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Spermatogonial Kok Hiicre

Spermatogonial Stem Cell

Seving¢ Yanar, Sadiye Acikgoz, Elvan Sahin, Aysun Sarikaya

Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali, Sakarya

Ozet

Spermatogonial kok hiicreler (SKH) testiste bulunan bir cesit
yetigkin kok hiicre tiiriidiir. Kendini yenileme ve farklanma
kapasitesine sahip olan bu hiicreler pluripotent o6zellikte olup
yetiskindeki diger kok hiicreleri arasinda gelecek nesile genetik
olarak Katki saglayacak tek hiicre ¢esidi olmasi ozelligi ile
egsizdir. Son yillarda deney hayvanlari ve insan SKH’nin
izolasyonu, karakterizasyonu ve transplantasyonu iizerine yapilan
pek ¢ok ¢alisma bu hiicrelerin biyolojisini anlamay1 saglamus,
reprodiiktif ve rejeneratif tiptaki genis kullanim alanlarma dikkat
cekmistir. Ozellikle erkek infertilitesi tedavisi konusunda
yapilmisg olan arastirmalar umut vadeden niteliktedir. Ancak
testiste bulunan SKH miktarinin ¢ok az olmasi hiicre kiiltiirii
calismalarini daha 6nemli hale getirmektedir. Yiiksek saflikta ve
canlilikta hiicreleri giivenli bir sekilde izole etmek ve
nakledebilmek, karsilagilan en biiyiik giicliikler olmakla birlikte
bu siiregteki en onemli basamaklardir. Insan SKH hattmin
gelistirilmesi ve kiiltirde tam bir basar1 saglanmasi yapilacak
¢aligmalari hizlandiracak ve daha farkli bir boyuta tasiyacaktir.

Abstract

Spermatogonial stem cells (SSC) found in male testis is a kind of
adult stem cell. These pluripotent cells having self-renewal and
differentiation capacity are unique since they genetically
contribute to the next generation. Recent studies which have been
done on the isolation, characterization and transplantation of
SSCs enabled to understand SSC biology and its usage in
reproductive and regenerative medicine. Especially studies related
to male infertility are quite promising. However, the low amount
of SSCs in the testis makes cell culture studies more crucial.
Isolating and transplanting cells at high purity and vitality are the
most difficult challenges but also the most important steps.
Development of a steady and reliable human SSC line and having
success in the culture will accelerate SSC studies.
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Giris

Germ hiicreleri tiire 6zgii olan hiicreleridir. Genetik
bilginin nesilden nesile aktarilmasini ve tiiriin
devamliligint saglamaktadirlar. Germ hiicrelerinin
bu 6zelliklerinden dolay: yapilacak arastirmalar bu
hiicrelerin mekanizmasini anlama ve yeni tedavi
yontemleri  olusturabilme  agisindan ~ Gnem
tagimaktadir. Sperm ve ovum olmak iizere iki gesit
germ hiicresi vardir. Sperm germ hiicresinin
olusmasint saglayan spermatogonial kok hiicreler
(SKH) ile son yillarda yapilan ¢aligmalar SKH’nin
fertilite tedavisi ve rejeneratif tiptaki kullanim
potansiyelinin Onemini ortaya koymaktadir (1-3).
SKH erkek testisinde seminifer tiibiiller igerisinde
bulunmaktadirlar. SKH kendini yenileme ve
farklanma kabiliyetine sahip yetigkin  kok
hiicreleridir. Spermatogenez igin temel olusturan
SKH milyonlarca spermin olugumunu saglamakla
kalmay1p testiste germ hiicre hattinin biitiinliiglini
de korumaktadir. Ayrica SKH embriyonik kok
hiicre (EKH) benzeri olup pluripotent 6zelliklere
sahiptir. Yapilan hayvan ¢aligmalarinda; SKH’nin
uygun ortamda indiiklendikleri takdirde her iig
germ yapragindan meydana gelen dokulara
dontigebilecegi gosterilmistir (4-7). Disi germ
hattindaki kok hiicrelerin proliferasyonu dogumdan
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SKH’ler yetiskin kdk hiicreleri olmalarindan
dolayt EKH kullaniminda oldugu gibi etik
tartigmalara  neden  olmamaktadir. EKH’ler
pluripotensi ozelliklerini koruyarak c¢ogalmalarina
ragmen uzun siire kiiltiir ortaminda kaldiklarinda
karyotipleri degismeye meyillidir ve germ hatti
hiicresi potansiyellerini de kaybedebilirler, bu
nedenden dolay1 transgenik model olusturmada
problemler meydana gelmektedir (9-11). SKH’ler
germ hiicresine doniismeye programli olmalari
nedeniyle de daha avantajlidirlar. Ayrica SKH’ler
transplantasyon terapilerinde immun red
reaksiyonlarint azalttig1 i¢in de daha avantajli ve
kullanighdirlar.

