.5 giin strmektedir. Spermatogonyal kok hicreler,
embriyonik dénemde i¢ hiicre kitlesini olusturan epiblastlardan geliserek, gonadal

kabartilara gé¢ eden primordiyal germ hiicrelerinin testislere yerleserek gonositlere



farklilasmasi sonrasi olusur (21). Dogumdan 6nce seminifer hiicre kordonlarinin
merkezinde sessizliklerini koruyan gonositler, dogumdan sonra proliferasyonlarini
surdiridr; bazal membrana dogru go¢ edip orada SKH’lere dontsar (22, 23).
Spermatogonyal kdk hiicreler, testislerdeki spermatozoon olusumuna onciiliik eden,
kendini yenileme ve spermatojenik seri hicrelerine farklilagabilme kapasitesine
sahip hicrelerdir (24). Kendi kendini yenileme ve farklilasma dengesinin korunmasi

fertilitenin devamhligi icin oldukga dnemlidir (24).

Farede, dogumdan sonra yaklasik ilk 10 glinde SKH havuzu genisler ve elde
edilen bu havuz, yasam boyu spermatogenezin surdirilmesini saglar. Toplamda A,
A,r ve A, olarak isimlendirilen  spermatogonyumlara  “farklilasmamis
spermatogonyumlar” adi verilmektedir ve fare testislerindeki germ hicrelerinin
%0,3’Unl  bu hicreler olusturmaktadir. Farklilasmamis spermatogonyumlarin
%10’luk kismini ise Agnge spermatogonyumlar meydana getirmektedir (25).
Dogumdan sonra, SKH etkinliginin genel olarak single spermatogonyum (Agjngie Veya
A;) adi verilen hicre popilasyonundan kaynaklandigi dustintlmektedir. Agingie
spermatogonyumlar lg glinde bir kez béliinmekte ve faredeki toplam germ hiicresi
kitlesinin %0,03’lik kismini olusturmaktadir. Bu hiicreler mitoz bolinmeyle bir
spermatogonyum cifti olusturur. Olusan hiicre giftlerine Apgres Spermatogonyum
(Apr) adi verilmektedir. Apgired SPermatogonyumlar sitokenezlerini tamamlayip iki
yeni Asingle spermatogonyum olusturarak kendi kendini yenileyebilir. Bundan
sonraki mitoz bolinmede hiicreler bir intrasitoplazmik koépri ile bagh kalip, dortla
zincir seklinde Agjignes spermatogonyumlari da (A,) olusturabilir. A, olarak
isimlendirilen 4 hiicreli bu yapi, daha fazla mitoz béliinmeye ugrayip 8, 16, hatta 32
hicreli Al spermatogonyumlari olusturabilmektedir (26). Aciigned
spermatogonyumlarin intrasitoplazmik koéprilerle baglanmalariyla olusturduklari
hiicre zincirine “klon” adi verilmektedir. Testiste, daha blyuk A, spermatogonyum
klonlari A; spermatogonyuma farklanir. A; spermatogonyumlardan sonra, ardisik
boliinmeler ile sirasiyla A, As, A4 Intermediate ve B spermatogonyumlar
olusturulur. B spermatogonyumlar ise boéllinerek primer spermatositleri meydana

getirmektedir. Mitoz bolinmelerin buraya kadar olan kismi seminifer tiibillerin



bazal kompartmaninda meydana gelirken, buradan sonraki kismi apikal
kompartmanda gergeklesir. Elde edilen diploid primer spermatositlerden 1. mayoz
ile sekonder spermatositler, Il. mayoz ile spermatidler elde edilmektedir. Primer
spermatositlere kadar tim spermatojenik seri diploid (2n) yapidayken, sekonder
spermatosit ve spermatidler haploid (n) hicre vyapisindadir. Spermatidler,
spermiyogenez ismi verilen farklilasma silireciyle matir spermiyumlari meydana
getirmektedir (25, 27).

insanda spermatogenez, pubertede, yani dogumdan 10-13 yil sonra aktivite
gostermeye baslar. Sperm Uretimi spermatogenez ile birlikte bu dénemde baslayip,
yasam boyu devam eder. Farede A, A, ve A, olmak lizere g cesit farkhlasmamis
spermatogonyum vardir ve spermatogenezin olduk¢a fazla bdélinme asamasi
varken; (26) insanda bu durum farklilik géstermektedir. insan testisinde, Agy« ve
Apale Olmak Uzere iki tir farkhilasmamis spermatogonyum bulunmaktadir. Aggrk
spermatogonyum, kok hiicre rezervini olusturan hiicre c¢esididir. Apge
spermatogonyumlar ise, surekli kendilerini yenileyen, cogalan hicrelerdir. Aggrk
spermatogonyumlar normal sartlarda nadir olarak boliinmelerine ragmen, herhangi
bir hasar veya hastalik durumunda bodlinmeleri tetiklenebilir ve kendilerini
yenileyebilir (25, 26). Bu iki hiicre, isimlerini hematoksilen eozin ile boyanma
yogunluklarinin  farklihklarindan ve c¢ekirdek morfolojilerinden alir.  Aggn
spermatogonyumlar, daha kuiguk, kiiresel veya oval hicrelerdir ve homojen bir
bicimde boyanmis cekirdeklerinde yogun ve koyu boyanmis kromatin bulundururlar.
Apale Spermatogonyumlar, gérece daha biytik, oval huicrelerdir ve daha soluk renkli
ve uzun, cekirdek kromatinleri granuler yapidadir (25). Ayqe Spermatogonyumlar
bollinerek B spermatogonyumlari, B spermatogonyumlar ise boéliinerek primer
spermatositleri meydana getirir. Faredekine benzer sekilde, spermatogenez bu
asamaya kadar seminifer tlbullerin bazal kompartmaninda meydana gelirken,
bundan sonraki mayoz boélinme ve spermiyogenez evreleri seminifer tlbullerin
apikal kompartmaninda devam etmektedir. Primer spermatositler mayoz béliinme

ile sekonder spermatositleri ve spermatidleri olusturmaktadir. Ardindan



spermatidler spermiyogenez ile olgun spermiyumlari meydana getirmektedir (28)

(Sekil 2.2.).

——— Spermatogonyal Kok Hiicre
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Sekil 2.2. Testiste seminifer tlblllerde gerceklesen spermatogenezin asamalari
gosterilmektedir.

2.3. Testisteki Spermatogonyal Kok Hiicre Nisi

Testiste SKH’ler 6zellesmis bir mikrocevre icinde varhigini sirdiirmektedir.
Seminifer tliblllerde bulunan bazal laminada yuvalanarak varliklarini sirdiren
SKH’lerin, bu bolgede sessizliklerini koruma, kendini yenileme ve asimetrik
bollinerek ileri spermatojenik seri hicrelerini olusturma siirecleri, mikrocevrede
bulunan hiicreler tarafindan salgilanan parakrin sinyaller, sicaklik, pH, biyomekanik
kuvvetler ve ekstrasellliler matriks bilesenleri tarafindan kontrol edilir (29). Sertoli
Hicreleri, Leydig Huicreleri, peritibiler miyoid hiicreler ve damar endoteli hiicreleri
testisteki nis ortamini olusturan ve SKH’lerin kaderinde rol oynayan hiicresel nis

bilesenleridir.



2.3.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, seminifer tubillerin bazal membranina tutunan iri yapili
hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri, SKH’ler ile fiziksel temas halinde onlarin devamliligi,
kendini yenileme ve farklilasma sireglerini dizenler. (10). Bu hicreler, germ
hicrelerine yapisal destek ve gerekli besin maddelerini sunmalarinin yani sira, testis
nisinde spermatogenezi etkileyen farkh bircok yapisal ve diizenleyici role sahiptir.
Sertoli hicreleri, seminifer tlbildeki spermatojenik fonksiyonu kontrol eden
hormonal agin ana hedefidir. Fertilitenin devamhligini saglayan FSH, testosteron, Tz
gibi hormon sinyallerini alip SKH’lere ileterek spermatogenezin baslangi¢
zamanlamasini ve devamhligini kontrol eder. Embriyonik gelisim sirecinde Sertoli
hiicreleri, genital kabartilari ¢evreleyen mezodermal ylizey epitelinden kdken
almaktadir (14). Genital kabartilardaki SRY geni ifadesi, bu bdlgede bulunan destek
hiicresi oncullerinin Sertoli hicresine farklanmasina neden olup testis gelisimini
baslatir. Farklanan Sertoli hicreleri gelismekte olan testise go¢ eder. Memelilerde
testis gelisimini baslatan ¢ ana olay: 1) Cinsiyet belirleyici SRY geninin ifadesi ile
birlikte mezenkimal kokenli pre Sertoli hiicrelerinin Sertoli hiicrelerine farklanmasi,
2) Endotel hicrelerinin komsu mezonefrozdan go¢ etmesi ve 3) Sertoli
hicrelerinden meydana gelen testis tlbdillerinin olusmasi, seklinde siralanmaktadir
(14). Sertoli hicreleri, neonatal ve peripibertal donemde ¢ogalmaya devam eder.
Plberte yaklastikca proliferatif etkinligini kaybedip, olgunlasir. Bu dénemde kan
testis bariyeri olusur (30). Sertoli hicreleri, seminifer tbillerin bazal membrani
boyunca yan yana dizilir ve ¢esitli baglanti birimleriyle birbirlerine bagh halde
varhiklarini stirdirir. Seminifer ttbdllerde; siki baglanti, zonula aderens, oluklu
baglanti ile Sertoli hiicrelerini birbirlerine baglayan diger protein komplekslerinden
olusan yapiya kan testis bariyeri adi verilmektedir. Bu yapi, SKH mikrocevresinde
fiziksel olarak seminifer tlibul epitelini bazal ve apikal olmak lzere iki bolime
ayirdigindan kritik bir 6neme sahiptir (30, 31). Sistemik dolasim ile etkilesim halinde
olan bazal kompartman, SKH’ler ve spermatogonyumlari barindirmaktadir. Apikal

kompartman sistemik dolasimdan uzak bir boélgededir ve mayoz boéliinen veya
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mayoz sonrasi germ hiicrelerini icermektedir. Spermatogonyal kdk hicreler, bazal
membrandan apikal kompartmana dogru Sertoli hiicrelerinin arasindan olgun germ

hicrelerine farklilasarak ilerlemektedir (31).

Sertoli hicreleri, SKH’lerin kendini yenileme, farklilasma ve apoptozunu
diizenleme ozelligine sahiptir (10). Sertoli hicreleri, yapisal destege ek olarak
parakrin faktorler aracihgiyla kimyasal olarak SKH’ler lizerinde etkilidir. Glial cell line-
Derived Neurotrophic Factor (GDNF), Bone Morphogenetic Protein (BMP), Fibroblast
Growth Factor (FGF) ve Stem Cell Factor (SCF) gibi, SKH kaderinde in vitro ve in vivo
kosullarda etkili blylime faktorleri Sertoli hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir.
Transforming Growth Factor Beta (TGFB) ailesinin bir lyesi olan GDNF, Sertoli
hicrelerine ait baslica blylime faktorlerinden biridir. Sentezlenen GDNF,
Ras/ERK1/2 yolagi ve Cyclic AMP-responsive element-binding protein 1 (CREB-1),
Activating Transcription Factor 1 (ATF-1), c-Fos gibi transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu araciligiyla SKH proliferasyonunu uyarmaktadir (32). A vitamini kdkenli
retinoik asit (RA) Sertoli hiicrelerinde sentezlenen diger molekildir. In vitro
kosullarda retinoik asitin spermatogonyumlardaki KIT ekspresyonunu arttirdigi ve
mayoz bolinmeyi uyardigl gosterilmistir. Retinoik asitin, Retinoic Acid Receptor
(RAR) ve Retinoid X Receptor (RXR) isimli iki cesit reseptori bulunmaktadir. Her iki

reseptor de a, B, y olmak lizere Uicer cesit alt tipe sahiptir (32).

Sertoli hiicrelerinden sentezlenen bir baska faktér SCF'dir. Stem Cell Factor
reseptori KIT, spermatogenezde ilk olarak A; spermatogonyumlarda ifade
edilmektedir. Bu hiicreler spermatogenezdeki ilk farklilagsmis hiicreler oldugundan,
KIT ekspresyonu farklilasmamis spermatogonyumdan farklilasmis spermatojenik seri
hicrelerine gecis belirteci olarak kabul edilmektedir. SCF/c-KIT sinyal yolagi,
PI3K/Akt vyolagl aracihgiyla A tipi spermatogonyumlarin DNA sentezini
arttirmaktadir. Ayrica, in vitro ve in vivo kosullarda spermatogonyumlardan
spermatide farklilasmanin gergeklesmesi icin SCF’ye ihtiya¢c duyuldugu gosterilmistir

(33). Bone Morphogenic Protein 4 (BMP4), Sertoli hiicreleri tarafindan, postnatal
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dénemin baslangicinda yiksek seviyede, puberteye yakin donemde azalarak

seyreden bir ekspresyona sahiptir (34).

