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Infertil erkeklerde kok hiicre tedavisi
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Cocuk sahibi olamayan erkeklerde en 6nemli sorun,
testislerde germ hiicre Uretiminin hi¢ olmadigl ya da ye-
tersiz oldugu primer gonadal yetmezlik olgulandir. Bu
yazida, primer gonadal yetmezlikli erkeklerde embriyonik
kok hicreler (EC), uyariimis pluripotent kok hticreler (iPS),
ve diger kok hiicre kaynaklar gtincel gelismeler literattr
verileri altinda incelenmistir.

infertiliteye, evli ciftlerin yaklasik %10—15’inde rastla-
nilir. Bunlarin da yaklasik %7’sinde azoospermi s6z konu-
sudur. Nonobstriiktif azoospermi (NOA)'de sorun, siklikla
haploid 6zellikteki spermatid ya da spermatozoa seviyesi
hiicrelerin say1 ve kalite bozuklugudur. Bunun da temelin-
de tek gen mutasyonlari ya da kromozom defektleri sek-
linde genetik faktorler yatar. Ancak yakin tarihli calismalar,
eger genetik bir anomali s6z konusu degilse, kdk hticre
tedavisinin erkek faktori infertilite tedavisinde bir umut
olabilecegini vurgulamaktadir (1).

NOA olgularinin biyik kisminda mikroTESE ile olgun
sperm bulunamaz ve neticede immatur sperm serisi hiic-
relerinin kullanimina ihtiyag ortaya ¢ikar. Son yillarda boy-
le olgularin tedavisinde énemli ilerlemeler kaydedilmistir.

K&k hiicre tedavisi bu arastirmalarda dnemli bir yer tutar.

Embriyonik kok hiicre (embryonic stem cell; es)

kaynakli erkek germ serisi hiicreleri

ES hiicreler embriyonun blastosist asamasinda olusan
ic embriyo kitlesinden (inner cell mass; ICM) gelisen to-
tipotent hucreler olup, endoderm, ektoderm ve mezo-
derm gibi li¢ ana dokuya farklilasma yetenegi gdsterirler.
Bunlar arasinda germ serisi hiicreler de vardir. Embriyonik
kok hiicre serileri, somatik hiicre cekirdek transferi yoluyla
yetiskin hiicrelerden elde edilebilir. Embriyo icine verildik-
leri zaman germ serisi yoniinde gelisim g&stererek normal
sperm yapabilirler (2). Fare ve insan ES hucreleri kullanila-
rak germ hicresi elde edilmesi konusunda olduk¢a mit

verici sonuglar alinmistir.
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ES uygulamalarinda Embriyoid Cisim (embryoid body;
EB) kullanimi dnemli bir yer tutar. EB, vicuttaki dokular
olusturmak lzere yonlenmis, U¢ germ tabakasindan kay-
naklanan htcreleri icerir. EB lizerine BMP4 (bone morp-
hogenic protein) kullanilarak stimulasyon yapildiginda
farelerde ES hiicrelerinin erkek germ serisi hiicrelerine
farkhlastig gosterilmistir (3). Burada 6nce MVH gen mar-
kiri ile isaretli ES hiicreleri in vitro ortamda inklibe edilmis
ve EB hiicreleri olusturulmustur. Daha sonra MVH-pozitif
hicreler secilerek BMP4 (ireten hiicreler ile birlikte mu-
amele edilip fare testisine nakledilirler. Neticede, mar-
kir olarak ortama eklenmis olan MVH tasiyan hiicrelerin
sperm gelistirdikleri gosterildi. Benzer sekilde retinoik
asit (RA) kullanilan ¢alismalarda da EB hiicreleri secilerek
mayozunu tamamlamis germ serisi hiicrelere déntsebil-
dikleri, hatta oositi fertilize edebildikleri bildirilmistir (4).
Bu yontemle farelerde FE-] 1, Dazl, Fragilis, MVH, Akrozin
ve asetil alfa tubulin pozitif spermatogonium, spermato-
sit, spermatid ve olgun sperm benzeri hiicre gelisimleri
diger calismalarda da basariimistir (5). iki bin alti yilinda
Nayernia ve ark, ilk kez fare ES hiicrelerinin in vitro kosul-
larda haploid spermatidlere dontstuklerini ve canli do-
gumla sonuglandigini bildirmistir (6). Burada arastiricilar,
fare ES hiicrelerini énce Stra8-EGFP geni ile transfekte
ettiler ve RA iceren ortamda inkiibasyona biraktilar. Daha
sonra Stra8 pozitif hiicreler secilerek Prm1-DsRed geni
ile yeniden transfekte edildi ve bu markiri tastyan hiic-
reler aynistirilarak fare testisine enjekte edildi. Histolojik
incelemelerde seminifer tubtil formasyonu goérildu ve
sperm hiicrelerine farkhlastig1 izlendi. Prm1 pozitif hic-
reler yumurtaya enjekte edildiginde ise yavrular dinya-
ya geldi.

