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Kontamine edilmis prepubertal primat testis hucre
stispansiyonunda spermatogonianin kanser
hiicrelerinden ayristiriimasi
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Kanser veya baska hastaliklarin tedavisinde uygulanan
radyoterapi veya kemoterapi erkeklerde infertiliteye neden
olabilmektedir. Sperm hiicresi olan erkeklerde tedavi dnce-
si elde edilen sperm hiicrelerinin sperm bankalarinda don-
durularak saklanmasi bu hastalara gelecekte IVF ve ICSI
sansl tanimakta ve bu kisiler cocuk sahibi olabilmektedir.
Fakat heniliz sperm hiicresi Uretemeyen prepubertal erkek
cocuklarin fertilitesini koruyabilecek bir yéntem bulunma-
maktadir. Spermatogonial kék hiicreleri (spermatogonial
stem cells-SSCs) spermatogenezis siirecinde geliserek
olgun spermleri Ureten hiicrelerdir. Bu hiicreler dogumdan
oliime kadar hangi yasta olursa olsun bir testise transplan-
te edildiginde spermatogenezisi tamamlayarak alictya fer-
tilite yetenegi kazandirma kapasitesine sahiptirler. Ayni
zamanda SSCs ler dondurulup saklandiklarinda ve tekrar
¢Ozullp testise transplante edildiklerinde bu 6zelliklerini
korumaktadirlar. Bu spermatogonial hiicrelerin kanserli
erkeklerde tedavi 6ncesinde testis biyopsisi ile elde edile-
rek dondurulup saklanmasi ve tedavi sonrasinda bu erkek-
lerin testislerine otolog graft olarak tekrar ekilmesiyle ferti-
lite sanslarn korunabilmektedir. Ancak bu yaklasim kanserli
hiicrenin tekrar inokdile edilmesini ve dolayisi ile hastaligin
tekrarlama riskini de beraberinde getirmektedir. Jahnukani-
en ve arkadaslar yaptiklan bir calismada, sadece 20 6se-
mik hiicrenin rat testisine inokule edilmesi ile bile 21 giin-
de terminal I6semi olusturdugunu ve ayrica manyetik akti-
viteli ayristirma (magnetic activated cell sorting-MACS)
isleminin malign hiicre kontaminasyonunu énleyemedigini
gosterdiler. Ancak Fujita ve arkadaslar 16semik farelerde
floresan aktiviteli hiicre ayristirma ydnteminin (Flouresan
activated cell sorting -FACS) testis hiicre slispansyonlarin-
dan kanser hiicrelerini ayirmada kullanilabileceginin ilk
kanitlarini buldular. Bu islemin sonucunda elde edilen hiic-
re stispansyonlarinin farelere transplante edildiginde hiic-
relerin yasadig1 ve dondr kaynakl spermatogenez yetene-
gini kazandigini gosterdiler. Genel olarak MACS tabanl

hiicre ayristirma isleminin kanser hiicrelerini aynstirmada
yeterince etkili olmadig bilinmektedir. Ote yandan arastir-
malar FACS tabanli aynstirma isleminin daha iyi oldugu ve
kanser hiicrelerini daha iyi tespit edip elimine etmekte
daha giivenilir oldugunu, ancak biitlin vakarda sonug ver-
medigi gésteriyordu.

Bu calismanin amaci kanserli prepubertal erkeklerden
elde edilen SSCs’lerin daha sonra bu kanser hastalarina
giivenle transplante edilebilecegi bir yéntem bulmakti.
FACS yénteminin kullanildig1 bu calismada kullanilan pre-
pubertal bir maymunun testis hiicreleri transplante edildi-
ginde yiiksek oranda tlimdr olusturabilen insan 16semik
hiicrelerine bagli olan yesil floresan proteini (green flou-
rescent protein-GFP) olan MOLT-4 ile kontamine edildi.
GFP ile etiketleme FACS ile malign hiicrelerin ayirmasinda
hassas bir 6l¢lim ydntemi sagladi. Ayrica heterojen testis
slispansiyonundan kansersiz hiicreleri ayirabilmek icin
spermatogoniumlarin hiicre yiizey beliteci olan CD90 ve
kanserli hiicre ylizey belirteci olan CD45 pozitif/negatif
kombinasyonu kullanildi.

Calismada prepubertal primat deneklerden elde edilen
hiicre siispansiyonlari (SSCs) MOLT-4 (+) lenfoblastik hiic-
releri ile inokiile edilmis daha sonra hiicre yiizey belirtec-
leri olan CD90 (THY-1) ve CD45 e gbre ayiklanmistir. Bu
calismada kanser hiicrelerinin CD90-/CD45+ fraksiyonda
olduklari ve transplantasyon sonrasinda primatlarda timaor
olusturdugu goriildi. Ayiklanmis olan spermatogonium-
larin (CD90+/CD45-) tiimdr hiicrelerinden ne kadar iyi
temizlendigini arastiran bir 6n deneyde bunlarn %0.1 ora-
ninda timér hiicreleri ile kontamine oldugunu ve bu timor
hiicrelerinin kobay primatlarda timdr olusturabilecegini
gostermistir. TUmOr hiicreleri ile kontaminasyonun kullani-
lan yanlis ayiklama y&ntemi nedeniyle meydana geldigi
veya hiicrelerin ayiklama sirasinda kiime olusturdugu ve
bu nedenle timor hiicrelerinin tam ayiklanamadig disu-
niilerek bundan sonraki dort farkli deneyde 6n deneyden
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farkl! olarak tekli ayirt etme yéntemi [(singlet discriminati-
on (SD)] kullanildi. Saflik kontrollerinde ise dért deneyin
Uictinde CD90+/DCA5- olan hiicrelerin timor hiicreleri ile
kontamine olmadigi ve bunlann primatlara transplantas-
yon sonrasinda primatlarda timér olusturmadig gorildi.
Bu ¢alismanin sonucunda ise spermatogonia hiicrelerinin
timor hiicrelerinden ayristinimasinda FACS yénteminin
kullanilabilecegi ancak ayiklama sonrasinda saflik kontrol-
lerinin yapilmasi gerektigi gorildi.

Bilimsel agidan oldukca glizel dizayn edilmis ve klinik
pratikte oldukca énemli bir sorunu ¢6ézme adina ¢ok
degerli fikir veren bu ¢alisma, Urologlarin kanserli erkek
hastalara olan yaklasiminda fertiliteyi koruma adina énem-
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li ipuglan vermektedir. Gliniimuizde giderek artan daha
erken yastaki kanser olgulan gz dniine alindiginda erkek-
lerde fertilitenin devaminin saglanmasi daha da gerekli bir
hale gelecektir. FACS ydnteminin guivenilirliginin arttiril-
mas! ve klinik pratikte kullanilabilmesi konusunda daha
saglam fikir sahibi olunmasi igin farklt molekiiler belirtecle-
rin kullanildig1 daha genis kapsamli deneysel calismalara
ihtiyag vardir gériisiindeyiz.
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