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Ozet

Kok hiicreler sinirsiz ¢ogalabilen, kendini yenileme 6zelligine sahip, 6zellesmis hiicrelere farklilasabilen, hasarli dokuyu
onarabilen ve in vivo veya uygun sartlar saglandiginda in vitro ortamda bir¢ok farkli hiicre tipine doniisebilen farklilagmamis
hiicrelerdir. Bu hiicreler farklilagma 6zellikleri ve elde edildikleri kaynaklara gore gesitlilik gdsterir. Spermatogonyal kok hiicre
kendini yenileme 6zelligiyle birlikte olgun spermatozoon olusumunda rol oynayan eriskin bir kdk hiicre tiiriidiir. Bu hiicreler
ayn1 zamanda uygun laboratuvar kosullarinda embriyo gelisiminin ii¢ germ yapragina farklilasabilme yetenegi kazanarak
pluripotent 6zellik gostermektedir. Bu 6zellikleri sayesinde spermatogonyal kok hiicreler hem kisirlik hem de rejeneratif tip
tedavisinde onemli bir potansiyel olusturmaktadir. Bu derlemede kok hiicrelerin 6zellikleri hakkinda genel bilgi verilmis,
spermatogonyal kok hiicrelerin kdk hiicreler arasindaki yeri, farklilagma 6zellikleri ve tanimlanmalart agiklanmigtir. Ayrica bu
hiicrelerin izolasyon, transplantasyon ve kiiltiir protokolleri hakkinda yapilan caligmalar ele alinarak bu arastirmalarin
tedavideki rolii ve 6nemi tartisilmustir.

Anahtar Kelimeler: Spermatogonyum, Spermatogonyal Kok Hiicre, Spermatogenez, Kok Hiicre, Multipotent

Spermatogonium as a Stem Cell

Abstract

Stem cells are undifferentiated cells that can proliferate unlimitedly, have the ability to self-renew, differentiate into specialized
cells, repair damaged tissue, and transform into many different cell types in vivo or under suitable conditions in vitro. These
cells vary in their differentiation characteristics and sources from which they are obtained. Along with its self-renewal feature
spermatogonial stem cell is an adult stem cell type that also plays role in the formation of mature spermatozoon. These cells
also show pluripotency by gaining the ability to differentiate into three germ layers of embryo development under appropriate
laboratory conditions. Thanks to these properties, spermatogonial stem cells constitute an important potential in both infertility
and regenerative medicine treatment. In this review, general information about the properties of stem cells is given, the place
of spermatogonial stem cells among stem cells, their differentiation characteristics and distinguishing properties are explained.
In addition, studies on isolation, transplantation and culture protocols of these cells are focussed and the role and importance
of these studies in treatment are discussed.

Keywords: Spermatogonium, Spermatogonial Stem Cell, Spermatogenesis, Stem Cell, Multipotent
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Bir Kok Hiicre Olarak Spermatogonyum

GIRIS

Viicuttaki hiicreler, boliinme ve biiylime kapasitelerinde inanilmaz bir farlilik gosterir. Noronlar, kalp kasi
ve iskelet kas1 gibi “postmitotik hiicreler” olarak tanimlanan hiicreler farklilagsmis hiicrelerdir ve genellikle
boliinmez. Karaciger hiicreleri gibi hiicreler ise uzun siire sessiz kalir ve uygun sinyaller aldiginda
béliinmek igin uyarilir. Ornegin karaciger hasar goriirse, hiicre boliinmesi kayip hiicrelerin eksikligini
gidermek i¢in tetiklenebilir (Kierszenbaum, 2006%). K6k hiicre olarak adlandirilan hiicreler ise mitoz
boliinmeyle, 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilen ve daha fazla kok hiicre liretmek i¢in kendini
yenileme yetenegine sahip olan, biitiin ¢ok hiicreli canlilarin doku ve organlarini olusturan ana hiicre
tiirleridir (6rnegin deri ve sindirim kanal1 gibi ylizeyleri doseyen ortii epitel hiicreleri ve kemik iligindeki
kan yapan hiicreler) (Kierszenbaum, 20062).

Kok hiicreyi diger hiicrelerden farkl kilan iki 6nemli 6zellik bulunmaktadir (Sekil 1).
1. Kendini yenileme (Self renewal): Kendi kopyalarini olustururlar.

2. Farklilasma (Diferansiyasyon): Ozellesmis viicut hiicrelerine déniisiirler.

Kok hiicre o . o o
Kendini yenileme
(self renewal)
| Yeni kik hiicre havuzunu olusturur.

Farklhilagma Kok hiicre
(diferansiyasyon)

Olii veya zarar gormiis
hiicrelerin yerini alir.

° ) .
\ 8 {.

Ozellesmis hiicre

Sekil 1: Kok Hiicrenin Ozellikleri
Kaynak: www.yourgenome.org’ dan uyarlanmistir.

Kok hiicreler farklilasma ozellikleri ve elde edildikleri yere gore cesitlilik gosterir. Farklilagsma
ozelliklerine gore totipotent, pluripotent ve multipotent kok hiicre; elde edildikleri yere gore ise
embriyonal, eriskin ve fetus kok hiicresi olmak iizere iice ayrilirlar (Sekil 2).
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Sekil 2: Kok Hiicre Cesitleri.
*in vitro: laboratuvar ortannda; in vivo: canl igerisinde; THK: ig hiicre kiitlesi; progenitdr: dnciil hiicreler viicudun onariminda gorev alip,
eriskin dokular yenileyebilme yetisine sahip hiicrelerdir.

Kaynak: www.quizlet.com’dan uyarlanmstir.

Sperm ve oositin birlesmesiyle olusan zigot, tek basina tiim organizmay1 meydana getirebilecek genetik
bilgiye ve giice sahip ilk embriyonik hiicredir. Bu hiicreye her seyi yapabilen anlamina gelen “totipotent
hiicre” denir. Bu ifade erken embriyonik dénem olarak adlandirilan embriyonun morula asamasina ulastigi
4. gliniine kadar olan tiim blastomerler i¢in gecerlidir. Blastomerlerin her biri bir canliy1 olusturabilecek
tiim hiicre tiplerine farklilasabilir. Plasenta ve amniyon kesesi gibi embriyo dist dokulara da farklilagma
yetenegine sahiptirler. Totipotent hiicreler gelisimin ileri evrelerinde pluripotent hiicrelere doniisebilirler
(Inan ve Ozbilgin, 2009).

