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Erkek genital sisteminde kok hiicre ve kok hiicrenin kaynaklari

Stem cell and stem cell sources in male genital system
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Ozet

insan kék hiicre calismalari sadece bilim adamlarinin
degil toplumun da ilgisini ¢eken, insan gelisim siirecine
ait mekanizmalan aydinlatan ve tibbi uygulamalarda
degisiklikler yapacak calismalar olarak disuntlmektedir.
Gunumuzde kok hiicre genitolriner sistemi de iceren pek
cok organda, rejeneratif tip uygulamalarinda kullaniimak-
tadir. Ancak kék htcre tedavisinin pratikte kullanimi emb-
riyonik kok htcre arastirmalarina getirilen etik kisittamalar
nedeniyle sinirli kalmaktadir. Bilim adamlari bunun yerine
progenitdr hticreler ve erigkin kok hlcrelerinden olusan
diger kok hicre kaynaklarina yénlenmektedirler. Bu kay-
naklardan biri de erkek genital sistemine ait kok hticreler-
dir. Germ hicreleri sahip oldugu genetik bilgiyi gelecek
nesillere tasiyabilme yetene@ine sahip hicreler olarak
tanimlanmaktadir. Memelilerde germ hicreleri erken
embriyo déneminde ortaya ¢ikan primordial germ hicrele-
rinden kdken alir. Erkeklerde bu hiicreler mitozun G0/G1
fazinda prospermatogonium olarak duraklarlar ancak pro-
lifere olma yeteneklerini devam ettirirler. Dogum sonrasi
prospermatogoniumlar seminifer tibul bazal membranina
géc eder ve spermatogonial kék hiicreye diferansiye olur-
lar. Eriskin kék hucrelerinde oldugu gibi, spermatogonial
kék hucreler de kendi kendini yenilerler ve faklilasarak
birden fazla terminal hicre tipine dénlsen “daughter’
hiicre olusumunu saglarlar. Spermatogonial kék hiicre
izolasyonu, in vitro kiltiri ve pluripotent kdk hlcreden
diferansiye edilmesi arastirmacilara hucrelerin biyolojik
Ozelliklerini tanima ve infertilite basta olmak Uzere tedavi-
de kullanimlari ile ilgili calisma olasihigr saglayacaktir. Bu
derlemede erkek genital sisteminde kdk hiicre kaynaklar
ve izolasyon ydntemleri g6zden gegirilmistir.

Anahtar sozciikler: Germ hicreleri; infertilite; kok hucreleri;
spermatogonia.

Abstract

Human stem cell research which attracts not only scien-
tists’ but the public’s attention is considered to be able
to identify the mechanism of human development, and
to change the medical practices. Stem cells have been
used for regenerative medicine applications in many
organ systems, including the genitourinary system. The
potential applications for stem cell therapy have, how-
ever, been restricted by the ethical issues associated
with embryonic stem cell research. Instead, scientists
have explored other cell sources, including progenitor
and stem cells derived from adult tissues. Another source
of the stem cells are the male genitourinary system.
Germ cells are defined by their innate potential to trans-
mit genetic information to the next generation through
fertilization. In mammalian species, gametes are issued
from primordial germ cells during early embryo develop-
ment. In males, these cells arrest in GO/G1 of mitosis as
a prospermatogonia, but retain a proliferative precursor
potential. Following birth, prospermatogonia migrate to
the basement membrane of the seminiferous tubule and
differentiate into spermatogonial stem cells. Like adult
stem cells, spermatogonial stem cells can both self-
renew and provide daughter cells, which differentiate into
one or more terminal cell types. Isolation, in vitro cultiva-
tion of spermatogonial stem cells and differentiation into
pluripotent stem cells will allow researchers to study their
biological characteristics and their applications in thera-
peutic approaches such as infertility. In this review, stem
cell sources of male genital system and the isolation of
these cells were scrutinized.
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Giris

Embriyogenezis tek bir fertilize olmus oositin ¢ok
hiicreli bir organizmaya doniistiigii uzun ve karmasik
yolaklar zinciridir. Hiicreler ve dokular bir seri degi-
sime ugrayarak farklilagmis karakterlerine ve aki-
betlerine uyum saglarlar; 6zellesmis fonksiyonlarini
yerine getirirler. Embriyonun en muhtesem &zelligi
sahip oldugu degisebilme ve eriskin dokulara donii-
sebilme yetenegidir. Bu doganin ¢ok hiicreli organiz-
maya verdigi en dnemli armagan olan kok hiicre ile
mimkiindiir. Kok hiicreler, memeli organizmasinda
kendini yenileme ve doku rejenerasyonu yapabilme
yetenegi ile 6zellesmis hiicrelerdir.

