
T.C. 

AKDENİZ ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

HİSTOLOJİ VE EMBRİYOLOJİ ANABİLİM DALI 

İNSAN SPERMATOGONYAL KÖK HÜCRELERİNİN 

DEVAMLILIĞININ VE EKSPANSİYONUNUN İN VİTRO 

KOŞULLARDA SAĞLANMASI 

Pınar ŞAHİN 

DOKTORA TEZİ 

         2018-ANTALYA 



  

  T.C. 

AKDENİZ ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

HİSTOLOJİ VE EMBRİYOLOJİ ANABİLİM DALI 

 

 

İNSAN SPERMATOGONYAL KÖK HÜCRELERİNİN 

DEVAMLILIĞININ VE EKSPANSİYONUNUN İN VİTRO 

KOŞULLARDA SAĞLANMASI 

 

 

 

          Pınar ŞAHİN 

 

 

       DOKTORA TEZİ 

 

 

DANIŞMAN 

Prof. Dr. Çiler ÇELİK ÖZENCİ 

İKİNCİ DANIŞMAN 

Prof. Dr. Kyle ORWIG 

 

 

Bu tez Akdeniz Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi 

tarafından TDK-2016-1078 proje numarası ile desteklenmiştir. 

 

''Kaynakça gösterilerek tezimden yararlanılabilir.'' 

 

2018-ANTALYA  







  

 

TEŞEKKÜR 

Doktora eğitimim süresince ve tez projemin gerçekleştirilmesinde göstermiş oldukları 

maddi, manevi ve bilimsel destek için danışman hocalarım Prof. Dr. Çiler ÇELİK 

ÖZENCİ ve Prof. Dr. Kyle ORWIG’e, 

Tez projemin deneysel sürecinde göstermiş oldukları manevi ve bilimsel destek için 

University of Pittsburgh’da Magee Womens Research Institute de bulunan Orwig Lab’ın 

tüm çalışanlarına, 

Tez projemin FACS analizlerinin gerçekleştirilmesinde yardımlarını esirgemeyen Lynda 

Guzik ve Joan Brozick’e, 

2214-A burs programı ile tez projem kapsamında Magee Womens Research Institute’de 

araştırma yapma şansı tanıyan TÜBİTAK Bilim İnsanı Destekleme Daire Başkanlığı 

(BİDEB)’e, 

Tez projemdeki deneylerin gerçekleşmesi için maddi destek sağlayan Fertility 

Preservation Programı’na, 

Yurt dışında olduğum süre içerisinde göstermiş oldukları tolerans ve destekleri için 

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı’ndaki tüm hocalarıma ve çalışma arkadaşlarıma, 

Yardımları için Sağlık Bilimleri Enstitü’nün değerli çalışanlarına, 

Hayatımda yapmak istediğim her şey için olanak sağlayan, eğitim hayatımın başından 

itibaren sonsuz anlayış, sabır ve sevgi ile hep arkamda olan anneme ve babama en içten 

saygı, sevgi ve teşekkürlerimi sunarım. 

 

 



 i 

ÖZET 

Amaç: Spermatogonyal kök hücreler (SKH) spermatogenezin devamlılığını sağlarlar ve 

bu kök hücrelerin kaybı erkeklerde infertiliteye sebep olmaktadır. Bu nedenle bu 

hücrelerin elde edilip çoğaltılarak kök hücre terapisinde kullanımı büyük önem 

taşımaktadır. Literatürde insan spermatogonyal kök hücrelerinin (iSKH) tanımlanması 

ve in vitro koşullarda çoğaltılması ile ilgili kısıtlı çalışma bulunmaktadır. Çalışmamızda 

iSKH’lerinin farklı yöntemler ile izolasyonları ve çeşitli in vitro koşullarda kültüre 

edilmeleri sonrasında hayatta kalma ve çoğalma kapasitelerinin değerlendirilmesi 

amaçlanmıştır. 

Yöntem: Bu çalışmada FACS ile izole edilen SSEA4 ve THY1 belirtecini ekspre eden 

hücrelerin kök hücre fonksiyonlarının değerlendirilmesi amacı ile ksenotransplantasyon 

yapılmıştır. Ardından FACS ve MACS yöntemi ile izole edilen THY1+ destekleyici 

hücreleri varlığında MACS ile izole edilen ITGA6+ iSKH’leri kültüre edilmiştir. Kültür 

sonunda elde edilen UTF1+ hücre sayıları değerlendirilmiştir. Ayrıca iSKH’leri, tip I 

kollajen ile kültüre edilerek, sayıları ve bu hücrelerin in vitro hayatta kalmaları 

değerlendirilmiştir.  

Bulgular: FACS ile izole edilen SSEA4+/THY1- hücrelerin koloni oluşturma 

kapasitelerinin yüksek olduğu ve SSEA4-/THY1+ ve SSEA4-/THY1- hücrelerin koloni 

oluşturma kapasitelerinin düşük olduğu gözlenmiştir. FACS ve MACS yöntemleri ile 

izole edilen THY1+ hücrelerinin, ITGA6+ iSKH’lerinin in vitro hayatta kalımlarını 

desteklediği gösterilmiştir. Tip I kollajen ile kök hücre zenginleştirme yönteminin iSKH 

sayısını ve çoğalmasını arttırdığı gözlenmiştir.  

Sonuç: Çalışmamızda tip I kollajen ile zenginleştirilen iSKH’lerinin THY1+ destekleyici 

hücreleri ile kültüre edilmelerinin, bu hücrelerin in vitro hayatta kalımlarını desteklediği 

ilk kez gösterilmiştir. Bulgularımız, iSKH’lerinin ileride infertilite olgularında kök hücre 

terapisinde kullanılmaları açısından destekleyici sonuçlar ortaya koymuştur. 

Anahtar Kelimeler: İnsan spermatogonyal kök hücre, in vitro kültür, THY1, Tip I 

Kollajen 
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ABSTRACT 

Objective: Spermatogonial stem cells (SSC) maintain spermatogenesis. When the stem 

cell pool is depleted this can lead to infertility and successful isolation and expansion of 

human spermatogonial stem cells (hSSC) are important factors for stem cell therapy. 

Studies about identification of human spermatogonial stem cells and their culture 

conditions for successful in vitro expansion of them are limited in the literature. In this 

study, we aimed to evaluate the success of different methods of stem cell isolation and 

culture conditions on in vitro expansion of hSSCs. 

