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OZET

Amag: Sertoli hlcrelerinin in vitro testikiler organizasyon sureci iki asamadan olusur:
testis kordonu benzeri yapilarin ve tiibiil benzeri yapilarin olusmasi. Embriyonik
donemde seminifer tiblllerin olusumunda direkt rol oynayan faktorlerden hepatosit
biylme faktori (HGF), postnatal donemde de Sertoli hiicrelerinden salgilanir. Gliyal
hicre kokenli norotrofik faktor (GDNF) spermatogonyal kok hiucre devamliligini saglar.
Renal tbulogenez strecinde; GDNF’ nin HGF nin in vitro tiibiil olusturma kapasitesini
arttirdigr ortaya konmustur. Testis tiibiillerinin olusumunda HGF’nin rolii oldugu
bilinmesine ragmen, renal tiiblilogeneze benzer olarak, GDNF’nin de bu siiregte gorev
alip almadig1 hakkinda literatiirde henliz bir bilgi yoktur. Bu ¢alismada; GDNF’nin,
HGF’ye ek olarak, Sertoli hucrelerinin t¢ boyutlu (3B) tiibiil olusturma kapasitelerine

etkisinin arastirilmasi1 amaclanmistir.

Yontem: 15P-1 Sertoli hiicre hatt1 kullanilarak; kontrol, sadece HGF varliginda, sadece
GDNF varliginda ve HGF ile GDNF varliginda olacak sekilde 4 grup olusturulmustur.
Bes giin boyunca Matrigel™” igerisinde 3B kultlre edilen Sertoli hticrelerinin tibul
olusturma kapasiteleri invert mikroskop altinda ve parafin kesitlerde hematoksilen-eozin
boyamasi ile degerlendirilmistir. Sertoli hiicrelerinin  kimliginin degismedigini
gostermek icin kit ligand (Sertoli belirteci; pozitif kontrol) ve c-kit (Germ hicre
belirteci; negatif kontrol); polarizasyonunu gostermek igin ise siki baglanti proteini
zonula okludens-1 (ZO-1) protein ifadeleri immunofloresan  yontemi ile

degerlendirilmistir.

Bulgular: HGF ile birlikte GDNF uygulamasi Sertoli hiicrelerinin 3B kiiltiirii sirasinda
in vitro organizasyonunu, liimen benzeri yapilarin olusumunu ve Sertoli hucrelerinin

polaritesini anlamli olarak arttirmistir.

Sonug: HGF ile uyarilmis Sertoli hlcrelerinin 3B tiibiil olusturma kapasitesini GDNF
eklenmesi daha da arttirir.

Anahtar Kelimeler: 15P-1 Sertoli hiicre hatt1, 3B hiicre kiltiirl, HGF, GDNF, in vitro
tibulogenez



ABSTRACT

Objective: The process of testicular organization of Sertoli cells in vitro consists of two
stages: the formation of testicular cord-like structures and tubule-like structures.
Hepatocyte growth factor (HGF), which is one of the factors that play a direct role in the
formation of seminiferous tubules in the embryonic period, is secreted from Sertoli cells
in the postnatal period. Glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF) provides
sustainability of the spermatogonial stem cell. In the process of renal tubulogenesis;
GDNF has been shown to increase the tubule forming capacity of HGF in vitro.
Although it is known that HGF has a role in the formation of testicular tubules, there is
no information in the literature about whether GDNF is also involved in this process,
similar to renal tubulogenesis. In this study; it was aimed to investigate the effect of
GDNF, in addition to HGF, on the three-dimensional (3D) tubule forming capacity of
Sertoli cells.

Method: 15P-1 Sertoli cell line was used, and the following 4 groups were established:
control, HGF-administrated only, GDNF-administrated only and HGF-administrated and
GDNF-administrated. The tubule forming capacity of Sertoli cells cultured in 3D in
Matrigel™ for five days was evaluated under an inverted microscope and by
hematoxylin-eosin staining on paraffin sections. To characterize the Sertoli cells during
culture, expression of kit ligand (Sertoli marker; positive control) and c-kit (Germ cell
marker; negative control); to show the 3D polarization of Sertoli cells, tight junction

protein zonula occludens-1 (ZO-1) immunofluorescence staining was performed.

Results: Administration of GDNF together with HGF significantly increased the in vitro
organization, formation of luminal-like structures and polarity of Sertoli cells during 3D

culture of Sertoli cells.

Conclusion: The addition of GDNF further enhances the 3D tubule forming capacity of
HGF-stimulated Sertoli cells.

Key words: 15P-1 Sertoli cell line, 3D cell culture, HGF, GDNF , in vitro tubulogenesis
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Testis olusumu sirasinda seminifer tiibiillerin olusumuna 6nciiliik eden hiicreler Sertoli
hlcreleridir. Olgun bir testiste; Sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreler seminifer
tiibiiller igerisinde yer alirken, vaskiiler endotel hiicreler, peritiibiiler miyoid hiicreler ve
Leydig hiicreleri ise seminifer tiibiiller diginda yer alirlar. Testisin bu hiicresel
organizasyonu; spermatogonyal kdk hucreler (SKH)’in ¢ogalmasi ve farklanmasi igin
cesitli hiicrelerden salgilanan faktorleri ve hiicreler arasi etkilesimleri saglayarak erkek
fertilitesini strdirtr. SKH’in devamliligin1 saglayan faktorlerden biri olan gliyal hiicre
kokenli norotrofik faktor (GDNF); Sertoli hucreleri, peritibiler miyoid hiicreler ve
testikiiler endotel hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir. Embriyonik morfogenezde
seminifer tiibiillerin olusumunda direkt rol oynayan faktorlerden biri olan hepatosit
biylime faktéri (HGF) ise, postnatal donemde Sertoli hiicrelerinden salgilanarak,
mezenkimal ve epitelyal hiicreler arasinda parakrin bir karsilikli konugma saglamaktadir.
Sertoli hticreleri kullanarak in vitro tiibiilogenez olusturmayi hedefleyen calismalarda,
iki boyutlu (2B) ve (¢ boyutlu (3B) kultlr sistemleri ve 3B biyo-yazicilar kullanilarak,
testis morfolojisinin diizenlenmesi ve hiicrelerin birbirleriyle etkilesimleri arastirilmistir.
Bu gelismis teknolojilerin bu alana uygulanmasinin 6éneminin yani sira, farkli biiyiime
faktorl faktorlerinin in vitro tlbllogenez sirecindeki etkileri heniz tamamen
aydinlatilamamistir. Renal tiibiilogenez siirecinde; GDNF’nin HGF’nin in vitro ttbul
olusturma kapasitesini daha da arttirdigi 2019 yilinda literatiirde bildirilmistir. Testis
tibdllerinin in vivo ve tiibiil benzeri yapilarin in vitro olusumunda HGF’nin roli oldugu
bilinmesine ragmen, renal tiibillogeneze benzer olarak, GDNF’nin de Sertoli
hicrelerinin in vitro tubtlogenezi slrecinde gorev alip almadigi hakkinda literatiirde
hentiz bir bilgi yoktur. Buradan yola ¢ikarak bu ¢alismanin hipotezi; “Ug boyutlu Sertoli
hiicre kiiltiirinde GDNF, HGF’nin in vitro tubil olusturma kapasitesini arttirir” olarak
kurulmustur. Bu hipotezi test etmek icin {i¢ temel amag belirlenmistir: (i) Hiicre hatti
kullanarak Sertoli hicrelerinin kultlri sonrasinda sayica ¢ogalan hiicrelerden Matrigel™

destekli 3B Sertoli hicre kultlr sistemi olusturmak ve invert mikroskop altinda Sertoli

1



hiicrelerinin in vitro tiibiil olusturma kapasitesini sayisal olarak degerlendirmek, (ii) Ug
boyutlu kultirde Sertoli hucrelerinin in vitro tiibiil olusturma kapasitesini hematoksilen-
eozin (HE) boyali parafin kesitlerde degerlendirmek, (iii) Tubiil benzeri yapilar
olusturan Sertoli hiicrelerinin bu surecte kimligini korudugunu ve polarizasyon
gosterdigini  belirlemek icin; kit ligand, c-kit ve ZO-1 protein ekspresyonlarini
immiinofloresan yontemle degerlendirmek. Bu c¢alismanin sonuglari; farkli blyime
faktorlerinin  kombinasyonunun in vitro tubilogenez surecindeki etkinligini ortaya
koyarak, testis morfolojisinin organizasyonundaki molekiiler siire¢lerin aydinlatiimasina
ve ileride SKH’in ¢ogaltilarak ex vivo spermatogenez siirecinde kullanilabilmeleri i¢in
uygun kiltiir ortamlarinin gelistirilmesi baglaminda yeni aragtirmalarin planlanmasina

onemli katkilar saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

Erkek tireme sisteminin bir ¢ift organ1 olarak bulunan testis, temel olarak erkek fertilitesi
olmak (zere testosteron hormonun dretilmesi ve salgilanmasi, sperm tiretimi ve erkek
fiziksel Ozelliklerinin gelismesi gibi 6nemli rollere sahiptir. Embriyonik gelisim
stirecinde farkli hiicre tiplerinin ve hiicresel faktorlerin testis olusumunu tetiklemesi ile
olusan testis, puberte sonrasinda olgun hiicresel fonksiyon islevini kazanir. Embriyonik
donemden puberteye kadar testiste olusan SKH’den, puberte sonrasinda dalgalar halinde
spermatozoa Uuretilir. Testis morfolojik yapist ve testikiiler nis SKH havuzunun

korunmasi ve spermatogenezin siirdiirebilmesi i¢in organize olmustur.

2.1. Testis gelisimi ve morfolojik diizeninin kurulmasi

Insanda gonad gelisimi; embriyonik dénemin 4. haftasinin sonunda mezonefroz ile son
bagirsagin dorsal kismi arasinda genital kabart1 olusturarak, 6. haftada bu mezoderminin
igerisine vitelliis kesesi duvarindan go¢ eden primordiyal germ hicreleri (PGH)
yerlesince baslar (Boizet-Bonhoure, 2015). Erkek gonadin morfolojik 6zellikleri
embriyonik gelisimin 7. haftasinda ilk kez belirmeye baslar (Mclaren, 1991). ilk
farklanan hucreler olan ve sdlomik epitelden kdken alan Sertoli hiicreleri seminifer tibul
duvarinin en ¢ok sayida bulunan hiicreleridir (Karl ve Capel, 1998). Fonksiyonlart; bir
yandan seminifer kordonlari olusturmak diger yandan da paramezonefrik kanallarin
gerilemesini saglayan Anti-Millerian hormon (AMH) salgilamaktir. AMH salgilanmasi
puberteye kadar devam eder ve puberteden sonra sona erer (Rehman ve ark., 2017).
Primordiyal germ hucreleri, seminifer kordonlar icerisinde ©nce gonositlere ve
dogumdan sonra ise spermatogonyumlara farklilasarak kok hiicre havuzunu olusturan ve
ayni zamanda spermatogenezi saglayan temel hicrelerdir (Sosa ve ark., 2018). Seminifer
tiibiiller arasindaki mezensimden ilk olarak fetal Leydig hicreleri (FLH) ve bag dokusu
gelismeye baslar ve Leydig hucreleri 8. haftadan itibaren testosteron ve androstenedion
uretirler (Inoue ve ark., 2018). Seminifer tiibiillerin arasindaki (intersitisyel) alani

olusturacak bag dokusu, Leydig hiicrelerinin disinda mezensimden koken alan



peritibuler miyoid hucreler (PTMH) ve vaskiler endotel htcreler gibi destek
hlcrelerinden meydana gelmektedir (Heinrich ve DeFalco, 2020).

Bu gelisim siireci kemirgenlerde; insan gelisimine benzer olarak, Sertoli hicrelerinin
birbirlerine tutunarak seminifer kordonlar1 olusturmak i¢in gé¢ eden PGH’ni
cevrelemesi ile baglar. Bu siire¢ siganda prenatal 13.5 ile 14.5’uncu gun ve farede 11.5
ile 12.5’uncu giinler arasinda gergeklesir (Sekil 2.1). Daha sonra Sertoli hicreleri,
dogum sonras1 16. giine ve farede 17. gline kadar ¢ogalmaya devam ederler (Migrenne
ve ark., 2012). Sekil 2.1A’da fare testisi olusumu sirasinda gelisim gunlerine gore
meydana gelen hiicresel farklilasma gosterilmektedir. Farklilasan ilk somatik hiicreler
Sertoli hiicreleridir (yesil) ve endotel hiicreleri de ilkel wvaskiiler yapiyr (kirmizi)
olusturmak {izere erken asamada gonad igine goO¢ ederler. Sertoli hiicre
proliferasyonunun ardindan, fetal Leydig hicreleri (FLH'ler; mavi) ve peritibuler
miyoid hucreler (PTMH'ler; kahverengi) farklilasir. Vendz damarlarin ve lenfatik
endotel hicrelerinin (LEH'ler; siyah) gelisimi ile vaskiiler yap1 tamamlanir. Postnatal
donemde testis, noronlar da icermesine ragmen, bu hiicrelerin ortaya ¢iktiklar: ilk
gelisim asamasi belirsizligini korumaktadir. Embriyonik gelisimde,13.5 giine kadar fare
testisi testis kordonlarina ve intersitisyel alana ayrilarak olgun testis morfolojik yapisi

neredeyse tamamlanmis olur (Sekil 2.1B).



105 125 145 16.5 18.6 dpe

B Eomed e EOORY e O s pove

Germ hiicresi

)
||l "askiiler endotel hiicresi

||{Eetal Levdig hiicresi |INNEG_—
|| | Peritiibiiler miyoid hiicre |

? | Sinir hiicresi |

Tunika albuginea
Sélomik damar
interstisyum

‘Testis kordonu

@ FLH

€O PTMH

@ Sertoli hiicresi
¢ PGH

. e Kan damarlan
13.5 dpe - ' Ekstraseliiler Matriks
NN 0 Mezensim

Sekil 2. 1. Gelisen fare testisinin sema seklinde gosterimi (Svingen ve Koopman, 2013). FLH: Fetal
Leydig hiicresi, PTMH: Peritibiler miyoid hiicre, PGH: Primordiyal germ hcresi, dpc: embriyonik
geligim giinii. Sekil orijinal halinden Tiirkgelestirilmistir.