SKH genetik materyali bir nesilden sonrakilere
aktarma Ozelligine sahip olmalarnt ve diger
karakteristik ozellikleri sayesinde transgenik erkek
infertilitesinin tedavisi, hayvan elde edilmesi ve gen
terapisi gibi pek cok alanda yeni basarilar ve
gelismeler elde etmek agisindan biiyiikk 6nem
tagtmaktadir. Embriyonik kok hiicrelerin  kisitl
kullanimi da gbz 6niinde bulunduruldugunda SKH
lizerine yapilan aragtirmalar giderek
yayginlasmakta ve artmaktadir.  Ancak temel
arastima ve klinik calismalarin basarili olabilmesi
icin SKH’nin tanimlanmasi, izolasyonu, kiiltiirii ve
SKH’nin olusumlarinin iyi bilinmesi
gerekmektedir. Bu nedenlerden dolayr bu
makalede, SKH’nin tanimlanmasi, biyokimyasal
fenotipi, izolasyonu, kiiltlirii ve SKH’nin biiylime
sekline odaklanilmistir.
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Spermatogonial Kok Hiicrelerin Olusumu ve
Spermatogenez

Spermatogenezis, SKH’nin kendilerini
yenilemesini ve SKH’den spermatozoa olusumunu
kapsayan  olduk¢a  karmasik  bir  siirectir.
Spermatogenezis farelerde postnatal donemde 5 ile
7 gilin arasinda baglarken insanda 13 ile 15 yaslar1
arasinda baslamaktadir. Embriyonik gelisimin
ikinci haftas1 boyunca epiblastin i¢inde olusan ve
daha sonra dordiincii haftada yolk kesesine gog
eden primordiyal germ hiicreleri (PGH) eriskinde
gamet hiicrelerinin kokenini olustururlar. PGH’nin
mitoz bdliinmeleri, yolk kesesinden gelismekte olan
gonadal kabartilara gocli esnasinda ve gonadal
kabartilara ulasinca bir siire daha devam eder (12).
Gonadal kabartilara ulastiktan sonra PGH,
gonositlere (prospermatogonia) farklanirlar (13,14).
Gonositler, seminifer seks kordlari ile ¢evrelenirken
iri bir nukleus ve belirgin bir nukleolus ile ayirt
edici Ozellik kazanirlar. Mitotik olarak sessiz
prospermatogonia interseliiller kopriilerle bagh
gruplar halinde bulunurlar. Interseliiler kopriilerin
varligt PGH’nin gonositlere farklanmasimin isareti
olarak goriilmektedir (15).

Doguma kadar prospermatogonia bdliinmeden
kalir. Dogumu takiben birka¢ glin i¢inde
spermatogenezi baslatan c¢ogalma kaldigi yerden
devam eder. Bu hiicreler seminifer tiibiillerin bazal
membranina go¢ ederek SKH’ye dontisiir (13,14).
SKH hayat boyu kdk hiicre havuzunu siirdiirmek
i¢cin kendini yeniler, germ hiicreye farklanir veya
apoptozla hiicre oliimii gergeklesir (16). Yetiskin
testiste normal spermatogenez ve fertilitenin
stirdiirilmesi, SKH yenilenmesi ve farklanmasi
arasindaki dengeye dayanir. Bu iki siireg; kok hiicre
gen ekspresyonu ile intrinsik olarak ve nis denilen
mikrogevreden gonderilen sinyaller ile ekstrinsik
olarak kontrol edilir (17).

Nis denilen mikrogevreyi Sertoli hiicresi,
peritubuler miyoid hiicre, Leydig hiicresi
olustururlar. Sertoli hiicresi, SKH’nin ve germ
hiicrelerinin beslenmelerini saglarken
spermatogenezi destekleyen sinyalleri de yonetir.
Sertoli hiicresi, Glial hiicre hatt1 tiirevli norotrofik
faktori (GDNF) ve bazik fibroblast biiylime
faktorinii  (bFGF) salarak in vitro SKH
yenilenmesini destekler. Peritubuler miyoid hiicre
ve Leydig hiicresi; koloni-stimulan faktorl (CSF1)
ireterek GDNF ile sinerjistik etki gosterirler.
Leydig hiicresi ayn1 zamanda testosteron iiretimi ile
gonad gelisimini ve spermatogenezin
stirdiiriilmesini tetikler.