Method: We isolated stem cells that express SSEA4 and THY1 markers by FACS 

method. Then we performed xenotransplantation to mice in order to evaluate the stem 

cell function of the isolated cells. We cultured ITGA6+ spermatogonial stem cells on 

THY1+ cells isolated by MACS and FACS methods. After culture, we determined the 

number of UTF1+ stem cells for all conditions. We also analyzed the efficiency of type I 

collagen on stem cell enrichment and proliferation of hSSCs in culture. 

Results: We observed that colonizing activity of SSEA4+/THY1- cells is higher whereas 

colonizing activity of SSEA4-/THY1+ and SSEA4-/THY1- cells is lower when compared 

to other groups. We also observed that THY1+ cells isolated by MACS and FACS can 

support the maintanence of ITGA6+ hSSCs. Culturing ITGA6+ cells with type I collagen 

increases hSSC number and proliferation of ITGA6+ spermatogonial stem cells in in 

vitro culture.  

Conclusion: In our study, it was shown for the first time that culturing of hSSCs 

enriched with type I collagen with THY1+ feeder cells support the maintanence of 

hSSCs in in vitro culture. Our study suggest supportive information for future studies 

that will enable to use hSSCs for stem cell therapy in infertility. 

Key words: Human spermatogonial stem cell, in vitro culture, THY1, Type I collagen 
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1. GİRİŞ 

Postpubertal bireylerde spermatogenez ile her gün milyonlarca sperm üretilmektedir. 

Spermatogenezin temeli olan spermatogonyal kök hücreler kendilerini yenilemeleri ve 

farklanmaları ile kök hücre havuzunun korunmasını ve spermatogenezin devamlılığını 

sağlamaktadırlar. Spermatogonyal kök hücrelerin çevresel faktörler, genetik sebepler, 

hastalıklar ya da medikal tedavilerden dolayı kaybedilmesi infertiliteye sebep olmaktadır 

(Valli ve ark., 2014). İnfertilite toplumda çiftlerin yaklaşık %10-15’ini etkilemektedir. 

Medikal tedaviler sonucu infertilite görülen erişkin erkeklerde sperm 

kriyoprezervasyonu ile fertilite korunması bir avantaj olarak görülmektedir. Ancak 

sperm üretiminin olmadığı prepubertal hastalarda sperm kriyoprezervasyonu şansı 

bulunmamaktadır. Ayrıca sperm kriyoprezervasyonun sperm hücresinin fonksiyonunu 

olumsuz etkileyebileceği bilinmektedir. Sperm kriyoprezervasyonunun mümkün 

olmadığı hastalarda spermatogonyal kök hücreleri içeren hücre süspansiyonlarının 

kriyoprezervasyonu fertilite korunması için alternatif bir yöntem olarak görülmektedir 

(Ehmcke ve ark., 2006). Bu kök hücre kaynaklı tedavilerin uygulanması için 

spermatogonyal kök hücrelerin izolasyonu ve yönlendirilmeleri ve bunun sağlanabilmesi 

için de öncelikle hücre karakterlerinin, izolasyon yöntemlerinin ve hücrelerin in vitro 

koşullarda çoğaltılabilmeleri için gerekli faktörlerin belirlenmesi gerekmektedir.           

Spermatogonyumlar ile ilgili birçok bilgi kemirgenler ile yapılan çalışmalardan elde 

edilmiştir (Gassei ve Orwig, 2013). Bu çalışmalarda kök hücreler ya da progenitör 

hücrelerin ekspre ettikleri bazı belirteçler gösterilmiştir (Kubota ve ark., 2004b; Ryu ve 

ark., 2004; Tokuda ve ark., 2007a; Komai ve ark., 2014). Ayrıca kemirgen 

spermatogonyal kök hücrelerinin uzun süreli kültürü ve transplantasyonları sonrası canlı 

doğum eldesi sağlanabilmektedir. Bir haftalık fare testisinden alınan Thymus Cell 

Antigen 1 (THY1+) hücrelerin Glial Derived Neurotrophic Factor (GDNF), GDNF 

Family Receptor Alpha 1 (GFRa1) ve Fibroblast Growth Factor (FGF) içeren 

medyumda SIM mouse embryo derived thioguanine and ouabain resistant (STO) 

destekleyici hücreleri ile kültüre edildiklerinde yüksek oranda kök hücre özellikleri 

taşıyan hücreler içeren germ hücre kümeleri oluşturdukları ve pasajlama sonrası 

sayılarının arttığı gözlenmiştir (Kubota ve ark., 2004b). Aynı zamanda bu hücrelerin 
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fonksiyonları transplantasyon ile de gösterilmiştir. Kemirgenler ile ilgili çalışmalardan 

elde edilen bu sonuçlar insan materyalleri kullanılarak yapılan çalışmalara 

yansıtılabilirse spermatogonyal kök hücre terapisinin uygulanması mümkün 

olabilecektir.  

Literatürde insan spermatogonyal kök hücrelerinin tanımlanması ve in vitro koşullarda 

hayatta kalımları ve çoğalmaları ile ilgili kısıtlı çalışmalar bulunmaktadır. Bu 

çalışmalarda spermatogonyal kök hücrelerin izolasyonu ve zenginleştirilmesi için farklı 

belirteçler (Stage-Specific Embryonic Antigen 4 (SSEA4), G Protein-Coupled Receptor 

(GPR125), Integrin Subunit Alpha 6 (ITGA6), THY1 ve farklı yöntemler (FACS, 

MACS, Differential plating) kullanılmıştır (Chen ve ark., 2009; Sadri-Ardekani ve ark., 

2009; X. Wu ve ark., 2009; He ve ark., 2010; Kokkinaki ve ark., 2011; Mirzapour ve 

ark., 2012; Smith ve ark., 2014). Bu çalışmalarda GDNF, FGF, Leukemia İnhibitory 

Factor (LIF) gibi büyüme faktörleri, farklı destekleyici hücreler (C166, insan 

embriyonik fibroblast, Sertoli hücresi, THY1+ hücre) ve farklı ekstrasellüler matriks 

bileşenleri (jelatin, laminin, matrijel) kaplı petriler kullanılmıştır (Chen ve ark., 2009; 

Sadri-Ardekani ve ark., 2009; X. Wu ve ark., 2009; He ve ark., 2010; Kokkinaki ve ark., 

2011; Mirzapour ve ark., 2012; Smith ve ark., 2014).  Bu çalışmaların sonuçları insan 

spermatogonyal kök hücre belirteçlerinin ekspresyonları açısından gerçek zamanlı 

polimeraz zincir reaksiyonu ve immünohistokimya yöntemleri ile değerlendirilmiş ya da 

kültüre edilen insan spermatogonyal kök hücreleri fare testislerine transplante edilerek 

germ hücre aktiviteleri açısından değerlendirilmiştir. Literatürdeki bu çalışmalar umut 

verici sonuçlar sunmakla birlikte birçok çalışmanın sonucu farklı araştırma grupları 

tarafından tekrarlanamamıştır. Bu sebeple, insan spermatogonyal kök hücrelerinin in 

vitro koşullarda uzun süre çoğaltılmalarını sağlayan bir yöntem henüz mevcut değildir.  