Memeli organizmasinda {i¢ tip kok hiicre bulun-
maktadir. Bunlar embriyonik kok hiicre, eriskin
(somatik) kok hiicre ve embriyonik germ hiicreleridir.

Embriyonik kok hiicreler

Embriyonik kok hiicreler 4-5 giinliik erken emb-
riyonik donemdeki blastosiste ait i¢ hiicre kitlesin-
den meydana gelir. Sinirsiz boliinebilme ve erigkin
organlarindaki tiim hiicrelere doniisebilme (pluripo-
tency) yetenekleri vardir. Embriyonik donem boyun-
ca embriyonal kok hiicreler sahip olduklar1 6zellikleri
kaybederler ve farklilagsma yetenegi kazanirlar.! Kok
hiicre gelisiminde farklilasmanin geri doniisiimsiiz
olarak devam ettigi goriisii son yillara kadar kabul
edilen bir hipotezdi. Ancak yapilan yeni aragtirmalar
disi ve erkek Drosophila melanogaster’de farkli-
lagsmig germ hiicrelerinin fonksyonel kok hiicreye
doniistligiinii gostermislerdir. Geriye dogru differan-
siye olan bu hiicrelerin yeniden germinal hiicrelere
farklilagabilme yeteneginde olduklari izlenmistir.!”!
Projenitor hiicrelerin kok hiicreye differansiye olup
olamadiklar1 arastirma konusudur. Ancak caligma-
lar kok hiicre kimligini memelideki kesinlesmis bir
hiicre havuzu ile sinirlandirmanin dogru olmadigini
ve kok hiicreye ait ozelliklerin projenitor hiicreler
tarafindan Ozellikle doku yaralanmalarindan sonra
kazanildigini desteklemektedir.?!

Eriskin kok hiicreler

Erigkin kok hiicreler faklilasma ozellikleri ¢ok
sinirlt olan ve matiir hiicrelere farklilanabilen hiic-
relerdir. Uzun siire kopyalanabilen, temel olarak
sessiz kalabilen, asimetrik boliinme 6zelligine sahip
ve multipotent yapidadirlar. Asimetrik boliinme
kok hiicre 6zelliginin devamliliginin saglanmasinda
biiylik 6nem arz eder. Kok hiicre asimetrik boli-
nerek “daughter” hiicre denen ve kok hiicre olarak
kalip, kendi ozelliklerini siirdiirecek olan diger bir

kok hiicreyi tretir. Bolinme sonucu olusan diger
“daughter” hiicre, hizla prolifere olan projenitor hiic-
reye doniisiir ve differansiye olma silirecine girer.
431 Projenitdr hiicreler sinirlt sayida hiicre boliinmesi
gecirirler ve sonrasinda farklilagirak apoptozise kadar
giderler. Asimetrik bdliinme yetenegi ile ortaya ¢ikan
bu birbirinden ayr1 6zellikleri barindiran hiicreler
normal dokuda ti¢ farkli boliim bulundugunu ortaya
koymaktadir.[%”! Sessiz kok hiicreler i¢in kendi kendini
yenileme boliimil, sinirl kendini yenileme potansiyeli
olan ve prolifere olan projenitorler i¢in proliferasyon
boliimii ve diferansiye olan veya apoptozise giden
hiicreler i¢in terminal boliim. Eriskin kok hiicrelerinin
ayni zamanda simetrik boliinme gecirdiklerine de
inanilmaktadir. Pek ¢ok gen (Oct %, Nanog, Notch,
Musashi, gibi) asimetrik hiicre boliinmesi ve kendini
yenileme kapasitesi ile karakterize edilen kdk hiicre
davranisindan sorumlu tutulmaktadir. Ancak bu gen-
lerin biitiin kok hiicrelerde kendiliginden ekspresyonu
zorunlu degildir. Normal kok hiicreler siklikla multi-
potent farklilasma potansiyeli olan projenitor hiicreleri
olustururlar, bazi durumlarda ayni embriyonik germ
tabakasina ait hiicrelere (epitel, kas, sinir hiicresi, gibi)
transdiferansiye olurlar.®-!!