Insanda Tip A koyu (Adark) ve Tip A agik
(Apale) spermatogonyum olmak iizere iki tip
farklanmamis SKH tanimlanmistir. Tip A koyu
spermatogonyum, kok hiicre yenilenmesini yapar
veya Tip A agik spermatogonyumu olusturur. Tip A
acik spermatogonyum tip B spermatogonyumu
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olusturur. Tip B  spermatogonyum ileri
boliinmelerle primer spermatositleri olusturur (18).

Spermatogonial Kok Hiicrelerin Fenotipik
Belirtecleri

SKH’nin fenotipik  belirtegleri, SKH’nin
izolasyonu ve tanimlanmasina katkida

bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarla farelerin SKH
fenotipik belirtegleri hakkinda oldukga fazla bilgi
elde edilmistir, ancak insan hiicrelerindeki
belirtegler hakkinda insan testis dokusuna kisith
ulagim oldugundan ¢ok fazla bilgi mevcut degildir
(35). Son yapilan ¢alismalarda insan testisinde 10
tane  proteinin  hiicresel  lokalizasyonu  ve
ekspresyonu bulunmustur. Insan ve kemirgen
SKH’de goriilen belirteglerin  GPR125, ITGA6
(CD49f), PLZF, UCHL1l, GFRAl ve THY1
olduklar1 tespit edilmistir. Ancak insan SKH;
kemirgen spermatogonia ve SKH ile ayn1 fenotipik
ozellige sahip degillerdir. Bunun nedeni kemirici
spermatogoniada ve SKH’de gorillen POUSF1
(Oct4) belirteci insan erkek germ hiicrelerinde
gorilmemektedir. Ayrica KIT belirteci de insan
spermatogoniasinda bulunmamaktadir (19).
SKH’nin kendini yenileme ve pluripotensi
ozelliklerini saglamada belirli biiylime faktorleri
yer almaktadir. Ornegin, GDNF parakrin etkisi ile
SKH yenilenmesini ve farklanmasini diizenleyen
bir molekiildiir (20). GDNF ailesi reseptorlerinden
GFRA1 ve RET gibi ko-reseptorler SKH igin
belirteg olarak kullanilir. GFRA1 ve RET sinyalleri,
Lin28 kok hiicrelerin pluripotensi 6zelligi ile iliskili
bulunmustur. Bu sinyaller hem fare hem insan

SKH’de  bulunmaktadir  (21). UTF1 de
spermatogonia i¢in bir belirtegtir. SALL4 ve PGP
9.5 insan spermatogoniasinda  bulunurlarken

NANOS2 insan spermatositlerinde bulunur (22-24).
SOX3 de insan ve fare SKH’de bulunur ve
spermatogonial  farklanmayi  gdstermek igin
gereklidir (25,26).

Gilinlimiizde fare ve insan SKH’nin ekspresyonu
i¢in bir¢ok belirte¢ daha onaylanmamustir.
Hiicrelerin  Klinik

Spermatogonial Kok

Uygulamada Yeri

SKH testislerden izole edilip saklandiklari ve
otolog ya da ksenotransplantasyon ile tekrar testise
nakledildikleri takdirde pek ¢ok amag¢ igin
kullanilabilirler. Deneysel ve klinige yonelik olarak
yapilan ¢aligmalar spermatogenezin daha iyi
anlagilabilmesi, transgenik hayvan elde edilmesi ve

erkek infertilitesinin  tedavisi  igin  olanak
saglamaktadir  (27). 1994  yilinda  SKH
transplantasyonun ilk kez farelerde basariyla
gergeklestirilmesinin ardindan infertilite

tedavisinde SKH kullaniminin yerini aragtiran pek
¢ok caligma yapilmstir.
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SKH yetiskin viicudunda genetik bilgiyi gelecek
nesillere aktarabilme &zelligine sahip tek kok hiicre
tiriidiir.  SKH’nin biyolojisi ve her ii¢ germ
yapragindan meydana gelen dokulara doniisebilme
potansiyelleri bu hiicrelerin rejeneratif tipta
kullanim  olanaklarin1  arttirarak  infertilite
tedavisinin yan sira gen terapisi alaninda da bu kok
hiicreleri klinik 6neme sahip hale getirmektedir (1-
3). Endokrin hastaliklar ve metabolik bozukluklarin
molekiiler genetigi lizerine yapilan ¢aligmalar bir
takim germ hatt1 hiicrelerinde gen mutasyonlar
oldugunu gostermektedir (28). Dogumla gelen bu
hastaliklarin engellenmesi igin SKH ile yapilacak
germ hatt1 gen terapisi umut vadetmektedir. Germ
hatt1 gen terapisi ayrica kistik fibrozis, hemofili,
orak hiicre anemisi, fenilketoniiri ve Tay-Sachs gibi
pek ¢ok genetik hastalifin tedavisinde de
uygulanabilme potansiyeline sahiptir (8).