Bu bilgiler doğrultusunda çalışmamızda; insan spermatogonyal kök hücrelerinin farklı 

belirteçler (SSEA4, THY1, ITGA6) ve yöntemler (floresan aktive hücre izolasyon 

yöntemi, manyetik aktive hücre izolasyon yöntemi, kollajen ile kök hücre 

zenginleştirme) ile izolasyonu sonrası farklı in vitro koşullarda kültüre edilmesinin 

ardından, çeşitli izolasyon ve kültür koşullarının hücrelerin hayatta kalması ve 

çoğalmalarına etkisinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Spermatogenez 

Testis dokusunda, germ hücre gelişimi, embriyonik gelişimin erken döneminde 

başlayarak yetişkinlik dönemine kadar devam eden ve birçok hücresel farklılaşma 

aşamasını içeren bir olgunlaşma sürecidir. Spermatogenez proliferasyon ve farklanma 

aşamalarından oluşmaktadır. Postpubertal bireylerde spermatogenez ile hergün 

milyonlarca sperm üretilmektedir (Gupta ve ark., 2000; Thayer ve ark., 2001). Bu 

üretkenliğin seviyesi bir erkeğin postpubertal yaşamı boyunca sürekli sperm üretmesini 

sürdüren spermatogonyal kök hücrelere bağlıdır. Spermatogonyal kök hücreler testis 

dokusuna ait erişkin doku kök hücreleridir ve spermatogenezin temelini oluşturarak 

erkek fertilitesinin devamlılığını sağlamaktadır (Phillips ve ark., 2010). Spermatogonyal 

kök hücreler bir taraftan kendilerini yenilemelerini sağlayan bölünmeler geçirerek kök 

hücre havuzunun devamlılığını sağlarken, diğer taraftan olgun spermleri oluşturmak için 

bölünmeler geçirmektedirler. Sperm üretimi bu mekanizmanın dengeli bir şekilde 

çalışması ile sürdürülmektedir (Tegelenbosch ve de Rooij, 1993; D. G. de Rooij ve 

Grootegoed, 1998; Phillips ve ark., 2010; Aloisio ve Manjunath, 2014; Valli H. ve ark., 

2015).   

2.2. Spermatogonyal Kök Hücre Terapisi 

Spermatogonyal kök hücrelerin genetik sebepler, hastalıklar ya da medikal tedavilerden 

dolayı kaybedilmesi infertiliteye sebep olmaktadır (Clermont ve Antar, 1973; Clifton ve 

Bremner, 1983; van Alphen ve ark., 1988b; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2003; Hermann 

ve ark., 2007; Hermann ve ark., 2012; Abuelhija ve ark., 2013). İnfertilite toplumda 

çiftlerin yaklaşık %10-15 ini etkilemektedir. Medikal tedaviler sonucu infertilite görülen 

erişkin erkeklerde sperm kriyoprezervasyonu ile fertilite korunması bir avantaj olarak 

görülmektedir (Meng, 2000; J. M. Oatley ve Brinster, 2006; J. M. Oatley ve ark., 2007). 

Ancak sperm üretiminin olmadığı prepubertal hastalarda sperm kriyoprezervasyonu 

şansı bulunmamaktadır. Ayrıca, kriyoprezervasyonun sperm hücrelerinin fonksiyonuna 

kısmen zarar verdiği de göz önünde bulundurulması gereken bir konudur (Valcarce ve 

ark., 2013). Sperm kriyoprezervasyonunun mümkün olmadığı durumlarda 

spermatogonyal kök hücreleri içeren hücre süspansiyonlarının kriyoprezervasyonu 
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alternatif bir yöntem olarak görülmektedir (Brook ve ark., 2001). Son yıllarda çocukluk 

çağı kanserlerinde sağ kalım oranları sürekli artmaktadır ve pediatrik malignansilerde 

iyileşme hızı %80’i geçmektedir. Değerlendirmeler 640 genç erkekten 1’inin çoçukluk 

çağı kanserlerinden sağ kalımı olduğunu göstermektedir (Hewitt M, 2003). Gonadal 

hasar çocukluk çağı kanserlerinin tedavilerinin yaygın bir sonucudur. Henüz sperm 

üretmeyen prepubertal erkeklerde fertilitenin korunması için bir çözüm yoktur. Bu 

hastaların fertilitelerinin korunması için gonadotoksik terapi öncesi testiküler biyopsi 

alınarak spermatogonyal kök hücrelerin izole edilip dondurulması ve tedavi sonrasında 

tekrar direkt olarak ya da in vitro koşullarda çoğaltıldıktan sonra testise verilmesi 

alternatif olabilmektedir (Clark ve ark., 2011). Bu kök hücre kaynaklı tedavilerin 

uygulanması için insan spermatogonyal kök hücrelerinin izolasyonu ve 

yönlendirilmeleri ve bunun sağlanabilmesi için de öncelikle hücre karakterlerinin ve 

hücrelerin gelişimine etki eden faktörlerin belirlenmesi gerekmektedir. Spermatogonyal 

kök hücreler ve spermatogenik seriye ait hücreler ve gelişimleri türler arasında 

farklılıklar göstermektedir. 