Seminifer tiibiillerin olusumu birkag basamakta gerceklesir. Ilk olarak; prenatal
donemde testikiiler kordon olusumunu Sertoli hiicrelerinin bir araya gelmesi saglar (Abe
ve ark., 2017). Postnatal déonemde ise, gonositlerin spermatogonyumlara farklilasarak
Sertoli hiicrelerinin bazaline yerlesmesi ve bu siiregteki hiicresel etkilesimler sayesinde
tibdl ldmeni ve esasen seminifer tiibiil olusumu gerceklesir (Naillat ve ark., 2014).
Seminifer kordonlar olusurken testiste bulunan vaskiler endotel hicreler, Sertoli
hiicrelerine rehberlik ederek, diger bir deyisle seminifer kordonlarin mezonefrozdan gog

eden vaskiiler endotel hiicreleri ile paralel dizilmesini saglayarak, 6nemli bir rol oynarlar



(Combes, Wilhelm, ve ark., 2009). Seminifer tiibiillerin olusumunu fibroblast buyime
faktori (FGF) sinyali ve HGF dogrudan veya dolayli olarak etkilemektedir (Ricci ve
ark., 1999; Hiramatsu ve ark., 2010).

2.2. Seminifer tabdllerin organizasyonu ve spermatogenezde rol oynayan faktorler

Testisin htcresel organizasyonu erkek fertilitesini; SKH ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve
spermatogenezin devamliligi icin cesitli hiicrelerden salgilanan faktdrler ve dogru
hiicreler arasi etkilesimler ile saglar. Olgun bir testiste; Sertoli hicreleri ve
spermatogenik hucreler seminifer tubiller igerisinde yer alirken, testikiiler endotel
hicreler, PTMH’ler ve Leydig hiicreleri ise seminifer tiibiiller disinda yer alirlar (Sekil
2.2) (Heinrich ve DeFalco, 2020). Spermatogonyumlar kok hucrelerdir ve farklanarak
spermatozoay1 olustururlar (Kanatsu-Shinohara ve Shinohara, 2013). Sertoli hiicreleri
androjen baglayici protein (ABP), inhibin, GDNF, FGF2 gibi faktorleri salgilayarak ve
spermatogenik hiicreler ile baglantilar kurarak bu hiicrelere ve testis gelisiminde destek
gorevi gordrler (Baazm ve ark., 2017). Leydig hiicreleri, erkek genital organlarinin
embriyolojik farklilagsmasinda da etkili olan testosteron hormonunu {iretirler ve
spermatogenez icin Sertoli hiicrelerine destek olurlar (Zhou ve ark., 2019). Testikiler
endotel hiicreleri, GDNF {ireterek SKH’i destekler ve testiste vaskuler endotelyal

biiylime faktorii (VEGF) aracili damar olusumunu saglar (Bhang ve ark., 2018).
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Sekil 2. 2. Seminifer tubllde hucrelerinin yerlesimi (Junqueira, 2009). Sekil orijinal halinden
Tiirkcelestirilmistir.

Seminifer tiibiiller; ilk olarak liimensiz testikiiler kordonlar seklinde olusur ve postnatal
hayatta SKH’in bazale dogru gog¢ etmesiyle, liimeni olan yapilara doniisiirler (van der
Wee ve Hofmann, 1999). Sertoli hiicrelerinin; spermatogonyumlar, PTMH ve vaskuler
endotel hiicreler ile arasindaki etkilesimlerinin bu siireci desteklemesiyle, Sertoli
hiicreleri bir araya gelerek testis kordonlarini olusturur (Combes, Wilhelm, ve ark.,
2009). Ardindan, seminifer tiibiillerde liimen yapilarinin gozlenmesi ile es zamanl
olarak Sertoli hiicreleri arasinda siki baglantilarin ortaya ¢ikmasi (kan-testis bariyerinin
kurulmasi) gergeklesmektedir. Bu durum, Sertoli htcrelerinin  seminifer tubul
limenlerinin olusumunda temel rol oynadigimi gostermektedir (Russell ve ark., 1989).
Diger organlarin embriyonik gelisimlerine benzer olarak seminifer tiibiillerin
morfogenezi, Sertoli hiicreleri ile peritiibliler ve/veya Leydig hiicreleri arasindaki
epitelyal-mezensimal hiicre etkilesimlerini igerir (Grobstein, 1967; Gumbiner, 1992). Bu
karsilikli etkilesimler hiicresel farklilasmanin yaninda gelisimin ileriki siireglerinde
fizyolojinin belirlenmesi icin gereklidir (Matsumoto ve Nakamura, 1996; Birchmeier ve
Gherardi, 1998). Bu bilgiler, mezensim kokenli Leydig ve PTMH tarafindan salgilanan

parakrin faktorlerin Sertoli hicrelerinin yizeyindeki reseptorlere baglanarak, seminifer



tiiblillerin morfogenezinde ve devamliliginda rol oynadigimi gostermektedir (van der

Wee ve Hofmann, 1999).

2.2.1. Testis kordonlarmmin olusumu

Sertoli hiicreleri endotel, peritiibliler miyoid ve Leydig hiicrelerinin bulundugu ve
zenginlestirilmis ekstraseliiler matriks iceren jel ile 3B kiiltiire edildiginde, Sertoli
hiicrelerinin  kiiltiir ortaminda bulunan hiicreler arasindaki etkilesimiyle, kordon
olusumunun gergeklestigi gosterilmistir (Combes, Wilhelm, ve ark., 2009). Bununla
birlikte, testis kordon olusumunda mezonefrozdan gdcen hiicrelerin de bu siirecte kritik
rol oynadig1 belirtilmistir (Buehr ve ark., 1993). Sertoli hiicrelerinin ve mezonefrozdan
endotel hiicrelerinin gog¢iiniin, testis kordonlarmin olusumu ve sekillenmesi i¢in gerekli
oldugu bilinmektedir. Testis kordon olusum siireci; hiicresel kiimelenme, bdliinme ve
bigimlenme fazlarin1 igermektedir (Combes, Lesieur, ve ark., 2009) (Sekil 2.3). Pre-
Sertoli ve germ hiicrelerinin gonad iginde yerlesimi sonrasinda, norotrofik reseptor
tirozin kinaz (NRTK)’lar testikiiler kordon olusumu siirecindeki hiicresel kiimelesme
fazinda rol oynamaktadir (Gassei ve ark., 2008) (Sekil 2.3B). Molekiiler diizenlemelerin
devaminda ise go¢ eden endotel hiicreleri ile hiicreler arasi etkilesimler testis
kordonlarinin olusumu siirecindeki boliinme fazinda rol oynar (Sekil 2.3C). Testis

kordonlarinin boliinmesiyle Sertoli hiicreleri, bazal membran olusturmak iizere

PTMH’le birbirlerine tutunur ve testis kordonlarinin sekli ve boyutu bu hiicreler

arasindaki etkilesim ile diizenlenir (Sekil 2.3D).
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Sekil 2. 3. Testis kordon olusumunun sematik gosterimi (Combes, Wilhelm, ve ark., 2009). Sekil orijinal
halinden Tiirkg¢elestirilmistir.



Pre-Sertoli hiicrelerindeki yapisal degisiklikler testis kordonlarinin olusumunu ve
genislemesini saglamaktadir (Cool ve ark., 2012). Bu yapisal degisikler, Sertoli
hiicrelerinin folikiil uyarict hormon (FSH), tiroid hormonu (T3) ve aktivin A gibi ¢esitli
faktorlerin uyarimiyla, instilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF1) yolagmi diizenleyerek
prolifere olmasini icermektedir (Chojnacka ve ark., 2016). Ancak Sertoli htcrelerinin
testis kordon olusumu siirecindeki roliiniin altinda yatan molekiiler mekanizma tam
olarak aydinlatilamamistir (Chojnacka ve ark., 2016). Diger yandan, endotel hiicreleri
gebeligin 11.5’uncu giiniinden baslayarak mezonefrozdan go¢ eder ve testis kordonlarin
organizasyonu ile es zamanli olarak testis damar sistemini olusturur (Brennan ve ark.,
2002). Damar sisteminin kurulmasi ve go¢ eden hicrelere yol gosterici olarak testis
kordon olusumu siireci kordonlarin sayisin1 ve seklini belirlemektedir. Bu nedenle,
endotel hiicreleri tarafindan olusturulan testis damar sistemi testis kordon gelisimi i¢in
gereklidir ve yoklugunda testis kordon gelisimi gecikmeye ugramaktadir (Combes,
Lesieur, ve ark., 2009).

2.2.2. Spermatogenezde rol oynayan faktorler

Dogumdan once kapali olan, limeni olmayan, seminifer kordonlarin dogumdan bir siire
sonra gonositlerin  spermatogonyumlara farklanmasiyla liimenleri olusur ve
spermatogenez bu tiibliler yapi icerisinde Sertoli hiicreleri ve diger c¢evre hiicreler
tarafindan desteklenir (Kanatsu-Shinohara ve Shinohara, 2013). Spermatogonyal kok
hiicrelerin korunmasi ve spermatogenezin siirdiiriilmesi erkek fertilitesi agisindan
onemlidir. Spermatogenik hiicre nisini; Sertoli hiicreleriyle beraber tiibiil duvarinda ve
intersitisyel alanda yer alan hiicreler ile bu somatik hiicrelerin salgiladiklar1 faktorler
desteklemektedir. Spermatogonyal kok hiicrelerin devamliliginda rol oynayan faktorler
instlin benzeri biiylime faktorii baglanma proteini-2 (IGFBP-2), stroma kdkenli faktor-1
(SDF-1), makrofaj inflamasyon proteini (MIP-2), GDNF ve FGF-2’dir (Bhang ve ark.,
2018).



2.3. Testis kordonlari ve tiibiil olusumunda HGF/c-Met sinyal yolaginin rolii

Seminifer tiibiillerin olusumunu dogrudan veya dolayli sekilde etkileyen faktorler vardir
ve bunlar; FGF, HGF, doniistiiriicti biiylime faktorii (TGF) beta reseptor 1 (ALK 4/5/7),
NRTK, tirozin-protein kinaz (ErbB4) gibi hiicreler arasi iletisimi saglayan sinyal
yolaklart ile iligkilidir (Hiramatsu ve ark., 2010; Naillat ve ark., 2014; Ricci ve Catizone,
2014; Abe ve ark., 2017).

Hepatosit blyume faktorii (HGF)/c-Met sinyal yolagi, prenatal ve postnatal testis
gelisimi ve fonksiyonu da dahil olmak (zere tiibllogenez ile iliskili morfogenik
streclerde 6nemli roli olan bir sinyal yolagidir (Catizone ve ark., 2001; Ricci ve
Catizone, 2014). HGF, epitelyal ve endotelyal hicrelerinin proliferasyonu, motilitesi ve
tibllogenez gibi olaylardan sorumlu cok fonksiyonlu bir blyime faktéradar
(Birchmeier ve Gherardi, 1998). HGF reseptori olan c-Met, bir tirozin kinaz reseptor
proteinidir (Catizone ve ark., 2001). Fare testisinde HGF/c-Met ekspresyonu 11.5 dpc’de
baslar ve prenatal ve postnatal testis gelisimi suresince devam eder (Ricci ve Catizone,
2014). Gonad gelisiminin erken evresinde gonadda dagilim gdsteren HGF, mezensimal
hiicrelerden salgilanan FGF-9, platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve norotrofin
gibi buyime faktorleri ile birlikte ¢alismaktadir (Ricci ve Catizone, 2014). HGF bdbrek,
akciger ve karaciger gibi organlarda tiibiil olusumu i¢in parakrin bir faktor olmasinin
yan1 sira, testikiiler tiibiil olusumu siirecinde de rol oynamaktadir (Barros ve ark., 1995).
Mezenkimal ve stromal hiicreler tarafindan ifade edilen HGF, reseptori olan c-Met
araciliyla epitelyal hucreleri etkiler (Kamalati ve ark., 1999). Testiste, PTMH, endotel
hicreler ve Leydig hucreleri mezensimal/stromal kokenli hucreleri temsil ederken,
Sertoli hucreleri epitelyal kokenli hiicreleri temsil etmektedir. 1999 yilinda yapilan bir
caligmada, Sertoli hiicre hattt ve primer Sertoli hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro
epitelyal tiibiilogenez siirecinde HGF’nin gerekli oldugu ortaya konmustur (van der Wee
ve Hofmann, 1999). Mezenkimal ve somatik hiicreler tarafindan iiretilen HGF, c-Met
reseptoru ifade eden Sertoli hiicrelerinin seminifer tiibiil olusturmasini saglar ve Sertoli
hlcrelerinin tubul yerlesimini diizenler (Catizone ve ark., 2001). c-Met ile birlikte HGF
ifadesi, postnatal 25. glnden itibaren Sertoli hicrelerinde gorilir (Lemagueresse ve
Jegou, 1988). HGF reseptori ve c-Met PTMH tarafindan da ifade edilmektedir
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(Catizone ve ark., 1999) ve bu hicreler testikuler tiibilogenez sirecindeki parakrin
sinyal yolaginin 0nemli bir pargasidir (van der Wee ve Hofmann, 1999). Sertoli
hiicrelerinin testis gelisimi siirecinde tiiblil olusumunu saglamasi, germ hiicreleri igin
gerekli olan mikrogevreyi olusturmaktadir. Dolayisiyla, HGF dolayli olarak
spermatogenezi duzenlemektedir (Catizone ve ark., 2001).