Diger yandan, 2 basamakli adherent hiicre farklilas-
masi teknigi ile de fare ES hiicrelerinden erkek germ serisi
hiicreler gelistirilmistir (7). Burada ilk basamakta fare ES

hticreleri Active A, bFGF ve KSR (knockout serum repla-
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cement) ile uyanlarak epiblast-benzeri hticreler elde edildi
ve arkasindan BMP4, BMP8b, SCF (stem cell factor), LIF
(leukemia inhibitory factor) ve EGF sitokinleri kullanilarak
primordial germ hticresi-benzeri (PGCLCs) hiicreler gelis-
tirildi. Bunlar da seminifer tubdullerin icine enjekte edildi.
Histolojik tetkiklerde spermatogenezin gelistigi izlendi.
Olusan spermatozoa ise yumurtaya enjekte edildiginde
fertilizasyon saglandi ve normal yavrular dinyaya geldi.

insanda ise ES hiicrelerinin kendiliginden EB hiicrelere
farklilasmalari ile erkek germ serisi hiicreler elde edilmis-
tir (8). insan ES hiicrelerinden gelisen EB hiicreleri VASA,
BOL, SCP1 ve SCP3tasiyan, haploid germ serisi hiicrelere
doénusebilmektedir. “Adherent cell differentiation” pro-
tokolli insanda da uygulanmis ve ES hiicrelerinde germ
serisi hiicreler elde edilebilmistir. Bunun disinda insan
fotal gonad hiicreleri ile yapilan co-culture teknigi de ES
hiicrelerden PGS hiicre elde edilmesinde kullaniimistir
(9). Ama bunlarda mayoz &tesine bir gelisim gosterileme-
mistir. Yine de yakin tarihli calismalarda insanda herhangi
bir genetik manipilasyon yapilmaksizin ES hicrelerinin
dogrudan haploid hiicre asamasina gelebilecekleri orta-
ya konmustur (10). Burada MEM, BSA, insdlin, transferrin,
putresin, L-glutamin, beta nerkaptoetanol, bFGF, GDNF
(glial cell-derived neurotrophic factor), sodyum selenit,
linoleik asit, linolenik asit ve HEPES iceren fare SSC kiil-
tlr ortaminda insan ES hiicreleri dogrudan mayozunu ta-
mamlamis, spermatid benzeri erkek germ hicre serisine
farklilasmistir. Ancak bunlarin fertilizasyon potansiyelleri
hakkinda bir bilgimiz yok.

Netice olarak, erkek infertilitesinin tedavisinde ES hiic-
relerinin kullanilmasiyla erkek germ hiicresi elde edilmesi
Umit verici bir teknik olarak dikkat cekmektedir. Ancak bu
hiicrelerin genetik yapilarinin hasta ile uyum problemi he-
niiz ¢éziilmemistir. Etik olarak da sorunlar vardir. Ozellikle

ES hiicrelerinin kaynagi burada soru isaretidir.

Uyarilmis pluripotent kok hiicre (induced pluripotent

stem cell; ips) kaynakli erkek germ hiicre eldesi

EB'nin yani sira, iPS hiicreler kullanilarak da haploid
asamasinda germ serisine erisilebilmistir (11). Bu hiicre-
ler transkripsiyon faktoérleri ile somatik hiicrelerin yeniden
programlanmasi yoluyla elde edilmekte olup, pluripo-
tansiyel kapasite tasidiklar i¢in programlandiklar yénde
farkhlasma gosterirler. Germ hiicre elde etmek amaciyla

yapilan iPS tekniginde, viicudun somatik hucrelerinden,

Oct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc, Lin28 ve Nanog gibi trans-
kripsiyon faktorlerinden faydalanilarak iPS hiicrelerinin
elde edilmesine calisilir (12). iPS hiicrelerin bazi avantaj-
lar vardir. En basta bunlarin kullanimi etik bakimdan bir
sorun olusturmaz. Ayrica, iPS hiicrelerin elde edilebilecegi
kaynak cok genistir. Bunun disinda, hastanin kendinden
alinmalar nedeniyle genetik yapisi hakkinda bilgimiz de
olur. Bu hiicreler hastanin kendi somatik hiicrelerinde elde
edilebildigi icin hastaya 6zgli cok sayida hiicre elde etmek
mumbkdun olabilir.