2.3.2. Leydig Hiicreleri

Leydig hicrelerinin ana gorevi, testosteron hormonunun Gretimidir.
Seminifer tlbdllerin aralarindaki interstisiyel bag dokusunda vyerlesik Leydig
hiicreleri, dogumdan 6nce gebeligin dokuzuncu haftasonda testosteron salgilamaya
baslamaktadir (35). Bu hicreler, Luteinlestiren Hormon (LH) reseptorlerini
bulundurur ve LH ve Folikil Uyarict Hormon (FSH) gibi gonodotropinler, Sertoli
hiicreleri ve Leydig hicrelerinin uyarimini saglamaktadir. Leydig hicrelerinin ve
Sertoli hiicrelerinin birbirleriyle etkilesimi, spermatogenezi diizenlemektedir.
Liteinlestirici hormon, Leydig hicrelerini uyarip testosteron Uretmelerini
saglamaktadir (36). Leydig hicrelerinden salgilanan blyime faktorleri,
spermatogonyumlarin cogalmasini saglamaktadir. Leydig hiicrelerinden sentezlenen
EGF-benzeri blylme faktori, ozellikle A tipi spermatogonyumlar olmak Uzere

spermatogonyumlarin proliferasyonunu arttirmaktadir (37).

2.3.3. Peritiibiiler ve interstisiyel Makrofajlar

Peritibller ve interstisiyel makrofajlar SKH’lerin kendilerini yenileme ve
farklilagmalarini saglayan faktorlerin Gretiminde gorev aldiklarindan, SKH kaderinin
belirlenmesinde rol oynar. Hem peritiibller hem de interstisiyel makrofajlar,
Macrophage Colony Stimulating Factor (MCSF) sentezleyip SKH’lerin kendilerini
yenilemelerini tetiklemektedir (38). Ayrica, her iki makrofaj tiri de SKH
farklilasmasindan sorumlu olan RA biyosentezinde gorev almaktadir (38). Bu iki tir
makrofaji birbirlerinden ayiran baslica 6zellik Macrophage Colony Stimulating Factor
Receptor (MCSF-R) ve Major Histocompatibility Complex-II (MHCII) ekspresyon

seviyeleri arasindaki farktir (39).

2.3.4. Peritiibiiler Miyoid Hiicreler
Testisteki peritlibliler miyoid hiicreler, seminifer tibillerin cevresini sararak,

kasilma oOzellikleri sayesinde, tibillerde sperm tasinmasini saglamaktadir (40).
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Yapisal desteklerinin yani sira, SKH’lerle aralarinda sadece tibil bazal membrani
bulundugundan, sagladiklari biyokimyasal faktorler ile parakrin etki yaratarak
testikller homeostazin sirdiriilmesine katki saglamaktadir (40). Miyoid hicreler,
testosteron aracili GDNF salimi ile SKH’lerin kendilerini yenilemelerine katkida
bulunur ve CSF1 salgisi araciligiyla SKH kaderini dizenler. Bu nedenle miyoid
hicreler erkek fertilitesi icin 6nem tasir. Sicanlarda, seminifer tubiller tek kat
peritiibliler miyoid hiicreler ile cevriliyken, insanda c¢ok kath bir olusum

gozlenmektedir (41).

2.3.5. Endotel Hiicreleri

Testislerin damar destegi, testikiler arter tarafindan saglanmaktadir.
Seminifer tibdlleri ¢cevreleyen bag dokusu icindeki damar agi SKH’lerin yerlesim
yerinde etkilidir. Spermatogonyal kok hiicreler, damarlara yakin bazal membran
bolgelerinde yerlesirken, ileri spermatojenik seri hiicrelerine farkhlastik¢a bazal

membrandan uzaklasip limene dogru ilerlemektedir (42).

2.3.6 Epididimdeki Beyaz Yag Dokusu

Epididimdeki beyaz yag dokusu, salgiladigi faktoérler nedeniyle testis
homeostazinda olduk¢a dnemlidir. Bu doku testisten ayrildiginda spermatogenezin
aksadigl; GDNF ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (43). Epididim kokenli beyaz
yag dokusunda bulunan adipositler, salgiladiklari androjenlerle Sertoli hiicreleri ve
peritlbiler miyoid hiicreler Gzerindeki reseptorler araciligiyla bu hiicrelerdeki GDNF
salgisini uyarmaktadir (44, 45). Boylece, SKH’lerin kendini yenileme aktivitesini

desteklemekte ve spermatogenezin yiritilmesine katki saglamaktadir (44).

2.3.7. Spermatogonyal Kok Hiicre Nisinin Ekstraselliiler Matriks Bilesenleri
Testikller niste bulunan ekstraselliler matriks bilesenleri spermatogenezin
kontroliinde 6nemli rol oynar (46). Seminifer tibillerin bazal membrani, Sertoli
hicreleri ve peritiibiller miyoid hiicreler tarafindan sentezlenen kollagen al (1V), a2
(IV), a3 (IV), laminin, entaktin ve heparin silfat gibi diger matriks bilesenleri

sayesinde olusturulmaktadir. Spermatogonyal kok hicrelerin, bazal membranda
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yerlesimini saglayan homing etkisine, SKH’ler tarafindan ifade edilen a6 and B1
integrinler katki gostermektedir. B1 integrindeki hasarin, SKH transplantasyonu

sonrasl spermatogenezin yeniden yapilandiriimasini engelledigi bildirilmistir (47-49).

2.4. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), kemik iligi, gobek kordonu, yag dokusu,
plasenta gibi kaynaklardan elde edilebilen, mezoderm kdkenli, somatik, eriskin,
multipotent kok hicrelerdir (50). Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT/The
International Society for Cellular Therapy) MKH olma kosullarini igsi, fuziform yapi
gosterme, kiltir plaginin tabanina tutunma, 6zglin yiizey belirtecglerini bulundurma
(insanda, CD73, CD90, CD105; farede CD44, Sca-1, CD29, CD49e, CD90, CD105,
CD140a) hematopoetik hiicrelere 06zgl belirtecleri tasimama; adipojenik ve
osteojenik ve kondrojenik yonde farkllasma olarak tanimlamistir (51, 52) Kemik
iliginden elde edilmelerinin daha kolay olmasi nedeniyle, ¢alismalarda kemik iligi
kokenli MKH’ler siklikla tercih edilmektedir. Bu hicreler yiksek farklilasma
potansiyelleri sayesinde rejenerasyon ile hiicresel tedavi amaciyla kullanima

uygundur (53-56).

Mezenkimal kok hiicreler farklilasma kapasitelerinin yani sira salgiladiklar
faktorler sayesinde komsu hiicrelerde ¢ogalmayi uyarici inflamasyon ve apoptozu
baskilayici etki gosterebilmektedir (50). Bu faktorlere, Stromal Derived Factor-1
(SDF-1), Hepatocyte Growth Factor (HGF), Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1),
Epithelial Growth Factor (EGF), Nerve Growth Factor (NGF), Transforming Growth
Factor-alpha (TGF-a) ve Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Ornek

gosterilebilir (57, 58).

2.5. Mezenkimal Kok Hiicreler ve Testis

Yakin zamanda MKH’lerin hasar gérmis testiste spermatogenezin yeniden
kazanilmasina katkisi ile ilgili bazi calismalar yapilmistir (59, 60). Hasarli testiste MKH
uygulamasi ile seminifer tlbil ve germinal epitelin genisligi ve germ hiicre sayisinin

arttigl, spermatogenezin diizeldigi, Bim, Bax, Caspase 3 gibi apoptozla ilgili genlerin
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ifadesinin azaldig ve anti-apoptotik Bcl-2 geninin ifadesinin arttigi, oksidatif stresin
azaldigl ve testosteron salgisinin arttigi bildirilmistir (61-65). Testis rlptlri sonrasi
Ki-MKH’lerin parakrin etkisiyle antisperm antikoru (ASA) miktarinin azaldigi, béylece
spermlere karsi gelisen hiimoral immin yanit ve otoimmiinitenin baskilandig
gosterilmistir (66). Diger calismada, kimyasal hasarli fare testisine MKH enjekte
edildiginde, hiicrelerin seminifer tibdllerin disinda ve icinde lokalize olabildikleri,
icerideki MKH’lerin germ hiicresi yoninde farkhlasabildikleri ve spermatojenik
hlcrelere 6zgl Vasa, Dazl, Stra8, PLZF gibi genleri ifade etmeye basladiklari 6ne
surdlmustir (67, 68). Mezenkimal kok hicrelerin, testise enjekte edildiklerinde
Sertoli hiicresi, Leydig hiicresi ve germ hiicresi yoninde farklilasma potansiyeli
gosterebilecegi one slirtilmustir (69, 70).

insan testisinde MKH benzeri 6zellikler bulunduran hiicrelerin varligi
bildirilmistir (71). Spermatogonyal kok hiicrelere mekanik ve kimyasal destek
saglayan Sertoli hiicreleri, cogalma ve farklilasma yetenegi, kromatin agregasyonu,
ylzey belirtegleri (CD29, CD44 ve CD45) ve sitokin salgilama (TPO, SCF ve VEGF)
Ozellikleri agisindan farkhlagsma siirecine girmis bir tir MKH olabilecekleri 6ne
surilmustir (15). Mezenkimal kodk hicrelerin in vitro kosulda Sertoli hiicreleri ile
kokdltiure edildiklerinde germ hiicresi yoniinde farklilasma potansiyeli gosterdikleri,
SKH benzeri koloni olusturabildikleri ve germ hiicresi spesifik faktorler Oct4, Stella,
Ddx4, Dazl, PGP9.5, Stra8, and ITGab6 ifade ettikleri 6ne slrilmistir (72-76). Farkli
kaynaklardan elde edilen MKH’lerin hasarli testisteki etkilerine ait arastirmalar

Tablo 2.1./de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.1. Mezenkimal kok hicrelerin hasarl testis Uzerindeki etkileri ve testis

mikrocevresindeki  hiicrelere farklanma kapasiteleri ile ilgili makaleler
O0zetlenmektedir.

Deney Diizenegi |Hasar modeli Etki Kaynak
Ki-MKH’nin testise in|Biisiilfan GFP-transgenik farelerde Leydig, Sertoli ve| (69)
vivo enjeksiyonu germ hiicrelerine farklanma
Eriskin insan|Yok Testisten hematopoetik ve spermatogonyal| (71)
testisinden olasi MKH belirtegleri bulundurmayan, MKH benzeri
izolasyonu ve kulturi multipotent hiicre eldesi
Ad-MKH ve Ki-|Biistilfan Sicanda fonksiyonel spermlere| (61, 67)
MKH’lerin testise in transdiferansiyon; Seminifer tibil ve
vivo enjeksiyonu [imen genisligi, germ hiicresi sayisinda artis
Ki-MKH’nin testise in|Kursun (I1) Sicanda, antioksidan enzimlerin  gen| (62)
vivo enjeksiyonu Nitrat ifadesinde artma, serbest radikallerin

etkisinde azaltma
GK-MKH’nin testise in|Busilfan insan MKH’lerin fare testisine enjeksiyonu| (73)
vivo enjeksiyonu ile testiste germ hiicresi spesifik gen
ekspresyonunda artis
Ki-MKH’nin Sertoli|Busilfan Bazal membrana yerlesim gosterme, SKH|(72, 74)
hicreleri ile benzeri hiicrelere farklanma, hasarli bolgeyi
kokuiltirli GK-MKH ve onarma, testiste germ hiicresi spesifik gen
KI-MKH’nin testise in ifadesini arttirma
vivo enjeksiyonu
Ki-MKH’nin testise in|Skrotum Farede, antisperm antikoru ifadesinde| (66)
vivo enjeksiyonu duvari azalma, parakrin sinyalizasyonla immin
insizyonu yanit regiilasyonu
Ki-MKH’nin testise in|Busulfan Hamsterde testis mikrogevresini koruma,| (63, 77)
vivo enjeksiyonu spermatogenezi yeniden baslatma; hasarli
testiste germ hiicresi olusturma
YD-MKH’nin testise in|Bisulfan Sigan testislerinde spermatogenezi yeniden| (78)
vivo enjeksiyonu baslatma
YD-MKH  ve  Ki-[Testis Sican hasarli testisinde oksidatif stresi| (59, 64)
MKH’nin testise in|torsiyonu azaltma ve testosteron salgisini arttirma;
vivo enjeksiyonu germ hiicresine farklanabilme ve hasarli
tlbUli onarma
Ki-MKH’nin testise in|Kadmiyum Siganda, Bim, Bax, Caspase3 apoptotik| (65)
vivo enjeksiyonu genlerinin ifadesini azaltma ve
antiapoptotik  Bcl2  geninin  ifadesini
arttirma
GK-MKH’nin  Sertoli|Yok insanda, PLZF, Stra8 (pre-miyotik germ| (68)
hicreleriyle hicresi belirteci), Prm1 (haploid hiicre

kokdltirli ve testise
in vivo enjeksiyonu

belirteci) gen ifadesinde artma
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Sonug olarak, MKH’ler olasi farklanma potansiyellerin yani sira Sertoli
hiicrelerine parakrin mekanizma ile destek olarak SKH havuzunun korunmasina
katki saglayabilir. Bu tez calismasinda, immatir testis dokularinin MKH’lerle in vitro
kosullarda kokiltirinin saglanmasinin testis mikrocevresi ve SKH havuzunun
korunmasina  katkisi  olabilecegi varsayimini test etmek Uzere yontem

boliimiindeki is paketleri planlanmistir.
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3. GEREG VE YONTEM

Deney Tasarimi: Calisma; disiplinlerarasi, rastgele secilmis (randomize),
kontrol grubu iceren, ileriye yonelik (prospektif) in vitro deneysel arastirma seklinde
planlanmistir. Bagimli degiskenler; ¢alismaya ait 6l¢iim parametreleri (hiicre sayisi,
testis dokusunda seminifer tibil ve limenlerin histomorfometrik 6lglimleri),
bagimsiz degiskenler; zaman (1, 2, 4, 6 hafta) ve deney kosullari (MKH ile kokdltire
edilmis ve tek basina kiltire edilmis immatir testis) olmak lizere calismaya ait
Olgim parametreleridir. Calisma, testis organ kultirli ve transwell sistemiyle
kokultir yontemleri ile ilgili olarak referans alinan makalelerden yola g¢ikilarak in
vitro kosullarda dogrulayici hipotez testi ¢alismasi diizeninde alti tekrarli olarak,
deney ve kontrol gruplarini icerecek bicimde tasarlanmistir (76, 79, 80). Calisma,
literatlirde her deney tekrari igin gerekli minimum testis sayisi ve gerekli olan MKH
sayisinin elde edilecegi minimum hayvan sayisi gozetilerek planlanmistir (81, 82).
istatistiksel olarak giic analizi “bagimli gruplarda t-testi” y®ntemiyle
gerceklestirilmistir. Yapilan hesaplamalara goére deney ve kontrol gruplarinin
olusturulmasi icin kullanilacak hayvan sayisi n=48 olarak belirlenmistir. Etki
blylklugi=0.3 (orta), glic=%80, hata payi=%5 ile yapilan hesaplamada G-power
3.0.10 programi minimum hayvan sayisi olarak n=48 degerini vermistir. Bu nedenle,
2 set deneyin ylrutilecegi 1, 2, 4, 6 hafta olmak lzere doért gézlem noktasinda,
deney ve kontrol grubunun her birine esit sayida testis (her gruba 6 testis) dagihmi
icin hayvan sayisi n=48 (96 testis) olarak belirlenmistir. Kontrol grubu olarak tek
basina kiltiire edilen testis kiltlir ortami; deney grubu olarak ise MKH’ler ile
kokdiltiire edilen testis kiiltir ortami kullanilmistir. istenen sayida MKH’nin elde
edilebilmesi icin n=5 sayida hayvan kullaniimistir (81, 82). Deney planina gore her

gruptaki tekrar sayisinin plani Tablo 3.1’de 6zetlenmistir.
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Tablo 3.1. is paketlerinde 1, 2, 4 ve 6 hafta olmak lizere her zaman araligina ait
kontrol ve deney grubu igin kullanilan testis ve hayvan sayilari sematize edilmistir.