2.4. GDNF ve HGF/c-Met sinyal yolagiyla iliskisi

GDNF'nin SKH’in desteklenmesi ve kendilerini yenilemesi i¢in kritik oldugu
tamimlamistir (Meng ve ark., 2000). Spermatogenez i¢cin GDNF'nin gerekli oldugu
ortaya konduktan sonra, fare SKH'inin destekleyici fare embriyonik fibroblastlar (MEF)
tizerinde kiiltiire edilmesi ve yeterli GDNF ile diger biiyiime faktorlerinin eklenmesi
sayesinde kiltiirde sayilarini arttirma kosullar1 hizla gelistirilmistir (Kubota ve ark.,
2004). Glial hicre kokenli norotrofik faktor Sertoli htcreleri, PTMH ve testikiler
vaskiiler hiicreler tarafindan salgilanir (Spinnler ve ark., 2010; Bhang ve ark., 2018) ve
GFRal/Ret reseptor kompleksine baglanan ve doniistiiriicii biiylime faktorii-beta (TGF-
R) super ailesinin tyesi olan 6nemli bir parakrin faktordur (Parekh ve ark., 2019). 2003
yilinda yapilan bir ¢alismada, GDNF’nin kiiltiir ortaminda Madin-Darby Képek Bobrek
(MDCK) hcrelerinin Ureterik dallanmalarini, Ret sinyalini kullanmadan, HGF reseptorii
olan Met’i aktive ederek indiikledigi gosterilmistir (Popsueva ve ark., 2003) (Sekil 2.4).
Onemli olarak, GDNF nin; HGF’nin in vitro renal tiibiil olusturma kapasitesini arttirdig

2019 yilinda ortaya konmustur (Nakasatomi ve ark., 2019).
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Sekil 2. 4. Met reseptoriiniin HGF ve GDNF araciligiyla baglatilan ortak sinyalizasyonu (Sariola ve
Saarma, 2003). Sekil orijinal halinden Tirkgelestirilmistir.

2.5. Sertoli hiicrelerinin tiibiil yapisindaki 6nemi

Sertoli hiicreleri hem fetal donemde hem de dogum sonrasi testis gelisiminde germ
hiicreleri i¢in destek gorevi gormektedir. Sertoli hiicreleri birbirlerine siki baglantilarla
baglanarak tiibiil disindan liimen igine buyik molekillerin gegisini dnlemektedir ve
adliminal tibuler kompartmanda da hiicrelerarasi ortamin diizenlenmesi saglamaktadir.
Bu baglantilar, tubul cevresindeki doku ile birlikte kan-testis bariyeri (KTB)’nin
temelini olusturmaktadir (Cheng ve Mruk, 2012). Sertoli hiicreleri KTB’ni olusturmanin
yani sira, gelismis hiicre iskeleti sayesinde seminifer tiibiillerin temel yapisal destegini
de saglar (Stanton, 2016). Sertoli hiicreleri olgunlasmasini tamamlayan testiste, puberte
sonrasinda, arttk mitoz bolunmeler gegirmezler. Genel fonksiyonlari; biylme
faktorlerini salgilamak ve spermatogenez siirecini destekleyerek kontrol etmektir.
Uzerinde FSH reseptori (FSHR) bulunan Sertoli hiicresinin aktivitesi, adenohipofizden
salgilanan FSH tarafindan diizenlenmektedir (Baazm ve ark., 2017). Sertoli hucresi
ABP, inhibin, GDNF ve FGF-2 gibi biiylime faktorlerini salgilayarak spermatogenik
hicreleri desteklemektedir. FGF-2, GDNF salgilanmasinit saglar (Baazm ve ark., 2017).
Iki boyutlu ve 3B in vitro kiiltiire edilen Sertoli hiicreleri, tiibiilogenez caligsmalar1 ve ex

vivo spermatogenezin desteklenmesi i¢in kullanilan degerli modellerdir.
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2.6. In vitro cahsmalarda kullanilan Sertoli hiicre hatlar1 ve 6zellikleri

Son yillarda, germ hiicreleri ve Sertoli hiicrelerinin birlikte kiltir edilmesiyle erkek
infertilitesinin tedavisinde umut verici sonuglar ortaya c¢ikmaktadir (Wang ve ark.,
2016). Bu baglamda, bu iki hiicre tipinin 6liimsiiz hiicre hatlarin1 gelistirmek ve bunlarin
in vitro c¢alismalarda kullanilmasi spermatogenez fizyolojisinin anlagilmasi, ilag
uygulama arastirmalart agisindan degerlidir. Bu yontemler temel olarak su basliklar
altinda toplanir: (i) telomeraz reverse transkriptaz (Tert) overekspresyonu, (ii) virusler
(6rnegin; simian Vvirusi 40 (SV40) blyuk T antijeni, poliomaviris buyik T antijeni
(PyLT), papillomaviris E6 ve E7, adenoviris E1A ve herpesviris saimiri), (iii)
onkogenler (6rnegin; Myc, Ras, Jun) ve (iv) tiimor baskilayic1 genler (p16, p53, Rb)
(Blagosklonova ve ark., 2002; Sharpe ve ark., 2003; Hai ve ark., 2014). Primer germ
hicrelerini in vitro kosullarda g¢ogaltmak zor oldugu i¢in temelde dnemli olan, Sertoli
hlcreleri gibi germ hiicrelerine nis olusturan destek hiicreleri Oliimsiizlestirmektir.
Sertoli hiicrelerinin 6liimsiizlestirilmesi i¢in kullanilan giincel yontemler ve olusturulan
hiicre hatlar1 asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Sekil 2.5). Gen transfeksiyonu olmadan
olusturulan Sertoli hiicre kimligine sahip TM4 hiicre hatti immatiir farelerden elde
edildiginden, 0Ozellikleri prepubertal kemirgen hucrelerin karakterlerine oldukga
benzerdir ve olgun olmayan Sertoli hiicrelerinin boliinme mekanizmalarini arastirmak
icin bir model olarak kullanilmaktadir (Wang ve ark., 2016). Transgenik hayvanlardan
veya primer Sertoli hiicrelerini onkogenlerle enfekte ederek olusturulan Sertoli hiicre
hatlar1 da bulunmaktadir. Ornegin; 42GPA9 ve 15P-1 Sertoli hiicre hatlari, PyLT
transgenik farelerinden tretilmistir (Paquis-Flucklinger ve ark., 1993; Bourdon ve ark.,
1998). 15P-1 hiicre hatt1 ise primer Sertoli hucrelerinin morfolojik ve fonksiyonel
Ozelliklerini korumaktadir ve SKH'lerin kendi kendini yenileme ve farklilagmalarim
incelemek i¢in kullanilan hiicre hatlarindandir. Alt1 aylik geng¢ farelerden elde edilen
15P-1 hiicre hatt1, Sertoli hiicrelerinin olgun olmayan (prepubertal) ve olgun
(postpubertal) donem Ozelliklerini gosteren Wilm’s timér (Wtl) ve kit ligand
belirteclerini ifade eder (Paquis-Flucklinger ve ark., 1993; Rassoulzadegan ve ark.,
1993). 15P-1 hiicre hatt1 islem gérmemis testis hiicre slispansiyonundan tiiretildigi igin,

germ ve Sertoli hiicrelerinin karisik oldugu belirtilmistir ve bu hiicre hattinda bulunan az
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sayidaki hiicrelerde germ hiicrelerine 6zgii LDH-X, Hox 1.4 ve c-kit genlerinin
ekspresyonu gozlenmistir (Paquis-Flucklinger ve ark., 1993). PyLT transgenik
farelerden olusturulan klonal Sertoli hiicre hatlari, normal Sertoli hicresinin 6zgin
fonksiyonlarin1 ifade etme potansiyeline sahip oldugundan, germ hiicre gelisiminde
Sertoli hiicre fonksiyonunun arastirildigi calismalarda degerlidir (Bourdon ve ark.,
1998).
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Sekil 2. 5. Oliimsiizlestirilmis Sertoli hiicre hatlarmin olusumunu gosteren sema (Wang ve ark., 2016).
Sekil orijinal halinden Tirkgelestirilmistir.

2.7. Sertoli hiicrelerinin in vitro testikuler organizasyon sireci

In vitro testikiler organizasyon siireci birkag hiicre tipinin rol oynadigi temel iki
bolimden olusur: testis kordonu benzer yapilar ve tiibiil benzeri yapilar (Richer ve ark.,
2020) (Sekil 2.6). Temel olarak Sertoli hiicreleri ve onlara eslik eden diger testikiiler
hiicreler ile birlikte hem 2B hem de 3B kiiltiir modellerinde organizasyon ayni bigimde
ilerlemektedir. En 6nemli basamak, hiicrelerin birbirleriyle etkilesimleriyle birlikte
“konflilans” saglanmasidir (Sekil 2.6A). Ikinci asamada, kasilabilir PTMH’in de
etkisiyle Sertoli hlcrelerinin multi-nodiler kiimeler halinde toplanmaktadir (Sekil 2.6B).
Hiicrelerin olusturdugu kiimelerin birbirleriyle olusturduklari baglantilar ile kordon
benzeri yapilar meydana gelmektedir (Sekil 2.6C). Limen olusumuyla tiibiil benzeri
yapilar son asamayi tamamlamaktadir (Sekil 2.6D). Testis hilcrelerinin in vitro olarak
yeniden duzenlenmesi sonrasinda spermatogonia farklilasmasi da gorulebilmektedir

(Sekil 2.6). Testis gelisimini ve fizyolojisini anlamak i¢in, Sertoli hiicreleri ve diger
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testis hiicreleri ve bunlar arasindaki hiicre-hiicre ve hlicre-ECM etkilesimi ile 2B ve 3B
kiiltiir modelleri kullanilmigtir. Ayrica, testis hiicrelerinin bir islevi olan bu yeniden

organizasyon, testis hiicre yasindan 6nemli 6lcude etkilenir (Gao ve ark., 2020).

- VEVEA /)  VEVEA 9
Perittibiler hiicreler </ Farklilagmamis
(diger interstisyel hucreler) Sertoli hiicreleri Spermatogonya
Kultdr metodoloji > < Besiyeri birlesimleri

A) Konfliians
““'ﬁ.fo seg (0

B) Kiimelenme

D) Tﬁbﬁl benzeri yapl

o ’6@# Q( e\ ‘
‘. L o\
_Xejee ¢\

Sekil 2. 6. Testikller hucre tiplerinin in vitro yeniden duzenlenmesinin kronolojik stireci (Richer ve ark.,
2020). SH: Spermatogenik hiicre, US: uzamig spermatid, YS: yuvarlak spermatid. Sekil orijinal halinden
Tirkcelestirilmistir.

2.7.1. iki Boyutlu modeller

Sertoli hiicreleri, in vitro testikiler kiltirlerde temel hiicreler olarak kullanilir ve PTMH

veya diger interstisyel hiicreler tarafindan desteklenebilir. Onceki in vitro ¢aligmalarda,
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birincil veya oliimsiizlestirilmis Sertoli hiicre hatlariyla olusturulan hiicre kultlrlerinin,
kiimelenme, testikiiler kordon benzeri yap1 ve tiibiil benzeri yapilarin meydana gelmesi
i¢in dnemli oldugu bildirilmistir (Alves-Lopes ve Stukenborg, 2018). iki boyutlu Kiiltir
sistemlerinde in vitro testikiiler benzeri yapilarin olusmasi i¢in birincil hiicreler veya
Oliimstizlestirilmis hiicre hatlariin gerekli olmasinin yani sira; yeniden yapilandirilmis
bazal membran (Hadley ve ark., 1985), Matrigel™ (GFR- Matrigel™) (van der Wee ve
Hofmann, 1999), laminin (Tung ve Fritz, 1986; Schlatt ve ark., 1996; Gassei ve ark.,
2006), fibronektin (Mackay ve ark., 1999) ve kollajen tip IV (Tung ve Fritz, 1986) gibi
materyaller ile kaplanmis yiizeyler de kullanilmaktadir. Testis morfogenezini arastiran
Onceki 2B kiiltiir calismalarinda, hiicre-hiicre etkilesimlerini ve hlicre-matriks arasindaki
etkilesimleri tanimlayabilmek ve 3B modellere daha yakin oldugu igin kaplanmig
yuzeyler tercih edilmistir. Ayrica, testikiiler hiicrelerin in vitro morfogenik degisiklikleri
laminin ve kollajen tip 1V ile iliskili iken, fibronektin ile degildir (Tung ve Fritz, 1986;
Richardson ve ark., 1995; Schlatt ve ark., 1996). In vitro testis organizasyonunda onemli
rol oynayan Sertoli hiicrelerinin farklilasmasinda da bu sistemler énemli rol oynar.
Ozellikle laminin, fibronektin gibi hiicre digt matriks bilesenleri ile kapl Kkiiltiir
sistemleri ve yeniden yapilandirilmis bazal membranlar Sertoli hiicrelerinin
farklilagsmasini tesvik etmek i¢in kullanilir (Hadley ve ark., 1985). Yapilan bir ¢aligmada
fibronektin ve lamininin hiicre adezyonunu ve farklilasmasini destekledigi, yeniden
yapilan bazal membranin ise pre-Sertoli hiicrelerin polarizasyonunu gergeklestirerek en
yiksek farklilasmay1 sagladigi ve bununla birlikte kordon benzeri yapilar olustugu
gosterilmistir  (Mackay ve ark., 1999). Gegmiste yapilan bir ¢alismada,
oliimsiizlestirilmis Sertoli hiicre hatlari, PTMH ve germ htcreleri Agar ile kaplanmis
kiiltir kabinda kltire edildiginde, testis kordonuna benzer bir yap1 elde edildigi ve
germ hucrelerinin en az 7 gin canliliklarin1 korudugu gosterilmistir (Hofmann ve ark.,
1992). 1999 yilinda yapilan bir baska ¢alismada, 6liimsiizlestirilmis Sertoli hiicre hatti
ile GFR-Matrigel™ iceren kiiltiirde tek tabakali testis tlblll benzeri yapilar
olusturulmustur (van der Wee ve Hofmann, 1999). Herhangi bir materyal ile
kaplanmamus kiiltirde, testis dokusundan elde edilen birincil hiicrelerinin kullanildig
calismalarda, genellikle hiicrelerin kiimelenmis formunu ve germ hiicrelerinin kimligi

gosterilmistir (Gao ve ark., 2020). Ayrica, spermatogenez ile ilgili ¢alismalar i¢in olgun
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Sertoli hiicreleri, kisa stireli 2B kultur sistemlerinde germ hiicreleri ile kiiltiire edilmistir.
(Vigier ve ark., 2004; lwanami ve ark., 2006; Xie ve ark., 2010).