Embriyonik germ hiicreleri

Embriyonik germ hiicreleri karekteristik olarak
embriyonal kdk hiicrelere benzerler. Gelisimin erken
evrelerinde yolk kesesinin Allantois’e yakin duva-
rindaki endoderm hiicreleri arasinda ortaya cikan
Primordial Germ Hiicreleri’nin (PGH) bu bdlgede-
ki kolonizasyonu ile ilk olarak kendini gosterirler.
PGH, kan hiicreleri ile ayn1 yerden, proksimal epib-
lastdan koken alirlar. Epiblast distal bolgesinde ise
noroektoderm hiicreleri kolonize olmaktadirlar.'?
Yapilan arastirmalarin gelismekte olan embriyoda
ortaya koydugu carpici bir bilgi de sudur: Epiblast
proksimalindeki PGH’lerinin distal bolgeye trans-
plantasyonu sonrast hiicreler noéral doku seklinde
yapilanmakta, distaldeki ndroektodermal hiicreler
proksimal epiblastik alana transplante edildiginde
PGH seklinde degisim gostermektedirler. Bu veriler,
PGH’ne ait progenitdr hiicrelerin gelecekte hangi
hiicreye ait yapilanma gdstereceklerinin sadece int-
rinsik aktiviteleriyle belirlenmesinin tamamen dogru
bir bilgi olmadigin1 ve i¢inde bulundugu mikrogev-
renin yapilanmada daha 6nemli rol oynadigini gos-
termektedir.!3-1%]

Germ hiicrelerinin embriyonik gelisimi

PGH’ler, koken aldiklar1 yerden dorsal mezoderme
dogru goc ederler ve Embriyonik 10.5 ile 12.5 giinler
arasinda genital kabarikliga yerlesirler. Genital kaba-
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rikliga yerlestiklerinde somatik Sertoli hiicrelerinin
yakinina lokalize olurlar ve genositleri olustururlar.
Y kromozomunun varlig1 farklilasmamis gonadlar-
daki degisimin erkek genital sistemi yoniinde gitme-
sine olanak saglar. Erkek yoniinde farklilasan genosit
hiicreleri birka¢ giin prolifere olduktan sonra G,/G,
fazinda doguma kadar duraklama donemine girer.
Dogumdan hemen sonra yeniden prolifere olmay1
siirdiiriir ve bu donemde spermatogenezis baslar.
Postpartum 6. Giinden itibaren bu hiicreler seminifer
tlibiillerin bazal membranina go¢ ederler ve farklilas-
mamis Tip A spermatogoniumlari, baska bir deyisle
Spermatogonial Kok Hiicreleri (SKH) olustururlar.
SKH, spermatogenezisin devamliligindan sorumlu-
durlar. Siirekli devam eden spermatogonium Tip A
iiretimi ve bu hiicrelerin spermatozoa hiicrelerine
farklilasmalar1 ile sonraki kusaklara gen aktarimi
icin gerekli tiim degisimleri saglamis olur.'*!"! Daha
sonra boliinmelerle tip B spermatogonia gelisimi
gozlenir ki, bunlar da spermatositlerin prekiirsorii-
diir. Spermatositlerin differensiasyonuyla da sper-
matozoa olusur. SKH prolifere olurken kok hiicreye
ait bolinme oOzellikleri kurallarina uyar. Asimetrik
bollinerek bir tane kendine benzer kok hiicre ve bir
tane de farklilagma siirecine girerek spermatozoa
olusturacak spermatogonium meydana getirir.!'8-2%