SKH ile yapilan c¢alismalar; transgenik fare
iiretimi icin disi yumurta hiicresi ya da erken
embriyolarin kullanimi yerine retroviral vektor ile
in vitro genetigi degistirilen SKH kullanimi
yonteminin ortaya ¢ikmasint saglamistir. Ekzojen
DNA SKH’nin kromozomuyla entegre oldugunda
bu hiicrelerden farklilasacak spermler yabanci
DNA’y1 tasiyacaktir. Bdylece yumurta yabanci
DNA’y1 tagtyan spermle dollendiginde yavrular da
bu geni tastyabilecektir. Ayrica bu ¢aligmalar
SKH’deki  belirli  genlerin  fonksiyonlarinin
aragtirllmas1  icin de  deneysel sistemlerin
kurulumunu saglayacak saglam bir temel
olusturmustur (9,29,30).
Spermatogonial Kok  Hiicrelerin  Erkek
Infertilitesi Tedavisinde Kullanim

Son yillarda, 6zellikle intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonunu  takiben, erkek infertilitesi
tedavisinde Onemli gelismeler kaydedilmistir.
Ancak halen pek ¢ok geng ve yetiskin erkek edinsel
ve genetik nedenlerden  Otiiri  infertilite
problemleriyle kars1 kargtyadir. Erkek
infertilitesinin baglica sebepleri; anormal sperm
iiretimi veya fonksiyonu, obstriiktif azospermi ve
baz1 gonadotoksinlere asir1 maruziyet olarak
gorlilmektedir (31). Kriptoorsidizm, testis kanseri
ve kanser tedavilerinde uygulanan radyoterapi ve
kemoterapi de erkek infetilitesinde dnemli nedenler
arasindadir.

Erkek germ hatt1 hiicreleri yani SKH yetiskin
hayatt boyunca siirekli olarak sperm {iretme
kapasitesine sahiptirler. Son yillarda, antikanser
tedavisi uygulanacak olan erkeklerde puberte
oncesi, genglik ve yetiskinlik donemlerinde
fertilitenin korunmasi i¢in ya da baska nedenlerden
dolay1 infertil olan erkeklerde tedavi yontemlerine
iligkin yeni yontemler gelistirilmistir. Bu metotlarin
hepsi SKH kullanimini igermektedir (31,32).

Insan testisi terapotik ajanlardan ya da zararh
cevresel faktorlerden kolaylikla etkilenebilen bir
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organdir. Fizyolojik apoptoz spermatogenez igin
yeterli miktarda hiicre sayisini ayarlayacak sekilde
germ hiicrelerinin  ¢ogalmasimi  kontrol eder.
Herhangi bir testikiiler toksine maruz kalindigt
zaman apoptoz Onemli derecede artar ve germ
hiicrelerinin  zarar gormesine veya seminifer
epitelin iglevsiz hale gelmesine neden olur (33).
Onkolojik tedavi gorecek yetiskin erkeklerin
tedavi Oncesinde kriyopreservasyon ile sperm
saklama secenckleri bulunsada az sayida erkek bu
yontemi tercih edilir. Puberte oncesindeki erkek
cocuklar heniiz sperm iiretimine baglamadiklari i¢in
bu olanaga sahip degillerdir (34). Ancak geng
hastalarin testislerinde puberte déneminde sperm
iiretimini baslatmaya hazirlanan SKH’ler bulunur.
Yeni yapilan ¢aligmalarla insanda bu hiicrelerin
saklanip fertilitenin korunmasi amaclanmaktadir
(35). Simdiye kadar SKH transplantasyonu; fare,
sican, domuz, koyun, kopek ve maymunlar dahil
pek ¢ok hayvan tiiriinde basarili bir sekilde
yapilmistir (30,36-48). Cesitli hayvan calismalari,
farkli yas gruplarindaki dondrlerden alian
SKH’nin  kriyopreservasyon  ile  basariyla
saklanabilecegini, ¢06ziinme ve transplantasyon
sonras1t spermatogenik potansiyellerini koruyarak
spermatogenez  gegirip  fonksiyonel spermler
iretebilecegini gostermektedir (36,37,49). Shetty ve
arkadaglarinin yakin zamanda kemoterapi alan
maymunlarda yaptiklar1 ¢alismada; dondurulup
saklandiktan sonra transplante edilmis SKH’de,
GnRH antagonisti ile yapilan hormon siipresyonu
sonucu spermatogenezin arttigi gozlemlenmistir.
Elde edilen bu ilerleme insanlarda SKH
transplantasyonun uygulanabilirligini arttirmakta ve
infertilite tedavisi igin umut 15181 olmaktadir (50).