2.3. Kemirgenlerde Gözlenen Spermatogonyal Kök Hücreler ve Spermatogenik 

Hücre Serisi ve Bu Hücrelerin Gelişimi 

Kemirgenlerde spermatogonyumlar Tip A, İntermediyet ve Tip B spermatogonyum 

olmak üzere üç kategoride sınıflandırılır (D. G. de Rooij ve Russell, 2000) Tip A 

farklılaşmamış spermatogonyum, kendi kendini yenileyebilen spermatogonyal kök hücre 

tipi olup, tek bir hücre ya da A single (As) spermatogonyum olarak adlandırılmaktadır 

(D. G. de Rooij ve Russell, 2000). Postnatal kemirgen testisinde spermatogenik aktivite 

seminifer tübülün bazal membranında yer alan Asingle spermatogonyumlar tarafından 

gerçekleştirilmektedir (D. G. de Rooij, 1973). Asingle spermatogonyumlar mitotik 

bölünmeler geçirerek bir çift spermatogonyumu (Apaired; Apr) oluşturmaktadırlar. Apaired 

spermatogonyumlar ya ileride sitokinezi tamamlayarak 2 yeni Asingle spermatogonyumu 

(kendini yenileme bölünmesi) ya da intrasitoplazmik bağlantılarını koruyarak 4 hücreli 

Aaligned (Aal4) spermatogonyumu oluşturmaktadırlar (Phillips ve ark., 2010; D. G. de 

Rooij ve Griswold, 2012). Aal4 spermatogonyumlar 1 veya daha fazla mitotik bölünme 

geçirerek 8, 16 ve çoğunlukla 32 hücre içeren Aal spermatogonyumu oluşturmaktadırlar. 

Bu hücre tiplerinin tamamı (As, Ap ve Aal spermatogonyumlar) kemirgen testisinin Asingle 
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spermatogonyumlar ise bu farklanmamış spermatogonyum populasyonunun %10 ununu 

oluşturmaktadırlar (Phillips ve ark., 2010; Valli H. ve ark., 2015). Aal 

spermatogonyumların oluşturduğu hücre kümeleri A1 spermatogonyumlara farklanırlar 

ve bu hücrelerde ardarda geçirdikleri mitoz bölünmeler ile A2, A3, A4, intermediate ve 

tip B spermatogonyumları oluşturur. Tip B spermatogonyumlar primer spermatositlere 

farklanırlar. Ardından primer spermatositler 2 mayoz bölünme geçirerek sekonder 

spermatositleri oluştururlar ve spermiyogenez sürecine girecek olan yuvarlak 

spermatidler oluşur. Spermatidler spermiyogenez (morfolojik değişim süreci) ni 

geçirdikten sonra olgun sperm hücresi oluşur. Böylece, bir seri mitotik ve mayotik 

bölünme sürecinin ardından kök hücrelerin küçük bir miktarı kemirgen testisinde günde 

gram başına 40 milyon sperm hücresi üretmektedir (Tegelenbosch ve de Rooij, 1993; 

Thayer ve ark., 2001; Valli H. ve ark., 2015). 

Kemirgen testisindeki farklanmamış spermatogonyum ve progenitor spermatogonyumlar 

hücre boyutlarına ve ekspre ettikleri belirteçlere göre tanımlanmaktadır. Belirteçler 

histolojik kesitlere immünohistokimyasal boyamalar yapılarak ya da seminifer 

tübüllerde whole mount immünohistokimya yapılarak gözlenebilmektedir. Buna ek 

olarak flöresan bağımlı hücre izolasyon yöntemi ya da akım sitometrisi yöntemleri ile de 

hücreler karakterize edilebilmektedir. Fakat hücre boyutları yalnızca seminifer tübüllere 

whole mount immünohistokimya yöntemi uygulanarak belirlenebilmektedir. Bu 

belirteçlerin ekspresyonları kök hücrelerin transplantasyonu sonrası hücre serilerinin 

whole mount immünohistokimya ile izlenmesi ile de gözlenebilmektedir. Fakat bu 

belirteçlerin hiçbirinin sadece Asingle spermatogonyumlarda ya da başka bir 

spermatogonyum tipinde ekspre olduğunu söylemek mümkün değildir. Farklanmamış 

spermatogonyumlarda gözlenen bu moleküler heterojenite farklı çalışmalar tarafından 

bildirilmiştir (Suzuki ve ark., 2009; Zheng ve ark., 2009; Nakagawa ve ark., 2010; 

Gassei ve Orwig, 2013; Hermann ve ark., 2015). Hara ve arkadaşları GFP ile işaretli 

GFRa1+ hücreleri canlı görüntüleme ile izledikleri bir çalışmada geniş hücre kümelerinin 

fragmentasyonun Asingle hücrelerin devamlılığı için önemli olduğunu vurgulamaktadır. 

Örneğin Aaligned4 ün fragmentasyonu 2 tane Apr hücrenin oluşumu, bir Aal3 ve bir Asingle 

hücrenin oluşumu ya da 4 tane Asingle hücrenin oluşumu şeklinde de olabilmektedir (Hara 

ve ark., 2014).  



 6 

Bugüne kadar, bir spermatogonyal kök hücrenin fonksiyonunun net bir şekilde 

tanımlanması için kullanılan yöntemler, transplantasyon sonrası uzun süre 

spermatogenezi devam ettirip ettiremediğinin gözlenmesi  ya da hücre serisinin canlı 

görüntüleme ile izlenmesidir  (Nakagawa ve ark., 2007; Aloisio ve Manjunath, 2014; 

Komai ve ark., 2014). Henüz hiçbir çalışma bir spermatogonyal kök hücre tipini spesifik 

bir boyut ya da spesifik bir belirteç ile tanımlamamaktadır. Bununla birlikte yapılan 

çalışmalar az hücreden oluşan hücre kümelerinin daha fazla hücre içeren kümelere göre 

daha az farklanmış olduklarını göstermektedir. Ayrıca geniş hücre kümelerinin bir 

farklanma belirteci olan cKIT proteinini ekspre ettikleri ve bu hücrelerin A1 

spermatogonyaya dönüşüm aşamasında olduğu bilinmektedir. Kemirgenlerdeki 

farklanmış A1 spermatogonya insan olmayan primatlarda tip B1 spermatogonyuma, 

insanda ise tip B spermatogonyuma karşılık gelmektedir. Bu değerlendirme 

heterokromatin yapının gözlenmesi ve cKIT ekspresyonunun başlamasına göre 

yapılmıştır. Bir spermatogonyal kök hücre belirtecinin cKIT ile birlikte 

lokalizasyonunun whole mount boyanmalarında gözlenmesi farklanmamış ya da 

progenitör hücrelerin boyutları hakkında bilgi vermektedir. Kemirgenlerde farklanmaya 

geçiş 16 hücreli aşamada ya da bazen 8 hücreli aşamada gerçekleşebilirken, (Tokuda ve 

ark., 2007a; Suzuki ve ark., 2009; Gassei ve Orwig, 2013; Hara ve ark., 2014) insan 

olmayan primatlarda ve insanda bu geçiş daha erken dönemlerde olmaktadır. 