Erkek genital sisteminde kok hiicrenin kay-
naklari

PGH'nin yolk kesesinden programli bir sekilde
uygun yere goc etmesi dikkate deger bir konudur.
Yapilan caligmalar genital kabarikliga ulasamayan
germ hiicrelerinin pro-apoptotik protein Bax yardi-
miyla hizla apoptozise ugradiklarini gostermistir.2"
Diger bir deyisle, apoptozis spermatogenezisi kontrol
etmekte anahtar rol oynamaktadir. Bax eksikligi
bulunan transgenik hayvanlarla yapilan ¢aligmalarda
ektopik ekstragonadal germ hiicrelerinin biiyiik bir
boliimiiniin canli kaldig1 belirlenmistir.?"! Apoptotik
olarak bloke olan ektopik germ hiicreleri her iki cins-
te, cesitli viicut bolgelerinde cesitli tiplerde genosit-
lere farklilanirlar. Ancak ektopik germ hiicrelerinin
siklikla kuyruk bolgesine yerlesmis olmasi sakro-
koksigeal germ hiicreli tiimorlerin etiyolojisini agik-
lamada yardimci olabilecegini diisiindiirmektedir.?
Bu sebeple germ hiicrelerinin izolasyonunda embri-
yonik donemde veya eriskindeki kaynaklar sinirlidir.
Germ hiicrelerini izole etmekte kullanilan kaynaklar
lic ayri gruba ayirilabilir. Bunlar; embriyonik germ
hiicreleri (EGH), multipotent germ hiicresi kok hiic-
releri (GKH) ve embriyonal karsinoma hiicreleridir
(EKH). EGH ge¢ embriyonik, erken fetal donemde

ortaya g¢ikan primordial germ hiicrelerinden, GKH
spermatogonial kok hiicrelerin in vitro kiiltiirii ile
elde edilirken, EKH eriskin testis tiimorlerinden
elde edilir. Erkek germ hiicre farklilasmasinin ¢esitli
basamaklarinda, pek ¢ok molekiil SKH tanimlan-
mas1 i¢in kullanilabilir. Spermatogonium ve SKH
icin siklikla Rmb, c-kit, Tex18, Stra8, Piwil2, Dazl,
Hsp90a, Bl-a6 integrin kullanilirken, PGH igin fra-
gilis, stella, Rnf17, Mouse Vasa Homolog (MVH) ve
Oct4 belirtegleri kullanilabilir.*!

Embriyonal gonadlarda tirozin kinaz reseptorii
c-kit (J gen bolgesi tiriiniidiir) ve onun ligandi “Stem
Cell Factor (SCF)”(SI gen bolgesi iriiniidiir, Steel
faktor, mast hiicresi bliylime factorii ve kit ligand
olarak da isimlendiriler) PGH’lerinin yasamlarini
devam ettirebilmeleri ve c¢ogalmalar1 i¢in gerekli
olan, izolasyon amaciyla en sik kullanilan genlerdir.
W ve SI mutant farelerde PGH sayisinin dramatik
olarak azaldigi belirlenmistir. Farelerde sterilitey-
le beraber anemi ve pigmentasyon defektlerinin
oldugu da izlenmistir. C-kit geni ve post-mayotik
spesifik alternatif olan c-kit gene Uriini (tr-kit)
spermatogenezisin postnatal doneminde 6énemli rol-
ler tistlenmektedirler. Erigkin testisinde SCF sertoli
hiicrelerinden Folikiil Stimiilan Hormon (FSH) yar-
dim ile eksprese olmaktadir. C-kit ise farkli sper-
matogoniumlardan eksprese olurken, spermatogonial
kok hiicreden salinimi olmamaktadir. Primitif tip
A spermatogonia ve tipAO spermatogonia c-Kit’den
bagimsiz, spermatogonia tipAl-4 ise c-kit’e bagimli
olarak gelismektedir. SKH, insanda 12. kromozonda,
C-kit gen de 4. kromozonda lokalizedir. SKH i¢in
Major Histocompatibility Complex class I -, Thy-17,
a6-integrin®, a v-integrin”™ yiizey belirtegi postna-
tal hayatta akim sitometri cihazi kullanilarak en fazla
izole edilebilen hiicrelerdir. Thy 1, glikozil-fosfotidil
inozitol bagl ylizey antijenidir. Hematopoetik kok
hiicre, mezensimal kok hiicre ve embriyonik kok
hiicreden de eksprese edilir. SKH-C-kit sisteminin
aktivasyonu ile PGH migrasyonu, yine PGH i¢in
anti-apoptotik faktor 6zelligi ve PGH proliferasyonu
saglanmaktadir. C-kit sisteminin de kapasitasyon ve