izolasyon, Saflastirilma ve Kiiltiir

Insandan ilk kez SKH izolasyonu 6 infertil
erkekten gergeklestirilmistir. Yapilan c¢aligmada
izole edilen hiicreler dondurma ¢6zme isleminden
sonra 6 ay boyunca alic1 fare testisinde kolonize
olmayr basarmistir. 2 ayin sonunda sayilarinda
azalma gerceklesen hiicrelerde mayotik farklanma
gozlemlenmemistir (51).

Hayvan ve insan hiicreleriyle yapilan ¢aligmalar
sonucunda birgok SKH izolasyon prosediirii
belirtilmistir. Fareler ile yapilan ¢alismalar her bir
farenin 2 x104 veya 3x104 SKH’ye sahip oldugunu,
bu yiizden bu hiicrelerin tecridinden sonra
saflagtirllmasinin ve zenginlestirilmesinin 6nemli
oldugunu gostermektedir (52). SKH’nin izolasyonu
icin Oncelikle testisten alinan doku parcalari
mekanik islemlerle parcalara ayrilir ve daha sonra
enzimler yardimiyla aynstirilir. 1973  yilinda
Meistrich ve arkadaglarimin tripsin ve DNaz 1
kullaniminm1 takip eden yillarda iki basamakli
enzimatik pargalama yontemi giindeme geldi
(53,54). Genellikle kollajenaz | veya 4, tripsin,
hyaluronidaz ve DNaz | enzimlerinin birlikte
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kullanildig1 iki basamakli par¢alama isleminden
sonra testis dokusundan germ hiicre siispansiyonu

elde edilir. Sonraki asamada  saflagtirma
metotlarindan  biri ya da daha fazlasiin
kombinasyonu uygulanir (54).

Saflagtirma hiicre karakteristiklerindeki

biyiiklik, yogunluk ve yiizey markirlart gibi
farkliliklara dayanarak yapilir. Temelde iki cesit
saflastirma yontemi vardir. Magnetik Aktive Hiicre
Ayirma (MACS) ve Floresan Aktive Hiicre Ayirma
(FACS) gibi bir grup yontem SKH fenotipine gore
yapilirken digerleri fiziksel metotlardan yararlanir.
Ekstraseliiler matriks se¢imi (55) santrifiij ile
ayristirma (56), Percoll igerisinde dansiteye baglt
santrifiij (57), sedimantasyon hiz1 (58) bu metotlar
arasindadir. Her metodun avantajlarinin yani sira
dezavantajlar1 bulunmasi sebebiyle arastirmacilar
bu yontemleri kombinleyerek saflastirma verimini
arttirmayr amaglamaktadir (59). SKH’lar testis
icerisinde  kendilerini  yenileme potansiyeline
sahiptirler. Ancak primer kiiltiir ortaminda kendini
yenileme ve hayatta kalma ile ilgili gerekli
faktorlerin  bulunmamasi sebebiyle bir haftadan
fazla yasayamazlar (60). Yapilan ¢alismalarda
aragtirmacilar GDNF’nin, SKH proliferasyonunda
sahip oldugu 6nemin anlagilmasi ile uzun yagam
Omiirlii bir hiicre hatt1 kurmay1 basarmislardir (20).
Yeni dogan farelerin testikiiler hiicrelerinin GDNF

varliginda embriyonik fibroblastlardan olusan
besleyici (feeder) tabaka iizerinde aylarca
yasayabilmistir. Infertil bir fareye transplante

edildiginde de spermatojenik koloniler olusturdugu
ve yavrularin meydana geldigi gorilmiistir (61).
Besleyici tabaka kok hiicrelerin yasayabilmesi igin
gerekli onemli biiyiime faktorlerini salgilamaktadir.
Bu amagla Vero hiicre kiiltirii ve embriyonik
fibroblastlardan olusmus besleyici tabaka olan STO
siklikla kullanilmaktadir (62). Kiiltiir ortamina
eklenen serum da Onem tasimaktadir. Serum
eklenen ortamda spermatogonyumlarin %80’ 2
hafta boyunca canli kalirken serum olmayan
ortamda ancak %20-60 hiicrenin hayatta kaldigt
gorilmistir (63).