Sonug olarak, 2B modellerde birlikte kilture edilen olgun Sertoli ve germ huicreleri, esas
olarak in vitro spermatogenez calismalarina Onciiliikk ederken, Sertoli hiicre hatlar1 veya
geng birincil Sertoli hiicreleri veya testis hiicreleri igeren/igermeyen diger kiiltiirler,
hiicre gogii, bu siirecteki etkilesimlerini inceleyen yapilar1 arastirmak igin tercih
edilmektedir (Richer ve ark., 2020). Ancak 2B modeller ile uzun sreli kaltirler
yapilamamasi Ve in vitro testikiiler yapilarin olusumu kismen tamamlandigindan, farkli

modellere literatiirde hala ihtiyag duyulmaktadir.

2.7.2. Ug boyutlu modeller

Kultlr metotlar1 olarak kullanilan igerikler acgisindan 3B modeller iki baslik altinda
toplanabilir: testikiiler organ kiiltiirii ve ayrismis testikiiler hiicrelerin kiltiiri. Onceki
caligmalara gore testis organ Kkiiltiirliinli iceren arastirmalar testis organizasyonunu
desteklemezken ayrigsmis testis hiicrelerini kullanan caligmalar testis organizasyonunun
olusumunu tesvik etmektedir (Alves-Lopes ve Stukenborg, 2018). Ayrismis testikiiler
hiicrelerini igeren kiiltiir metodolojisinde kullanilan materyaller Agar kultlr sistemi,
metilseliloz kiltir sistemi, Matrigel™, kollajen, kalsiyum aljinat, fosfogliseraldehit
(PGAL), hiicresizlestirilmis matriks, sungerler ve nanotuplerdir (Alves-Lopes ve
Stukenborg, 2018). Iki boyutlu kiltir sistemlerine benzer sekilde 3B Kkltir
sistemlerinde yetigkin insan testis hiicreleri kullanilirken; sigan, fare, maymun ve buzagi
gibi model organizmalarda ise farkli yas gruplarindaki hiicreler kullanilabilir (Alves-
Lopes ve Stukenborg, 2018). 2006 yilinda yapilan ¢aligmalarda, yetiskin insan testis
hiicrelerinin kalsiyum aljinat ve kollajen gibi yumusak matriksler kullanilarak kulttire
edilmesi sonucunda hcreler kiime yapilar1 olusturmustur (D. R. Lee, Kim, Yang, ve
ark., 2006; J. H. Lee, Kim, Kim, ve ark., 2006). iki boyutlu kiiltiir sisteminden farkli
olarak, 3B kiiltiir sistemleri araciligiyla hiicresel organizasyon, kiimelenme ve kordon
benzeri yapilarin disinda seminifer tiibiill benzeri yapilara ulagmustir. Ornegin;
Matrigel™ ile kilture edilen farkli yaslardaki testislerden elde edilen htcrelerin,

kiimelenmis yapilar ardindan kordon benzeri yapilar da olustugu gosterilmistir ve
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yetiskin testis hiicrelerinin kultlre edilmesiyle seminifer tibil benzeri yapilar
olusturulmustur (Hadley ve ark., 1985; Hadley ve ark., 1990; Gassei ve ark., 2010;
Legendre ve ark., 2010; Alves-Lopes ve ark., 2017; X. F. Zhang ve ark., 2017; Alves-
Lopes ve Stukenborg, 2018). Testis hicreleri 3B kiltur sisteminde kollajen jel matriks
ile Kiltire edildiginde, kiimelenmelerin olusmasiyla in vitro spermatogenez
desteklenebilir ve hiicre canliligi daha uzun siire korunabilmektedir (J. H. Lee, Kim,
Kim, ve ark., 2006). Bircok arastirma ig¢in hala 2B kultur sistemleri kullanilsa da 3B
klltdr endistrisi, 6zellikle kanser tedavisi ve kok hiicre arastirmalarinda, gelismektedir.
Uc boyutlu hiicre kilturlerinin kullanimin artan kabulii ve kullanimmin nedenleri su
sekilde siralanabilir; (i) canli bir organizmadaki kosullarin daha iyi simiilasyonu, (ii)
farklt hiicre tiirleri arasindaki etkilesimin saglanmasi, (iii) akis entegrasyonun
saglanmasi Ve (iv) bariyer baglantilarinin olusturulmasi. Ancak 3B Kkiiltiir sistemleri,
goriintiileme ve Ol¢iimler acisindan zorluklarin yani sira gerekli malzemelerin pahali
olmasi, oksijen ve diger gerekli besinleri dogru yere ulastirma gibi sorunlari da
icermektedir. Dolayistyla, testis acisindan da in vitro kiiltiir modellerinin gelistirilmesi

ve hiicre kultlrl siirelerinin uzatilmasi konusunda ¢alismalar gereklidir.

2.7.3. Matrigel™ tabanh Kiiltiir sistemi

Genel olarak, 2B sistemle karsilastirildiginda, Matrigel™ tabanli bir kiiltiir sisteminde
gelismis hiicre organizasyonu ve yasama yetenegi gézlemlenmektedir (Richer ve ark.,
2020). En onemlisi, fare oositlerini doélleyebilen insan yuvarlak spermatidleri,
Matrigel™ tabanli bir kiiltiir sisteminde elde edilmistir (Sun ve ark., 2018). Fakat, bazi
arastirmalara ragmen, 3B Kkiiltiir sistemlerinde spermatogenezin etkinligi, testise 6zgii
mimarinin sinirl olmasindan kaynakli diigiik kalmistir (Kanbar ve ark., 2021). Ayrica,
yuksek hicre yogunlugu kullanildiginda Matrigel™'de sican testikiiler organoidlerinin
gelismis organizasyonu meydana geldigi gosterilmistir (Kanbar ve ark., 2021). Bu
durum Matrigel™ tabanli bir kiiltiir sisteminin testikiiler organoid olusumunda da
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir (Kanbar ve ark., 2021). Matrigel™ tabanli bir
kaltur sistemlerinin tercih edilmesinin bir bagka sebebi ise hiicresel polarite olusumunu
duizenleyebilmesidir (Kanbar ve ark., 2021). igerisinde bulunan laminin, entaktin gibi
bazal membran bilesenleri agisindan zengin olmasi, hiicre polaritesi ¢aligmalar1 igin
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avantaj saglamaktadir. Matrigel™, epitelyal morfogenez sirecini analiz etmek icin en
uygun olan daha hizli ve daha tutarli hiicre polarizasyonu ve liimen olusum oranlar1 ile

sonuglanir (Kanbar ve ark., 2021).
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3. GEREC ve YONTEM

Deney Tasarimi: Calismamiz; rastgele se¢ilmis (randomize), kontrol grubu igeren,
ileriye yonelik (prospektif) bir in vitro deneysel arastirma seklinde planlanmistir.
Bagimli degiskenler; calismaya ait Ol¢clim parametreleri (hiicre sayis1 Olglimleri),
bagimsiz degiskenler; deney kosullar (kiiltiir ortamlarina HGF ve GDNF uygulamalari)
olmak iizere ¢alismaya ait 6lglim parametreleridir. Calismamiz, 3B ve Matrigel™ kiltur
yontemleri ile ilgili makalelerden yola ¢ikilarak, in vitro kosullarda dogrulayici hipotez
testi ¢aligmasi diizeninde, deney ve kontrol gruplarini igerecek bicimde tasarlanmistir
(van der Wee ve Hofmann, 1999; Pinto ve ark., 2011; Nakasatomi ve ark., 2019)
Calismamuz, literatlirde kullanilan “her deney tekrari i¢in gerekli en az hiicre sayis1” goz
onlnde tutularak planlanmistir (van der Wee ve Hofmann, 1999). Calismanin deneysel

tasarimi Sekil 3.1°de gosterilmektedir.

3B Matrigel™ kiiltiiriinii parafine ggmme

histojel

Sertoli hiicrelerinin 2B kiiltiir ile cogaltiimasi  Sertoli hiicrelerinin Matrigel™ icerisinde 3B Kkiiltiirii

15P-1 Sertoli Hiicre Hatti

>
D )ZN}\N histojel l
& Y _— ],/- 10 ng/mL HGF ‘/\ =
S SR _ T N 4

streptomycin ve %10 fetal sigir serumu

iceren DMEM
10 ng/mL HGF +
%5 CO2 iceren 32°C inkiibatdrde kiiltiir —_— } ¥ 100 ng/mL GDNF
e \\’

HGF+GDNF GRUBU
Hiicre Canhih@inin Degerlendirilmesi 00 na/mlL GD
‘ /.} y— 100 ng/mL GDNF / \
\~ — ; — Ao GDNF GRUBU
\ . ﬁ Hematoksilen-eozin
\ -

\ I boyamasi ile .__

~ : hiicresel dagiim ve = "‘\

500 pL hiicre siispansiyonu + o + olugumlarin

100 pL %0.4'iik trypan blue 5 giin boyunca 320C ve %5 CO2 inkiibatrde kiltiir olug ; ﬁ‘ﬁ
incelenmesi =

in vitro hiicresel organizasyonun sayisal degerlendirilmesi in vitro tibilogenez sirasinda Sertoli
hicrelerinin  kimliginin ~ degismedigini
. gostermek icin; kit ligand (Sertoli
e

) belirteci; pozitif kontrol) ve c-kit (Germ
= /V . L hiicre belirteci; negatif kontrol), Sertoli
% —:’ '};lucreler arasi letklle?_l_mler, hiicrelerinin polarizasyonunu gostermek
R ordon_ benzeri yapilar ve umen icin ise siki baglanti proteini zonula
- = benzeri yapilar GraphPad Prism okludens1 20-1) ifadeleri
s 9 programi kullanilarak sayisal s A— i
<l | olarak degerlendirilmesi immdnofloresan yontemi ile

" [ degerlendirilmesi

Sekil 3. 1. Calismanin deneysel basamaklarini dzetleyen sema.
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3.1. 15P-1 Sertoli hiicre hatti  ATCC® CRL-2618™) ‘nin in vitro kosullarda

cogaltilmasi

Dondurulmus 15P-1 Sertoli hiicre hatti (ATCC® CRL-2618™), 32°C sicakligindaki su
banyosu igerisinde yaklasik 2 dakikada eritildi. %1 penisilin streptomisin (Gibco™,
15070063) ve %10 fetal sigir serumu (Gibco™, 2025-s4) eklenerek hazirlanan yiksek
glukozlu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, D6429)
besiyeri 32°C sicakhigindaki su banyosu icerisinde 6nceden 1sitildi. Cézlen hticreler, 10
mL DMEM igeren 15 mL’lik falkon igerisine aktarild1 ve yaklasik 125 x g'de 7 dakika
boyunca santrifuj edildi. 4.0 mL DMEM ile hiicre pelleti yeniden stspanse edildikten
sonra 25 cm?lik bir kiiltir tabagma dagitildi. Hicre kiltiirii, %5 CO, iceren 32°C
inklibatorde gergeklestirildi. Her 3 giinde bir besiyeri degistirildi. Hiicre doluluk orani
%80’ni gectiginde Kiltir tabagi %0.25’lik Tripsin-EDTA (Gibco®, 25200056) ¢ozeltisi
ile hiicre katman1 yikandi ve kiiltiir kabina 2.0 mL %0.25°1ik Tripsin/EDTA (Gibco®,
25200056) cozeltisi eklendi. Hucreler kiiltiir tabagindan kalkana kadar yaklasik 6 dakika
32°C’de inkiibe edildi. Enzimatik tepkimeyi durdurmak icin 2.0 mL DMEM eklendikten
sonra hicreler pipetlenerek aspire edildi. Yeni kiltlr tabaklarina uygun hicre
stispansiyonu “alikuatlar” seklinde eklenerek pasajlama yapildi (3:1 oraninda). Sertoli
hiicrelerinin ¢ogalma hiz1 ve hiicre doluluk oranina gore 3 veya 4 bir pasaj yapildi ve 2

gunde bir besiyeri yenilendi (Rassoulzadegan ve ark., 1993).