Pluripotensi, embriyo gelisiminin ii¢ germ yapragina (ektoderm, mezoderm, endoderm) farklilasma
yeteginde olan hiicreyi ifade eder (Trusler ve ark, 2018). Bu hiicreler fertilizasyondan sonra, pre-
implantasyon donemin 5. giiniinde olusan blastosist evresindeki embriyoda bulunan hiicrelerdir.
Blastosist; trofoblastik hiicreler, blastosdl ve i¢ hiicre kiitlesi olmak {izere 3 yapidan olusmustur.
Embriyonik kok hiicrelere kaynaklik eden i¢ hiicre kiitlesinden elde edilen hiicreler pluripotent kok
hiicreler olup, bu hiicreler gerekli ortam saglandiginda yetiskin bir viicutta bulunan tiim somatik ve germ
soylarindaki yaklagik 200 hiicre tiiriine doniisebilecek potansiyele sahiptirler. Fakat totipotent hiicreler
gibi tek basina bir organizmay1 meydana getiremezler (Thomson ve ark, 1998; Hackett ve Surani, 2014).

Multipotent kok hiicreler, embriyonik gelisimin daha ileri evresine ait hiicreler olup, belirli bir hiicre
hattindaki tiim hiicre tiplerine farklilasma yetisine sahip hiicrelerdir. Bu hiicreler biiylime, doku onarimi
ve savunmada basrolii iistlenirler. Multipotent kok hiicreler omurilik zedelenmesi, kiriklar, otoimmun
hastaliklar, romatoid artrit, hematopoetik rahatsizliklar ve kisirlik gibi bir¢ok rahatsizligin tedavisinde
uygulanmaktadir (Yagi ve ark, 2010; Weiss ve ark, 2011; Aponte ve ark, 2013; Guan ve ark, 2013;
Sobhani ve ark, 2016). Multipotent hiicreler dogumla birlikte kordon kaninda ve eriskin viicudunda
ozellikle kemik iligi ve yag dokusunda bulunurlar (inan ve Ozbilgin, 2009).

Embriyonik kok hiicreler (EKH), implantasyon Oncesi blastosist asamasindaki embriyolarin i¢ hiicre
kiitlesinden elde edilen pluripotent hiicrelerdir (Zakrzewski ve ark, 2019). Bu hiicreler plasenta gibi
ekstraembriyonik yapilar hari¢, ektoderm, mezoderm ve endoderm tabakalarindan kdken alan birgok hiicre
tipine farklilasabilirler (Trounsun, 2006; inan ve Ozbilgin, 2009). Farkli kaynaklardan elde edilen
embriyonik kok hiicrelerin (Tachibana ve ark, 2013; Daughtry ve ark, 2014; Main ve ark, 2020) i¢ hiicre
kiitlesindeki hiicreler kiiltiir ortamina alinir. Ortama ¢esitli bliylime faktorleri ve sitokinler eklenenerek,
destek hiicreleri ve gen aktarimi ¢alismalar1 yardimiyla EKH’lerin farklilagmasi saglanir (Trounsun, 2006;
Yao ve ark, 2006; Avcilar ve ark, 2018). Uygulanan bu islemler neticesinde ortamda genellikle li¢ germ
tabakasini igeren embriyoid cisim olusur (Vatansever ve ark, 2009; Avcilar ve ark, 2018). Sox-2, Oct-4
ve Nanog, pluripotent embriyonik kok hiicre fenotipinin devamliligmmin saglanmasinda O6nemli
transkripsiyon faktorleridir (Rodda ve ark, 2005). Insan embriyonik kdk hiicreleriyle yapilan ¢alismalar

45



Bir Kok Hiicre Olarak Spermatogonyum

etik ve dini sorunlar getirdigi i¢in lilkemizde bu ¢alismalar cesitli tarihlerde giincellenen genelgelerle
Saglik Bakanlig1 tarafindan kontrol altina alinmaktadir (shgm.saglik.gov.tr).

Embriyonik olmayan hiicreler ise; embriyonik kok hiicrelere gore gelisimin daha sonraki basamaklarinda
goriiliir ve organizmanin yasami boyunca daha sinirli olmakla birlikte kendilerini yenileyebilme 6zelligini
koruyarak erigkin dokulardaki oncii ve 6zellesmis hiicrelere farklilasirlar. Bu 6zellikleriyle hem doku
homeostasisini saglar hem de doku hasari sonrasi rejenerasyonda 6lii veya zarar gdrmiis hiicrelerin yerini
alirlar. Bu hiicreler multipotent kok hiicreler olup bulunduklar1 dokuya farklilasma 6zelligine sahiptir.
Organizma disinda embriyonik kdk hiicreler kadar uzun siire 6zelliklerini koruyarak ¢ogalma yetenekleri
yoktur. Kisinin immun sistemine uyum gosterir, ancak tiim hiicre tiplerine farklilasamamalar1 nedeniyle
kullanimlari sinirlidir. Giintimiizde, erigkin kok hiicrelerin diger organ ve dokulara farklilasmasi yoniinde
caligmalar yapilmaktadir. Organizmada ancak belirli birkag hiicre tiiriine farklilagsma yetenegi olan eriskin
kok hiicreleri, laboratuvar kosullar1 altinda uygun faktdr ve sinyaller saglandiginda birgok farkli hiicre
tiriine farklilagabilmektedirler. Bu hiicrelerin, son yapilan ¢alismalarla birgok farkli organ ve dokudan
elde edilebildigi gosterilmistir. Fotal kok hiicrelerden, gobek kordonundan, plasentadan, kemik iliginden
elde edilen hematopoetik kok hiicreler en iyi tanimlanmis embriyonik olmayan kok hiicreler olmakla
birlikte; ayn1 zamanda yag dokudan, beyin, bagirsak, kas, deri/kil follikiilii, kalp, akciger gibi bircok
organda bulunan kok hiicrelerden ve son yillarda farklilastirma ile herhangi bir hiicrenin kok hiicre
haline doniistiiriilmesiyle olusan hiicrelerden elde edilebilmektedirler. Bu hiicreler hiicresel fenotipik
ylizey belirtegleri ile ayirt edilmektedirler (Zuk ve ark, 2001; Li ve ark, 2006; Ross ve ark, 2006; Chen ve
ark, 2007; Helder ve ark, 2007; Pansky ve ark, 2007; Yamada ve ark, 2007; Inan ve Ozbilgin, 2009; Cerci
ve Erdost, 2019).