Hou ve arkadaglar1 2015 yilinda yaptiklari
caligmada stabil bir insan SKH hatt1 kurabilmeyi
basarmiglardir. RT-PCR, immiinositokimya ve
Western blot deneyleri bu hiicre hattinin insan SKH
karakteristiklerine sahip oldugunu kanitlamistir.
Yaptiklar1 transplantasyon testleri de bu insan SKH
hattinin kolonize olmay1 basarip alic1 farede in vivo
¢ogalabildigini gdstermistir. Limitsiz proliferasyon
yetenegine sahip ve timor olusturmayan bu hiicre
hattt SKH mekanigi ve translasyonel tip lizerine

yapilacak ¢alismalar i¢in biiyiik bir kaynak
olugturacaktir (64).
Spermatogonial Kok Hiicrelerin

Transplantasyonu
SKH’nin transplantasyonu ilk kez basariyla
1994 yilinda farelerde gerceklestirilmistir. Brinster
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ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada donér
farenin testisinden alinan hiicre siispansiyonu
icindeki SKH infertil konak fareye enjekte
edildiginde spermatogenez gegirmislerdir. Disi fare
ile ciftlestirildiginde de donér farenin genetik
ozelliklerini tastyan yavrular meydana geldigi
goriilmiistir (1). Bu o6nciil calismadan sonra
homolog tiirler arasinda olmak iizere si¢gan, domuz,
kegi, koyun, kdpek ve maymun gibi bagka
hayvanlar iizerinde de bu transplantasyon teknigi
uygulanmis ve basari elde edilmistir (65).

Homolog tiirler arasinda yapilan galigsmalarin
yani sira farkl tiirler arasinda SKH nakillerinin de
(ksenojenik SKH transplantasyonu) yapilabilecegi
gosterilmistir. Fare testisine ksenojenik SKH
transplantasyonu da pek ¢ok aragtirmaci tarafindan
denenmistir (66). ilk yapilan calismada farkli bir
tirden (sicandan) alinan SKH fare seminifer
tibiillerinde  kolonize  olmayr  bagarmig ve
farklilagarak normal sican spermi iiretebilmislerdir
(67). Yine ayni sekilde, hamster SKH’si de fare
testisine basartyla transplante edilmistir (68). Diger
donoér hayvan tiirleriyle yapilan ¢alismalar hayvan
tirleri arasindaki filogenetik farklilik arttikca
transplante edilen hiicrelerin spermatogenez gecirip
farklanma miktarlarinin azaldigini  gdstermistir
(66).

SKH transplantasyonu insanda ilk kez Radfort

ve  arkadaslari  tarafindan 1999  yilinda
gerceklestirilmistir. Manchester’da yapilan
galismada 12 erkek non-Hodgkin lenfoma

hastasinin testikiiler dokular1 hiicre siispansiyonu
olarak kemoterapiden Once kriyoprezervasyon
yontemi ile saklanmistir (69). ilerleyen zamanlarda
hastalarin yedi tanesinin testislerine hiicreler geri
verilmistir (70,71). Bugiine kadar bu hastalarin
fertilite durumlarini belirten devam niteliginde bir
calisma yaymlanmanmugtir. Hiicrelerin transplante
edildigi erkekler ¢ocuk sahibi olsalar bile bunlarin
geri verilmis kok hiicrelerden meydana gelen
spermlerden mi yoksa tedavi sonrasi hayatta
kalmay1 basarmis endojen kok hiicrelerden mi
meydana geldigini gdstermek zor olacaktir. 1999
yilindan bu yana insanda SKH transplantasyonu ile
ilgili bagka caligma bulunmamaktadir. Buna ragmen
bu oOnciil ¢aligma hastalarin fertilitenin saglanmasi
icin deneysel kok hiicre yaklasimlarini takip ettigi
ve destekledigini gostermektedir (69,71). Bugiine
kadar yaymlanan raporlar diinya genelinde puberte
oncesi ve yetigkin 150°den fazla erkegin testikiiler
doku ya da hiicrelerinin kriyoprezervasyon ile
saklandiginm gostermektedir (69,71-74).

Ksenojenik SKH transplantasyonu ¢aligmalar:
insan SKH’si kullanilanarak da yapilmistir. Fare
testislerine basartyla nakledilen insan SKH’si
burada saglikli bir sekilde c¢ogalabilmis ve 6 ay
canli  kalabilmislerdir ~ (51). Ancak burada
differensiye olmamis kok hiicreler 1 ay sonra
spermatogonyumlara donlismiis olsalar da daha
fazla ilerleme gosterememisler, mayoz gecirememis
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ve apoptoza ugramiglardir. Her ne kadar beklenilen
basarilara ulagilamamis olunsa da bu g¢alisma bir
takim 6nemli bilgiler sunmustur. Transplante edilen
insan hiicreleri fare Sertoli hiicreleri tarafindan
taninmig, nakledilen hiicreler dogru yere gog
edebilmis, kisa da silirse c¢ogalabilmis ve
yasayabilmisglerdir. Gerekli bazi insan biiyiime
faktorleri ya da insan Sertoli hiicrelerinin de fare
testisine nakledilmeleri sonucu daha basarili hale
getirebilecektir. Bu yontemler yardimiyla sitotoksik
tedavi alacak erkeklerin SKH’si alici testise
nakledilebilir ve belki daha uygun bir ortama
geemis olduklart ig¢in daha saglikli ¢ogalarak
mayoza girebilir ve burada olgunlastiktan sonra
donor hastaya geri verilebilir (27,51).