KONTROL GRUBU (n=Hayvan

KOKULTUR GRUBU

Bu tez ¢alismasi,

sayisi) (n=Hayvan sayisi)
T 1.Hafta |2.Hafta |[4.Hafta |6.Hafta |1.Hafta |2.Hafta |4.Hafta |6.Hafta
A B
2
B D w n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
X 9 ©
& e 5 Testis |Testis |Testis |[Testis |Testis |Testis |Testis |Testis
¥ N
= S 3 Sayisi: (Sayisi: [Sayisi: [Sayisi: |Sayisi: |Sayisi:  |Sayisi: |Sayisi:
T s 6 6 6 6 6 6 6
1.Hafta [2.Hafta |4.Hafta |6.Hafta |1.Hafta |2.Hafta |4.Hafta |6.Hafta
% £ @ n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
< § @ Testis |Testis |Testis |[Testis |[Testis [Testis |Testis |Testis
Z% 3 - Sayisi: |Sayisi: |Sayisi: |Sayisi: |Sayisi: |Sayisi: |Sayisi:  [Sayisi:
-
T 89X |6 6 6 6 6 6 6 6
-
MKH izolasyonu |Kullanilacak Hayvan Sayisi n=5

Sayisi= N)

Kullanilacak toplam testis ve
hayvan sayisi (Toplam Hayvan

48 (96 Testis, 48 Hayvan) + 5
Hayvan = N= 53 Hayvan

04.09.2018 tarihli

ve 52338575-96 numarali

Hacettepe

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

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’'na ait alt yapi, laboratuvar ve teknik donanim

kullanilarak, Kék Hcre Bilimleri Anabilim Dali Yiksek Lisans Programi kapsaminda

gerceklestirilmistir. Calismaya ait is akis semasi Sekil 3.1.’de gosterilmektedir.
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IS PAKETI 1
Morfolojik degerlendirme
i hAK 28] axy e Adipojenik farkhlastirma
ve kaltira
Osteojenik farklilasma
6 guinluk Yizey belirteci analizi
C57BL/6 fare ;
(n=5) 3 pasaj
KI-MKH’ler
iS PAKETI 2
- Histokimyasal ve histomorfometrik
/_-rfr-j B inceleme: Tlbdil ve limen alani 6lglimi
Qiesusp (PAS, Leica, LASv3, n=300 tiibiil)
i$ PAKETI 3
- indirekt immiin peroksidaz yéntemiyle SKH
sayimi (SALL4, Leica, LASv3, n=300 tibul)
6 glinliik
C578BL/6 fare - Akim sitometrisi ile immiin isaretleme:
(n=48) SKH ve spermatojenik seri hiicre ylizdelerinin
Olgimi (PLZF, c-Kit, ACEA, Novocyte,
1-2-4-6 haftalik kiltiir NOVOEXPIESS. FF<6 t5Ei]

Sekil 3.1. Yapilan ¢alismadaki deney basamaklarina ait is akisi sematize edilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda sorulan arastirma sorulari asagidaki is paketleriyle

cevaplanmistir:

3.1. Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal K6k Hiicrelerin ve Testislerin Elde Edilmesi,

MKH’lerin Karakterizasyonu ve Kiltiiru
3.1.1. Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal K6k Hiicrelerin izolasyonu

Kemik iligi izolasyonu icin 6 gunlik, C57BL/6 turi farelere islem oncesi
servikal dislokasyon uygulanmistir. Servikal dislokasyon sonrasi fareler, 100 mm’lik
petri kabinda bulunan 100 ml %70 etanol icinde 3 dk bekletilerek steril hale
getirilmistir. Arka bacaklarini govdeye baglayan bolgelere birer kesi olusturulup,
bolge Uzerindeki deri siyrilarak uzaklastirilmistir. Arka bacaklar govdeden femura
zarar verilmeyecek sekilde omurilik paralelinde kesilip, tibia ve femur kemikleri
cikarak steril gazh bez Gzerine koyulmustur. Elde edilen kemik 6rnekler, %1 penisilin
streptomisin (pen-strep) (Biological Industries, ABD) iceren 10 ml Phosphate
buffered saline (PBS), (pH=7.4, Thermo Fisher Scientific, ABD) icinde soguk zincir
korunarak laboratuvar ortamina tasinmistir. Laminar akim kabininde 6rnekler 100
mm’lik petri kabina alinip, steril penset ve bistliri yardimiyla burada kas ve bag

dokusundan iyice arindirilip, iki kez %1 pen-strep iceren PBS ile yikanmistir. Kemikler
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yikanmalarinin ardindan %15 fetal bovine serum (FBS) (Biological Industries, ABD),
%1 pen-strep iceren a-Minimum Essential Medium (a-MEM) (Biological Industries,
ABD) besiyerine alinmistir. Burada kemikler tek tek penset ile tutularak ilik
kavitelerinin sonundan bistlri yardimiyla kesilmistir. Bes ml enjektore besiyeri
cekilmistir. Ardindan enjektor ignesi kemik kavitelerine yerlestirilip, besiyeri ile her
biri 3’er kez yikanmistir. Boylelikle, kavite icinde her alan hiicrelerin besiyerine
akitilmasi saglanmistir. Yikamanin sonunda 100 mm’lik petri iginde elde edilmis olan
hiicre-besiyeri soliisyonu 2 adet T75 kdltir flaskina alinmis ve 4 glin boyunca %5
CO, iceren ortamda 37°C'de inklbe edilmistir. Birinci glinde kiltlr kabina yapisan
hiicrelerin goézlenmeye baslandigl kiltlrin dordincli giniinde kiltir kabinin
icindeki besiyeri bosaltilarak taze besiyeri eklenmistir. Boylece kiiltlir kabina
yapismayan hematopoetik hiicreler elimine edilmis ve sadece adeziv hiicre
ozelliginde olan MKH’ler ¢ogaltilmaya devam edilmistir. Yedinci glinde ise hiicreler
%70-90 oraninda kultlr kaplarini doldurmustur. Konfluensiye ulagsmis olan hiicreler
pasajlama amaciyla PBS ile yikanip, %0.25 Tripsin-EDTA (Gibco, ABD) ile kultir
ortamindan kaldirilmis, 1:3 oraninda bdlinerek yeni T75 kultir kaplarina
pasajlanmigtir. Hlcreler, %15 FBS ve %1 pen-strep iceren a-MEM (Biological
Industries, Amerika) besiyeri ile 37 °C’'de, %5 CO, iceren inkiibatére yerlestirilip
kiiltiire edilmistir. Pasajlama ve kullanilan besiyeri sayesinde, hematopoetik seriye
ait olup adezyon gosteren ve gostermeyen monosit kokenli hiicreler de elimine

edilmistir (83).
3.1.2. izole Edilen Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal Kék Hiicrelerin Kiiltiirii

C57BL/6 tirl fare kemik iliginin yikanmasi ile elde edilen hiicrelerinin kiltire
edilmesini takiben 24 saat iginde kiltir kabinin yizeyine yapismaya baslayan
MKH’ler gozlenmistir. Kiltlrin dordinci glintinde ilk kez kiltir kabinin icerisindeki
besiyeri bosaltilarak taze besiyeri eklenmistir. Boylece kiltir kabina yapismayan
hematopoetik hiicreler elimine edilip, sadece adeziv hiicre 6zelliginde olan MKH’ler
cogaltilmistir. Yedinci glinlin sonunda adeziv hiicrelerin ¢ogalarak kiiltiir kabini %70-

90 oraninda doldurmasi saglanmistir. Yedinci glinde pasajlama icin, kiltlr kabini
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%70-90 oraninda dolduran igsi-bicimdeki hicreler Uzerindeki eski besiyeri
uzaklastirilmig, hticreler PBS ile yikanmistir. Sonrasinda, FBS'li besiyeri tamamen
uzaklastiriimis olan hiicreler %0.25 tripsin-EDTA (Gibco, ABD) ile 2 dk boyunca 37
°C’de inkiibe edilmis ve kiltir ortamindan kalkmalari saglanmistir. Hiicrelerin %0.25
tripsin-EDTA ile 2 dk’dan uzun sire inkiibe edilmesi hem hiicrelere hasar
vereceginden, hem de MKH olmayip ylzeye yapisma 6zelligi gosteren hiicrelerin
kalkmasini saglayacagindan inkiibasyon siresinin gegilmemesine 6zen gosterilmistir.
Sdrenin sonunda enzim aktivitesi serumlu besiyeri ile durdurulmus, hicreler 800
g’de 5 dk boyunca santriflij edilmistir. Ardindan slipernatan uzaklastirilip, hiicreler
taze besiyeri ile restispanse edilmistir. Sonrasinda elde edilen hiicreler 1:3 oraninda
bolinmis, her T75 flasktan elde edilen hiicreler 3’er ayri T75’e esit miktarlarda
bélinmiistiir. Béylece, birinci pasaj MKH’ler elde edilmistir. Hiicreler, 37°C, %5 CO,
iceren inkiibatore yerlestirilip kiltiire edilmistir. U¢ giinde bir hiicrelerin besiyeri
tazesi ile degistirilmis, %70 konfluensiye ulasildiginda hicrelerin  bir kismi
pasajlanmig, pasajlama sonrasi geri kalan hucreler ise %50 besiyeri, %40 FBS ve %10
DMSO (Applichem, Almanya) iceren dondurma besiyeri (v/v) ile dondurularak -196
°C’lik sivi azot tankinda saklanmistir. Bu siire icerisinde besiyeri degisimi ile birlikte
hematopoetik seriye ait olup adezyon gosterebilen monosit kdkenli hiicreler de

elimine edilmistir. Ayni islem hiicreler 3. pasaja gelene kadar tekrarlanmistir (83).

3.1.3. izole Edilen Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal K&k Hiicrelerin

Karakterizasyonu

Tim hiicre karakterizasyonu c¢alismalari hicreler lclinci pasaja

ulastiklarinda gerceklestirilmistir.