Germ hiicreleri, bir bireyin genetik bilgisinin sonraki nesile aktarilmasindan sorumludur ve bu siireg
aracilifiyla bir tiirin devamliligini saglar. (Kubota ve Brinster, 2006). Erkek germ hiicresi spermatozoon
ve disi germ hiicresi oosit fertilizasyon yoluyla bu siirece katilan yegane hiicrelerdir. Olgun spermatozoa
olusumunda rol oynayan spermatogonyal kok hiicreler (SKH) testiste bulunan erigkin kok hiicre ttrtidiir.
Kendini yenileme ve farklilagma 6zelligine sahip olan bu hiicreler, laboratuvar ortaminda indiiklenmesi
halinde her ii¢ germ yapragindan olusan dokulara doniisebildigi i¢in pluripotent 6zellik gostermekte ve
multipotent eriskin germ hatt1 kok hiicreleri (maGSC-multipotent adult germ line stem cells) olarak
adlandirilmaktadir (Guan ve ark, 2006; Glaser ve ark, 2008; Yanar ve ark, 2017). Disi germ soyundaki
kok hiicrelerin proliferasyonu dogumdan 6nce sona erdigi i¢in, SKH yetiskindeki diger kok hiicreler
arasinda gelecek nesile genetik olarak katki saglayan tek germ hatti kok hiicre c¢esididir (Kubota ve
Brinster, 2006). Bununla birlikte, SKH’1n yardime1 iireme teknikleri ve kok hiicre terapisindeki 6nemi ve
potansiyel rolii hakkinda kisitli bilgi mevcuttur. Bu, biiylik 06lglide SKH’larin kesin olarak
tanimlanmasinin gii¢ olmasi, farklilasma oOzellikleri ve islevlerinin in vitro olarak siirdiiriilmesinin
karmagikligindan  kaynaklanmaktadir (Oatley&Brinster, 2012; Kubota&Brinster, 2018;
Ibtisham&Honaromooz, 2020). Bu nedenle erkek germ hiicreleri iizerinde yapilan galigmalar, germ hiicre
soyunun siirekliliginin 6nemini gosteren mekanizmalar1 inceleme ve germ hiicre soyu modifikasyonu veya
tedavisi i¢in yeni teknikler gelistirme firsat1 sunar. Tiim bu sebeplerden dolayr SKH’lar ile yapilan son
aragtirmalar, bu kok hiicrelerin kisirlik ve rejeneratif tip tedavisi ig¢in yeni bir klinik uygulama ¢aginin
merkezinde olma potansiyelini gostermektedir (Brinster ve Avarbock, 1994; Brinster ve Zimmermann,
1994; Kubota ve ark, 2004; Kubota ve Brinster, 2006; Abdelaal ve ark., 2021).

Bu agiklamalar 1518inda bu derlemede spermatogonyal kok hiicrelerin morfolojik yapisi, tanimlanmasi
hakkinda genel bilgi verilmis, hem yardimci iireme tekniklerinde hem de rejeneratif tipta son donemde
yapilan ¢alismalar ele alinmistir.
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Spermatogenez Siireci ve Spermatogonyal Kok Hiicreler

Spermatogenez, spermatogonyal kok hiicrelerin olgun spermatozoaya doniiserek erkek germ hiicrelerinin
gelismesi olarak tanimlanir (Pang ve Rennert, 2013). Spermatogenez siireci mitoz, mayoz ve
spermiyogenez fazlarindan olusur. Spermatogonyal kok hiicreler olarak kabul edilen ‘A single’ (As)?
spermatogonyumlar hem kendilerine farklilasarak depo hiicreler gérevini goriir; hem de mitotik olarak
boliinerek ‘A paired > (Apr)?, ‘A aligned’ (Aa), A1 ara (intermediate) ve B tip spermatogonyumlart
olusturur (Hamra, 2015) (Sekil 3). Koyu A tip spermatogonyumlar 12 um ¢apinda, kubbe bi¢imli kiigiik
hiicrelerdir. Yassi, yogun heterokromatinli oval ¢ekirdekleri vardir. Soluk A tip spermatogonyumlar soluk
bir goriiniim veren c¢ekirdeklerinin yogun Okromatine sahip olmasi haricinde koyu A tip
spermatogonyumlara benzer. Soluk A tip spermatogonyumlar birkag tane organel; sinirlt Golgi kompleksi,
birka¢ tane ribozomlu endoplazmik retikulum (RER) ve ¢ok sayida serbest ribozom igerir. Bu hiicreler
testosteron tarafindan uyarillarak mitoz bolinme ile diger soluk A tip spermatogonyum ve B tip
spermatogonyumlar1 meydana getirirler (Ovalle ve Nahirney, 2007).

Spermatogenez

Aenini
A yenileme |
s + fz_if‘-r_zne_wnﬂ/
Apr o @
Aals o O © O
‘ Y ,
Nt @ OO OO OO ®

'

AM-B M 2 I 2 2L 2 2L J

¢ Mayoz

JENVe Yove YeveYe o Ve N
Y

Spermiyogenez

Sekil 3: Spermatogenez Siireci Ve Spermatogonyal Kok Hiicreler
*As: A single spermatogonyum, Apr: A paired spermatogonyum, Aai: A aligned spermatogonyum, A1-B: Al-B tip spermatogonyum, PL-
D: preleptoten-leptoten spermatosit.
Kaynak: Hamra, 2015 ¢alismasindan uyarlanmistir.