3.1.1. Hiicre canhihiginin degerlendirilmesi

Kiiltiire edilen hiicrelerden, hiicre sayis1 2x10° hiicre/mL olan hiicre siispansiyonundan
Ependorf tlpline 500 pL hicre suspansiyonu eklendi. Daha sonra Uzerine 100 pL
%0,4’1ik tripan mavisi (Invitrogen™, 10702404) solisyonu eklenerek 5 dakika
bekletildikten sonra Ornekler Thoma lamina yerlestirilerek mikroskop altinda
gozlemlendi. OIi hiicreler mavi renk goriiniirken, canli hiicreler renksizdi. Canli hiicre
orani (%) = Boya almamis hiicrelerin sayisi/ Toplam hiicre sayis1 x 100 formalu ile

hesaplandi.
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3.1.2 15P-1 Sertoli hiicre hattimin immiinofloresan yontem ile kimliginin

belirlenmesi

Deney grubunun olusturulmasi i¢in kullanilacak 15P-1 Sertoli hiicre hattinin kimliginin
belirlenmesi igin hiicre fiksasyonu gerceklestirildi. ilk olarak 3 adet yuvarlak lamel UV
altinda 15 dakika steril edildi. Sonrasinda 24 kuyucuklu kiiltiir tabaginin 3 kuyucuguna
yerlestirildi. Uzerine 300 pL steril FBS eklendi ve 30 dakika 32°C inkiibator icerisinde
bekletildi. inkiibasyon sonrasinda FBS uzaklastirildi ve her kuyucuga 1x10° hiicre
olacak sekilde 400 pL hiicre stispansiyonu koyuldu. Hicreler tutunana kadar 32°C’de
inklbe edildi. Hucreler tutunduktan sonra steril PBS ile 3 kez yikandi. PBS uzaklastirilip
200 pL %4’lik paraformaldehit ile 20 dakika fikse edildi. Fiksasyon islemi sonrasinda
PBS ile 3 kez 10 dakika yikandi. Sonra 3 kuyucuga da 200 pL %0.1°lik Triton X-100
(Sigma-Aldrich, x100) eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan
PBS ile 3 kez 3 dakika yikama yapildiktan sonra hiicreler, 200 pL %0.5’1ik normal kegi
serum eklendi ve 1 saat bloklama islemi yapildi. Bloklamadan sonra yikama islemi
yaptlmadan 1/100 seyreytilmis kit ligand (Bioss, bs-0545R) ve c-kit (Bioss, bs-10005R)
primer antikorlar1 ile + 4°C’de gece boyu inkiibe edildi. Normal tavsan IgG negatif
kontrol olarak kullanildi. Ertesi giin PBS ile 3 kez 3 dakika yikama yapildi ve Alexa
Flour-488 konjuge kegi anti-tavsan sekonder antikorlari ile oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edildi. Ardindan 3 kez 3 dakika PBS ile yikandi. Hiicre niikleuslarinin boyanmasi
amactyla hiicreler 1/2000 seyreltilmis Hoescht (Thermo, H1399) boyasi ile 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi ve 3 kez 3 dakika PBS ile yikandi. Kuyucuklar icerisindeki
yuvarlak lameller lamlara alinarak gliserol ve distile su ile 1:9 oraninda hazirlanmig
kapatma soliisyonu ile kapatildi. Boyanmalar DAPI ve FITC filtreleri kullanilarak
Olympus BX61 Floresan mikroskobu goriintiilendi ve fotograflar ¢ekildi.

3.2. Deney gruplarimn olusturulmasi

3.2.1. Deney gruplari uygulamalar icin HGF ve GDNF hazirlanmasi
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HGF hazirlanisi ve uygulanisi:

Stok olan 20pug HGF (Sigma-Aldrich, SRP3300-20ug), 20 pL distile su icerisinde
cOziilerek 1pg/pL konsantrasyon elde edilsi ve -20°C’de saklandi. Elde edilen 1pg/pL
konsantrasyon HGF’den 1uL almmarak 9uL distile suda seyreltildi ve 0,1 pg/pL
konsantrasyonda HGF ¢ozeltisi elde edildi. Bu ¢ozeltiler buzdolabinda bir hafta boyunca
saklanarak uygulamalar icin kullamldi. iki pl HGF (0,1 pg/pL) ile 20 mL yiiksek
glukozlu DMEM (Sigma-Aldrich, D6429) besiyeri %1 penisilin streptomisin (Gibco™,
15070063) ve %10 fetal sigir serumu (Gibco™, 2025-s4) ile karistirilarak 0,01 ng/uL

HGF elde edildi ve hiicre kilttrtinde besiyeri olarak kullanilda.

GDNF hazirlanisi ve uygulanisi:

Stok olan 10 pg GDNF (Sigma-Aldrich, SRP3200-10ug), 10 pL distile su igerisinde
cozillerek 1pg/uL konsantrasyon elde edildi ve -20°C’de saklandi. iki pL GDNF (1
pg/uL) ile 20 mL yiksek glukozlu DMEM (Sigma-Aldrich, D6429) besiyeri %1
penisilin streptomisin (Gibco™, 15070063) ve %10 fetal sigir serumu (Gibco™, 2025-
s4) ile karistirilarak 0,01 ng/pL GDNF elde edildi ve hiicre kultlriinde besiyeri olarak
kullanilda.

3.2.2. Cogaltilan 15P-1 Sertoli huicrelerinin Matrigel™ icerisinde 3B kulturi

Matrigel™ matriksi (Corning®, 354230) kullanmadan o6nce 4°C buzdolabinda
bekleterek gece boyunca ¢ozildu. Matrigel™ matriksi ¢ozildlkten sonra, malzemenin
dagildigindan emin olmak i¢in sise dondiiriilerek akiskanligi kontrol edildi. Buz
Uzerinde Matrigel™ matriksi soguk hiicre kiiltiirii besiyeri %1 penisilin streptomisin
(Gibco™, 15070063) ve %10 fetal sigir serumu (Gibco™, 2025-s4) iceren ylksek
glukozlu DMEM (Sigma-Aldrich, D6429) ile 5 mg/mL'ye seyreltildi. Onceden
sogutulmus pipet uclart kullanilarak, onceden sogutulmus 8 kuyucuklu kdltir slaytina
(Sekil 3.2) 50 uL. Matrigel™ matriksi (5mg/mL) eklenerek bir pipet ucuyla esit sekilde

zeminin kaplanmasi i¢in yayildi ve jel olusturmak i¢in 32°C'de 30 dakika inkube edildi.
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Tek hicreli bir sispansiyon elde etmek icin hucreler tek tabakadan %0.25’lik Tripsin-
EDTA (Gibco®, 25200056) ile kaldirildi ve 5 dakika boyunca 125 x g'de oda
sicakliginda santriflj edildi. Hiicre canliliklar1 degerlendirildi ve hiicre doluluk orani
yaklasik %80-85 olarak hesaplandi. Hiicreler besiyeri ile hiicre yogunlugu 3x10°
hiicre/mL olacak sekilde stspanse edildi ve buz Uzerinde tutulan 90 pL Matrigel™
matriks soltsyonuna (5 mg/mL) 10 uL hiicre sispansiyonu aktarildi. Olusturulan kiiltiir
32°C'de 45 dakika inkiibe edildi. Seyreltilmis Matrigel™ ¢dzeltisinin bir matriks halinde
diizgiin sekilde polimerize olabilmesini saglamak icin, hiicre yogunlugu Matrigel™
matriks c¢ozeltisinin %210'undan fazla olmayacak sekilde hazirlandi. Deney gruplarinin
bulundugu kuyucuklara gére yavas¢a 200 pL hiicre besiyerleri eklendi: 10 ng/mL HGF
(HGF Fare SRP3300-20UG, Sigma-Aldrich) eklenerek HGF gruplari, 100 ng/mL GDNF
(GDNF Fare SRP3200-10UG, Sigma-Aldrich) eklenereck GDNF gruplari, 10 ng/mL
HGF ve 100 ng/mL GDNF birlikte eklenerek HGF+GDNF gruplari olusturuldu. TUm
gruplar 5 giin boyunca 32°C ayarli, %5 CO, inkiibat6rde inkiibe edildi ve her 2 giinde bir

besiyerleri yenilendi.

Sekil 3.2. Ug boyutlu Matrigel™ kiiltiirii icin kullanilan 8 kuyucuklu kiiltiir slayt1.

3.2.3. In vitro hiicresel organizasyonun sayisal degerlendirilmesi

15P-1 Sertoli hiicrelerinin Matrigel™ igerisinde 3B kiiltiiri 120 saat boyunca devam etti.
Hiicrelerin kiiltiire alindigi giin (GO) dahil her 24 saatte bir Olympos 1X71 invert
mikroskopta 20x bliylitmede goriintiilendi. Hiicreler arasi etkilesimler, kordon benzeri

yapilar ve llimen benzeri yapilar sayisal olarak degerlendirildi.
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3.2.4. Parafin bloklarin elde edilmesi

Gruplarda yer alan hucreler, 5. giiniin sonunda histolojik analizler igin fiksasyon ve
parafine gdbmme islemi Oncesinde Matrigel™ hiicre kiiltiirii bloklar1 biyopsi kabinda
HistoGel™ (Epredia™, HG-4000-012) sandvigi olusturulacak sekilde yerlestirildi ve
daha sonra parafine gdmmek icin mavi patoloji kasetlerine aktarildi (Pinto ve ark., 2011)
(Sekil 3.3). Yapilan islemler sirasiyla soyleydi: HistoGel™ bir tiip icerisinde 65-70°C
sicaklikta tamamen sivilasana kadar eritildi. Buz (zerinde bulunan biyopsi kaplari
isitilmis 150 pL histojel ile dolduruldu. Ug boyutlu Matrigel™ kiltirler hiicreler
dagilmayacak sekilde ve bloklar halinde bisturi yardimi ile ¢ikarildi. Cikarilan
Matrigel™ bloklar gdmme kasetlerindeki HistoGel™ icerisine bisturi yardimi ile
yerlestirildi. Daha sonra biyopsi kabina tekrar 150 pL erimis HistoGel™ eklenerek
sandvi¢ sistemi olusturuldu ve 10 dakika buz (zerinde bekletildi. HistoGel™ sandvic,
doku kasetleri igerisine alinarak 16 saat %10 formalin ile fikse edildi. Fiksasyondan 16
saat sonra; %70, %80 ve %90’lik artan etil alkol serilerinde 24 saat ve %100’lik etil
alkolde 3 saat tutulan dokular1 sudan kurtarma iglemi gerceklestirildi. Kasetler, ksilolde
30 saniye bekletilerek, hucreler seffaflastirildi. 56 °C’ye ayarli etiivde hicreler, temiz
parafin serilerinden gegirilerek parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan 5pm
kalinliginda kesitler lamlara alindiktan sonra 56°C etiivde kesitlerin lamlara yapigmasi

saglandi.
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-
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HISTOJEL
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sandvig sistemi olusturuldu.

Sekil 3. 3. Ug boyutlu Matrigel™ kiiltiiriinii parafine ggmme yontemi.

3.3. Hematoksilen-Eozin boyama

Parafin kesitlerden parafini uzaklastirmak i¢in 2 kez 15 dakika ksilolde bekletildi.
Ardindan, derecesi azalan (%100, %90, %80 ve %70) etil alkol serilerinde 5’er dakika
tutuldu ve son olarak 5 dakika suda bekletildi. Kesitler 1 dakika boyunca

hematoksilende bekletilerek hiicre niikleuslar1 boyandi ve suda yikanarak fazla

hematoksilen uzaklastirildi.  Yikama sonrasinda 10 saniye eozinde bekletilerek hiicre

sitoplazmas1 boyandi ve suda yikanarak fazla eozin uzaklastirildi. Kesitlerden suyu

uzaklastirmak icin dereceli etil alkol serileri gecirildi ve %100 etil alkolde 5 dakika

bekletildi. Ardindan alkolii uzaklastirmak igin 15 dakika ksilolde bekletilerek entellan ile

kapatma islemi yapildi. Kapatilan kesitler kurutulduktan sonra Olympus,

CX43mikroskobunda 20x ve 40x biiyiitmede fotograflandi.
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3.4. immunofloresan boyama

Parafin kesitlerden parafini uzaklastirmak icin ksilolde 15’ser dakika olmak Uzere iki
kez bekletildi. Ardindan, derecesi azalan (%100, %90, %80 ve %70) etil alkol
serilerinde 5’er dakika tutuldu ve son olarak 5 dakika suda bekletildi. “Antijen retrieval”
uygulamasi yapildi (kesitler sitrik asit solisyonunda 700W 4 dakika + 450 3 dakika
boyunca kaynatildi.) ve kesitler 40 dakika buz uUzerinde sogumaya birakildi. fosfat
tamponlu salin (PBS) soliisyonunda 3 kez 5’er dakika yikama gergeklestirdikten sonra
%0.3’1liikk TritonX-100 (Sigma-Aldrich, x100) eklendi ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Bu islemden sonra kesitler PBS soliisyonunda 3 kez 5’er dakika yikandi. Bir
sonraki adimda %1 oraninda normal keci serumu 1 saat uygulanarak ikincil antikorun
Ozgiin olmayan baglanma bolgeleri bloklandi. Bloklama isleminden sonra tavsanda
retilmis poliklonal kit ligand (Bioss, bs-0545R), c-kit (Bioss, bs-10005R) ve ZO-1
(Bioss, bs-1329R) 1:100 oraninda PBS ile seyreltilerek seri kesitler tizerine uygulandi.
Izotip kontrol i¢in Kesitlere birincil antikorlar ile ayn1 miktarda tavsan IgG proteini 1:500
oraninda PBS ile seyreltilerek uygulandi. Birincil antikor uygulandiktan sonra kesitler
+4°C’de gece boyu inkibe edildi. Ertesi giin PBS soliisyonunda 3 kez 5’er dakika
yikandiktan sonra 1:500 oraninda PBS ile seyreltilen keci anti-tavsan Alexa Fluor-488
bagl ikincil antikor (Invitrogen™, A11008) ile birincil antikorlar isaretlendi. Hiicre
¢ekirdeklerinin boyanmasi igin 1:2000 saf su ile seyreltilmis Hoechst (Invitrogen™,
H1399) ile 5 dk boyama yapildi. Kesitler, gliserol ve distile su ile 1:9 oraninda
hazirlanmis kapatma soliisyonu ile kapatildi. Boyanma sonuglar1 Olympos BX-61 dik
immunofloresan mikroskobunda DAPI ve FITC filtreleri kullanilarak 20x ve 40x
blyutmede goriintiilendi ve fotograflandi. Sertoli hlcrelerinin kimliginin belirlenmesi ve

baglant1 kompleksi olusumu agisindan tim gruplarda karsilastirildi.