3.1.3.1. izole Edilen Kemik iligi Kaynakli MKH’lerin Morfolojik Analiz ile

Karakterizasyonu

Elde edilen Uglincl pasaj MKH’ler plastik kiltiir kabi ylizeyine yapisma ve
igsi-poligonal sekle sahip olma oOzelliklerine bakilarak isik mikroskobu altinda

morfolojik olarak degerlendirilmistir.
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3.1.3.2. izole Edilen Kemik iligi Kaynakli MKH’lerin Adipojenik Yénde

Farklilasma Analizi

Adipojenik farklilasma icin baslangictaki ideal fare Ki-MKH yogunlugu 2.0 x
10* hiicre/cm? seklindedir. Bu nedenle (iciinci pasaja gelen MKH’ler 6 kuyucuklu
kaltir kaplarina, 190.000 hicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Hiicrelerin %100
yogunluga geldigi dort gliniin sonunda farklilasma kuyucugu olarak belirlenen
kuyulardaki hicrelerin Uzerindeki besiyeri, manuel olarak hazirlanmis olan
adipojenik farkhlasma besiyeri ile degistirilmistir. Kontrol kuyularinda MKH kultir
besiyeri kullanilmaya devam edilmistir. Adipojenik farklilasma besiyeri, 10% ™M
deksametazon, 10 pg/ml insiilin, 50 uM indometazin ve 0.5 uM IBMX (3- isobutyl-1-
methylxantine) iceren a-MEM besiyeri ile kullanimdan o©Once taze olarak
hazirlanmistir  (83). Besiyerinin degistirildigi gin, adipojenik farklilasmanin
indiklenmesinin sifirinci ginl olarak belirlenmistir. Hicreler bu sekilde 21 gln
boyunca kiltire edilmistir. Yirmi bir giniin sonunda hiicrelerin Gzerindeki besiyeri
cekilmis, her bir kuyucuk 1’er ml PBS ile yikanmistir. Ardindan, kuyucuklara 1’er ml
%10 formol (Sigma, ABD) eklenip 20-25 dk boyunca oda sicakhiginda bekletilerek
hiicrelerin fiksasyonu saglanmistir. Formollin uzaklastiriimasinin ardindan kuyular 2
kez dH,O ile yikanmis ve her kuyuya 1 ml Oil Red O boyasi (ORO) eklenip 30 dk
boyunca oda sicakhginda inkiibasyon saglanmistir. Siirenin sonunda kuyulardaki
boyalar ¢ekilmis ve kuyular 3’er kez dH,0 ile yikanmistir. Kuyucuklarin, dijital
gorintileme sistemi (Olympus, Japonya) ile fotograflari ¢ekilmistir. Kantitatif sonug
icin ise, kuyucuklara deterjan o6zelliginde %2 igepal/izopropanol (v/v) (Sigma-
Aldrich, ABD; DOP Organik Kimya Sanayi, Tirkiye) eklenerek 2 saat boyunca oda
sicakliginda bekletilmistir. Bu islem ile boyanin hicrelerden ekstraksiyonu
saglanmis, 2 saat sonra igepal-boya karisimi elde edilmistir. Her bir kuyucukta elde
edilen karisimlar, sperktrofotometrik mikroplaka okuyucusunda (Tecan, Avustralya)
okutulmak Uzere 96 kuyucuklu kiltir kaplarina aktarilmistir. Standart grafiginin
cizilmesi amaciyla ORO boyasi kullanarak hazirlanan dilisyonlar standartlar
kullanilmistir. Ornekler, 492 nm dalga boyunda okutulmus ve degerler standart

grafiginden faydalanilarak mg/ml cinsinden sonuglara dénusttrilmustir.
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3.1.3.3. izole Edilen Kemik iligi Kaynakli MKH’lerin Osteojenik Yénde

Farklilasma Analizi

Osteojenik farklilasma icin baslangigta ekilmesi gereken ideal hiicre
yogunlugu 0.5 x 10* hiicre/cm? seklindedir (84). Bu nedenle tglincii pasaj MKH’ler
24 kuyucuklu kaltiir kaplarina, 10.000 hicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Hicre
ekiminin dordincu glinlinde hiicreler %70 yogunluga geldiginde farkhlasma
kuyucugu olarak belirlenen kuyulardaki htcrelerin {izerindeki kiltlr besiyeri,
manuel olarak hazirlanmis olan osteojenik farklilasma besiyeri ile degistirilmistir.
Kontrol kuyularinda MKH kiltir besiyeri kullaniilmaya devam edilmistir. Adipojenik
farklilasma besiyeri, 10 nM deksametazon, 50 mM L-askorbik asit ve 20 mM -
Gliserofosfat iceren a-MEM besiyeri ile kullanimdan 6nce taze olarak hazirlanmistir
(85). Besiyerinin degistirildigi giin, osteojenik farklilasmanin indiiklenmesinin sifirinci
glnl olarak belirlenmistir. Hiicreler bu sekilde 21 giin boyunca kiiltiire edilmistir.
Yirmi bir gliniin sonunda, farklilasma analizi i¢in kontrol ve farklilasma gruplarindaki
hicrelerin tzerindeki besiyeri ¢ekilmis, her bir kuyucuk 1’er ml PBS ile yikanmisg, %10
formol ile 20 dk boyunca fikse edilen hicrelere, Alizarin Red S boyasi (pH=4.2,
Sigma, ABD) eklenerek 10 dk bekletilmistir. Ardindan, kuyucuklar 1’er ml dH,0 ile
yikanmis ve dijital goriintlileme sistemi (Olympus, Japonya) ile kontrol ve farklilasma
kuyucuklarinin  fotograflari cekilmistir. Kuyucuklardaki osteojenik faklilasmanin
kantitatif olarak degerlendirilmesi amaciyla Quantichrom Calcium Assay Kkiti
(Bioassay Systems, ABD) kullanilarak kuyucuklardaki kalsiyum miktari olgtlmustir.
Bu amagla, 21 gln kiltirin sonunda kontrol ve deney grubundaki hiicrelerin
Uzerindeki besiyeri cekilmis, kuyucuklar 1’er ml PBS ile yikanmistir. Sonrasinda,
kuyucuklara 1’er ml 0.6 M HCl koyulup, oda sicakliginda 24 saat inklbasyona
birakilmistir. Sire sonunda her bir kuyucuktaki 6rnekler hafifce pipetlendikten sonra
ayri tlplere alinip, 6rnek bilgileri ile etiketlenmistir. Kit icinden c¢cikan A ve B
solisyonlari 1:1 oraninda karistirilmis, elde edilen karisim 96 kuyucuklu kiltir
plagina her bir kuyucuga 200 pl gelecek sekilde bélinmistir. Orneklerden
kuyucuklara 5’er pl ilade edilip pipetaj yapilmasinin ardindan elde edilen karisim,

612 nm dalga boyunda okutulmustur. Kit icinde bulunan standart soliisyonundan
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belirli dilisyonlar olusturulup okutularak standart grafigi cizilmistir. Elde edilen

veriler bu grafik kullanilarak mg/dl cinsinden degerlere donustirilmustir.

3.1.3.4. Hiicre Yiizey Belirteglerinin Analizi ile MKH Karakterizasyonu

Uclincli pasajdaki hiicreler T75 doku kiiltiir kabindan kazinarak mekanik
olarak kaldirilmis ve sayilmistir. 350 g'de 5 dk santrifij yapilan hiicreler
sipernatanin uzaklastirilmasinin ardindan yikama tamponu ile restispanse edilip tip
basina 2x10° hiicre olacak sekilde 4 adet FACS tupine bélunmustir. 350 g’de 5 dk
boyunca santrifiij edilerek FBS iceren besiyerinin hiicrelerden tamamen
uzaklagtirilmasi saglanmistir. Stpernatanin uzaklastiriilmasinin ardindan hiicreler
100’er ul yikama tamponu ile restispanse edilmistir. Tlp basina 300 pl fiksasyon
solliisyonu (Biolegend, ABD) eklenerek hicreler 20-40 dk boyunca +4 °C’de inkiibe
edilmistir. Strenin sonunda fiksatifin hiicrelerden uzaklastirilmasi amaciyla 2.5 ml
yikama tamponu eklenerek tlpler santrifiij edilmis ve ardindan 100 ul yikama
tamponu ile hicreler resispanse edilmistir. Ardindan, hicre gegirgenliginin
saglanmasi amaciyla hiicrelere 2 ml permeabilizasyon tamponu (Biolegend, ABD)
eklenmis ve hiicreler 20 dk +4 °C’de inkiibe edilmistir. Siirenin sonunda tiipler 350
g'’de 5 dk santrifiij edilerek fazla permeabilizasyon sollisyonu uzaklastiriimistir.
Ardindan silipernatan uzaklastirilip hiicrelere 100’er ul permeabilizasyon sollisyonu
ile birlikte antikorlardan 5’er pl eklenmis ve homojenize edilen hiicreler +4 °C’'de 15
dk inkiibe edilmistir. Fare Ki-MKH vyiizey belirtegleri olarak CD44 (BD Biosciences,
ABD), CD140a (BD Biosciences, ABD) ve Sca-1 (BD Biosciences, ABD); fare
hematopoetik kdk hiicre ylizey belirtecleri olarak ise CD34 (BD Biosciences, ABD) ve
CD45 (BD Biosciences, ABD); izotipik kontrol olarak ise sirasiyla PE konjuge Sican
IgG,p,, APC konjuge Sican 1gG,,, PE konjuge Sican 1gG,,, PE konjuge Sican 1gG,,, FITC
konjuge Sican 1g8G,, antikorlari kullanilmistir. Siire sonunda hiicreler yikama
tamponu ile yilkanmis ve isaretlenmis hiicrelerin ylizey belirteclerinin analizi toplam
10,000 olgu okutularak Novocyte (ACEA Biosciences, ABD) akim sitometrisi cihazi ile
yapilmistir. Analiz icin Novoexpress 1.3.0. (ACEA Bioscences, ABD) yazilimi

kullanilmistir.
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3.1.4. Testis Orneklerinin izole Edilmesi ve Kokiiltiir icin Hazirlanmasi

6 glinliik C57BL/6 erkek farelere servikal dislokasyon yapilmasinin ardindan,
cerrahi yontemle testisler izole edilmis, ardindan %1 pen-strep igeren +4°C HBSS
tampon sollisyonu iceren 15 ml falkonlara alinmistir. Her bir hayvan icin ayri bir
tampon solliisyonu hazirlanmis, testisler tiplere ikiserli olarak alinmistir.. Ardindan,
laminar akim kabinine alinan testisler, numaralandirilarak ayri ayri 35 mm’lik petri
kaplarinda 1ml 40 mg/ml AlbuMAX | (Gibco, ABD), %1 pen-strep iceren a-MEM
besiyerine alinmistir. Testisi distan saran kapsil yapisindaki tunika albuginea
stereomikroskop altinda mikrodiseksiyon pensetleri yardimiyla parankimden
ayrilarak seminifer tibiller agiga cikarilmistir. Sonrasinda tibdiller bu pensetler

yardimiyla boyutlari yaklasik olarak 1 mm olacak sekilde 1- 3 parcaya boliinerek

kiltire hazir hale getirilmistir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Alti glinliik yeni dogan fareden cerrahi izolasyon ile elde edilen testislerin
kaltir kosullarina hazirlanma asamalari verilmektedir. (A) Alti glinlik C57BL/6
farelerden cerrahi olarak izole edilen testisler (B) kiltir besiyerine alinip, (C)
stereomikroskop altinda (D) tunika albuginea tabakalarindan arindirilmistir. (E)
Sonra, kiiltiire uygun boyut olan yaklasik 1 mm?¥e getirmek amaciyla testisler 1-3
parcaya bélunip yaklasik 1mm?® boyuta getirilerek, (F) 6nceden hazirlanip en az 6
saat besiyerinde bekletilen agaroz jeller lizerine yerlestirilmistir.
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3.2. Alti Guinliik C57BL/6 Erkek Farelerden Elde Edilen Testislerin Mezenkimal Kok

Hiicrelerle Kokiltiiri

Mezenkimal koék hicre ve testis kokiltiriinin olusturulabilmesi igin
deneyden 4 giin 6nce kokdltir grubundaki her kuyucuga 50.000 hiicre ekilmistir. Bu
sire araliginda hiicreler a-MEM MKH besiyeri ile %5 CO, iceren ortamda 37 °C'de
inkiibe edilmistir. Testislere yataklik edecek agaroz jel tabakasinin olusturulmasi icin
1.5 gr Agarose | (VWR, ABD) tozu, 100 ml distile suya eklenip isitilarak yiizdece 1.5
(w/v) jel ¢cozeltisi elde edilip 2 atm basingla 121 °C’'de 20 dk otoklavlanmistir. Karisim
sicakken 100 mm’lik petri kaplarina yukseklikleri 5 mm olacak sekilde (33 ml/100
mm petri) dokiillp sogutularak jellestiriimesi saglanmistir. Sonra, petri agizlari sikica
parafilmlenerek deneye hazir sekilde +4 °C’'de bekletilmistir. Testis izolasyonundan
bir giin 6nce jelden 10x10x5 mm’lik (genislik x genislik x yukseklik) boyutlarda
parcalar kesilerek kiltlir besiyerinin icine aktarilip, en az 6 saat bekletilmistir.
Boylelikle jel igindeki suyun besiyeri ile yer degistirmesi saglanmistir. Transwell
(Corning, ABD) insertleri deneyden bir gece dnce PBS icine alinarak islatilmistir. Alti
saat besiyerinde bekletilen jel parcalari kontrol grubundaki testisler icin 6 kuyucuklu
kiltir plakalarinin tabanina, kokiltlir grubundakiler icin ise transwell insertlerinin
tabanina yerlestirilmistir. Kokdltlr grubundaki kuyucuklarda bulunan MKH besiyeri
cekilip, hicreler PBS ile yikanmistir. Ardindan, testis dokulari her jele 1 ile 3 arasi
dokusu parcasi denk gelecek sekilde yerlestirilmistir. Yiizde 10 KSR (Knockout Serum
Replacement) (Gibco, ABD), %1 pen-strep iceren a-MEM testis kiiltliri besiyerinin
ylksekligi agaroz jellerin 1/2’si ile 4/5’i arasinda bir seviyeye ayarlanmistir (Sekil
3.3.). Haftada bir kere besiyeri degisikligi yapilmis ve olusturulan testis organ kultir(

ve MKH testis kokdltiri 34 °C'de %5 CO, orani ile muhafaza edilmistir.
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A Testis Kiiltuird B  MKH-Testis Kokiiltiir Sistemi

Agaroz jel Ustline yerlestirilmis testisler

Agaroz jel Ustline yerlestirilmis testisle

Transwell insert

Mezenkimal kok hticreler

Sekil 3.3. (A) Agaroz jel lGzerinde tek basina kiltlre edilen testisleri ve (B) transwell
insert sayesinde MKH ve testis hava sivi inferfaz yontemli kokiltir uygulamasi
sematize edilmektedir.