B tip spermatogonyumlar soluk A tip spermatogonyumlara benzer; fakat ¢ekirdekleri yassidan ziyade
yuvarlaktir. B tip spermatogonyumlar primer spermatositleri olusturmak tizere boliinlir ve uzun bir
mayotik profaza girer (Sekil 4). iki mayoz béliinmeden sonra sekonder spermatositler ve hemen ardindan
yuvarlak spermatidler olusur. Haploid yuvarlak spermatidler morfolojik degisiklige ugrayarak uzayan ve
uzamis spermatidlere doniisiir. Bu morfolojik degisikliklerin neticesinde ise son olarak seminifer tiibiillere
saliverilen olgun spermatozoonlar olusur (Sekil 5), (Dym, 1994; Hecht, 1998; de Rooij ve ark, 2000;
Cooke, 2002; Jan, 2012).

! Spermatogonyal kok hiicre gorevi goren “As spermatogonyum”; birgok farkl kaynakta “koyu A tip spermatogonyum (A gark
spermatogonyum)” olarak isimlendirilmektedir (Russell, 1991; Kierszenbaum, 2006°; Ovalle ve Nahirney, 2007; Golastaneh
ve ark, 2009).

2 A spermatogonyumlarin mitoz bliinmeden sonra olusturduklar1 A tip spermatogonyumlarin genel ad1 birgok farkli kaynakta
“agik A tip spermatonyum (Apae Spermatogonyum)” olarak bahsedilmektedir (Russell, 1991; Kierszenbaum, 2006°; Ovalle ve
Nahirney, 2007; Golastaneh ve ark, 2009).
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I Sk Ay M M R i}
Sekil 4: Sigan Testisine Ait Gegirimli Elektron Mikroskopik Goriintii
*BSG: B tip spermatogonyum, PSP: pakiten spermatosit. .
Kaynak: Yazarin yayimlanmamis yiiksek lisans tezinden alinmistir (Ozkasap, 2012).

Isik Mikroskopik Fotograf

*S:Sertoli hiicresi, SG: spermatogonyum, SP: spermatosit, YSD: yuvarlak spermatid, SZ: spermatozoon, L:liimen, ok bas1: akrozom, kalin
ok: bazal membran, Periyodik asit schiff reaksiyonu, x100.

Kaynak: Yazarin yayimlanmamus yiiksek lisans tezinden almmustir (Ozkasap, 2012).

Spermatogonyum Belirtecleri

Hiicre boliinmesinde hiicrenin kendini yenilemesi yasam boyu siirmesine ragmen, spermatogonyumlarin
kendilerini nasil yeniledigi ve bu siireci nasil siirdiirdiigii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Chen ve Liu,
2015). Spermatogonyal kok hiicreler (Asingle) ve Onciil spermatogonyumlar olarak kabul edilen Apaired V€
Auligned spermatogonyumlar farelerde morfolojik analizlere gore farklilasmamis A tip spermatogonyum
olarak tanimlanir (Clermont ve Bustos-Obregon, 1968). Spermatogonyal kok hiicreler kendilerini
yenileme yeteneklerine gore tamimlanirlar ve yalnizca morfolojilerine bakarak onciillerinden ayirt
edilmeleri zordur. Bir¢ok belirteg spermatogonyal kok hiicreleri ve diger farklilasmamis
spermatogonyumlar1 ayirtetmek i¢in kullanilabilir. PLZF (Costoya ve ark, 2004) , SALL4 (Gassei ve
Orwig, 2013), ve CDH1 (Tokuda ve ark, 2007) tiim evrelerde farklilasmamais A tip spermatogonyumlarda
eksprese edilmesine ragmen, GFRA1 (Grasso ve ark, 2012), LIN28 (Zheng ve ark, 2009), NANOS2
(Suzuki ve ark, 2009), ve NGN3 (Yoshida ve ark, 2004) baslica farklilasmamis A tip
spermatogonyumlarin spesifik tiplerinde eksprese edilir. ID4 ve PAX7 ise As tip spermatogonyumlara
ozgidir (Oatley ve ark, 2011; Aloisio ve ark, 2014). NANOS3 bir¢ok farklilagmamis A tip
spermatogonyumlarda ve farklilasmakta olan A1 spermatogonyumlarda tespit edilebilir (Suzuki ve ark,
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2009). KITL nin tirozin kinaz reseptorii olan c-KIT, baz1 Aa tip spermatogonyumlarda, farklilagmakta
olan spermatogonyumlarda ve erken preleptoten spermatositlerde eksprese edilir (Yoshinaga ve ark,
1991). Su anki veriler 15181inda, PAX7 insanlar da dahil birgcok memelide spermatogonyal kok hiicrelerde
eksprese edildigi bilinen tek proteindir (Tablo 1).

Tablo 1: Memelilerde Spermatogonyal K6k Hiicrelerin Tanimlanmis Protein Belirtegleri

PLZF As Apr, Aal
SALL4 As Apr, Aal
CDH1 As Apr, Aal
GFRA1 Farklilasmamis A tip spermatogonyumlarin spesifik
tiplerinde
LIN28 Farklilasmamis A tip spermatogonyumlarin spesifik
tiplerinde
NANOS2 Farklilasmamis A tip spermatogonyumlarin spesifik
tiplerinde
NGN3 Farklilasmamis A tip spermatogonyumlarin spesifik
tiplerinde
1D4 As
PAX7 As
NANOS3 Bircok farklilasmamis A tip spermatogonyumda ve

farklilasmakta olan A, tip spermatogonyumda

c-KIT Baz1 Aa tip spermatogonyumlarda, farklilasmakta
olan spermatogonyumlarda ve erken preleptoten
spermatositlerde

*As: A single spermatogonyum (spermatogonyal kok hiicre), Apr: A paired spermatogonyum, Aai: A aligned spermatogonyum; As, Apr, Aai:
Farklilasmamusg A tip spermatogonyum.

Kaynak: Yazarlar tarafindan olusturulmustur.

Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler ise embriyonik kok hiicrelerle OCT4, NANOG, SOX2, SSEA3,
SSEA4, TRA-1-81 ve TRA-1-60’1 da igeren pluripotent belirteglerini paylasir. Spermatogonyal kok
hiicreler; embriyonik kok hiicreler ve indiiklenmis pluripotent kok hiicreler icin transkripsiyon faktorleri
olan OCT4 ve PLZF acisindan pozitiftir; bu hiicreler ayn1 zamanda yetiskin kok hiicreler i¢in belirtegler
olan CD90, GPR125 ve GFRA1 gibi isaretleri de (hallmark) eksprese ederler (Hou ve ark, 2014).