Fareler ve sicanlarin kullanildigi caligmalarda
donor kok hiicreleri testislere vermek icin 3 yontem
gelistirilmigtir. Birinci yOntemde hiicreler bir
mikropipet kullanilarak seminifer tiibiillere verilir
ve hiicreler rete testisten gegerek diger tiibiillere
ulagir. Ikinci ydntemde hiicreler mikropipet ile
direkt olarak rete testise verilir. Ugiincii yontemde
ise donodr hiicreler rete testise giden biiyiik bir
efferent kanala enjekte edilir (75). Ancak sigir,
maymun gibi bilyiikk hayvanlar ve hatta insan
kadavras1 iizerinde yapilan caligmalar seminifer
tibil ya da efferent kanallara yapilan
enjeksiyonlarin basarili olmadigin1  gdstermistir
(76). Bunun sebebi lamina propriyanin yiiksek
rezistansi ve biiyiik hayvanlardaki sarmal seminifer
tiibiillerdir. insan testisine SKH enjeksiyonun en
gelecek vadeden yontemi ultrason esliginde rete
testise enjeksiyondur (76,77). Kok hiicrelerin testis
igine enjeksiyonunun basariyla yapilip
yapilamadigint gérmek i¢in ya tek basma ya da
hiicre siispansiyonu ile birlikte triptan mavisi de
testise enjekte edilir. Transplantasyondan sonra
testisteki dondr kok hiicrelerinin ¢ogalmalar1 da
histolojik muayene ile incelenir. Bilgisayarli
goriintilleme yontemleri de bu amagla kullanilmaya
baglanmugtir (78).

Arastirmacilar  iki  farkli  transplantasyon
stratejisi ~ lizerinde  calismaktadir:  SKH’nin
enjeksiyonu ya da testikiiler dokunun greftlenmesi.
Testikiiler dokunun izole edilip saklanmasi diger
secenede gore daha avantajlidir, ¢iinkii bu sayede
SKH kendi dogal nislerinde kalabilecek ve
boylelikle germ hiicreleri ve destekleyici hiicreler
arasindaki iliskiyi koruyabileceklerdir. Bu sebepten
bu stratejinin Oncelikli olarak kullanilmas1 daha
avantajli olacaktir (79).

Spermatogonial Kok Hiicrelerin Dondurulmasi

Sitotoksik tedavi sonrast SKH transplantasyonu
yaptirmak isteyen hastalarin kok hiicrelerini
saklamak i¢in en iyi yontem kriyoprezervasyon ile
hiicrelerin saklanmasidir. Dondurularak saklama
yontemi simdiye kadar pek ¢ok hayvan tiiriinde ve
insanda denenmis olup basarili sonuglar elde
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edilmigtir (55). Dondurma isleminde kullanilan
yontem somatik  Thiicreler igin kullanilan ile
benzerlik  gostermektedir.  Kontrolli  yavas
dondurma protokoliinde kriyoprotektan olarak
hiicrelerin iizerine ¢ok yavag DMSO eklenir,
-70°C’de dondurulur ve siv1 nitrojen i¢inde saklanir
(80). Coziilmeyi takiben hiicrelerin yaklasik %60°1
canli kalmakta ve kaybolanlar da c¢ikarildiginda
hiicrelerin yaklagik %30’u geriye kalmaktadir.
Hamsterlarla yapilan ¢alijmada kok hiicrelerin
¢Oziinmesini takiben hiicrelerin %43’ canli elde
edilebilmistir (68). Insan testisinden alinan ve
DMSO ile dondurulmus SKH’nin fare seminifer
tiibiillerine ksenotransplantasyonunda da basarili
sonu¢ elde edilmistir (81). Ayni saklama ydntemi
kullanilarak fare SKH’lerinin 14 yildan uzun bir
stire korunabildigi gosterilmistir (82).