3.3. Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal K6k Hiicrelerin Testisteki Spermatogonyal

Kok Hiicre Havuzuna Etkisinin Degerlendirilmesi

3.3.1. Akim Sitometrisi ile Testiste Spermatogonyal Kok Hiicre Miktarinin

Belirlenmesi

Kiltlr suresini tamamlayan testisler 30 mm’lik petri kaplarina alinip 1 ml
HBSS icinde enjektor igneleri yardimiyla mekanik olarak pargalanmistir. Ardindan
hacimce %10 DNAz | ve %90 0.25 EDTA-Tripsin sollsyonuna alinarak kimyasal
sindirim ile tek hiicre sispansiyonu haline getirilmistir. Ardindan hiicre
sispansiyonu 40 um filtreden gecirilip FACS tiliplerine alinmistir. 350 g’de 5 dk
santriflij yapilan tlplerdeki pellet 100 pl HBSS ile restispanse edilmistir. Homojenize
edilen hicrelerin tzerine ‘PBS-BSA-Na Azide’ (PBN) ile birlikte ytizey belirteci APC ile
isaretli rat anti fare CD117 (c-Kit) antikoru (BD Biosciences, ABD) eklenmistir.
izotipik kontrol olarak APC isaretli Sican IgG,, antikoru kullanilmistir. Tipler +4 °C’de
ve karanlikta 30 dk inklibe edilmis; inklibasyon bitiminde 2 kez PBS-BSA-Na Azid ile
yitkama yapilmistir. Ardindan, hiicre i¢i yerlesimli PLZF antikoru ile baglanma
saglanabilmesi icin permeabilizasyon ve fiksasyon gerceklestirilmistir (Biolegend,
ABD). Daha sonra 350 g’'de 5 dk santriflij edilen hiicreler 100 ul permeabilizasyon
solisyonu ile restispanse edilmis, hilicrelere 5’er pl PE isaretli rat anti fare PLZF
antikoru (BD Biosciences, ABD) eklenerek 20 dk oda sicakhginda inkibe edilmistir.
izotipik kontrol olarak Sican IgG2a antikoru kullanilmistir. Siire sonunda 2 kez HBSS

ile yikanan hiicreler 350 g’de santrifiijiin ardindan 200 ul HBSS ile resiispanse edilip,
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akim sitometrisi cihazi ile okutulmustur. isaretlenmis hiicrelerin yiizey belirteglerinin
analizi Novocyte (ACEA, Biosciences, ABD) akim sitometri cihazinda toplam 10,000
olgu okutularak Novoexpress 1.3.0. (ACEA Biosciences, ABD) programi kullaniimistir.

Deneyler 2 paralelli ve 3 tekrarl olarak gergeklestirilmistir.

3.4. Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kék Hiicrelerin in vitro Kosullarda Testis

Mikrogevresi Uzerindeki Koruyucu Etkisinin Degerlendirilmesi

3.4.1. immiinohistokimyasal ve Iimmiinofloresan Boyama ile Testis
Mikrogevresinin in vitro Kosullarda Korunmasina Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Katkisinin Degerlendirilmesi

Histokimyasal boyama ve immiin isaretleme ¢alismalarinin yapilabilmesi igin
kiltlr suresini tamamlayan testisler 1sik mikroskobu takibine alinmis ve parafin

bloklar elde edilmistir.
3.4.1.1. Histokimyasal inceleme

Kaltirden alinan 6rnekler biyopsi torbalarina yerlestirilip 24 saat boyunca +4
°C’de Bouin ¢ozeltisi ile fikse edildikten sonra, sabit vakumlu doku takip cihazinda
(Leica, Almanya) dereceli alkollerden gecirilerek parafin istasyonunda (Leica,
Almanya) parafine gdmulmustir. Kizakli mikrotomda (Leica, Almanya) polilizin kaph
lamlara (Sigma Aldrich, ABD) 3 pum’lik seri kesitler alinmistir. Etiivde 60 °C’de bir
gece slireyle deparafinize edilen kesitler dereceli alkollerde rehidrate edilip, Periodic
Acid Schiff (PAS) (Mucin Stain) (Abcam, Birlesik Krallik) yontemiyle boyanmistir.
Elde edilen kesitler 1sitk mikroskobu atasmanl dijital kamera (Leica DMR 6000,
Almanya) ve iliskili gorlinti analiz sistemi (LASv3 Leica, Almanya) araciligiyla
incelenmistir. Her kesitte 50 adet seminifer tiiblil kaydedilerek tlbil ve limen
alanlari dijital ortamda kantitatif olarak hesaplanmistir (86). Her 6rnek icin toplam

tlbil ve limen alanlari bilgisayar ortamina aktarilarak degerlendirilmistir.
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3.4.1.2. Testis Tiibiillerineki Spermatogonyal Kok Hiicrelerin immiinohistokimyasal

Isaretlenmesi

immiinohistokimyasal isaretleme icin deparafinize edilen kesitler ve dereceli
alkollerde rehidrate edilmistir. Kesitlere 1si ile antijen geri cagirma yontemi
uygulanmistir. Bunun igin, kesitler sitrat tamponu ¢ozeltisi (pH=6.5) (Abcam, ABD)
icinde dudukll tencerede kaynatildiktan sonra 7 dk sireyle bekletilmistir. PBS ile 3
kez yikama sonrasi sekonder antikorun hazirlandigi kegi serumuyla (Abcam, ABD) 10
dk oda isisinda protein blokaji yapiimistir. Ardindan kesitler, Sican Anti Fare SALL4
(Abcam, ABD) primer antikoru ile 15-30 dk boyunca oda isisinda nemli odacikta
inkiibe edilmistir. Kesitler PBS ile yikandiktan sonra Kegi Anti Sican IgG-HRP
sekonder antikor (Abcam, ABD) ile 15 dk siireyle oda isisinda inklibe edilmistir. PBS
ile yikanan kesitlere kromojen olarak DAB damlatiimis, negatif ve pozitif kontrol
kesitlerinin 15tk mikroskobu altinda incelenmesi ile isaretlenme takibi yapilarak 5-7
dk boyunca oda isisinda inkiibe edilmistir. Negatif kontrol icin primer antikorun
damlatilmadigi, pozitif kontrol icin de primer antikorun cahlstigi bilinen dokular
kullanilarak isaretlemeler yapilmistir. DAB ile inkiibasyonun hemen ardindan kesitler
PBS ile yikanmis ve 30 sn inklbasyon ile hematoksilende cekirdek boyamasi
yaptimistir. Ardindan yikanip dereceli alkoller ile dehidrate edilen kesitler entellan
ile kapatiimistir. isaretlenen kesitler, inverte 1sik mikroskobu (Leica DM 6000 BM,
Almanya) ile incelenmis ve LASv3 yazilimi kullanilarak her kesitte 50 tubuldeki
kahverengi isaretlenmis hicrelerin sayimi vyapilarak kantitatif sonuclar elde

edilmistir.
3.5. Sonuglarin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Deney paketlerinden elde edilen verilerde normal dagilimin varhgl test
edildikten sonra sonuglar parametrik ya da parametrik olmayan testler kullanilarak
degerlendirilmistir. Calismada kantitatif sonu¢ vermek (izere uygulanan deneyler 2
paralelli ve 3 tekrarh olarak gerceklestirilmistir. Bagimli degiskenler; calismaya ait
Olclim parametreleri (hiicre sayisi, testis dokusunda seminifer tibil ve limenlerin

histomorfometrik 6l¢climleri), bagimsiz degiskenler; zaman (1, 2, 4, 6 hafta) ve deney
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kosullaridir (MKH ile kokiiltiire edilmis ve tek basina kiltiire edilmis immatir testis
seritleri) calismaya ait 6lglim parametreleridir. Bagimli ve bagimsiz degiskenlere ait
tanimsal istatistikler parametrik ya da parametrik olmayan testlerin uygulanmasina
gore ortanca, minimum maksimum ya da ortalama degerleri £ SD ile sunulmustur.
Yizde doksan beslik gliven araligi ve ylzde beslik hata payi ile yapilan analizler igin

SPSS 16.0 Bivariate Correlation A programi kullaniimistir.
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4. BULGULAR

4.1. Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin ve Testis Dokusunun Elde

Edilmesi, Kiiltiirii ve Karakterizasyonu
4.1.1. Kemik iligi Kaynakl Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu

Kullanilan yontem ile alti glinliik C57BL/6 turl farelerden MKH’ler basarili bir
sekilde izole edilmis ve Uglncl pasaja getirildiklerinde kokiltir gruplarinda

kullanilmistir.
4.1.2. izole Edilen Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal K6k Hiicrelerin Kiltiirii

izole edilen Ki-MKH’lerin ilk pasaj ile birlikte kiiltiir flaskindaki homojenitesi
saglanmis, 3 ginde bir yapilan dizenli besiyeri degisimi ve kiltir ortaminda %70

yogunluk goruldiginde yapilan pasajlamalar ile hiicre morfolojileri korunmustur.

4.1.3. lizole Edilen Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Karakterizasyonu

Bltln karakterizasyon islemleri MKH'ler Ggilinci pasaja geldiklerinde basarili

bir sekilde gerceklestirilmistir.

Morfolojik Degerlendirme; Hicreler beklendigi tGizere plastik kultir kaplarina
tutunmus ve igsi-poligonal yapi gostermislerdir. Uretilen MKH’lere ait &rnek

mikrograflar Sekil 4.1.’de verilmistir.

Sekil 4.1. Ucilincii pasaj mezenkimal kok hiicreler inverte mikrograflarinda kiltir
kabi tabanina tutunmakta ve igsi-poligonal sekil gostermektedir. (A) x100, (B) x400.
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Adipojenik Farkhlastirma; Uygulanan kiiltiir kosullari ile Gglincli pasaj Ki-
MKH’lerin yag hiucrelerine farkhlasmasi saglanmistir. Yirmi bir gin boyunca
adipojenik farkhlastirma besiyeri uygulanan MKH’lerde, Oil Red O (ORO) ile yag
damlaciklarinin olustugu gozlenmistir. Spektrofotometrik analiz ile ORO boya
miktarinin; adipojenik yonde farkhlastirilan hicrelerde (0.74+0.05) kontrole
(0.37+0.03) gore anlaml sekilde fazla oldugu gortlmustir (p<0.05, Sekil 4.2.).
Boylece, izole edilen ve l¢linci pasaja getirilen MKH’lerin yag hiicresine

farklilasabilme potansiyeli gosterdigi sonucuna ulasiimistir.
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Sekil 4.2. Yirmi birinci glindeki adipojenik farklilagsma analizinin kalitatif ve kantitatif
Olcim sonuglar verilmektedir. (A) Kontrol grubuna uygulanan ORO boyama
protokoll sonucunda boyali hiicreye rastlanmamistir (x100, ORO). (B) Adipojenik
farklilasma grubunda ise hiicrelerdeki turuncu-kirmizi boyali yag damlaciklari
gozlenmistir (x100, ORO). (C) spektrofotometrik analiz sonuglari goriilmektedir
(n=18, *p<0.05). Boylece, izole edilen ve Ucglncli pasaja getirilen MKH’lerin yag
hiicresine farklilasabilme potansiyeli gosterdigi sonucuna ulasilimistir.

Osteojenik Farkhlastirma: Uclincii pasajdaki Ki-MKH’lerin kemik hiicrelerine
farklilasmasi saglanmistir. Yirmi bir giin boyunca kemik hiicrelerine farklilasma
besiyeri uygulanan Uclinci pasaj MKH’lerin Alizarin Red S (ARS) ile inverte 1sik

mikroskobunda kalsiyum kristallerini  biriktirdigi gozlenmistir  (Sekil 4.3.).
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Spektrofotometrik analiz ile osteojenik olarak farkhlastirilan hicrelerin igerdigi
kalsiyum miktarinin (ortanca: 1.50, minimum: 1.00, maksimum: 2.00) kontrol
hicrelerine (ortanca: 0.03, minimum: 0.00, maksimum: 0.21) oranla anlamli bicimde

yuksek oldugu gorilmustir (p<0.05).
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Sekil 4.3. Yirmi birinci glinin sonunda yapilan osteojenik farklilasma analizinin
kalitatif ve kantitatif 6lcim sonuglari verilmektedir. Yapilan ARS boyamasi ile, (A)
kontrol kuyucugundaki hicrelerde herhangi bir boyanma goézlenmemistir (x100,
ARS). (B) Osteojenik farklilasma kuyusunda ise kemige farklilasma sonucu meydana
gelen kalsiyum c¢okintileri kirmizi boyali olarak tespit edilmistir (x100, ARS). (C)
Yapilan spektrofotometrik analiz sonuclarina gore osteojenik farklilasma
kuyucuklarinda kontrol kuyucuklarina kiyasla kalsiyum miktarinda anlamli bir artis
goralmastir (n=18, *p<0.05).

Hiicre Yiizey Belirteglerinin Analizi ile MKH Karakterizasyonu: izole edilip
Uclincii pasaja getirilen Ki-MKH’lerin karakteristik belirtecleri CD44 ile %98.59,
CD140a ile %98.34 ve Sca-1 ile %91.73 oraninda; hematopoietik belirtegler olan
CD34 ile %2.03 ve CD45 ile %0 oraninda isaretlendigi saptanmistir. Bu immiin

fenotipik profil MKH olma 6zelligini ortaya koymaktadir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. C57BL/6 turl fare kemik iliginden izole edilen lglncl pasaj MKH’lerin
ylzey belirteci analizi sonuglari verilmektedir. Hiicrelerde MKH belirteci olan (A)
CD44 ile %98.59, (B) CD140a ile %98.34 ve (C) Sca-1 ile %91.73 oraninda; HKH
belirtecleri olan (D) CD34 ile %2.03 ve (E) CD45 ile %0 oraninda isaretlenme tespit
edilmistir.