Seminifer tiibiillerde tek somatik hiicre tipi olan Sertoli hiicreleri spesifik faktdrlerin salinimi yoluyla,
spermatogonyal kok hiicrelerin proliferasyon ve farklilasmasini dogrudan kontrol ederler. Spermatositin
mayoza girmesi, parakrin sinyal yoluyla kan-testis bariyerinin luminal bolgesi tizerinde Sertoli hiicreleri
tarafindan diizenlenen spermatogenezin 6nemli bir adimidir. ETS variant 5 (ERM=ETVS), nosiseptin,
neurogulin 1 (NRG1) ve androjen reseptor (AR) gibi Sertoli hiicre transkripsiyon faktorleriyle birlikte,
Glial hiicre yoluyla-iiretilen norotrofik faktor (GNDF=glial cel-line derived neurotrophic factor) ve
fibroblast biiyiime faktorii 2 (FGF2) gibi Sertoli hiicre biiylime faktorleri spermatogonyal kok hiicre
yenilenmesi ve spermatosit mayozunu diizenleyen en onemli faktorler olarak tanimlanmistir. (Chen ve
Liu, 2015).

Ilerideki ¢aligmalarda insan spermatogonyal kok hiicrelerinin - ve diger farklilasmamus
spermatogonyumlarin farkli belirteglerinin tanimlanmasi gerekmektedir. Spermatogonyal transplantasyon
teknikleri ve diger islevsel spermatogonyal kok hiicre analizleri yoluyla spermatogonyal kok hiicrelerin
klasik ¢alismalarini test etmek de dnemlidir.
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Spermatogonyal Kok Hiicre Kaynaklari

Kisirlik, germ hiicrelerinin hasar1 ve kaybindan kaynaklanan hastalik olarak tanimlanmaktadir. Ciftlerin
%10-151ni etkiler ve erkek faktorii vakalarin yarisini olusturur. Insan erkek iireme hiicrelerinden 6zellikle
islevsel spermatidleri elde etmek, erkek kisirligini tedavi etmek igin gereklidir. Son donemde, bir¢ok kok
hiicre tipinden spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatidleri de i¢eren erkek lireme hiicrelerini elde
etmek icin ¢ok sayida ilerleme kaydedilmistir (Hou ve ark, 2014).

Normal genetik yapiya sahip olan erkeklerde erkek gametlerini elde etmek i¢in kok hiicre terapisi umut
veren bir tedavi stratejisi olarak goriilmektedir. Farklilasmig erkek tireme hiicrelerini elde etmek i¢in son
donemde ii¢ temel kok hiicre kaynagi vardir: embriyonik kok hiicreler, indiiklenmis pluripotent kok
hiicreler ve spermatogonyal kok hiicreler (Sekil 6). Bu kok hiicreler igerisinde kokenlerine,
potansiyellerine ve fenotiplerine bagli olarak belli farkliliklar vardir: 1) Embriyonik kok hiicreler
blastosistlerin i¢ hiicre kitlesinden elde edilir ve {i¢ germ tabakasinin hiicre hatlarina farklilisabildigi i¢in
totipotenttir; ii) Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler somatik hiicrelerin yeniden programlanmasiyla
olusur ve bu hiicreler bir¢ok hiicre tiplerini olusturduklar1 i¢in pluripotenttir; iii) Spermatogonyal kok
hiicreler A tip spermatogonyumlarin altpopulasyonudur ve testislerde sadece sperm iiretebildikleri i¢in
unipotent olarak kabul edilmistir. Bununla birlikte, spermatogonyal kok hiicrelerin in vitro olarak
embriyonik kok hiicre benzeri hiicrelere doniisebildikleri (pluripotency) gésterilmistir (Guan ve ark, 2006;
Glaser ve ark, 2008; Hou ve ark, 2014).

‘ ‘ izolasyon

Spermatogonyal kik . <>

hiicreler

Blastosistin i¢ Deri veya diger )
hiicre kiitlesi M’ doku hiicreleri “ Testis dokusu
-

Farkhlasma

Farkhlagma Farkhlasma

Spermatosit

Farkhlasma

Yuvarlak spermatid (Fenotip, ploidi testi,
FISH ve ROSI)
Farkhlasma

Uzavan spermatid (Fenotip, ploidi testi,
- FISH ve ICSI)

Sekil 6: Farkli Kok Hiicre Tipinden Farklilasmis Erkek Germ Hiicreleri

*EK hiicreleri: embriyonik kdk hiicreler; FISH: floresan in situ hibridizasyon; ICSI: intrasitoplazmik sperm injeksiyonu; IPK hiicreleri:
indiiklenmis pluripotent kdk hiicreler; ROSI: yuvarlak spermatid injeksiyonu.

Kaynak: Hou ve ark, 2014 ¢alismasindan uyarlanmustir.

Farelerde birgok arastirmaci erkek germ hiicrelerini elde etmek igin embryoid cisimcik (embryoid body)
farklilagma stratejisinden yararlanmistir. Toyooka ve ark. 2003 yilinda yaptiklar1 calismada kemik
morfogenik proteinlerinin (BMP4) eklenmesiyle embryoid cisimcik olusumunu kullanarak fare
embriyonik kok hiicrelerini erkek germ hiicrelerine farklilastirmigtir. Haberci gen olan endojenik vasa
homologlu (Mvh) fare embriyonik kok hiicreleri 16semi inhibitor faktor (LIF) igermeyen medyumda
kiiltiire edilmis ve embriyoid cisimcik olusturmustur. Mvh-pozitif hiicreler saflastirilmis ve daha sonra
BMP4 iireten hiicrelerle kokiiltiir yoluyla BMP4’le uyarilmis ve sonrasinda fare testislerine transplante
edilmistir. Embriyonik kok hiicrelerden alinan Mvh-pozitif hiicreler spermatogoneze katilmis ve sperm
olusturmuslardir. Bununla birlikte, bu ¢aligmada spermin fertilizasyon kapasitesi hesaba katilmamustir.