Sonyillarda, fétal ve eriskin somatik hiicrelerin yeniden
programlanmasini takiben iPS hiicrelerinden PGS hiicreler
elde edilebilecegi yoniinde ¢ok sayida ¢alisma bildirilmis-
tir. iPS hicrelerinin BMP4 eklenen ortamda epiblast ben-
zeri hiicrelere dénusebilecegi ve bunlardan da primordial
germ hucrelerinin elde edilebilecegi hatta yavru dinya-
ya gelebilecegi gosterildi (13). Arastiricilar her ne kadar
bu teknigi tekrarladiklarinda benzer sonuclar elde etmis
olsalar da, bazi hayvanlarda tiimér gelismesi, daha fazla
arastirma yapilmasi geregini ortaya koymakta. Daha yeni
calismalarda insanda iPS hiicrelerinin, insan fétal gonadal
stromal hiicreleri ile kiltire edilmeleri durumunda PGC
benzeri hiicrelere farklilastiklar ortaya konmustur (9). in-
sanda iPS hiicrelerinin PGC hiicrelerine farklilasmasinda
BMP’nin etkili olabilecegi gdsterilmistir (14).

Bu teknigin temelinde, gen ekspresyonu maniptle
edilerek iPS hiicrelerinin istenilen hiicre hattina farklilas-
malarinin belirlenmesi vardir. VASA ve DAZL gibi RNA'ya
baglanan proteinlerin insanda iPS hiicrelerinden gelisen
germ serisi hiicrelerin mayoza girme potansiyellerini in
vitro sartlarda artirdigl anlasiimistir. Diger yandan, RA kul-
lanilarak 3 hafta icerisinde insan ES hiicrelerinden haploid
karakterde iPS hiicreleri de olusturulabilmistir (10). Ayrica,
Forskolin, insan rekombinan LIF, bFGF ve CYP26 inhibitor
R115866 iceren kiltiir ortaminda insan iPS hiicrelerinin,
spermatogonium, premayotik spermatosit, postmayotik
spermatosit ve yuvarlak spermatid markirlarint géste-
ren daha ileri erkek germ hicre serilerine farkhlasmalar
da saglanmistir (10). Ancak, iPS hicrelerden elde edilen
yuvarlak spermatidlerin oositi fertilize etme ve embriyo
olusturma kapasiteleri hakkinda bir fikrimiz hentliz bulun-
mamakta. Yine de insanda iPS hticrelerinden elde edilen
germ hucrelerinin genetik instabiliteleri ve timor olustur-

ma riskleri bunlarin klinik uygulanimlarini kisitlamaktadir.
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Spermatogonial kék hiicre

(spermatogonial stem cell; sscs)

Spermatogonial kék hiicrelerin en dnemli 6zelligi, ge-
netik malzemeyi sonraki kusaklara tasityan tek hiicre grubu
olmasidir. Bunlar, Sertoli hlicreleri, ekstraselliiler matriks ve
peritubller miyoid hticre destegi altinda kendi kendilerine
cogalabilme potansiyeline sahip hicrelerdir. Yakin tarihli
calismalarda testis dokusu laboratuvar ortaminda inkiibe
edildikten sonra yeniden testise nakledildiginde, ratlarda
spermatogenezin sirdirilebilecegi de gdsterildi (15).

Bu anlamda, in vitro ortamda spermatositlerden ma-
yozunu tamamlamis spermatidler elde edilebilmistir. Ger-
cekten de sican testis hiicre siispansiyonu 4 guin inkiibe
edildiginde spermatosit ve arkasindan da spermatide dé-
nisebildigi, morfolojik ve biyokimyasal olarak gésterilmis-
tir (16). Farelerde de spermatogoniumlar izole edilip TERT
ile islem gordiikten sonra SCF ortaminda yuvarlak sper-
matidlere kadar farklilasabilmektedir. Ancak burada sorun,
spermatogoniumlardan gelisen spermatidlerin fonksiyo-
nel yonden sonug verip vermeyecekleridir. Yakin tarihte
in vitro sartlarda seminifer tubdller icerisinde haploid hiic-
releri besleyebilecek bir mikro cevre ya da nis olusturmak
amaciyla 3D hiicre kultur sistemleri diizenlenmesi lizerin-
de calismalar baslamistir (17). Gergekten de, 7 giinlik im-
matir farelerin testislerinden alinan hicreler 3D soft agar
ortaminda bekletildiklerinde postmayotik, morfolojik ola-
rak olgun hticrelere benzeyen spermler elde edilebildi ve
diger calismalarda da onaylandi (18). Eger kanser tedavisi
oncesi testis dokusu saklaniyorsa, bunlarn transplantas-
yonunu takiben malignitenin de tasinma olasiligina karsin,
FACS (fluorescence activated cell sorter) ve markir tara-
malar yapilarak bu riskin elimine edilmesi Snemlidir.