2.4. Yüksek Primatlarda Gözlenen Spermatogonyal Kök Hücreler ve 

Spermatogenik Hücre Serisi ve Bu Hücrelerin Gelişimi 

İnsan olmayan primatlarda ve insanda nükleer morfolojilerine ve hematoksilen ile 

boyanma yoğunluklarına göre ayırt edilebilen, Adark, Apale ve tip B spermatogonyumlar 

olmak üzere 3 farklı spermatogonyum tipi bulunmaktadır (Clermont ve Leblond, 1959; 

Clermont, 1966; Clermont ve Antar, 1973).  Adark spermatogonyumlar bazal membran 

üzerine oturmuş olan küçük, yuvarlak ve kısmen oval hücrelerdir ve boyanmış olan 

nükleusları koyu gözlenir. Ayrıca Adark spermatogonyumlarda yoğun bir kromatin yapı 

gözlenmektedir. Apale spermatogonyumlar daha geniş, oval ve seminifer tübülün 

bazaline oturmuş çoğunlukla yuvarlak görünen hücrelerdir. Apale spermatogonyumlar 

soluk uzamış ve granüler bir kromatin yapısına sahiptir. Tip B spermatogonyumlar 

kısmen daha geniş, bazal membrana yakın yuvarlak nükleusa sahip hücrelerdir. Granüler 
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yapısı ve heterokromatin yoğunluğu ile diğer hücre tiplerinden ayırt edilebilmektedirler. 

B1 spermatogonyumlar heterokromatik bir yapıya sahipken, B4 spermatogonyumlar 

daha yoğun bir heterokromatik yapıya sahiptir.  Bazı çalışmalar Adark 

spermatogonyumların alt populasyonunda rarefraction zone (kromatinden yoksun 

kavite) tanımlanmıştır. Bu kavitenin gözlenmesinin fiksasyon bağımlı olabileceği 

düşünülmektedir ve insanlarda Adark spermatogonyumları tanımlamak için 

kullanılmaktadır (Schulze, 1978; Paniagua ve Nistal, 1984; von Kopylow ve ark., 2010; 

Lim ve ark., 2011). 1959 yılında Clermont ve Leblond’un çalışmasına göre, A1(Adark) 

spermatogonyumların hem kök hücrelerin kendilerini yenilemelerini sağlamak için hem 

de A2 (Apale) spermatogonyumları oluşturmak için bölünen kök hücreler olduğu 

bilinmektedir. Ardından A2 (Apale) spermatogonyumlar geçirdikleri bölünmeler ile 

farklanmış B1 spermatogonyumları oluşturmaktadırlar (Clermont ve Leblond, 1959). 

Clermont bu çalışmayı 10 yıl sonra revize etmiştir ve Vervet maymunun (Cercopithecus 

aethiops) da hücreleri 3H-thymidine ile in vivo işaretleyerek 3H-thymidine 

inkorporasyonun Apale spermatogonyumlarda olduğunu göstermiştir (Clermont, 1969). 

Bu işaretleme sonrasında Adark spermatogonyumların normal koşullarda bölünmediğini 

göstermiştir. Bu sonuç dahilinde Apale spermatogonyumları aktif spermatogonyal kök 

hücreler olarak, Adark spermatogonyumları ise kemoterapi ya da radyasyona maruz kalma 

gibi durumlarda spermatogenezi tekrar aktive eden rezerv kök hücreler olarak 

tanımlamıştır (Clermont, 1969). Bu modelin tanımlanması için yapılan deneyler insan 

olmayan primatlarda yapılmıştır. X irradiyasyonu yapılan insan testisinde Apale 

spermatogonyumların kaybedildiği ve Adark spermatogonyumlar tarafından bu kaybın 

geri döndürüldüğü gözlenmiştir (Clifton ve Bremner, 1983; van Alphen ve ark., 1988a). 

Ehmcke ve Schlatt’ın yapmış olduğu çalışmada da Adark spermatogonyumların düşük 

mitotik indeks ve rejeneratif kapasiteye sahip olmalarının rezerv kök hücre karakteri ile 

uyumlu olduğunu, Apale spermatogonyumların düzenli mitotik indekse sahip olmalarının 

da progenitör hücre karakteri ile uyumlu olduğunu vurgulanmaktadır (Ehmcke ve ark., 

2006).  

Son 50 yılda farklı çalışmalarda Adark ve Apale spermatogonyumların mitotik aktivitelerin 

gözlenmesi için işaretlemeler yapılmıştır ve bunlardan yalnız 4 tanesinde Adark 
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spermatogonyumların hiç işaretlenmediği (D. G. de Rooij ve ark., 1986; Schlatt ve 

Weinbauer, 1994; Buageaw, 2005; Simorangkir ve ark., 2009)  diğerlerinde ise Adark 

spermatogonyumların birkaçının ve Apale spermatogonyumların işaretlendiği 

gözlenmiştir (Clermont ve Antar, 1973; Kluin ve ark., 1983; Fouquet ve Dadoune, 1986; 

Ehmcke ve ark., 2005). Bunlara ek olarak Hermann ve arkadaşlarının yapmış oldukları 

bir çalışmada insan spermatogonyal kök hücrelerinden Adark spermatogonyumların uzun 

süre hücre siklusunun GO evresinde kaldığı, Apale spermatogonyumlarin ise aktif olarak 

bölünme evrelerinde (G1/G2/M) olduğu gözlenmiştir (Hermann ve ark., 2010). Bu 

bilgiler ile uyumlu olarak von Kopylow ve arkadaşları insan testisinde Apale 

spermatogonyumların KI67 ekspre ettiklerini fakat Adark spermatogonyumlarda KI67 

ekspresyonunun gözlenmediğini göstermişlerdir (von Kopylow ve ark., 2012). Tüm bu 

çalışmalardan çıkan sonuç; Adark spermatogonyumların nadir bölünen ve hücre 

siklusunun GO aşamasında uzun süre kalan ve proliferasyon ile ilgili belirteçleri düşük 

ekspre eden, rejeneratif özellikleri yüksek olan hücreler olduğu, Apale 

spermatogonyumların ise düzenli bölünme geçiren ve proliferasyon ile ilişkili proteinleri 

yüksek seviyede ekspre eden hücreler olduğu yönündedir. Hücre karakterlerinde 

gözlenen bu değişimlere ek olarak spermatogonyal kök hücrelerin klonal ekspansiyonu 

da türler arasında farklılıklar göstermektedir.  