3.5. istatistiksel analizler

15P-1 Sertoli hiicrelerinin 120 saat 3B kdltiirli boyunca, hiicrelerin kiiltiire alindig1 giin
dahil her 24 saatte bir Olympos 1X71 invert mikroskopta 20x blyltmede goruntulendi

ve hiicreler arasi etkilesimler, kordon benzeri yapilar ve limen benzeri yapilar sayisal
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olarak degerlendirildi. Elde edilen tiim veriler GraphPad Prism 9 programi kullanilarak
analiz edilmistir. Degerler ortalama + ortalamanin standart hatasi (SEM) olarak
belirtilmistir ve her grubun normal dagilima uygun oldugu Shapiro-Wilk test (p>0.05)
ile goOsterilmistir. Gruplar arasi farklar1 belirlemek igin one-way ANOVA testi
uygulanarak p<0.05 altinda bulunan degerler anlamli olarak kabul edilmistir. Gruplar
kendi aralarinda karsilastirilarak farklari belirlemek i¢in Tukey's ¢coklu karsilastirmalar

testi uygulanarak p<0.05 altinda bulunan degerler anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. 15P-1 Sertoli hticre hatt1 in vitro kosullarda basariyla cogaltilmistir

15P-1 Sertoli hiicre hattinin 14. pasajt 2B Kkiiltiirde 72 saat siireyle gozlendi ve
fotografland1 (Sekil 4.1). Kulturde elde edilen hicreler 72. saatin sonunda yaklagik %90
hiicre doluluk oranina sahiplerdi. Hiicre doluluk oranmi %80’i gegen hiicrelerin 3B
Matrigel™ kiiltiiriine gegmeden 6nce sayilart hesaplandi. Bir 25¢cm®lik kiiltiir kabinda

yaklasik 2.8x10° canli hiicre oldugu belirlendi.

) 100 im

/

72 SAAT

Sekil 4.1. 15P-1 Sertoli hiicre hattinin 14. pasajina ait 2B hiicre kiltiirii. 24, 48 ve 72 saat streyle kiiltire
edilmis hiicrelerin invert mikroskop ile goriintiilenmesi (20X).
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4.2. 15P-1 Sertoli hiicre hatti kulttr stresi boyunca kimligini Korumustur

15P-1 Sertoli hicrelerinin 3B kulturii i¢in kullanilacak 14. pasajinin kimliginin
belirlenmesi i¢in immiinofloresan yontemi kullanildi ve Olympos BX-61 dik
immunofloresan mikroskobunda DAPI ve FITC filtreleri kullanilarak 20x ve 40x
blyitmede goruntulendi ve fotograflandi (Sekil 4.2). Sertoli hiicresi belirteci olan Scf
proteininin hem sitoplazmik hem de niikleer olarak varligi belirlendi. Ayn1 zamanda,
germ hicresi belirteci olan c-kit proteini degerlendirildi. Kiiltiir kosullari Sertoli
hiicresine uygun olmasindan dolayi, germ hiicresini icermesi beklenmemektedir.
Dolayisiyla germ hiicre belirteci c-kit negatif kontrol olarak kullanildi ve hiicrelerde
herhangi bir boyanma gdzlenmedi. Primer antikorun spesifik olup olmadigini kontrol
etmek igin tavsan IgG izotip kontrol olarak kullanildiginda, herhangi bir boyanma
olmadig1 icin antikorlarin 6zgiil oldugu belirlendi. Sonug¢ olarak; kiltirde bulunan

hicrelerin yalnizca Sertoli hiicreleri oldugu belirlendi.

HOECHST

200 pm 200 pm 200 pm

HOECHST

200 pm 200 pm 200 pm

HOECHST TAVSAN IgG

200 um 200 pm 200 um
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Sekil 4.2. 15P-1 Sertoli hiicrelerinin 14. pasajinin karakterizasyonu. 72 saat siireyle kiiltiire edilmis
hicrelerin immunofloresan mikroskop ile goriintilenmesi (40X). (Scf: Sertoli hicresi beilrteci, pozitif
kontrol; c-kit: germ hiicresi belirteci, negatif kontrol; rabbit 1gG: negatif kontrol.)

4.3. 15P-1 Sertoli hicrelerinin Matrigel™ icerisinde 3B kultird basariyla
gerceklestirilmistir

Cogaltilan 15P-1 Sertoli hucreleriyle; HGF ve GDNF yoklugunda (kontrol grubu),
sadece HGF varliginda (HGF grubu), sadece GDNF varliginda (GDNF grubu) ve HGF
ile birlikte GDNF varliginda (HGF+GDNF grubu) olacak sekilde 120 saat boyunca
Matrigel™ igerisinde in vitro kosullarda kultiire edilerek deney gruplari olusturuldu.
Kiiltiiriin olusturuldugu giin GO olarak kabul edildi ve her 24 saatte bir hicreler
fotografland1 (Sekiller 4.3, 4.4, 4.5, 4.6-4.7-4.8). Bu surecte; hiicrelerin ¢ogalmasi,
hiicrelerin birbirleriyle etkilesimleri, kordon benzeri yapilarin olusumu ve limen benzeri
yapilarin olusumu g0zlendi. Hucreler G0’da matrikse heniiz tutunmadiklari igin tlm
gruplarda yuvarlak hiicre morfolojisine sahipti (Sekil 4.3). Hiicreler arasi etkilesimlerin
tim gruplarda G1’de basladigi gozlendi. Bu etkilesimler sonucu hiicrelerin bir araya
toplanarak kiimeler olusturdugu gozlendi (Sekil 4.4). Hicrelerin G2 ve G3’te belirli
bolgelerde organize olduklar1 ve kiimelerin birbirleriyle etkilesimleriyle birlikte
kurduklar1 baglantilarin olusturdugu kordon benzeri yapilar gozlendi (Sekil 4.5-4.6). 96.
saatte hiicre topluluklarinin ve baglantilarin yogunlasarak bosluklar olusturdugu

go6zlendi ve bu yapilarin limen benzeri yapilar oldugu belirlendi (Sekil 4.7-4.8).
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KONTROL

HGF+GDNF

Sekil 4.3. 15P-1 Sertoli hiicre hattinin 14. pasajma ait 3B hiicre kiiltiiriiniin olusturuldugu giin (GO).
Hcrelerin invert mikroskop ile gérunttlenmesi (20X).
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HGF+GDNF

Sekil 4.4. 15P-1 Sertoli hiicre hattinin 14. pasajina ait 3B hiicre kiiltiriiniin 24. saati (G1). Hicrelerin
invert mikroskop ile goriintilenmesi (20X). (Beyaz ok bagst: Hiicreler arasi etkilesimleri ve kiimelenme)
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HGF+GDNF

200 pm

Sekil 4.5. 15P-1 Sertoli hiicre hattinin 14. pasajina ait 3B hiicre kiiltiriiniin 48. saati (G2). Hicrelerin

invert mikroskop ile gorintulenmesi (20X). (Beyaz ok basi: Kordon benzeri yapilar)
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HGF+GDNF

Sekil 4.6. 15P-1 Sertoli hiicre hattinin 14. pasajina ait 3B hiicre kiiltirtiniin 72. saati (G3). Hucrelerin
invert mikroskop ile goriintilenmesi (20X). (Beyaz ok basi: Kordon benzeri yapilar.)
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* *

200 pm

Sekil 4.7. 15P-1 Sertoli hiicre hattinin 14. pasajina ait 3B hiicre kiiltiiriiniin 96. saati (G4). Hicrelerin
invert mikroskop ile géruntiilenmesi (20X). (Yildiz imi: Liimen benzeri yapilar)
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200 pm

Sekil 4.8. 15P-1 Sertoli hiicre hattinin 14. pasajina ait 3B hiicre kiiltiiriiniin 120. saati (G5). Hucrelerin
invert mikroskop ile géruntiilenmesi (20X). (Yildiz imi: Liimen benzeri yapilar.)

4.4. 15P-1 Sertoli hicrelerinin Matrigel™ icerisinde 3B kultiru sonrasinda limen

benzeri yapilar olusturma kapasiteleri HGF ve GDNF varhginda daha yuksektir

15P-1 Sertoli hiicreleri 120 saat boyunca Matrigel™ igerisinde kiiltiire edildi ve hiicre

organizasyonlari sayisal olarak degerlendirildi.

Kiiltiirlin 24. saatinde hiicreler arasi etkilesimler degerlendirildiginde, tiim gruplarin
sayisal degerleri normal dagiliyordu (Tablo 4.1). GDNF grubuna gore; HGF ve
HGF+GDNF gruplarinin hiicresel etkilesim sayisi anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla;
p=0,0181, p=0,013) (Sekil 4.9).

Tablo 4.1. Ug boyutlu hiicre kiiltiiriiniin 24. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarinda
hiicreler arasi etkilesim sayilari.
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Hucreler arasi etkilesim sayisi

GRUPLAR [Ortalama + Ortalamanin Standart hatasi (SEM))]
Kontrol 7,667 +0,8819

HGF 10 £ 1,155

GDNF 4,667 +0,8819

HGF+GDNF 10,33 £ 0,8819

G1
15+

’)=(),0|8| p=0,013
1 L

-
o
|

(3]
|

Hiicreler arasi etkilesim sayisi

o
|

Sekil 4.9. Ug boyutlu hiicre kulturiintin 24. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarinda
hiicreler arasi etkilesimin analizi

Kultlrin 48. ve 72. saatlerinde hiicrelerin etkilesimleri sonucu olusturduklar1 kordon
benzeri yapilar sayisal olarak degerlendirildiginde, her grubun sayisal degerleri normal
dagilima uyuyordu (Tablo 4.2 ve 4.3). Kontrol grubuna gére GDNF grubundaki kordon
benzeri yapilarin sayisi anlamli olarak diisiik iken, HGF+GDNF grubundaki kordon
benzeri yap1 sayist GDNF grubuna gore anlaml olarak yuksekti (sirasiyla; p= 0,0358;
p= 0,0077) (Sekil 4.10). Kultirin 3. gununde; hem HGF grubu hem de HGF+GDNF
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grubundaki kordon benzeri yapi sayisi kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksekti
(sirasiyla p= 0,0453; p= 0,0247). Ayrica HGF+GDNF grubundaki kordon benzeri yapi
say1st GDNF grubundan yuksekti (p= 0,0334) (Sekil 4.11).

Tablo 4.2. Ug boyutlu hiicre kiiltiriiniin 48. saatinde Kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarinda
kordon benzeri yapilarin sayisi.

Kordon benzeri yapilarin sayisi
GRUPLAR [Ortalama £ Ortalamanin Standart hatas1 (SEM)]
Kontrol 7+1,528
HGF 4,333 +£0,8819
GDNF 2+0,3333
HGF+GDNF 8,667 + 0,8819
G2
E 15—
>
b
s p=0,0358 p=0,0077
= | 1 |
=S 10
E 1
:
[ =
o
©
[
0- | T
» < & &
O &
S vV
&
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Sekil 4.10. Ug boyutlu hiicre kiiltiriiniin 48. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarinda
hiicreler arasi etkilesim sayilarinin analizi.
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Tablo 4.3. Ug boyutlu hiicre kiltiriniin 72. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarinda
kordon benzeri yapilarin sayisi.

Kordon benzeri yapilarin sayisi
GRUPLAR [Ortalama = Ortalamanin Standart hatas1 (SEM)]
Kontrol 7,667 £1,202
HGF 12,67 + 1,453
GDNF 8+0,5774
HGF+GDNF 13,33 +0,8819
G3
p=0,0247
| |
p=0,0453 p=0,0334
15+

T 1

Kordon benzeri yapilarin sayisi

0- T T
& & &
<) SR
TP xOO
QgS"

Sekil 4.11. Ug boyutlu hiicre kiltiiriiniin 72. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarinda
kordon benzeri yapilarin sayilariin analizi.

Kultarin 96. ve 120. saatlerinde hticrelerin olusturdugu kiimelerin yogunlagmasi ve
bosluklar meydana getirmesi sonucunda olusan lUmen  benzeri yapilar
degerlendirildiginde, tim gruplarin sayisal degerleri normal dagilima uyuyordu (Tablo

4.4 ve 4.5). Dordincu ginde, kontrol grubuna ve GDNF grubuna gére hem HGF hem de
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HGF+GDNF grubundaki limen benzeri yapilarin sayist anlamli olarak yiksekti
(sirasiyla p=0,0007; p= 0,0043; p= 0,001; p=0,0002) (Sekil 4.12).

Besinci giinde, HGF+GDNF grubundaki liimen benzeri yapilarin sayisi kontrol, HGF ve
GDNF gruplarindan anlamli olarak yiiksekti (p<0,0001; p<0,0001; p=0,0058; p=
0,0007) (Sekil 4.13).

Tablo 4.4. Ug boyutlu hiicre kiltiriniin 96. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarinda
limen benzeri yapilarin Sayisi.

Liimen benzeri yapilarin sayisi
GRUPLAR [Ortalama + Ortalamann Standart hatasi (SEM)]
Kontrol 16,25 + 0,8539
HGF 22,5+1,041
GDNF 15,25+ 0,75
HGF+GDNF 21,25 +0,4787
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Sekil 4.12. Ug boyutlu hiicre kiiltiriiniin 96. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarinda
liimen benzeri yapilarin sayilarinin analizi.

Tablo 4.5. Ug boyutlu hiicre kiiltiiriiniin 120. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarinda
lumen benzeri yapilarin sayisi.

Liimen benzeri yapilarin sayisi
GRUPLAR [Ortalama + Ortalamann Standart hatasi (SEM)]
Kontrol 6,5+ 0,6455
HGF 11 +0,4082
GDNF 14,25 + 0,8539
HGF+GDNF 19 £ 0,4082
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Sekil 4.13. Ug boyutlu hiicre kiiltiiriiniin 120. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarinda
liimen benzeri yapilarin sayilarinin analizi.