Daha yakin calismalarda ise spermatogenezi bastan
sona destekleyebilen yeni bir organ kiiltiir sistemi gelisti-
rilerek, yeni dogan fare testis dokusunda serumsuz besi-
yerinde spermatid seviyesine kadar gelistirilmis ve ROSI/
ICSI ile basarili fertilizasyon denemeleri yapilmis, hatta
yavru dogurtulabilmistir (15). insan spermatogoial kék
hiicrelerinin (SSCs) laboratuvar sartlarinda olgunlastirila-
rak, oositi fertilize edebilecekleri, ancak son yillarda gos-
terildi (19). inmemis testisli bir grup erkekte testislerden
alinan spermatogoniumlar, retinoik asit ve SCF (stem cell
factor) iceren ortamda inkiibe edildiginde, mayoz bdliin-

meyi tamamlamis spermatidlere kadar gelisim sagland.
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Mayozun tamamlandig), kiltir ortaminda SCP3-, MLH1-,
and CREST pozitif hiicre artisi ile ortaya konuldu. Bu hiic-
reler fare oositleri icerisine enjekte edildiginde, 2 hiicre-
li embriyo asamasina gelindigi gortildi. In vivo sartlarda
SSCs'lerin fertilizasyon kapasite kazanmis olmalari, NOA'li
hastalarin ileriye yonelik tedavi umutlarini artirmaktadir.
Erken evre germ hicrelerinin kullanilmasi ile insanda klinik
olarak gebelik saglanan tedavilere en son érnek, sperm
FISH boyamasi ile haploid karakterde olduklar belirlenen
spermatidlerin kullanildigi ROSI uygulanmasi ile saglik-
I cocuklarin diinyaya gelmis olmasidir. Gercekten de bu
yolla 14 saglkh dogum olgusu bildirilmistir (20). Her ne
olursa olsun, bu gline kadar SSC hticrelerinin in vitro sart-
larda olgun erkek germ hiicrelerine farklilasmalan konusu
yuksek bir etkinlige ve pratik uygulama kolayligina erise-
memistir.

In vitro sartlarda ve 3D kiiltiir ortaminda SSC hiicrele-
rinin desteklenmesinin yani sira, SSC hcrelerinin ya da
testis hicrelerinin transplantasyonu ile in vivo kosullarda
germ hucre gelisiminin saglanmasi daha basarili bir klinik
uygulama alani bulmustur (21). Bu uygulamada asil sorun
ise saf spermatogonium elde edebilmektir. Genelde saf
spermatogonium tip A elde oranlari, degisik teknik ve ca-
lisma sartlar g6z 6niline alindiginda %0.3 ile %30 arasinda
kalmaktadir.

SSC transplanatasyonu yerine testis dokusunun ya da
kiltlr ortaminda islem gérmiis doku orneklerinin nakli
daha umut verici olabilir. Clinki bu sekilde, sperm hticre-
lerinin icinde gelistigi destek hiicreleri de kullanilabilir. Ye-
nidogan fare, domuz ve kecilerden elde edilen testis doku
ornekleri deri altina nakledildiklerinde spermatogenez
tamamlanabilmekte ve hatta saglikli yavrular diinyaya ge-
lebilmektedir (22). Ancak eriskin testis doku graftlari daha
az gelisim gostermekteler. Bu konuda daha fazla arastir-
maya ihtiyac var.

Acaba insanda testis dokusu diger tiir hayvanlarin tes-
tisine nakledilse, benzer spermatogenez asamalar sag-
lanabilir mi sorusu Uzerine yapilan fare calismalarinda
haploid hiicre serilerine kadar ilerleme saglanabilmisti. Bu
sekilde, prepubertal erkek testis dokularinin ksenograft
nakilleri 4—12 ay siireyle spermatogenezin devam ede-
bilecegi yoniindedir (23). Ancak bunlarda sadece sper-
matosit evresine kadar gelinebildigi de bilinmelidir. Ayri-
ca, eriskin insan testis dokulari bu yontemle fare testisine

nakledildiginde, sonugclar i¢ acgici olmamakta. Dolayisiyla,
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otolog transplantasyon daha umut verici olmakta.

Diger yandan, nonobstriiktif azoospermisi bulunan er-
keklerde testis biyopsisi ile alinan doku 6rnekleri, icinde
FSH ya da FSH ve Testosteron bulunan Vero hticre kiiltiirt
icinde bekletilmeleri durumunda ge¢ evre spermatid elde
edilebilmistir (24). Benzer sekilde, azoospermik hastalar-
da testis dokusundan CD49f pozitif hiicreler izole edile-
rek, in vivo ortamda benzer sekilde Sertoli hiicreleri ile kil-
tire edilmis ve haploid hiicreler gelismektedir (25).

Spermatogonium kok hiicre popilasyonunun giini-
muzde 6nemli bir uygulama alani, kemoterapi ya da rad-

yoterapi 6ncesi fertilitenin korunmasidir. Degisik neden-
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