Zhu ve ark. 2012 yilinda farelerde indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerinden spermatogonyal kok
hiicreleri ve ge¢ evre erkek germ hiicrelerini farklilastirmistir. Bu calismada yine embriyoid cisimcik
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farklilagtirma stratejisi kullanilarak retinoik asit (RA) ilavesi veya retinoik asit yoluyla ya da embriyoid
cisimcigin testesteron girisi yaklasimindan yararlanilmistir (Li ve ark, 2013). Bununla birlikte, retinoik
asit muamele edilmis fare indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerinde spermatositlerin bir isareti olan SCF3
(Stem Cell Factor) ekspresyonunda bir artis goriilmemistir. Bu durum ise indiikklenmis pluripotent kok
hiicrelerin spermatositlere in vitro olarak farklilasamadigini ileri siirmektedir.

Diger kok hiicrelerden farkli olarak, spermatogonyal kok hiicreler genetik bilgiyi gelecek nesillere aktaran
tek kok hiicre tipidir. Spermatositlerden spermatid eldesi birgok ¢alismada in vitro olarak gosterilmistir.
Kemirgenlerde, sigan testikiiler hiicre karisimi 4 hafta boyunca kiiltiire edilmis ve spermatositlere, en
sonunda spermatidlere in vitro farklilasmistir. Bu durum ise morfolojik ve biyokimyasal analizlerle
desteklenmistir (Staub ve ark., 2000).

Son dénemde yapilan ¢alismalarda, eriskin erkek germ hiicrelerinden embriyonik kok hiicre benzeri hiicre
kaynagi olan spermatogonyal kok hiicreler tanimlanmistir (Glaser ve ark, 2008). Uygun kiiltiir kosullari
altinda SKH’ler kararli multipotent hiicre hatlarinin 6zelliklerini kazanabilme yetenegine sahiptir (Guan
ve ark, 2006). Bu multipotent erigkin germ hatt1 kok hiicrelerinin in vitroda (maGSC-multipotent adult
germ line stem cells) pluripotensi belirteglerini (Oct4, Nanog, SSEA-1, alkalin fosfataz) ekprese ettigi
tespit edilmis ve bu hiicrelerin in vivo kosullar altinda pluripotensi 6zelligini kanitlamak i¢in siddetli
karma immun yetersiz/bej farelere hiicrelerin deri alt1 enjeksiyonu yapilmistir. Transplantasyon sonrast
her farede ii¢ embriyonik germ yapragi iceren teratom olusumu goriilmiistiir. Hem spermatogonyal 6nciil
hiicrelerde hem de bu hiicrelerden uzun dénem kiiltiirti yapilarak iiretilmis multipotent erigkin germ hatt1
kok hiicrelerinde GPR125 eksprese edildigi ic¢in spermatogonyal Onciil hiicreler GPRI125’in
ekspresyonuna bakilarak da izole edilmistir (Seandel ve ark, 2007). Bu ¢alismanin sonuglarina gére GPR+
multipotent eriskin germ hatt1 kok hiicrelerinin {i¢ germ yapragina farklilasabildigi sonrasinda kimerik
embriyo olusumunda rol aldigi; ayrica in vitro olarak kontraktil kardiyak dokuya doniistiigii ve in vivo
olarak islevsel kan damarlarini olusturdugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, germ hatt1 kok hiicreleri ve
progenitdr hiicreler, yetiskin somatik hiicrelere kiyasla belirli genlerde genomik damgalamada (genomic
imprinting) degisikliklere sahip olabileceginden (Kanatsu ve ark, 2004), bu hiicrelerin tedavi amagh
kullanimi dikkatli ve kapsamli klinik dncesi deneylerle ilerlemelidir.

Spermatogonyal Kok Hiicre Transplantasyonu

Spermatogonezin tiim asamalarindaki problemler insanlarda kisirliga yol agabilir, fakat in vitro veya hiicre
kiiltiirlinde bu problemlerden bazilar1 modellenebilirler. Farelerde hedeflenmis mutagenez bu adimlar
analiz etmeyi saglamis ve erkeklerde kisirligin kokenine yeni bakis agilar1 kazandirmistir (Cooke ve
Saunders, 2002). Fare modellerinin kullanilmasini ¢ekici kilan ilk heyecanlandiric1 gelisme testis kok
hiicre transplantasyonu i¢in metodun gelismesidir (Brinster ve Zimmermann, 1994). Takip eden yillarda
spermatogonyal kok hiicre transplantasyonu domuz (Honaramooz ve ark, 2002), sigir (Herrid ve ark,
20006), keci (Kaul ve ark, 2010), koyun (Rodriguez-Sosa ve ark, 2006), maymun (Shetty ve ark, 2020),
kopek ve (Harkey ve ark, 2013), deve (Herrid ve ark, 2019) gibi birgok hayvan tiirlerine uygulanmaistir.

Bu yontemde testis hiicreleri alici testise enjekte edilir ve daha sonra sperm liretmek i¢in tiibiiller kolonize
olur. Ornegin, spermatogonyal kok hiicrelerin transplantasyonu, c-kit ve onun ligandinin olmadigi bir¢ok
infertil mutant farelerde hiicreye 6zgii hasarlar1 tanimlamayi saglamigtir (Ohta H ve ark, 2000).

Spermatogonyal kok hiicrelerin testise enjeksiyonunda, spermatogonyal kok hiicrelerin seminifer
tiibiillere, rete testise veya gotiiriicii kanala mikroenjeksiyonuyla da bir fare modeli miimkiindiir (Ogawa
ve ark, 1997). Bununla birlikte, biiyiik hayvanlarda ve insan kadavrasinda SKH’larin seminifer tiibiillere
veya gotliriicli kanala enjeksiyonunun siirl sayida ¢alismada verimli oldugu gosterilmistir (Schlatt ve
ark, 1999, Xin ve ark, 2021). Bu durum biiyiik hayvanlarda lamina propriadaki yiiksek direng ve sarili
seminifer tiibiillerden kaynaklanmaktadir. Spermatogonyal kok hiicrenin testise enjeksiyonunda en ¢ok
umut vaad eden model rete testise ultrason-esliginde (ultrasound-guided) enjeksiyondur (Schlatt ve ark,
1999; Faes ve ark, 2013). Fare (GFP* F1 hibrit. N=10) yesil floresan proteini (GFP)-pozitif testis hiicreleri
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9Mtechnetium ve mikrokopiiklerle isaretlenmis; bu isaretlenen hiicreler ultrason esliginde kadavra insan
testisinin (n=18) rete testisine enjekte edilmistir. Ug farkli durum test edilmistir: 1) 20 milyon hiicre/ml
suspansiyonun 800 pl’si, 2) 10 milyon hiicre/ul suspansiyonun 800 ul’si, 3) 10 milyon hiicre/ml
suspansiyonun 1.400 pl’si. Enjeksiyondan sonra insan kadavra testisi tek-foton-yaymimli bilgisayarli
tomografiyle (single-photon-emission computerized tomography-SPECT) gériintiilenmis ve tomografisi
yapilmistir (Faes ve ark, 2013). Bu ¢alismanin sonuglarna gore tim deney gruplarinda GFP-pozitif
hiicreler seminifer tiibiillerde, rete testisin yaninda ve yakininda ve interstisyumda goriilmiistiir; insan
kadavra testisine hiicre enjeksiyonu miimkiindiir fakat daha ¢ok optimizasyon gereklidir.