2.5. Kemirgen ve Yüksek Primatlarda Klonal Ekspansiyon 

Spermatogonyal kök hücrelerin geçirdikleri bölünme sayısı, ekspansiyonu ve 

oluşturdukları matür sperm sayısı türden türe değişkenlik göstermektedir. Seri kesitlerde 

3 boyutlu görüntüleme ile maymundaki Adark ve Apale spermatogonyumların B1 

spermatogonyumlara farklanmadan önce 1 veya 2 bölünme geçirerek 1, 2 ve 4 hücreli 

hücre kümeleri oluşturduğu gösterilmiştir (Clermont ve Leblond, 1959; Clermont, 

1969). Farelerde ise A1 spermatogonyaya farklanmadan önce daha fazla bölünme 

gerçekleşmektedir. İnsan olmayan primatlarda farklanmadan sonra B1, B2, B3, B4 

spermatogonyumlar oluşmakta ve ardından primer spermatositler oluşmaktadır 

(Clermont ve Leblond, 1959). Dolayısı ile insan olmayan primatlarda ilk farklanmadan 

spermatosite kadar olan bölünme sayısı fareye göre daha az sayıdadır. Kemirgenler ve 

insan olmayan primatlarda hücre bölünmeleri farklı olmasına rağmen, insan olmayan 

primatlarda ve kemirgenlerde oluşan matür sperm sayısı, günde gram başına 40 milyon 
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olmak üzere ve aynıdır. İnsanda ise bir jenerasyon farklanmış tip B spermatogonyum 

bulunmaktadır ve günde gram başına 4.4 milyon matür sperm hücresi üretilmektedir 

(Valli H. ve ark., 2015) (Şekil 2.1).  

 

Şekil 2.1. Kemirgen, maymun ve insanda gözlenen spermatogonyal kök hücre tipleri ve spermatogenik 

hücre serisi ve hücrelerin gelişim basamakları (Fayomi ve Orwig, 2018), modifiye edilmiştir. 

2.6. Kemirgen Spermatogonyal Kök Hücre Belirteçlerinin Tanımlanması ve 

İzolasyonu 

Spermatogonyal kök hücrelerin karakterlerinin tanımlanması için yapılan morfolojik 

analizler ve gelişimlerini araştıran çalışmalara ek olarak bu hücrelerin ekspre ettikleri 

belirteçlerin tanımlanması da bu hücreler ile yapılacak olan çalışmalar için büyük önem 

arz etmektedir. Yukarı da belirtildiği gibi, spermatogonyal kök hücreler ile ilgili birçok 

bilgi kemirgenler ile yapılan çalışmalardan elde edilmiştir. Bu çalışmalarda kök hücreler 

ya da progenitör hücrelerin ekspre ettikleri bazı belirteçler gösterilmiştir. GDNF Family 

Receptor Alpha 1 (GFRa1), POU Class 3 Homeobox 1 (POU3F1), POU Class 5 

Homeobox 1 (POU5F1),  Octamer-Binding Protein 4 (OCT4), Zinc Finger ve BTB 

Domain Containing 16 (ZBTB16), The Promyelocytic Leukaemia Zinc Finger (PLZF), 

Neurogenin 3 (NGN3), Nanos homolog 2 (NANOS2), Nanos homolog 3 (NANOS3), 

Spermatogenesis And Oogenesis Specific Basic Helix-Loop-Helix 1 (SOHLH1), 

Spermatogenesis And Oogenesis Specific Basic Helix-Loop-Helix 2  (SOHLH2), 
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Forkhead Box Protein O1 (FOXO1), Integrin Subunit Alpha 6 (ITGA6, a6- integrin, 

CD49f), Lin-28 Homolog A (LIN28), ID4, Undifferentiated Embryonic Cell 

Transcription Factor 1 (UTF1), Cadherin 1 (CDH1), G protein-coupled receptor 

(GPR125), Integrin Subunit Beta 1 (ITGB1, b1-integrin, CD29), Epithelial Cell 

Adhesion Molecule (EPCAM, CD326), CD9 Molecule (CD9), Thymus Cell Antigen 1 

(THY1, CD90), Paired Box 7 (PAX7),  B Cell-Specific Moloney Murine Leukemia 

Virus Integration Site 1 (BMI1) ve Eomesodermin (T Box Brain Protein 2) (EOMES, 

Tbr2) gibi belirteçler tanımlanmıştır (Shinohara ve ark., 1999; Kubota ve ark., 2003; 

Tsuda ve ark., 2003; Buaas, 2004; Costoya, 2004; Ohmura ve ark., 2004; Ryu ve ark., 

2004; Yoshida ve ark., 2004; Hofmann ve ark., 2005; Ballow ve ark., 2006; Naughton 

ve ark., 2006; Yoshida ve ark., 2006; He ve ark., 2007; Seandel ve ark., 2007; Tokuda 

ve ark., 2007a; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2008; Lolicato ve ark., 2008; Seandel ve ark., 

2008; van Bragt, 2008; Suzuki ve ark., 2009; Toyoda ve ark., 2009; Zheng ve ark., 2009; 

Goertz ve ark., 2011; Barrios, 2012; Murozono ve ark., 2013) (Şekil 2.2).  

Whole mount immünohistokimya sonuçlarına göre ID4, PAX7, BMI1 ve EOMES 

belirteçleri en kısıtlı ekspresyon seviyesine sahip olan belirteçler olarak 

tanımlanmaktadır ve ekspresyonu yalnızca Asingle spermatogonyumlarda gözlenmektedir 

(M. J. Oatley ve ark., 2011; Aloisio ve Manjunath, 2014; Komai ve ark., 2014; Braun ve 

ark., 2017). GFRa1, NANOS2 ve UTF1 As, Apr ve Aal4 spermatogonyumlarda ekspre 

olmaktadır (Meng, 2000; van Bragt, 2008; Suzuki ve ark., 2009). ZBTB16, SAL4, 

LIN28, CDH1 ve FOXO1 belirteçleri farklanmış spermatogonyumlarda ekspre olan 

cKIT ile birlikte de lokalize olabilen tüm farklanmamış spermatogonyumlarda (Asingle, 

Apaired ve Aaligned) ekspre olmaktadır (Buaas, 2004; Costoya, 2004; Tokuda ve ark., 

2007b; Goertz ve ark., 2011; Eildermann ve ark., 2012; Hobbs, 2012; Gassei ve Orwig, 

2013). Kısıtlı ekspresyon seviyelerine sahip olduklarından ID4, PAX7 ve BMI1 

belirteçlerini ekspre eden hücrelerin esas spermatogonyal kök hücreler olduğu 

düşünülmektedir (D.G. de Rooij, 2017; Helsel ve ark., 2017; Lord ve Oatley, 2017). 