Kontrollii yavas dondurma protokolii zaman
alict ve pahali teghizatlar gerektirdiginden bu
yonteme alternatif olarak kontrolsiiz  yavas
dondurma protokolii gelistirilmistir. Fare modelinde
basarili sonuglar elde edildikten sonra 1.5 M
DMSO ve 0.1 M siikroz kullanilarak yetiskin insan
testis dokusu {izerinde de denenmis ve basarili
olmugtur (83). Bu protokol seminifer epitel ve
intersitisyel bdoliimleri ultrastriiktiirel —seviyede
korumanin yan sira spermatogonyumlarin bdliinme
potansiyelini de korumaktadir. Ancak yontemin
dogrulanmas: ve giivenilirligini kanitlamasi igin
puberte 6ncesi insan koOk hiicreleri tizerinde de
denenmesi gerekmektedir (79).

Geleneksel dondurma  yontemlerine  bir
alternatif de vitrifikasyon yontemidir. Daha yiiksek
konsantrasyonda kriyoprotektan kullanilan bu
yontemde buz kristalleri olusumunu engellemek
icin ultra hizli dondurma islemi yapilir. Yakin
zamanda bu yOntem immatiir insan testikiiler
dokusu iizerinde denenmistir ve sonuglar, tiibiiler
biitiinliiglin ve spermatogonyumlarin ¢ogalma

potansiyelinin  korunabilecegini  gdstermektedir
(84).
Spermatogonial Kok  Hiicrelerin  Klinik
Kullanimyla Tigili Giicliikler

Cesitli hayvanlar lizerinde SKH

transplantasyonunun basariyla gergeklestirilmesi bu
hiicrelerin klinik kullanimda 6nemli bir yere sahip
olacagimi gostermektedir. Ancak halen daha SKH
ile ilgili istesinden gelinmesi gereken bir takim
giicliikler ve problemler bulunmaktadir. Oncelikle
puberte Oncesi bir gocuktan biyopsi ile alinan az
miktardaki doku parcasi ¢ok az sayida kok hiicre
icermektedir. Diger bir problem ise kanser
hastalarindan alinan dokuda malign kontaminasyon
olabilecegi ger¢egidir.

Kemirgen hayvanlar ile yapilan calismalarda;
SKH kiiltiir ortaminda basartyla ¢ogaltilmislar ve
transplantasyonu takiben spermatogenez gegirip
fertilite tedavisinde etkin olmuslardir. Insan
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SKH’sini kiiltiir ortaminda ¢ogaltmak ve stabil
hiicre hatlar1 olusturmak iizere yapilan caligmalar
hizla devam etmekte ve gelecek vadetmektedir
(64,74,81,85). Kiiltiirde basarili olundugu takdirde
biyopsi ile alinan az miktardaki hiicre
cogaltilabilecek ve ayrica malign kontaminasyon
tespiti de daha kolay yapilabilecektir (64,65).

Testikiiler dokuda olabilecek malign
kontaminasyon hastalar i¢in biiyllk endise
uyandirmaktadir. Bir¢cok arastirmaci tarafindan
yapilan ¢aligmalar géstermistir ki heterojen

testikiiler hiicre siispansiyonundan kok hiicreleri
izole edip malign hiicreleri uzaklagtirmak; FACS
yontemi ve germ hiicresi veya kanser hiicresi

belirteglerinin =~ kombinasyonu  ile  miimkiin
olabilmektedir (86-91). Olumlu sonuglar elde
edilmesine  ragmen, c¢ok az  seviyedeki

kontaminasyon durumlarinda bile tekrar kansere
neden olabilmektedir. O ylizden kontaminasyonun
tespiti ve temizlenmesi icin alternatif ve daha
giivenilir yontemler gelistirilmesi gerekmektedir
(71,92).

Sonug

SKH  kendini  yenileme ve farklanma
kapasitesine sahip, gelecek nesillere genetik olarak
katkt saglayacak pluripotent kok hiicrelerdir.
Yapilan bir¢ok calismaya ragmen hala SKH’ler
hakkinda yeterli bilgiye sahip olunmamaktadir. Son
10 yil igerisinde SKH’lerin karakterizasyonu,
kiiltiirli, genetik modifikasyonu konularinda dnemli
ilerlemeler gerceklesmis olmasina ragmen bunlar
yeterli diizeyde degildir. Klinik c¢alismalarin
ilerleyerek SKH’larin infertilitede kullanilacak bir
tedavi segenegi haline gelebilmesi i¢in SKH
biyolojisi hakkinda yeterli bilgiye sahip olunmasi
gerekmektedir. ilerleyen donemlerde bu calismalar
1s1ginda SKH’larin erkek infertilitesinde alternatif
bir tedavi segenegi olabilecegini gdstermektedir.
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