Spermatogonyal kok hiicre izolasyon metotlart iki adimli enzimatik sindirime (enzymatic digestion)
dayanir (van Pelt ve ark, 1996). Arastiricilar GFRA17(Gassei ve ark, 2009), GPR125" (He Z ve ark, 2009),
SSA4" (Izadyar F ve ark, 2011) ve HLA-ABC/CD9" (Zohni K ve ark, 2012) gibi belirteglerle manyetik
olarak aktiflestirilmis hiicre siniflandirmasiyla (magnetic activated cell sorting- MACS) veya floresan-
aktive edilmis hiicre siniflandirmasini  (fluorescence-activated cell sorting-FACS) kullanarak
EpCAM*/HLA-ABC/CDA49 hiicrelerini (Dovey SL ve ark, 2013) izole ederek insan spermatogonyal kok
hiicrelerini zenginlestirmislerdir.

Insanlarda ilk basarili spermatogonyal kok hiicre izolasyonu 2002 yilinda 6 infertil erkek iizerinde yapilan
caligsmada rapor edilmistir (Nagano ve ark, 2002). Bu ¢aligmada izole edilen insan spermatogonyal kok
hiicreleri dondurma-¢6zme prosediiriinden sonra bile kolonize olabilmis ve alict fare testisinde 6 ay
yasayabilmistir. Fare seminifer tiibiillerinde kolonize olan kok hiicre sayilar1 6 aya kadar hesaplanmistir.
Insan spermatogonyal kok hiicre kiimelerinin transplantasyondan sonra 1 ay kadar gdzlemlenmesi fare
testisinde bu hiicrelerin proliferasyonunu ileri siirmiistiir. Insan spermatogonyal kék hiicrelerinin fare
testisinde 6 aya kadar kaldigi, fakat sayilarinin transplantasyondan 2 ay sonra belirgin olarak diistiigii
bilinmektedir. Ergenlik oncesi 10 yasindaki erkek c¢ocuklar iizerinde yapilan bir c¢alismada,
spermatogonyal kok hiicreler izole edilmis ve bagisikligi yetersiz (immunodeficient nude) fare testislerine
transplante edilmistir. Transplantasyon sonrast SKH kolonileri goriilmiis fakat farklilasma ve
spermatogenez gozlenmemistir (Wu ve ark, 2009). Spermatogonyumun kendini yenilemesinde énemli bir
faktor olan GDNF nin (glial hiicre hatt1 tiirevi norotrofik faktor-glial cell line-derived neurotrophic factor)
hem insanda hem de farede mikroarray analizlerinde pozitif oldugu gosterilmistir. Bu bulgular da
transplantasyon sonras1 SKH proliferasyonunu dogrulamaktadir.

Izadyar ve ark, 2002 yilinda boga testisleri lizerinde yaptiklar1 ¢alismada, A tip spermatogonyumlarin
izolasyonu, saflastirilmasi, ayrica bu hiicrelerin morfolojik, fizyolojik karakterlerinin incelenmesi ve kok
hiicre potansiyellerinin arastirilmast amaglanmigtir. 5-7 aylik buzagilarin testisleri 2 adimli enzimatik
sindirim yoluyla izole edilmistir. Izolasyon ve saflastirma adimlar1 sirasinda canli/6lii boyamasi
kullanilarak hiicrelerin yasayabilirligi tespit edilmistir. Izolasyon ve saflastirma sirasinda A tip
spermatogonyumlarin tanimlanmasi Nomarski lensi kullanilarak 151k mikroskobunda belirlenmistir. izole
edilmis hiicreler Dolichos biflorus agglutinin (DBA) ve c-kit igeren A tip spermatogonyumlar igin spesifik
belirtegler kullanilarak tanimlanmistir. Hiicre suspansiyonu bagisikligi yetersiz (immunodeficient) alici
fare testisine transplante edilmis ve transplantasyondan 1-3 hafta sonra izole edilen hiicreler igerisinde kok
hiicre populasyonunu degerlendirmek igin kolonizasyon degerlendirilmistir. izolasyondan sonra, hiicre
slispansiyonunun yaklasik %25°1 A tip spermatogonyadan olustugu goriilmiistiir. Bu silispansiyon daha
sonra Percoll gradient yontemi ile zenginlestirilmis ve sonug olarak, %65-87 oraninda saf A tip
spermatogonya igeren katmanlar elde edilmistir. Farkli say1 ve boyutlarda ¢ekirdekcik igeren biiyiik ve
kiigiik A tip spermatogonyumlar bulunmustur. DBA boyal1 biiyiik ve kii¢iik A tip spermatogonyumlar ve
FACS ayirma yonteminin uygulanmasi1 Nomarski lensi kullanilarak 151k mikroskobu altinda bu hiicrelerin
morfolojik olarak incelenmesine ve ylizdelerinin yapilmasina olanak saglamistir. Neredeyse tiim biiylik A
tip spermatogonyumlarin giiclii c-Kit immunreaktivitesi gosterdigi saptanmistir, bu durum da bu hiicrelerin
farklilagsmaya girdigini gostermektedir. Yaklasik olarak kii¢iik A tip spermatogonyumlarin yarisinin c-Kit
negatif oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular da bu populasyonda SKH’larin varligin1 gostermektedir.
Transplantasyondan 3 hafta sonra, sigir A tip spematogonyum gruplari, izole edilen hiicreler igerisinde
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spermatogonyal kok hiicre varligin1 gosteren alici fare testisinin bir¢ok tiibiil kesitinde goriilmiistiir. Bu
caligmada, 5 aylik buzagilarin testislerinde yiiksek oranda saflastirilmis A tip spermatogonyumlarin elde
edilebilecegi bir prosediir gelistirilmistir. Sonug¢ olarak bu ¢alismada, SKH iceren A tip
spermatogonyumlarin biiyiik, saf populasyonlarinin bu hiicrelerde gen ekspresyonu calismak igin
kullanilabilecegi ve spermatogonyumlar i¢in bir kiiltiir metodu gelistirilebilecegi gosterilmistir.