akrozom reaksiyonunda rol oynadigi bilinmektedir.
[24,25]

infertilite tedavisinde germ hiicreleri

Germ hiicrelerinin izole edilmesi ve laboratu-
var sartlarinda g¢ogaltilabilmesi pek ¢ok hastaligin
tanisinda ve tedavisinde etkili olabilir. Bu hasta-
liklardan biri olan infertilite tedavisinde in vitro
proliferasyon yontemi ile gesitli yerlerden kok hiicre
kaynaklarima ulasilmasi, bunlarin germ hiicreleri-
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ne diferansiye edilmesi veya PGH ya da SKH’nin
direk izole edilmesi yolu ile tedavi yollarina ula-
stlmas1 miimkiindiir. Infertilite nedeniyle basvuran
erkeklerin yaklasik %5-20’sinde ejakiilat 6rneginde
canli sperme rastlanmamaktadir.*) Azospermi ola-
rak tanimlanan bu tablo, obstriiktif ve daha sik ola-
rak non-obstriiktif nedenlere bagli olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Yardimer {ireme tekniklerinin geligmesi
ile birlikte bu hastalarda testiste az sayida bile olsa
canlt spermin elde edilebilmesi ve intrasitoplaz-
mik sperm enjeksiyonu ile degerlendirilmesi sonrasi
cocuk sahibi olma sansi ortaya ¢ikmistir. Giiniimiiz
teknolojisine ragmen, non-obstriiktif tipte azosper-
mik erkeklerde testisten canli sperm elde etme
sanst %50-60’1 agmamaktadir. Yapilan histopatolojik
degerlendirmelerde sadece erken evrede spermatoge-
nezise ait germ hiicrelerinin saptandigi (matiirasyon
duraklamasi) veya sadece Sertoli destek hiicrelerin
oldugu (Sertoli-cell only) hastalarda spermatogene-
zisi indiiklemek ve spermatozoa elde etmek adina
yapilan ¢alismalar heniiz klinik alanda basariya ulas-
mamistir.?”7 Bu konuda deneysel olarak kok hiicreler
aracili@iyla yapilan galigmalarda ise embriyonik kok
hiicreler yardimiyla fonksiyonel germ hiicrelerin elde
edilebildigi ve spermatogenezisin saglandig1 bildiril-
mektedir.

Sonug¢

Spermatogenezisin saglikli gelisebilmesi icin
hipotalamus-hipofiz-testis aksi ile birlikte germ hiic-
reler ve somatik hiicrelerin (Sertoli ve Leydig hiic-
reler) birbiri arasindaki iletisimi (sinyalizasyonu)
gereklidir. Ozellikle erken evrede spermatogoni-
al kok hiicrelerin gelisimi ve yenilenmesi sonrasi
spermatogonialardan, spermatositler ve daha sonra
haploid yapida spermatidlerle spermatozoalar gelis-
mektedir. Gonadotoksinler, radyoterapi, kemoterapi
sonrasi testiste canli sperm iiretimin olmadig: tab-
lolarda spermatogonial kok hiicrelerin pluripotent
ozelliklerine bagli germ hiicrelerin yeniden gelisimi
goriilebilmektedir.® Bu ana fikirden yola ¢ikarak
yapilan ¢alismalarda, farkli kaynaklardan elde edilen
kok hiicrelerin, testiste spermatogenezisin yeniden
restorasyonunda etkili olabilecegi savunulmaktadir.
Ancak bu kok hiicrelerin elde edilmesi ve farkli
dokularda enjeksiyonu sonrasi hiicrelerin yasatilmasi
kolay olmamaktadir. Giinimiizde ¢ok sayida aras-
tirmaya konu olan bu alanda erkek infertilitesi aci-
sindan hala ¢dziilememis problemlerin kok hiicreler
sayesinde asilabilecegine yonelik deneysel temelde
yapilan ¢aligmalar yol gostericidir.
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