4.1.4. Testis Orneklerinin izole Edilmesi ve Kokiiltiir icin Hazirlanmasi

Alti  glnlik farelerin testisleri basarih bir sekilde izole edilerek,
stereomikroskop altinda tunika albuginea tabakalarindan basariyla arindirihp kultir

icin yaklasik 1 mm>luk uygun boyuta getirilmis ve ileri is paketlerinde kullaniimistir.

4.2. Alti Gunliik C57BL/6 Erkek Farelerden Elde Edilen Testislerin Mezenkimal K6k

Hiicrelerle Kokultiiri

Testislere yataklik etmek lzere agaroz jel dokilip uygun boyutlarda kiiltlre
hazir hale getirilmis ve deneylerden 4 giin dnce MKH ekimi yapilarak tez énerisinde
on goriilen sayida yeni dogan testisi ile 1, 2, 4 ve 6 hafta boyunca kokdiltiir protokolii

basarili sekilde uygulanarak tamamlanmistir.
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4.3. Kemik iligi Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin in vitro Kosullarda Testis

Mikrogevre Uzerindeki Koruyucu Etkisinin Degerlendirilmesi

4.3.1. Histokimyasal Boyama ve immiinohistokimyasal isaretleme ile Testis
Mikrogevresinin in vitro Kosullarda Korunmasina Mezenkimal Kok Hiicrelerin

Katkisinin Degerlendirilmesi

Histokimyasal inceleme: Kokdltir grubundaki testisler kontrol grubundaki
orneklerle karsilastirildiginda histokimya sonuglarina goére 1 (p=0.029), 2 (p=0.005),
4 (p=0.001) ve 6. (p=0.001) haftada ttbdl alani; 2 (p=0.001) ve 6. (0.017) haftada
[imen alaninda kontrole gére anlamli artis gozlenmistir (Sekil 4.5.-4.8.). Tablo 4.1'de

tlbul ve limen alani 6lglimlerine ait tanimlayici istatistik verileri sunulmaktadir.

Tablo 4.1. Histolojik boyali kesitler Gzerinde yapilan 1, 2, 4 ve 6. haftalara ait
seminifer tibdl ve Ilimen alanlarinin  histomorfometrik o6lgim  sonuglari
verilmektedir (*p<0.05, n=300).

LUMEN ALANI (pm?)
(Ortalama + Standart Sapma)

TUBUL ALANI (pm?)
(Ortalama + Standart Sapma)

©
&

©

T Kontrol Kokiiltiir Kontrol Kokiiltiir
N2

1 [35388,68 +13838,92 (48053,14 + 22937,64* |4083,90 +2170,92 5073,86 + 2808,12

2 [31943,02£17762,14 |50271,14 + 23863,96* |2071,64 + 863,52 13068,48 + 7187,71*
4 |52531,44+16562,19 |92310,70 + 32466,25* |21516,80 + 16681,98 |28477,06 + 25094,86
6 |(39784,00 +18563,19 [91300,10 + 42220,08* |13203,57 +7245,88  |32352,18 + 30426,36*
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Sekil 4.5. Bir haftalik kaltir sonunda histomorfometrik analiz sonuglari
verilmektedir. (A, C) Kontrol (x100, x400, PAS) ve (B, D) kokiltur grubuna (x100,
x400, PAS) ait testis mikrograflarinda tibil ve limen alani él¢cimleri alinmistir. (E)
Tibdl alani, (F) limen alanina ait gliven araligi grafikleridir. (n=6 testis, 300 tlbdil,
*p<0.05)
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histomorfometrik analiz sonuclari
verilmektedir. (A, C) Kontrol (x100, x400, PAS) ve (B, D) kokiltur grubuna (x100,
x400, PAS) ait testis mikrograflarinda tubul ve [imen alani 6l¢climleri alinmistir. (E)
Tibdl alani, (F) limen alanina ait gliven aralig grafikleridir. (n=6 testis, 300 tlbdil,
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Sekil 4.7. Dort haftalik kiltir sonunda histomorfometrik analiz sonuglari
verilmektedir. (A, C) Kontrol (x100, x400, PAS) ve (B, D) kokiltur grubuna (x100,
x400, PAS) ait testis mikrograflarinda tubil ve [imen alani él¢climleri alinmistir. (E)
Tibdl alani, (F) lGmen alanina ait gliven araligi grafikleridir. (n=6 testis, 300 tilbil,

*p<0.05)



39

E F

p=0.001 ¥
120.000,00 * 50.000,001 —
= [ — ~ p=0.017
£ 100.000,007 g_ T
= =
"= 80.000,00- c
= (S 30.000,007
= 60000,007 <
—_ < 20.000,00°
e ¢ " 7] - i
g 40.000,00 I = I
—  20.000,00 5 10.000,001
0,00 y i 0,00 ? T
Kontrol Kokultur Kontrol Kokdltur

Sekil 4.8. Alti haftalik kiltlir sonunda histomorfometrik analiz sonuglari
verilmektedir. (A, C) Kontrol (x100, x400, PAS) ve (B, D) kokiltur grubuna (x100,
x400, PAS) ait testis mikrograflarinda tubdl ve [imen alani 6l¢timleri alinmistir. (E)

Tibdl alani, (F) limen alanina ait gliven araligi grafikleridir. (n=6 testis, 300 tlbdil,
*p<0.05)
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immiinohistokimyasal isaretleme: Kokiiltiir grubundaki testisler kontrol
grubundaki 6rneklerle karsilastirildiginda imminhistokimya sonuglarina gére (Sekil
4.9.) 1 (p<0.001), 2 (p<0.001), 4 (p<0.001) ve 6 (p<0.001) haftalk kiltir stirelerinin
timiinde SALL4 ile isaretli SKH sayisinda kontrole goére anlamli artis gézlenmistir

(Sekil 4.10.).
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Sekil 4.9. (A) Kontrol ve (B) kokultlr gruplarina ait testislerin 1, 2, 4 ve 6. Haftalarda
SALL4 ile indirekt immin peroksidaz ydntemiyle isaretlenmelerini gosteren
mikrograflardir. Bazal membrana tutunmus, DAB kromojeniyle sitoplazmalari
kahverengi renkli SALL4 immiin reaktivitesi gbsteren spermatogonyal kok hiicreler
okla isaretlenmistir (x400, n=6).
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Sekil 4.10. Kontrol ve kokiltiir grubuna ait SALL4 immiunohistokimyasi sonuglari
haftalara gore verilmektedir (*p<0.001, n=6 testis, 300 tibdl).

4.4. Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Testiste Bulunan
Spermatogonyal Kok Hiicre Havuzunun Korunmasi Uzerindeki Etkisinin

Degerlendirilmesi

4.4.1. Akim Sitometrisi ile Testisteki Spermatogonyal Kok Hiicre Miktarinin

Belirlenmesi

Bir, 2, 4 ve 6 haftalik kiltir sureleri sonunda testislere uygulanan kimyasal
sindirim ve mekanik parcalama ile elde edilen tek hiicre slispansiyonu PE isaretli
Sican Anti Fare PLZF ve APC isaretli Sican Anti Fare c-Kit antikorlar ile ikili olarak
degisen oranlarda isaretlenme géstermistir (EK-2-9). izotipik kontrol olarak PLZF
antikoru igin PE konjuge Sigan IgG2a ve c-Kit antikoru igin APC konjuge Sigan IgG2b
antikorlari kullanilmistir (EK-10). Birinci (p=0.028) ve 2. haftada (p=0.028) kokultir
grubunda PLZF ile isaretli spermatogonyal kok hiicre ylizdesi kontrol grubuna goére
anlamh artis gostermistir. Altinci haftada c-Kit ile isaretli ileri farklilagmis
spermatojenik seri hiicre ylzdesi kontrol grubuna gore artis gostermistir (p=0.046).
Dort ve 6. haftalarda PLZF; 1, 2 ve 4. haftalarda c-Kit ile isaretlenen hiicre

ylzdelerinde iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliik gorilmemistir



(Sekil 4.11.). Tablo 4.2.de akim sitometrisi sonuclarina ait tanimlayici istatistik

verileri sunulmaktadir.

Tablo 4.2. Bir, 2, 4, 6 haftalik kiltlr sirelerine ait PLZF ve c-Kit isaretli hicre

yuzdelerini gdsteren akim sitometrisi sonuglari gosterilmektedir (¥*p<0.05, n=6).
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Sekil 4.11. Akim sitometrisinde 1, 2, 4 ve 6. haftada A) kontrol ve kokultir
gruplarinda PLZF ve c-Kit isaretli hiicre ylizdelerindeki degisimler kutu cizgi grafigiyle
ve B) zamana bagli olarak kontrol ve kokiltir gruplar icindeki degisimler glven
araligi grafigiyle gosterilmektedir (¥p<0.05, n=6).
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda, planlanan hedeflere ulasilarak 6 ginlik C57BL/6 tiri
farelerden izole edilen MKH’lerin karakterizasyonu morfolojik vyapi, ylzey
belirteglerinin ~ varhg ve farklilasma potansiyelinin  degerlendirilmesiyle
gerceklestirilmistir. Yeni dogan fare testislerinin allojenik Ki-MKH’ler ile 1, 2, 4 ve 6
hafta slreyle kokiltiri gergeklestirilmis, MKH’lerin seminifer tibul ve limen
alanlarindaki degisime olan parakrin etkisi histomorfometrik 6lglimler ile ortaya
konmustur. Kokiltir sisteminde MKH’lerin 1, 2, 4 ve 6. haftalarda testiste SKH ve
ileri farkhlasmis spermatojenik seri hiicre popllasyonuna etkisi sirasiyla PLZF ve c-Kit
isaretli hicre vyuzdeleri ile belirlenmis ve kokiltir sisteminde belirli zaman
araliklarinda PLZF ve c-Kit isaretli hicre yuzdesinin kontrol grubuna gére anlamli
sekilde fazla oldugu tespit edilmistir. PLZF ile elde edilen akim sitometrisi sonuglari
SALL4 immin isaretlemesi ile dogrulanmis; elde edilen veriler, asagida arastirma

hedeflerine ait basliklar altinda sirasiyla tartisilmaktadir.

ilk arastirma hedefi kapsaminda alt1 giinliik C57BL/6 tiirii fare kemik iligi
kokenli mezenkimal kok hiicreler izole ve karakterize edilip; testis seritleriyle
kokiiltiir sistemi basariyla olusturulmus, hedeflenen kiiltiir siiresine
ulasilabilmistir. Yenidogan farelerden uygun yéntemle izole edilen Ki-MKH’ler
morfolojik yapi, ylzey belirteclerinin varligl, osteojenik ve adipojenik farklilasma
potansiyellerinin degerlendirilmesi sonucu basari ile karakterize edilerek sonraki is
paketlerinde glivenle kullanilmistir. Tim is paketlerinde karakterizasyonun
gerceklestiriligi Gglincl pasaj hicrelerin kullanilmasina 6zen gosterilmistir. Bu pasaj
sayisi MKH’lerin literatlirde giivenli olarak kullanildigi ¢alismalarla uyumludur (87-

90).

Literatiirde, asili damla ve hava sivi interfaz sistemi olmak tizere iki tir statik
testis kdltir duzenegi tanimlanmistir (91-93). Bu tez calismasinda, testis organ
kiltirinin MKH’ler ile olusturulacak indirekt kokiltir sistemine adapte edilebilmesi
icin ekibimizce hava sivi interfaz sisteminin kullanilmasi uygun gortlmuistir. Bu

konvansiyonel testis organ kultlr sistemi, testislerin tunika albuginea tabakasindan
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arindirihp alti kuyucuklu kiltir kabi tabanindaki agaroz jel Gizerine yerlestiriimesi ve
besiyeri seviyesinin agaroz jel yuksekliginin 1/2 ile 4/5’i arasinda tutulmasiyla elde
edilmektedir (93). Kiltir sisteminde kullanilan besiyerinin testisle direkt temasi
yoktur ve testis seritleri agaroz jel ile temas ettigi bolgelerden diflizyon yardimiyla
beslenir. Diflizyonla besin maddeleri, bliyime faktorleri, kemokin ve sitokinlerin
kiltir ortamindaki testisin her bolgesine nlfuz etmesi ve organ canhliginin
korunmasi icin testis parcalarinin boyutu 6nem tasir (94). Literatirde, statik kosulda
agaroz jel tizerinde hava sivi interfaz yontemiyle kiltiire edilen testislerin difiizyonla
beslenebilmesi icin uygun boyutun 1 mm? oldugu bildirilmistir (93, 95). Literatirle
uyumlu bicimde calismamizda da testisler stereomikroskop altinda kiiltlre
hazirlanirken 1 mm?liik boyutlarda parcgalara bollineler agaroz jeller Uzerine

yerlestirilmistir.

Tez c¢alismasinda kontrol grubundaki testislerin kiltiriinde yukarida
aciklanan  konvansiyonel sistem  kullanilmistir  (93). Kokiltir sisteminde
konvansiyonel yontemden farkh olarak bir kuyuya 100.000 hiicre gelecek sekilde
allojenik Ki-MKH’ler alti kuyucuklu kiltiir kabi tabanina ekilmis ve testislerin
muhafaza edilecegi hava sivi interfaz ortami kullanilan transwell insertleri lizerinde
olusturulmustur. Boylece elde edilen indirekt kokiltir sistemiyle, allojenik
MKH’lerin parakrin sinyaller araciligiyla testis mikrogevresi ve SKH havuzunun
korunmasina optimal katki saglayabilecegi varsayilmistir. Literatiirde, in vivo kosulda
MKH’lerin testisteki parakrin imminite (66) ve gen ifadesi dizenleyici (65), germ
hicresi sayisi (73), seminifer tibul ve limen ¢apini arttirici (61) etkileri; in vitro
kosulda Sertoli hiicresine transdiferansiyasyona ugrayabildiklerini (69) goOsteren
¢alismalar bulunmaktadir. Ancak bu tez kapsaminda in vitro kosullarda olusturulan
kokiiltiir sistemine benzer tasarimda Ki-MKH’lerin testis seminifer tiibil ve limen
alani, SKH’lerin hayatta kalimi, proliferasyonu ve farklilasmasi Uzerindeki etkileri
daha once bildirilmemistir.