4.5. Ug boyutlu Matrigel™ Kdiltiiriinde olusan hiicresel organizasyon HE boyamasi
ile gozlendi

Kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarmin 120 saat boyunca 3B Matrigel™
kultarl sonrasinda parafin kesitler elde edildi ve hematoksilen-eozin boyamasi yapildi
(Sekil 4.14). Hematoksilen hiicre niikleusunu mor renk boyarken, pembe renk ise hiicre
sitoplazmasini boyamaktadir. Kontrol grubunda hiicrelerin kenarlarda toplandig ve
sitoplazmalarinin matriks igerisine homojen olarak ve yeterli sayida dagilmadig
gozlendi. HGF ve HGF+GDNF gruplarinda ise hiicre sitoplazmasinin tim matrikse
yayildig1 ve ayni zamanda yag damlacig1 benzeri yapilart meydana getirdigi gozlendi.
HGF+GDNF grubunda HGF grubuna gore daha genis bir alana ulasmis yag damlacigi
benzeri yapilar oldugu belirlendi. Bununla birlikte, HGF ve HGF+GDNF gruplarinda
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liimen benzeri bosluklarin olustugu gozlendi. GDNF grubunda ise, hucrelerin matriks
icine dagildig1 ve hiicre sitoplazmalarinin matrikse yayildigi fakat yag damlacigi benzeri

yapilarin olusmadigi gozlendi.
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1004uny

HGF
GDNF
HGF-+GDNF

200 pm

Sekil 4.14. Ug boyutlu kiltiriin 120. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarindan elde
edilen parafin Kesitlerinin 20x ve 40x biyiitmede gorintiilenmis hematoksilen-eozin boyamalari.
Dikdortgenler sag sutunda biyiitilen alanlari isaret etmektedir (Ok isareti: Hiicre ¢ekirdegi, M:
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Matrigel™ matriks, S: Sitoplazma, L: Limen benzeri yap1, Cizgi ile birlike yer alan Y: Yag damlacig
benzeri yap1).

4.6 Sertoli huicreleri kdlttirin sonuna kadar kimliklerini korudular ve HGF+GDNF

grubunda siki baglanti1 yapilar: olusturdular

Sertoli hiicrelerinin kimliginin belirlenmesi ve baglanti kompleksi olusumu agisindan
sirasiyla; kit ligand, c-kit ve ZO-1 ifadeleri tim gruplarda imminofloresan yéntem ile
degerlendirildi. Hoechst, DAPI filtresi ile nikleus mavi; hicrelerdeki protein ifadeleri,
FITC filtresi ile yesil olarak goriintillendi. Protein ifadelerinin 6zgiil oldugunu
belirlemek igin izotip kontrol olarak tavsan immdinoglobulin G; sekonder antikorun
0zgil oldugunu belirlemek i¢in negatif kontrol olarak primer antikorlarin hazirlandigi
normal kec¢i serumu kullanildi. Sonug olarak protein ifadelerinin ve sekonder antikorun
0zgiil oldugu belirlendi (Sekil 4.15). 15P-1 Sertoli hiicre hattinin pozitif kontrolii olan
scf protein ifadesi degerlendirildiginde, tiim gruplarda hem sitoplazmik hem de nukleer
oldugu gosterildi (Sekil 4.16). HGF ve HGF+GDNF grubunda scf ifadesinin kontrol ve
GDNF grubuna goére daha genis alana yayildig1 gozlendi. 15P-1 Sertoli hiicre hattinin
negatif kontroll olan c-kit protein ifadesi degerlendirildiginde; higbir grupta bu proteinin
ifadesi gOzlenmedi (Sekil 4.17). Hiicreler arasinda siki baglantilar kuruldugunun bir
belirteci olan ZO-1 proteinin ifadesi degerlendirildiginde; HGF ve HGF+GDNF
gruplarinda sitoplazmik ifadelerin kontrol grubuna gore daha yogun oldugu belirlendi
(Sekil 4.18). Diger yandan HGF+GDNF grubunda tiibiil benzeri yapilarin olusturdugu
Z0 ekspresyonlar1 belirgindi. GDNF grubunda ise HGF ve HGF+GDNF gruplarina gore
zayif ZO-1 ifadesine rastlandi. Degerlendirmeler sonucunda; Sertoli hicrelerinin bes
gunlik kulttr suresince kimligini korudugu ve HGF ve HGF+GDNF gruplarinda
hiicreler arasi sik1 baglantilarin kuruldugu belirlendi. HGF+GDNF grubunda ise Tubul
benzeri yapilarin ise siki baglantilariyla birlikte HGF grubuna kiyasla belirgin oldugu
ortaya kondu. Kontrol ve GDNF gruplarinda Sertoli hiicreleri arasi siki baglantilarin

kurulmadig belirlendi.
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Sekil 4.15. Ug boyutlu kiiltiirtin 120. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarindan elde
edilen parafin kesitlerde kit ligand (Scf) ifadesinin immunofloresan goruntileri. Dikdortgen alanlart sag

stitundaki biiyiitme bolgelerini isaret etmektedir.
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Sekil 4.16. Ug boyutlu kiiltiirtin 120. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarindan elde
edilen parafin kesitlerinde c-kit ifadesinin immunofloresan goriintuleri. Dikdortgen alanlart en sagdaki

stitundaki biiyiitme bolgelerini isaret etmektedir.
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Sekil 4.17. Ug boyutlu kiiltiirtin 120. saatinde kontrol, HGF, HGF+GDNF ve GDNF gruplarindan elde
edilen parafin kesitlerinde zonula okludens (Z0O-1) ifadesinin immiinofloresan goruntileri. (Kirmizi ok
isareti: sik1 baglantilar; kesikli cember: kordon benzeri yapilar). Dikdortgen alanlari en sagdaki stitundaki

biiyiitme bdlgelerini isaret etmektedir.
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda, HGF ile uyarilmig Sertoli hucrelerinin 3B tiibiil olusturma
kapasitesine GDNF eklenmesinin etkisi gosterilmistir. Sertoli hicrelerinin 3B kiltiird
sirasinda HGF ile birlikte GDNF uygulamasi, hiicresel arasi etkilesimleri arttirmis ve
hicrelerin bir araya gelerek organizasyonlarini hizlandirmistir. Hiicre kilturtnin 5.
guninde, HGF+GDNF grubundaki limen benzeri yapilarin sayist kontrol, HGF ve
GDNF gruplarina gore yiksektir. Bununla birlikte, kiiltiir ortaminda HGF’ye ek olarak
GDNF bulunmasi, Sertoli hiicrelerinin polaritesinin bir gostergesi olan siki baglantilar
da arttirmigtir. Hematoksilen-eozin boyamalariyla gosterilen hiicrelerin matriks igerisine
dagilimlarinda ise HGF ve HGF ile birlikte GDNF uygulamasinin liimen benzeri yapilari

olusturdugu ve yag damlacig1 benzeri yapilari arttirdigi ortaya konmustur.

Bu calismada; alti aylik gen¢ PyLT transgenik farelerinden dretilmis olan ve hem
morfolojik hem fonksiyonel olarak primer Sertoli hiicrelerinin 6zelliklerini godsteren
15P-1 Sertoli hiuicre hatlar1 kullanilmistir (Paquis-Flucklinger ve ark., 1993; Bourdon ve
ark., 1998). PyLT transgenik farelerden olusturulan klonal Sertoli hiicre hatlari, normal
Sertoli hiicresinin 6zgiin fonksiyonlarini ifade etme potansiyeline sahip oldugundan,
germ hiicre gelisiminde Sertoli hiicre fonksiyonunun arastirildig1 ¢calismalarda degerlidir
(Bourdon ve ark., 1998). Calismamizin yaygin etkilerinden biri de, erkek germ
hucrelerinin gelisimini destekleyen in vitro kiiltir ortamlarin1 gelistirmek oldugundan

15P-1 Sertoli hiicre hatti1 tercih edilmistir.

15P-1 Sertoli hiucre hattinin 14. pasaji in vitro kosullarda 72 saat kiiltiire edilerek
cogaltilarak, 24., 48. ve 72. saatlerde invert mikroskop kullanilarak 20x biiyiitmede
gorunttlendiginde, hiicrelerin morfolojilerinin literatlirde belirtilene uygun oldugu
belirlenmistir (Paquis-Flucklinger ve ark., 1993; Bourdon ve ark., 1998). 15P-1 hiicre
hatti Wilm’s tiimor (Wtl) ve kit ligand proteinlerini ifade ettigi bilinmektedir (Paquis-
Flucklinger ve ark., 1993; Rassoulzadegan ve ark., 1993). 15P-1 hiicre hatt1 islem
gormemis testis hiicre siispansiyonundan tiiretildigi i¢in, germ ve Sertoli hiicrelerinin

karigik oldugu belirtilmistir ve bu hiicre hattinda bulunan az sayidaki hiicrelerde germ
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hlcrelerine 6zgi LDH-X, Hox 1.4 ve c-kit genlerinin ifadeleri gozlenmistir (Paquis-
Flucklinger ve ark., 1993). Bu bilgiler 1siginda, Sertoli hiicrelerinin kimliginin
belirlenmesi icin kit ligand (scf) ve c-kit protein ifadeleri immunofloresan yontem ile
degerlendirilmistir. TUm hiicrelerde scf proteininin sitoplazmik ve nukleer ifadesi
gosterilirken c-kit protein ifadesine rastlanmamistir. Sonug olarak; kiiltiir ortam1 Sertoli
hiicresine uygun kosullarda hazirlandig1 icin yalnizca Sertoli hiicresi bulundugu ve

kimligini korudugu gosterilmistir.

Sertoli hicreleri testis olusumu sirasinda seminifer tiibiillerin olusumuna Oncilik eden
hicrelerdir. Seminifer tubullerin gelisimi ilk olarak prenatal dénemde Sertoli
hlcrelerinin bir araya gelmesiyle testikiiler kordonlarin olusumu ile baslar (Abe ve ark.,
2017). Testis kordon olusum siireci; hiicresel kiimelenme, bolinme ve bi¢imlenme
fazlarin1 igermektedir (Combes, Lesieur, ve ark., 2009). Bu sirecte, norotrofik resepttr
tirozin kinaz (NRTK)’lar aracilifiyla molekiiler diizenlemeler ve devaminda hiicresel
organizasyon gerceklesmektedir (Gassei ve ark., 2008). Postnatal donemde ise, Sertoli
hicrelerinin germ hcreleriyle etkilesimleri sayesinde tubil limeni ve seminifer tubul

olusumu gergeklesir (Naillat ve ark., 2014).

Seminifer tibdllerin olusumunu dogrudan etkileyen faktorlerden biri HGF’dir ve c-Met
de onun reseptorudur. Literatirde HGF/c-Met sinyal yolaginin, prenatal ve postnatal
testis gelisimi ve fonksiyonu da dahil olmak iizere tiibiilogenez ile iliskili morfogenik
stireclerde 6nemli rolu oldugu bildirilmistir (Catizone ve ark., 2001; Ricci ve Catizone,
2014). Testiste, GDNF'nin SKH’in desteklenmesi ve kendilerini yenilemesi igin kritik
oldugu tanimlanirken, seminifer tiiblil gelisiminde herhangi bir rolii olup olmadigi
hakkinda literatiirde bir bilgi yoktur (Meng ve ark., 2000; Parekh ve ark., 2019). Bobrek
tiibiillerinin  gelisimiyle ilgili bir ¢alismada, GDNF’nin kiiltiir ortammda MDCK
hiicrelerinin iireterik dallanmalarini, Ret sinyalini kullanmadan, HGF reseptorii olan
Met’i aktive ederek uyardigi gosterilmistir (Popsueva ve ark., 2003). Baska bir
calismada ise, GDNF’nin HGF ile uyarilmig in vitro renal tiibiil olusturma kapasitesini

arttirdig1 ortaya konmustur (Nakasatomi ve ark., 2019). Benzer sekilde, bu c¢aligmanin
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sonuglar1 da, HGF’ye ek olarak GDNF uygulamasinin hiicre kiltrinin 5. gununde

liimen benzeri yapilarin sayisini arttirdigini ortaya koymustur.

Iki boyutlu ve 3B in vitro testikiiler kiiltiirlerde temel hiicreler olarak kullanilan hiicreler
Sertoli hiicreleridir. Iki boyutlu modeller, esas olarak; Sertoli hiicre hatlar1 veya geng
birincil Sertoli hiicreleri kullanilarak hiicre gocii ve bu siirecteki testikiiler hiicrelerle
etkilesimlerini gostermek gibi in vitro spermatogenez ¢alismalarina onciiliikk etmektedir
(Richer ve ark., 2020). Ancak 2B modeller ile uzun siireli kiiltiirler yapilamamasi ve in
vitro testikiiler yapilarin olusumu kismen tamamlandigindan, hiicresel organizasyon
calismalar1 i¢in 3B modeller tercih edilmektedir. Genel olarak, 2B sistemle
karsilagtirildiginda, Matrigel™ tabanli bir kiiltiir sisteminde gelismis hiicre
organizasyonu ve yasama yetenegi gozlemlenmektedir (Richer ve ark., 2020).
Matrigel™ tabanli bir kiiltiir sistemlerinin tercih edilmesinin bir baska sebebi ise
hiicresel polarite olusumunu diizenleyebilmesidir (Kanbar ve ark., 2021). Igerisinde
bulunan laminin, entaktin gibi bazal membran bilesenleri agisindan zengin olmasi, hiicre
polaritesi ¢aligmalar1 i¢in avantaj saglamaktadir. Matrigel™, epitelyal morfogenez
stirecini analiz etmek igin en uygun olan daha hizli ve daha tutarli hiicre polarizasyonu
ve liimen olusum oranlari ile sonuglanir (Kanbar ve ark., 2021). Calismamiz, daha uzun
streli ve in vitro spermatogeneze uygun olan bir Matrigel™ kiiltiirii olusturmayi
amaglamistir. Dolayisiyla, Matrigel™ tabanli bir kiiltiir sistemi kullanilmig ve SKH’in
desteklenmesi ve kendilerini yenilemesi i¢in kritik oldugu bilinen GDNF uygulamasinin

etkisi aragtirilmistir.