Kriyoprezervasyon ve Spermatogonyal Kok Hiicre Kiiltiirii

Spermatogonyal kok hiicreler dondurmadan sonra alici testiste tekrar spermatogoneze girer; bununla
birlikte optimal bir kriyopreservasyon protokolii i¢in aragtirmalar devam etmektedir. Lee ve ark. 2013
yilinda yaptiklar1 ¢alismada gegirgen kriyoprotektan ajanlarini (permeable cryoprotectant agents-PCAS)
ve katkili kriyoprotektan ajanlarini (additive cryoprotectant agents-ACAs) kullanarak verimli bir
kriyoprezervasyon metodu gelistirmeyi amaclamiglardir. Verimli bir kriyoprezervasyon metodu
tanimlamak i¢in, spermatogonyal kok hiicreler bakimindan zengin fare testis hiicrelerinin popiilasyonlari
kiiltiire edilmis ve ¢esitli PCA veya ACA igeren konvansiyonel dondurma medyumlariyla 1 hafta veya 1,
3, 6, 12, veya 24 ay boyunca dondurulmustur. Ayrica, bir ACA olan polietilen glikoliin (PEG) ¢esitli
molekiiler agirliklar ve konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Iyilesme orani, kiiltiir edilme potansiyeli ve kok
hiicre aktivitesi diger tedavi gruplariyla karsilastirildiginda 1000 molekiiler agirlikli %2,5’luk PEG
icerisinde belirgin sekilde daha fazla goriilmiistiir. Bu hiicrelerin ayrica alici testisinde kolonize olma
yetenegini kaybetmedigi, normal spermatogenezi siirdiirdiigii ve yasayan doller olusturdugu goriilmiistiir.
Ayrica bu caligmadaki bir¢ok kriyoprotektan ajaninin sistematik analizi, %2.5’luk (molekiiler agirlik
1000) polietilen glikolun verimli bir spermatogonyal kok hiicre kriyoprezervasyonu i¢in en etkili ajan
oldugunu gostermistir. Bu ¢aligmada gelistirilen yontemlerin memeli SKH’larinin uzun vadeli korunmasi
icin temel teskil ettigi gosterilmistir.

Bilim insanlari, kanser tedavisi sonrasi ortaya c¢ikan kisirlik problemlerini ¢dzmek igin insan
spermatogonyal kok hiicrelerini izole etmis, zenginlestirmis medyumda kiiltiire etmislerdir. Gahorbakhsh
ve ark, 2012 yilinda yaptiklar1 ¢calismada en az 500.000 en ¢ok 2.000.000 hiicre iceren insan testis
biyopsilerinden spermatogonyal kok hiicreleri izole etmis ve saflastirmiglardir. Bu ¢alismada da iki adimh
enzimatik sindirim yontemi kullanilmistir. Zenginlestirme metodlari, farklilagtirma tabakalari ve insan
GNDF, bFGF, EGF ve LIF gibi biiyiime faktorlerini iceren serumdan yoksun medyum igerisinde spesifik
bir kiiltiir uygulamislardir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore spermatogonyal kok hiicre kiimeleri spesifik
kiiltiir icerisinde 7-10 gilin sonra gozlenmistir. Elli iki glin boyunca bircok pasaj ve bagarili
proliferasyondan sonra, hiicreler insan spermatogonyal kok hiicrelerin bir ylizey belirteci olan GPR125
proteinini boyamak i¢in {i¢ tabakali immunositokimya testiyle (LSAB) degerlendirilmistir. Bu ¢alisma
FACS ve MACS metodlar1 gibi diger alisilmis izolasyon metodlariyla karsilastirildiginda en az
manipiilasyonla insan spermatogonyal kok hiicreleri izole edilmis ve biiylitiilmiis bir calismadir. Diger
spermatogonyal kok hiicre izolasyonu ile kiiltiir metodlarinin ve c¢ok hacimli hiicre igeren testis
orneklerinin aksine bu sistem testis biyopsilerine dayanmaktadir; bu durum da bu ¢alismada one siiriilen
metodun gelecekte klinik kullanirma daha yakin oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte
spermatogonyal kok hiicrelerin klinik dncesi kullanimindan daha 6nce, spermatogonyal kok hiicrelerden
kanser hiicrelerinin izole edilmesi i¢in daha fazla arastirma gereklidir. Ayrica daha iyi dondurma
metodlarinin gelistirilmesi SKH’larin uzun siire saklanmasi i¢in énemlidir.
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Sonuc¢

Spermatogonyal kok hiicreler gelecek kusaklara genetik aktarim saglayan tek kok hiicre tiirtidiir. SKH’1in
erigkin kok hiicre tiirli olmas1 ve bir¢ok farkli kaynaktan elde edilmesiyle birlikte laboratuvar kosullarinda
pluripotent yetenek kazanabilmesi, bu hiicreleri gerek yardimer lireme tekniklerinde gerekse rejeneratif
tipta ilgi odag1 haline getirmistir. Bu hiicreler lizerinde yapilan bir¢ok basarili ¢alisma mevcuttur. Bu
caligmalara ragmen, bu hiicrelerin tedavi amagli kullaniminda SKH izolasyonu, kiiltiirii, transplantasyonu
icin tlirlere 6zgii optimal protokollere ve klinik 6ncesi daha kapsamli deneylere ihtiya¢ duyulmaktadir.
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