Bu tez calismasinda, kiiltlir besiyeri olarak, testis organ kiltirld sirasinda
spermatogenezi desteklemesi yoniyle literatiirde kabul gérmis %10 KSR (v/v)

icerikli a-MEM kullanilmistir (96). Literatlirde, KSR katkili a-MEM besiyeriyle



a7

strdirilen sican testis kulttriinde 4 hafta sureyle %5, %10 ve %15 KSR (v/v) iceren
a-MEM besiyerinin 4 hafta seminifer tibil alanina zamana bagl etkisi incelenmis,
%10 KSR katkisinin diger iki gruba goére tlbil alaninin anlamh sekilde artis gosterdigi
bildirilmistir (97). Yayinda belirlenen %10 KSR katkili besiyerinin uygulandigi ve ayni
kaltur kosullarina sahip olan kontrol grubunda tibdl alaninda ilk 4 haftada zamana
bagli artis gézlenmis, ancak 4 ve 6. haftalar arasinda diisiis gerceklesmistir. ilk 4
haftada elde edilen bulgular Liu vd.’nin g¢alismasi ile uyumludur (97). Dordinci
haftadan sonraki ileri kiltlr siresinde tubil alaninda disls goriilmesi 4 hafta
sonrasinda kontrol grubundaki kiltir kosullarinin yetersiz gelmesiyle ilgili olabilir.
Tez calismasina ait bu ilk is paketi, sonraki arastirma hedeflerinin temelini
olusturdugundan, calismanin temel standardini saglamistir. Calismamizda testis
kiiltirinidn statik kosullarda yiratilmesi ve difiizyonla beslenmeye dayali bu
sistemde kan damarlariyla saglanan sivi akisinin  olusturdugu biyomekanik
kuvvetlerin taklit edilememesi bu is paketinin sinirlamasini olusturmaktadir.
Biyomekanik kuvvetlerin taklit edildigi mikroakiskan sistemle testis kiltiriniin statik
konvansiyonel agaroz jel yonteminden daha etkili oldugunu gosteren 3 calisma
bulunmaktadir (98-100). ilk calismada, spermatojenik seri hiicreleri GFP ile isaretli
yenidogan fare testisinde pompali mikroakiskan sistemde spermatogenezin
konvansiyonel agaroz jel yontemine gore daha etkili bir bicimde uzun sireyle
korundugu gdsterilmistir. Uretilen mikroakiskan sistemde ve kontrolii olarak agaroz
jel Uzerinde testisler 168 gin boyunca kiltire edilmistir (98). GFP isaretli
spermatojenik seri hiicreleri iceren testislerin kullanildigi ¢alismada 84. glinden
itibaren agaroz jel kiiltiir kosulunda GFP ifadesi tamamen sifirlanirken, mikroakiskan
kiltir kosulunda gen ifadesi 168 glin boyunca devam ettirilmistir. Calismada statik
kontrol grubundaki GFP geni ifadesinde erken donemde disis gorilmesi bu
sistemde testislerin hava ile direkt etkilesimde olmasina baglanmistir (98). Pompasiz
mikroakiskan sisteminin gelistirildigi ikinci calismada, 7 hafta siireyle kiltire edilen
testislerde mayozdaki germ hiicresi (tlbdllerin %85’inde), yuvarlak (%44) ve uzun

spermatid (%28) sayisinda konvansiyonel agaroz jel yontemine gore (sirasiyla %45,
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%10, %10) anlamli artis saglanmstir (99). ileri bir celisma hedefi olarak grubumuzca
kokdltur diizeneginin mikroakiskan sistemle desteklenmesi planlanmistir.

ikinci arastirma hedefi kapsaminda kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicrelerin parakrin yolla testis mikrogevresinin korunmasinda destekleyici rol
oynadig ortaya konmustur. Bu tez calismasinda, yeni dogan fare testisleri allojenik
Ki-MKH’ler ile kiltiure edildiklerinde MKH’lerin 1, 2, 4 ve 6. haftalarda, tibdl
alaninda kontrol grubuna goére anlamh bir artisa neden oldugu gorilmustir. Yeni
dogan fare testisinde seminifer tibullere tutunan Sertoli hiicrelerinin ¢ogalma ve
olgunlasmasiyla limenin olusumu baslar; buna kosut olarak tibul alaninda artis
meydana gelir (101). Sertoli hiicrelerinin olgunlagmasinin tamamlanamadigl veya
¢ogalmasinin puberte oncesinde durdugu durumlarda tibil ve limen alaninin
gelisime bagh artisinda aksaklik gorulebilir (102). Seminifer tibillerde fonksiyonel
spermatozoonlarin Uretimi testiste spermatogonyumlarin mitoz ve mayoz
gecirmeleri sonucu gerceklesse de, spermatogenezin devamliligi ortamdaki germ
hicreleriyle Sertoli hiicrelerinin etkilesimine bagldir (103). Testiste bulunan toplam
Sertoli hicresi ve Sertoli hiicresi basina diisen spermatid sayilarina bakilarak,
glnlik spermatozoon (retimi miktarinin dogrudan ve kesin bir sekilde
hesaplanabilecegi bildirilmektedir (103). Buradan yola c¢ikarak tez calismasinda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ortaya konan tiibul alanindaki artis, kokultir
ortaminda Sertoli hicreleri desteklenerek SKH mikrogevresinin  daha iyi

korundugunun 0l¢litli olarak yorumlanmistir.

Farklh kokenlere sahip MKH’lerin testise enjeksiyonunun in vivo kosullarda
hasarli seminifer tubdllerin capini arttirici etkileri bildirilmistir (61, 94, 104).
Sprague-Dawley tirli eriskin sicanda in vivo kosullarda 21 giunlik busilfan
uygulamasi ile azoospermi modeli olusturulduktan sonra 35. giinde seminifer
tibullere tek doz olarak, 10° adet allojenik Ad-MKH enjeksiyonu yapilmistir. iki ay
sonra hematoksilen eozin ile boyanan testis kesitlerinde ttbdl alaninda MKH
enjeksiyonu yapilan grupta (n=5) enjeksiyon yapilmayan negatif kontrol grubuna

gore (n=5) anlamli artis bildirilmistir (63).Wistar sicanlara 40 mg/kg tek doz busulfan
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uygulamasi ile testislerde hasar olusturulduktan sonra tek testise 1.75x10° sayida
allojenik Ki-MKH uygulanmistir. Sekizinci haftada Ki-MKH enjeksiyonu yapilan grupta
negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiibil alaninda artis gézlenmistir (61).
Dort haftalik Kunming farelere intraperitonel 40 mg/kg busilfan enjeksiyonu ile
sterilite saglandiktan 4 hafta sonra seminifer tiibiile 2.5x10° adet insan gdbek
kordonu kokenli MKH enjeksiyonu 30 ve 120. giinlerde gergeklestirilen histolojik
degerlendirmede MKH uygulanan testislerde tibil capinin kontrol grubuna goére
anlaml artis (%34) gosterdigi gdzlenmistir (105). Diger ¢alismada, Sprague-Dawley
sicanda in vivo kosullarda tek doz 7 mg/kg sisplatin ile olusturulan testis hasarinin
ertesi glnil testise 2x10° sayida Ki kaynakli allojenik MKH uygulanmistir.
Uygulamanin, 7 giin sonra seminifer tiiblllerde kontrole gore alan artisina neden
oldugu gozlenmistir (104). Bu tez calismasinda in vitro kosullarda olusturulan
kokultlr sisteminde allojenik Ki-MKH’lerin seminifer tibul alanina parakrin etkileri
1, 2, 4 ve 6. haftada degerlendirilmistir. Elde edilen histomorfometrik iyilesme
bulgular, literatlirde MKH’lerin in vivo ortamda testise dogrudan uygulandig
yayinlara ait bulgularla kismen uyum géstermektedir. in vitro kosullarda statik kiiltiir
ortaminda damarlanmasi olamayan ve yalniz diflizyon yoluyla beslenen testis
seritlerinin kokiltlr gruplarinda 6. haftaya kadar canliliginin saglanmasi ve ayni
zamanda tibillerdeki alan artisi, allojenik Ki-MKH’lerin parakrin etksinin giicli
oldugunu gostermektedir. Diger yandan etki profilinin ortaya konabilmesi ve
kisisellestirilmis bir zeminde kontrol edilebilmesi igin, kromatografik ya da
metabolomik analizlerle kultir stpernataninda MKH’lerin neden oldugu parakrin

etki iceriginin gosterilmesi gerekmektedir.

Tez calismasinda 2 ve 6. haftalarda MKH’lerle kokiltir gruplarinda limen
alaninin kontrol gruplarina gére anlamli bigcimde arttig saptanmistir. Seminifer tibal
[Gmeninin  boyutu spermatogenik aktivite ile dogrudan iliskilidir (101).
Spermatojenik hiicrelerin etkinliginin yiliksek yani spermatogenezin aktif oldugu
testislerde limen alaninin genis oldugu bildirilmistir (106). Tez ¢alismasinda MKH

kokdltari gruplarinda 2 ve 6. haftalarda limen alaninin kontrole gére daha genis
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olmasi, MKH’lerin parakrin etkiyle spermatogenezi uyardigi yoniinde agiklanabilir
(106). Bir ve 4. haftalarda limen alani yani spermatogenik aktivitenin MKH’lerle
kokiiltir gruplarinda kontrol gruplariyla benzer olarak saptanmistir. in vivo
kosullarda Sprague-Dawley tiri eriskin sicanda 21 ginliik busilfan uygulamasi ile
azoospermi modeli olusturulmasinin ardindan 35. Glinde seminifer tibillere tek
doz 10° adet allojenik Ad-MKH enjeksiyonu yapilmistir. iki ay sonra hematoksilen
eozin ile boyanan kesitlerde tibdil limeni capi, MKH enjeksiyonu yapilan grupta
(n=5) enjeksiyon yapilmayan negatif kontrol grubuna gére (n=5) anlaml artis
gostermistir (63). Adi gecen calismada in vivo kosullarda 8 hafta sonunda elde edilen
olumlu etki, tez kapsaminda 6. haftadaki kokiltir sonuglariyla benzerlik
gostermektedir. Buradan yola ¢ikarak tez ¢alismasinda MKH’lerin parakrin etkisiyle
elde edilen zaman bagimli alan artisinin (tlbul biyimesi), Sertoli hiicresi canliligini
desteklemesi niteligiyle SKH ve tim germ hicrelerine ait mikrogevreye yapilmis

onemli bir katki olarak degerlendirilmelidir.

Kontrol grubuna ait testislerde en uzun kultlir siiresi olan 6. haftada 4.
haftaya gore limen alaninda anlamli diisiis meydana gelirken, Ki-MKH ve testis
kokdltirinde bu dislisiin gérilmemesi, tez hedefi olarak ortaya konan varsayimin
saglandigini ifade etmektedir. Literatliirde in vitro statik kosullarda ttbdllerin
yasamsalliginin korunabildigi statik testis kultir stiresi 30 glin olarak bildirilmektedir
(107). Bu teze ait verilerin, in vitro organ kiiltlir ortaminda testis morfolojisinin
korunabildigi slirenin MKH’lerle 42 gline uzatilabilecegine ait orijinal veri sunmasi
bakimindan literatiire yeni bir bakis acisi kazandirabildigi sonucuna varilmistir. Fare
Ki-MKH’lerin in vitro kokiltiir ortaminda testis seminifer tiibiil ve limen alani
Uzerindeki etkisinin literatiirde daha 6nce bildiriimemis olmasi, bu tez calismasinin
ilgili verilerini orijinal kilmaktadir. Diger yandan, testis morfolojisindeki degisimin
Sertoli hiicresi matiirasyonu ve canhligi ile iliskilendirildigi bu tez calismasinda sinirh
biitce olanaklari nedeniyle Sertoli hicrelerinin immin isaretleme ile sayiminin
gerceklestiriimemis olmasi; calismaya ait dnemli bir sinirlamadir. Blitce destegi

saglanabilirse Sertoli hiicrelerinin isaretlenmesi planlanmaktadir.