In vitro testikiiler organizasyon siireci de in vivo seminifer tiibiil gelisimine benzer
olarak iki bolimden olusur: testis kordonu benzer yapilar ve tiibiil benzeri yapilar
(Richer ve ark., 2020). Esas olarak Sertoli hicreleri kullanilarak olusturulan hem 2B
hem de 3B kiltir modellerinde testikiler hicrelerin organizasyonu bu iki sureci
icermektedir. Hucresel etkilesimlerle birlikte “konfliians” saglanmasi, en 6nemli
basamak olarak kabul edilmekte ve takiben Sertoli hiicrelerinin multi-noduler kiimeler
halinde toplanmas: ger¢eklesmektedir. Klimeler birbirleriyle baglantilar kurarak kordon

benzeri yapilar ve sonrasinda hiicreler arasi etkilesimle liimen olusumu bir diger deyisle
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tiibiil benzeri yapilar meydana getirmektedir (Richer ve ark., 2020). Calismamizda, HGF
ve/veya GDNF igeren in vitro kosullarda 120 saat boyunca Matrigel™ igerisinde kiiltiire
edilen Sertoli hucrelerinin hiicresel organizasyonu 24 saate bir gozlenmistir. Bu slirecte;
hiicrelerin ¢ogalmasi, hiicrelerin birbirleriyle etkilesimleri, kordon benzeri yapilarin
olusumlar1 ve liimen benzeri yapilarin olusumlar1 dikkate alinmistir. G0O’da, matrikse
henliz tutunmadiklar1 i¢in yuvarlak goriiniime sahip Sertoli hucreleri gozlenmistir.
G1’de hiicreler arasi etkilesimlerin basladigi ve bu etkilesimler sonucu hiicrelerin bir
araya toplanarak kiimeler olusturmaya basladigi goriilmiistiir. Literatire benzer sekilde
hicrelerin “konfliians” ve kiimelenme asamalari, c¢alismamizda da ilk 24 saatte
gerceklesti. 48. ve 72. saaatlerde ise kiimelerin birbiriyle baglantilar1 sayesinde kordon
benzeri yapilar elde edildi. Son asama; 96. saatte hiicre etkilesmelerinin liimen
olusumunu saglamasiyla gerceklestirilmistir. 120. Saatte ise HGF’ye ek olarak kiiltiir
ortaminda GDNF bulunmasi, liimen benzeri yapilarin sayisinin diger gruplara gore
anlamli derecede yiiksek olmasini saglamistir. Bu ¢alismada, in vitro testikiler
tiiblilogenez agsamalar literatiire benzer sekilde ger¢eklesmistir (Hadley ve ark., 1985;
Hadley ve ark., 1990; Gassei ve ark., 2010; Legendre ve ark., 2010; Alves-Lopes ve
ark., 2017; Zhang ve ark., 2017; Alves-Lopes ve Stukenborg, 2018).

Calismamizda 3B Matrigel™ Kkiiltiirlinlin 24. saatinde gruplar arasinda anlamli bir fark
belirlendi. Gruplar birbirleriyle karsilastirildiginda HGF+GDNF grubu ile GDNF grubu
arasinda anlamli bir fark tespit edildi. HGF ile birlikte GDNF uygulamasi 24 saat
icerisinde gerceklesen hiicreler arasinda etkilesimi arttirdi@i  gosterilmistir. Bu
etkilesimler ise kiimelenme asamasimni gostermektedir. 48. saatte kiimeler arasi
baglantilarin kuruldugu ve bu baglantilarin kordon benzeri yapilar oldugu gozlendi.
[statistiksel olarak degerlendirildiginde, gruplar arasi anlaml fark oldugu tespit edildi.
HGF ve HGF+GDNF grubu arasindaki anlamli fark, GDNF’nin kiimeler arasinda daha
fazla baglanti kuruldugunu ortaya koydu. 72. saatte kordon benzeri yapilarin
olusumunun devam ettigi gozlendi ve gruplar arasinda fark tespit edildi. HGF
grubundaki artts, HGF’nin kiimeler aras1 etkilesimin 72. saatte arttirdigim
gostermektedir. Gruplar aras1 farklara bakildiginda, GDNF’nin HGF’nin kordon benzeri
yapilarin olusum siirecini 48. saate ¢ektigini gostermektedir. Boylece, GDNF’nin HGF
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ile uyarilmig Sertoli hiicrelerinin kordon benzeri yapilari olusturmasina etkisi ilk kez
ortaya konmugstur. Kiiltiiriin 96. saatinde, hiicre kiimeleri arasindaki baglantilar
yogunlasarak liimen benzeri yapilar meydana gelmistir. Liimen benzeri yapilarin sayilar
gruplar arasinda Kkarsilastirildiginda kontrol ve GDNF gruplarina gore HGF ve
HGF+GDNF gruplarinda anlamli bir artis ortaya konmustur. 120. saatte liimen benzeri
yapilarin sayisinin sadece HGF eklene gruba gore HGF+GDNF grubunda daha yuksek
olmas dikkat ¢ekicidir. 96. saatte anlamli bir fark yok iken, kultirin 120. saatinde HGF
ve HGF+GDNF gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmus ve HGF+GDNF grubunda
bulunan limen benzeri yapilarin sayisinin HGF grubuna gore fazla oldugu tespit
edilmistir. Dolayisiyla, GDNF’nin Sertoli hiicre kultlriinde liimen benzeri yapilarin

sayisini arttirdigi ve daha uzun siire devam etmelerini sagladigi ortaya konmustur.

Sertoli hiicreleri, spermatogenezin kontroliinde merkezi bir rol oynamaktadir (Ahmed ve
ark., 2016). Memelilerde bildirildigi iizere Sertoli hiicrelerinin esas islevleri, yapisal
destek saglamak, dejenere olan germ hiicrelerini fagosite etmek, germ hiicrelerini
korumak, spermiyasyonda spermatidleri serbest birakmak ve gelisen germ hiicrelerini
beslemektir (Griswold, 1998; Hai ve ark., 2014). Ayrica, Sertoli hlcreleri notr lipitlerin
sitoplazmik depolari olan lipid damlaciklarinin olusumunda da rol oynar (Ueno ve Mori,
1990). Diger yandan, otofajinin; fare Sertoli hiicrelerinde ektoplazmik o6zellesmenin
birlestirilmesinde aktif roli ve ektoplazmik o6zellesmelerin de limen olusumunda
destekleyici etkisi oldugu literatiirde bilinmektedir (Ueno ve Mori, 1990). Otofaji,
Okaryotlar arasinda korunan hiicre i¢i bir bozunma sistemidir ve otofajinin belirgin bir
0zelligi, otofagozomlar olarak bilinen ¢ift zarli kiiresel yapilarin olusumuyla sonuglanan
dinamik zarin yeniden diizenlenmesidir. Bu ¢ift zar yapis1 lipit damlaciklar1 etrafinda
gelistiginde lipofagosom olarak adlandirilir ve siirece lipofaji denir (Singh ve Cuervo,
2011; Hashemi ve Goodman, 2015). Calismamizin 3B Matrigel™ kultlrintn parafin
kesitlerinde yapilan hematoksilen-eozin boyama sonuglarinda HGF ve HGF+GDNF
gruplarinda yag damlacigl benzeri yapilar gosterilmistir. HGF ve GDNF’nin matriks
igerisine yayilmis sitoplazmalarda yag damlacig1 benzeri yapilarin arttigi belirlenmistir.
Ayni zamanda, kontrol ve GDNF gruplarindan farkli olarak, HGF ve HGF+GDNF
gruplarinda liimen benzeri yapilar gozlenmistir. Bu bilgiler 1s181inda, HGF ve GDNF; 3B
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Matrigel™ Kkdilturundeki 15P-1 Sertoli hiicreleri yag damlacigi benzeri yapilari arttirarak

liimen olusumuna katki sagladig1 kanisindayiz.

Calismamizda, Sertoli hiicrelerinin kimliginin belirlenmesi a¢isindan scf ifadesi tim
gruplarda immdinofloresan yontem ile degerlendirildiginde; kiiltiir ortami Sertoli
hlcresine uygun kosul oldugu i¢in deneyler siirecinde yalnizca Sertoli hiicrelerinin
ortamda bulundugu gosterilmistir. HGF ve HGF+GDNF gruplarinda, hicresel
etkilesimler diger gruplara kiyasla daha fazla oldugundan ve matriks icerisine
dagildiklarindan scf ifadesinin daha genis bir alana yayildigi tespit edilmistir. 15P-1
Sertoli hiicre hattinin negatif kontrolii olan c-kit protein ifadesi degerlendirildiginde;

hicbir grupta c-kit ifadesine rastlanmamuistir.

Seminifer tiibiillerde gergeklesen spermatogenez sirecinde, germ hucrelerinin olgun
spermatidlere basarili bir sekilde farklilasmasi ve spermatogenik hicre tiplerinin
immuno-korumasi i¢in Sertoli hiicrelerinin rolii ¢ok 6nemlidir (Hai ve ark., 2014).
Ayrica, Sertoli hiicreleri arasinda, zonula okludens gibi coklu integral membran
proteinlerini igeren sik1 baglantilarin kurulmasinin tibil limenlerinin olusumunda temel
rol oynadigi bilinmektedir (Russell ve ark., 1989). HGF, hicre-hicre temas
bolgelerinden sitoplazmaya ZO-1 translokasyonuna ve bununla birlikte fosforilasyon
yoluyla aktivasyonuna neden olur (Suarez-Causado ve ark., 2015). Ayrica enterik gliyal
hiicreler ile yapilan bir ¢alismada, GDNF’nin ZO-1 ifadesini arttirarak gecirgenligi
azalttigr gosterilmistir (D. K. Zhang ve ark., 2010). Calismamizda, hiicreler arasi siki
baglantilar kuruldugunda ifade edilen protein olan ZO-1 degerlendirildiginde; HGF ve
HGF+GDNF gruplarinda sitoplazmik ifadelerin kontrol grubuna gore yogun oldugu
tespit edilmistir. Degerlendirmeler sonucunda; HGF ile birlikte GDNF uygulamasinin
Sertoli hiicrelerinin kimligini korudugu ve bu grupta hiicreler arasi siki baglantilarin
kurularak tiibiil benzeri yapilarin olustugu ortaya konmustur. Dolayisiyla, GDNF’nin
HGF ile indiiklenmis Sertoli hiicrelerinin etkilesimini destekleyerek siki baglantilar

kurmasindaki etkisini arttirdig1 kanisindayiz.
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Sonug olarak; bu yilksek lisans tezinde, HGF ve GDNF’nin 15P-1 Sertoli hiicre hattinin
3B Matrigel™ kilturinde tibul olusturma kapasitesine birlikte etkisi ilk kez
gosterilmistir. Bu ¢alismanin bulgulari, HGF ve GDNF’nin in vitro tiibulogenez
siirecindeki rollerinin ortaya konmasi, testis morfolojisinin organizasyonundaki
molekiiler siireclerin aydinlatilmasina ve ileridle SKH’in ¢ogaltilarak ex vivo
spermatogenez siirecinde kullanilabilmeleri i¢in uygun kiiltlir ortamlarinin gelistirilmesi

baglaminda yeni arastirmalarin planlanmasina 6nemli katkilar saglamistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu caligmada, 15P-1 Sertoli hiicre hatt1 kullanilarak; kontrol grubu, HGF grubu, GDNF
grubu ve HGF+GDNF grubu olacak sekilde Matrigel™’de 3B kiiltiir olusturulmustur.
Tum gruplarda; tiblil olusma kapasiteleri 24 saatte bir gorlntilenerek, in vitro
tiibiilogenez sirasinda Sertoli hiicrelerinin kimliginin degismedigi ve siki baglantilar
kurdugu sirastyla kit ligand (scf), c-kit ve ZO-1 protein ifadeleri ile gosterilmistir.
Ozetle;

1. Ug boyutlu Matrigel™ Kiiltirliyle olusturulan tiim gruplarda, 15P-1 Sertoli
hicrelerinin arasindaki etkilesimler ve kiimelenmeler 24 saat igerisinde basladi.

En fazla hiicresel etkilesim HGF+GDNF grubuna aitti.

2. Ug boyutlu Matrigel™ kiiltiiriiyle olusturulan tiim gruplarda, 48. ve 72. saatlerde
kiimelenmeler arasindaki baglantilar saglanarak kordon benzeri yapilar olustugu
gozlendi. 48. saatte en fazla kordon benzeri yapilar HGF ve HGF+GDNF
grubuna aitti. 72. saatte en fazla kordon benzeri yapilar HGF ve HGF+GDNF

grubuna aitti.

3. Ug boyutlu Matrigel™ Kkiiltiiriiyle olusturulan tiim gruplarda, 96. ve 120. saatte
hlcresel etkilesimler yogunlasarak bosluklar olusturdugu gozlendi ve bu
yapilarin liimen benzeri yapilar oldugu belirlendi. 96. saatte en fazla limen
benzeri yapilar HGF ve HGF+GDNF grubuna aitti. 120. saatte en fazla limen
benzeri yapilar HGF+GDNF grubuna aitti.

4. HGF ve GDNF; 3B Matrigel™ kiiltiirtindeki 15P-1 Sertoli hiicreleri yag

damlacig1 benzeri yapilari arttirarak liimen olusumuna katki sagladi.

5. GDNF; Sertoli hiicrelerinin etkilesimini destekleyerek HGF’nin siki baglantilar

kurulmasindaki etkisini arttirdi.
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6. HGF ve GDNF’nin in vitro tibllogenez surecinde birlikte rollerinin ortaya
konmasi, testis morfolojisinin organizasyonundaki molekiiler siireglerin
aydinlatilmasi ve ileride SKH’in ¢ogaltilarak ex vivo spermatogenez strecinde
kullanilabilmeleri i¢in uygun kiiltiir ortamlarinin gelistirilmesi adina literatire

katk1 saglamaktadir.
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