Yukarıda belirtilen belirteçlerden hücre yüzey belirteçleri ve sitoplazmik belirteçler 

literatürde spermatogonyal kök hücrelerin izolasyonları ve izolasyon sonrası hücre 

karakterlerinin belirlenmesi için kullanılmaktadır. 
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Şekil 2.2. Kemirgenlerde gözlenen spermatogonyal kök hücrelerin ekspre ettikleri belirteçler (Valli ve 

ark., 2014; Fayomi ve Orwig, 2018). 

2.7. İnsan Spermatogonyal Kök Hücrelerinin Belirteçlerinin Tanımlanması ve 

İzolasyonu 

İnsan spermatogonyal kök hücrelerinin moleküler fenotipleri hakkında literatürde 

oldukça az bilgi mevcuttur. Literatürdeki çalışmalara göre; UTF1, OCT2, EXOSC10, 

GDNF, GFRa1, CD9, SSEA4, GPR125, UCHL1, ZBTB16, ENO2, SALL4, LIN28, 

NANOS2, ITGA6 (a6- integrin, CD49f), EPCAM ve Fibroblast Growth Factor Receptor 

3 (FGFR3) gibi belirteçlerin insan spermatogonyal kök hücrelerini tanımlamak için ideal 

belirteçler olduğu belirtilmiştir (Shinohara ve ark., 2001; C. J. Brinster ve ark., 2003; 

Ryu ve ark., 2003; He ve ark., 2010; Ishii ve ark., 2012; Mirzapour ve ark., 2012; Sachs 

ve ark., 2014; Valli ve ark., 2014). Bazı çalışmalarda THY1, ITGA6 ve EPCAM 

belirteçlerinin insan spermatogonyal kök hücrelerin izolasyonunda kullanıldığı 

gösterilmektedir (Shinohara ve ark., 1999; Kubota ve ark., 2003; Ryu ve ark., 2004; 

Hermann ve ark., 2009). THY1’in kemirgenlerde ve insan olmayan primatlarda 

korunmuş bir spermatogonyal kök hücre belirteci olduğu bilinmektedir (Kubota ve ark., 

2003). THY1’in ayrıca insan spermatogonyal kök hücrelerinde ekspre olduğu da 

gösterilmiştir (He ve ark., 2010). Bu belirteçler deneysel çalışmalarda kök hücreleri 

tanımlamak ve izole etmek için kullanılabilmektedir. Kemirgenlerde, insan olmayan 

primatlarda ve insanda farklanmamış ve farklanma sürecine girmiş olan spermatogonyal 

kök hücrelerde ekspre olan belirteçler karşılaştırılmıştır (Şekil 2.3). 
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Şekil 2.3: Kemirgen, maymun ve insanda tanımlanan farklanmamış ve farklanma sürecine girmiş olan 

spermatogonyumlarda ekspre olan kök hücre belirteçleri (Fayomi ve Orwig, 2018), modifiye edilmiştir. 

İnsan spermatogonyal kök hücrelerinin izolasyonları; 3 farklı yöntem ile 

yapılabilmektedir.  

2.8. Differential Plating (Aşamalı Pasajlama)  

Aşamalı pasajlama yöntemi; 2 aşamadan oluşmaktadır; testis dokusundan enzimatik 

sindirim ile testiküler hücre süspansiyonunun elde edilmesi ve elde edilen hücrelerin 

standart kültür koşullarında inkübe edilmesinin ardından yüzen hücrelerin 

spermatogonyal kök hücreler olarak alınmasını içermektedir. Bu amaçla; ilk olarak testis 

dokusundan 2 aşamalı enzimatik sindirim (kollajenaz, tripsin-edta) ile testiküler hücre 

süspansiyonu elde edilir. Bu amaçla ilk olarak testis dokusu kollajenaz ile 37ºC de 20 

dakika inkübe edilerek interstisyel alandaki hücreler ve seminifer tübülün duvarı yıkılır. 

Ardından hücreler tripsin-EDTA/DNAaz varlığında 37°C de 10-15 dakika inkübe 

edilerek testiküler hücre süspansiyonu elde edilir. Bu işlemin ardından tüm testiküler 

hücreleri içeren süspansiyonu petrilerde bir gece standart koşullarda (DMEM ve %10 

FBS içeren medyum varlığında) kültüre edilir. Bu aşamada hücrelerden somatik 

karakterde olan hücreler petriye tutunurken spermatogonyal kök hücreler yüzen hücreler 
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olarak kalmaktadır. Ertesi gün yüzen hücreler spermatogonyal kök hücre içeren 

süspansiyon olarak alınır ve 1 gece daha standart koşullarda (DMEM ve %10 FBS 

içeren medyum varlığında) kültüre edilir. Bir sonraki gün yüzen hücreler 

spermatogonyal kök hücre süspansiyonu olarak alınır ve karakterize edildikten sonra 

yapılması planlanan deneyler için kullanılır. Bu yöntemin dezavantajı; minimum 

seviyede bile olsa spermatogonyal kök hücre süspansiyonunun içerisine somatik 

hücrelerin kontamine olabilmesidir.  

2.9. Floresan Aktive Hücre İzolasyonu (FACS)  

FACS yöntemi 2 aşamadan oluşmaktadır; testis dokusundan enzimatik sindirim ile 

testiküler hücre süspansiyonunun elde edilmesi ve spermatogonyal kök hücrelerin uygun 

bir belirteç için işaretlenerek hücrelerin FACS cihazı ile seçilmesini içermektedir. Bu 

amaçla; ilk olarak testis dokusundan 2 aşamalı enzimatik sindirim (kollajenaz, tripsin-

edta) ile testiküler hücre süspansiyonu elde edilir. Bu amaçla ilk olarak testis dokusu 

kollajenaz ile 37ºC de 20 dakika inkübe edilerek interstisyel alandaki hücreler ve 

seminifer tübülün duvarı yıkılır. Ardından hücreler tripsin-EDTA/DNAaz varlığında 

37°C de 10-15 dakika inkübe edilerek testiküler hücre süspansiyonu elde edilir. 