51

Ugiincii arastirma hedefi kapsaminda Ki-MKH’lerin parakrin yolla SKH
havuzunun korunmasina katki sagladigi ortaya konmustur. Bu tez ¢alismasinda 1,
2, 4 ve 6 hafta siireyle yiritilen yeni dogan fare testisi ve allojenik Ki-MKH kokiiltir
sisteminin SKH ve ileri farklilasmis spermatojenik seri hicrelerinin korunmasina
olumlu etkisi, sirasiyla PLZF ve c-Kit ylzey belirtecleri lGzerinden akim sitometrisi
yontemiyle ile gosterilmistir. Ek olarak, allojenik MKH’lerin in vitro ortamda SKH
devamliligina olumlu etkisi, SKH belirteci SALL4 transkripsiyon faktorinin immin
isaretlenmesi ile ortaya konmustur. Literatiirde SALL4 ve PLZF transkripsiyon
faktorlerinin SKH belirteci oldugu, ikili immuinohistokimyasal isaretlemelerinin
kolokalizasyonuyla gosterilmistir (108). Boylece, PLZF ve SALL4 transkripsiyon
faktorlerinin testiste ayni germ hiicresi popilasyonuna, SKH’lere, spesifik olduklari
ortaya konmustur (108). Bu tez kapsaminda, akim sitometrisinden elde edilen PLZF
pozitif hiicre ylizdesi ve immunohistokimyasal degerlendirmeden elde edilen SALL4
pozitif hiicre sayisi sonuclari 1 ve 2. haftada birbirleriyle uyum géstermistir. Dort ve
altinci haftalardaki akim sitometrisi sonuglarina goére PLZF pozitif hiicrelerin
oraninda kontrol ve kokiltir gruplari arasinda anlamli bir farklilik yokken; bu
haftalarda immunohistokimyasal isaretleme sonuclarina goére SALL4 pozitif hiicre
sayisinin kokdltlr gruplarinda kontrol gruplarina gére anlamli sekilde fazla oldugu
gorilmustir. C-Kit ile isaretli hiicre sayisinda 4 hafta boyunca iki grup arasinda fark
yokken; 6. haftada kokdltir grubunda isaretli hiicre sayisinin kontrol grubuna goére

anlaml sekilde fazla oldugu goralmiustar.

Akim sitometrisi 6lcimleri icin, kiltlr slresini tamamlayan testis parcalari
enzimatik sindirim ve mekanik parcalama ile tek hicre slispansiyonu haline
getirildiginden bu yontem, heterojenik bir hiicre poplilasyonu icinde bulunan isaretli
hicrelerin ylzde bazinda degerini sunmaktadir (109). Elde edilen yizdelik
sonuglarin, hazirlanan hiicre siispansiyonunda bulunan isaretli hiicreler haricindeki
hiicre gruplarinin sayisal Ustinliklerine gore farklihk gosterebilmesi, akim
sitometrisi ve immiinohistokimyasal isaretleme ile elde edilen sonuglar dort ve

altinci haftalarda paralellik gostermemesinin nedeni olabilir (109, 110). Allojenik Ki-
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MKH’ler, kokiltlir ortaminda bulunan testislerde SKH mikrogevresine ait Sertoli
hiicrelerini destekleyerek canhliklarinin korunmasina destek saglayarak, dokuda SKH
haricinde bulunan hicrelerin sayica artisina neden olmus olabilir. Bu durum, akim
sitometrisi ile elde edilen ylzde degerlerinin immiinohistokimyasal isaretleme ile
elde edilen sayir degerleri ile istatistiksel olarak paralellik gostermemesini
aciklayabilir (109). Literatlire gore, PLZF ve SALL4 transkripsiyon faktorleri SKH’lerin
devamliliginin saglanmasinda birlikte rol oynamaktadir (111, 112). PLZF, orada
bulunan kok hicrelerin farkhlasip c-Kit ifade etmesini engellerken, proliferatif SKH
belirteci SALL4’Un ifadesinin artmasiyla PLZF'nin bu aktivitesi baskilanir ve SKH’lerin
spermatojenik seri hicrelerine farkllasarak c-Kit ifade etmeleri saglanir (111).
Yayinda PLZF ve SALL4 ile isaretlenen hiicrelerin kolokalizasyonu gosterilse de,
aralarindaki bu iletisim ve fonksiyonel farklilik, iki transkripsiyon faktoriine yonelik

isaretlemenin birbirinden farkh sonuglar vermesini agiklayabilir.

Tez calismasinda konvansiyonel agaroz jel kiltlir sistemi kullanilarak
olusturulan kontrol grubunda SALL4 pozitif hiicre miktarinda zamana bagli olarak
dizenli bir azalma gozlenmistir. Allojenik MKH’ler ile kokultlir grubunda ilk 2
haftada SKH miktarinda anlaml artis gézlenmistir. Buna gore kokultir sisteminin ilk
iki hafta boyunca yalnizca SKH’lerin devamliligina katki saglamayip, ayni zamanda
germ hicre proliferasyonlarina neden oldugu sonucuna ulasilabilir. Kokiltir
sisteminde 4 ve 6. Haftada SKH miktari 2. haftaya goére anlaml sekilde azalma
gostermistir. Bu durum, testislerin dogal ortamlarinda maruz kaldiklari biyomekanik
kuvvetler ve kan damarlariyla beslenme rutinlerinin statik kiltir kosullarinda
saglanamamasi goz onlinde bulundurularak agiklanabilir. Nitekim pompal ve
pompasiz  mikroakiskan sistemlerle olusturulan  kokiltir sistemlerinde
spermatogenezin statik kosullara gére daha uzun siireli ve etkili olarak devam
ettirilebildigine ait yayinlar bulunmaktadir (99, 100, 113). Literatlirde, c-Kit
farklilasma yoluna girmis spermatojenik seri hiicrelerinin molekiler belirteci olarak
kullanilmaktadir (114). Altinci haftada kokiltir grubunda c-Kit isaretli hicre

sayisinin kontrol grubuna gore anlamh sekilde fazla olmasina bakilarak kultir
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ortaminda MKH’lerin SKH farklilagsmasini destekledigi yorumu yapilabilir. Bir baska
bakis acisiyla, MKH destegiyle genisletilen SKH havuzu ileri dénemde kiltdr
ortaminda ileri farklilasmis spermatojenik seri hiicre popullasyonunda artisa neden
olmus olabilir. Literatlirde konvansiyonel hava sivi interfaz sisteminde seminifer
tlibdl kultlriyle 40 gin boyunca c-Kit ifadesinin slrdirildigi ile ilgili bir yayin
bulunmaktadir (115). Yapilan ¢alismada olusturulan kiltir sistemiyle 40. giinde c-
Kit ifadesi varhigina bakilmis ancak, zaman igindeki degisimi ile ilgili bir
degerlendirme yapilmamistir. Farkhlasma yoluna girmis spermatojenik seri
hiicrelerinin in vitro kiltir ortaminda zamana bagh degisimi ile ilgili bir yayin
bulunmamaktadir. Mezenkimal kok hicre katkili kokiltir sisteminin 6 haftalik kaltr
suresinde testiste SKH farkhlasmasina sagladigi katki ilk kez bu g¢alisma ile

gosterilmistir.

Literatlirde, MKH’lerin testiste PLZF, c-Kit veya SALL4 gen ifadesine etkisini
arastiran in vitro veya in vivo kosulda gergeklestiriimis herhangi bir calismaya
rastlanmamistir. Tez calismasi kapsaminda MKH’lerin PLZF ve SALL4 isaretli SKH ve
c-Kit isaretli ileri farklilasmis spermatojenik seri hiicre popllasyonunda artisa neden
oldugunun  gosterilmesi  yenilikgi bir  bulgudur. lleri  calismalarda,
immunohistokimyasal isaretleme sonuglarinin gRT-PCR ve Western blot analizleri ve
daha uzun kdltir streleri ile desteklenmesi planlanmaktadir. Yeni dogan fare
testislerinin allojenik MKH’ler ile kokiltirinin SKH canlili§ina olan etkisini gosteren
herhangi bir yayina rastlanmamistir. Bu anlamda, belirli kokdiltir sirelerinin
sonunda akim sitometrisi ve immiin isaretleme ile SKH canliliginin kontrol grubuna
gore daha yliksek oranda korundugunun gosterilmesinin literatiire yenilik¢i bir katki

sundugu gorisitine varilmistir.

Bu tez kapsaminda elde edilen veriler in vitro ortamda hava sivi interfaz
sistemine gore kurulmus statik kiltiir kosullariyla sinirhdir. Elde edilen sonuglarin
biyomekanik kuvvetlerin taklit edildigi mikroakiskan sistemlerde ve in vivo

kosullarda gerceklestirilecek hayvan modellerinde tasarlanacak calismalarla
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dogrulanmasi gerekmektedir (110). Cocukluk cagi kanserlerinde uygulanacak
gonadotoksik tedavi oncesi SKH’lerin (i¢ boyutlu nis ortamlarinin korunarak elde
edilmesi ve tedavi sonrasi testisleri hasarlanmis hastalar ¢ocuk sahibi olmak

istediklerinde sayica arttirilarak kendilerine geri verilmesi gerekmektedir (116).

Gunlmiuzde klinikte erkek hastalardan cocukluk déneminde kanser tedavisi
Oncesi testis biyopsileri alinarak kriyoprezervasyon yontemleriyle dondurulmak
suretiyle saklanmaktadir (117). Ancak bu o6rnekler ¢ozildiklerinde SKH icerikleri
olduk¢a disik olarak saptanmakta ve gergeklestirilecek fertilite icin yeterli
olamamaktadir (118). Bu tez galismasinda in vitro ortamda testis kiltiiri kurularak
nis bltlnlGglu bozulmadan  SKH’ler (izerindeki olumlu etkinin devamliliginin
saglanmasi mimkin olmustur. Bu yoniiyle calisma tek katmanh hicre kiltlri ile
karsilastirildiginda gercek ortami yansitmada gorece basarili ve klinik icin oldukga

umut vadedicidir.

Tez kapsaminda tasarlanan, fiziksel kosullari optimize edilen kokiltir sistemi
dondurma, ¢6zme ve in vivo kosullarda hayvan modellerine uygulanma
asamalarindan basariyla gegmek durumundadir. Bu asamalardan gecerek gegerlilik
ve glvenilirlik testleri tamamlandiktan sonra klinikte kisiye 0zel olarak
uygulanabilecek hale getirilebilirse, ¢ocukluk c¢agi kanserlerinde kemoterapi ve
radyoterapi gibi gonadotoksik tedaviler 6ncesinde hastalardan testis biyopsisi
alinabilir ve kemik iliginden otojenik MKH izolasyonu yapilabilir; kokdltir ortaminda
SKH ekspansiyonu saglanarak, kiltlir sonunda blylk hicre poptlasyonu igeren
testis seritleri kriyoprezervasyon teknikleriyle bireylerin eriskin reproduktif yasa
gelecekleri doneme kadar saklanabilir. Bireyler eriskin vyasa geldiklerinde
dondurulmus testis seritleri ¢ozullp, testislerden SKH izolasyonu yapilabilir; elde
edilen hiicrelerin testise enjeksiyonu ile spermatogenez baslatilabilir. Ayrica,
kokidltir  ortaminda  sayica  arttirlan  SKH’lerin  ileri  farklilasmalarinin
desteklenmesiyle yeterli sayida sperm elde edilebilirse in vitro fertilizasyon

teknikleriyle bireylerin cocuk sahibi olmalari saglanabilir.
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Sonu¢ olarak bu tez calismasinda, C57BL6 tiirii farelerden Ki-MKH
izolasyonu yapilmis ve lglincl pasajda karakterize edilen hiicreler deneylerde ayni
pasajla glivenle kullaniimistir. Mezenkimal kok hiicreler, in vitro kosullarda indirekt
kokultir ortaminda alti hafta suiresince seminifer tiibll ve [imen alanini arttirici etki
gdstermistir. Kiltir siiresince Ki-MKH’ler testis mikrocevresi ve SKH havuzunu
koruyucu etki gostermis, SKH proliferasyonunda ve farklilasmasinda olumlu rol
oynamistir. Sekil 5.1.’de tez kapsaminda yanitlanan arastirma sorulari ve gelecege

ait olasi translasyonel uygulama bakis agisi sematize edilmistir.

Tuabul Alani T
Limen Alani
Hayatta Kalim
@Q e o0 2%00 Proliferasyon T
NG a©)d Parakrin sinyaller Farklilasma

Allojenik
Ki-MKH

Sekil 5.1. Allojenik Ki-MKH’lerin in vitro ortamda testis mikrogevresi ve SKH
havuzunun korunmasina etkisi ve elde edilen sonucglarin gelecege yonelik olasi
translasyonel uygulamalari. Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar ile, Ki-MKH’lerin in
vitro indirekt kokdltlr kosulunda parakrin sinyaller araciligi ile testis seminifer tiibdl
ve limen alanini arttirici; SKH havuzunu koruyucu ve SKH’leri prolifere ettirici ve
farklilastirici etkisi goOsterilmistir. Gelecekte bu sayede in vitro kosulda korunan
mikrogevrede sayica arttirilan SKH’lerin testisten izole edilerek veya testis seridi
olarak kriyoprezervasyon teknikleriyle kullanilacak giine kadar saklanabilmesi ve
sitotoksik tedavi géren cocuklar eriskin yasa gelip cocuk sahibi olmak istediklerinde
elde edilen otojenik SKH’den zengin seritlerin veya direkt olarak izole edilen
SKH’lerin bireylerin testislerine enjekte edilmesi, bu sayede spermatogenezin
baslatilabilmesi beklenmektedir.
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izole edilen Ki-MKH’ler morfolojik yapi, yiizey belirteci varlig ve farkhlasma
potansiyelleri degerlendirilerek karakterize edilebilmis, transwell ve hava sivi
interfaz sistemi temelli Ki-MKH’lerle testis kokdltiir ortami olusturulmustur.
Kemik iligi kaynakli MKH’ler in vitro ortamda parakrin yolla testiste seminifer
tdbadl alanini arttirici etki géstermistir.

Kemik iligi kaynakl MKH’ler in vitro ortamda parakrin yolla testiste tubul limeni
alanini arttirici etki gostermistir.

Kemik iligi kaynakh MKH’ler in vitro ortamda parakrin etkiyle testiste SKH
canhhginin korunmasina katki saglamis, SKH’lerin ¢ogalmasini arttirarak kok

hicre ve farklilagmis seri hiicre havuzunu genisletmistir.
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