Ardından hücreler spermatogonyal kök hücrelerin yüzey belirteçleri ya da stoplazmik 

belirteçlerinin floresan bağlı antikorları kullanılarak işaretlenmesi ve ilgili belirteç 

açısından negatif ve pozitif olan hücre popülasyonlarının izole edilmesi şeklinde 

uygulanmaktadır. Yüksek spesifite de seçilim imkanı sağlayan bir izolasyon yöntemidir. 

Donanımlı bir ekipman ve deneyimli bir operatör gerektirmektedir. Bir günde izole 

edilebilecek hücre sayısı sınırlıdır ve maliyeti yüksek bir izolasyon yöntemidir.  

2.10. Manyetik Aktive Hücre İzolasyonu (MACS)  

MACS yöntemi 2 aşamadan oluşmaktadır; testis dokusundan enzimatik sindirim ile 

testiküler hücre süspansiyonunun elde edilmesi ve spermatogonyal kök hücrelerin uygun 

bir belirteç için işaretlenerek MACS kolonundan geçirilmesini içermektedir. Bu amaçla; 

ilk olarak testis dokusundan 2 aşamalı enzimatik sindirim (kollajenaz, tripsin-edta) ile 

testiküler hücre süspansiyonu elde edilir. Bu amaçla ilk olarak testis dokusu kollajenaz 

ile 37ºC de 20 dakika inkübe edilerek interstisyel alandaki hücreler ve seminifer tübülün 

duvarı yıkılır. Ardından hücreler tripsin-EDTA/DNAaz varlığında 37°C de 10-15 dakika 
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inkübe edilerek testiküler hücre süspansiyonu elde edilir. Ardından hücreler 

spermatogonyal kök hücrelerin yüzey belirteçleri ya da stoplazmik belirteçlerinin 

manyetik boncuk bağlı antikorları kullanılarak işaretlenmesi ve ilgili belirteç açısından 

negatif ve pozitif olan hücre popülasyonları izole edilmesi şeklinde uygulanmaktadır. 

FACS yöntemine göre daha az spesifik bir izolasyon yöntemidir. Laboratuvar benci 

üzerinde bir tabla ve ayrıştırıcı ile yapılabilir. Teknik açıdan çok tecrübe gerektirmez. 

Kısa sürede daha fazla hücre izole edilebilir.  

Son yıllarda yapılan çalışmalar da insan spermatogonyal kök hücreleri farklı belirteçler 

kullanılarak FACS ve MACS yöntemi ile izole edilmiş ve izole edilen hücreler fare 

testisine transplante edilerek hücrelerin koloni oluşturma kapasiteleri değerlendirilmiştir. 

Bu çalışmalar sonucunda spermatogonyal kök hücre izolasyonunda kullanılabilecek 

belirteçlerden FACS ve MACS için ideal olan bazı belirteçler tanımlanmıştır. 

Spermatogonyal kök hücre zenginleştirme için MACS izolasyon yöntemi tercih edilecek 

ise ITGA6, GPR125, CD9, SSEA4 belirteçlerinin kullanılmasının kök hücre 

zenginleştirme için uygun olduğu belirtilmektedir. FACS yöntemi kullanıldığında ise 

ITGA6+, SSEA4+, EPCAMlo ve THY1lo hücrelerin kullanılmasının kök hücre 

zenginleştirme için uygun olduğu belirtilmektedir. Birçok çalışmada insan 

spermatogonyal kök hücrelerinin yüzey belirteçlerine (GPR125, SSEA4, EPCAM, 

ITGA6 ve CD9) göre izole edilerek zenginleştirildiği gösterilmiştir (He ve ark., 2010; 

Izadyar ve ark., 2011; Zohni ve ark., 2012; Dovey ve ark., 2013; Valli ve ark., 2014). 

FACS yöntemi ile EPCAM+ insan spermatogonyal kök hücrelerinin izole edildiği bir 

çalışmada bu hücrelerin ksenotransplantasyon sonrasında fare seminifer tübüllerinde 

kolonizasyonu sağladığı gösterilmiştir (Dovey ve ark., 2013).  

İnsan spermatogonyal kök hücrelerinin izolasyonu ve zenginleştirilmesini sağlamak 

amacıyla yüzey belirteçlerinin tanımlanması için daha fazla çalışmaya ihtiyaç 

duyulmaktadır. Yüzey belirteçlerine ek olarak araştırmacılar insan seminifer tübüllerinin 

bazal membran üzerinde bulunan kök hücrelerin SALL4, ZBTB16, UTF, UCHL1 ve 

ENO2 belirteçlerini ekspre ettiklerini göstermişlerdir (Kristensen ve ark., 2008; X. Wu 

ve ark., 2009; He ve ark., 2010; von Kopylow ve ark., 2010; Eildermann ve ark., 2012; 

Kossack ve ark., 2013). SAL4, Sal gen ailesine ait olan ve türler arasında korunmuş bir 



 15 

transkripsiyon faktörüdür (Kuhnlein ve ark., 1994; Hollemann ve ark., 1996; Kohlhase 

ve ark., 1996; Ott ve ark., 1996; Camp ve ark., 2003; Sweetman ve ark., 2003; Kossack 

ve ark., 2013). SAL4’ün insan spermatogonyal kök hücrelerinin belirteci olduğu 

gösterilmiştir (Dovey ve ark., 2013). Ubiquitin Carboxylterminal Esterase L1 (UCHL1, 

PGP9.5) insan spermatogonyumların da tanımlanan intraselüler bir belirteçtir. FACS 

yöntemi her durumda spesifik seçilim yapmak için en geçerli yöntemdir fakat elde 

edilen hücre sayısının az olması ve maliyetinin yüksek olması yöntemin 

kullanılabilirliğini kısıtlamaktadır. Buna ek olarak spermatogonyal kök hücrelerinin 

kendilerini yenilemelerini ve proliferasyonlarını sağlayan faktörler bulunmaktadır. 

2.11. Kemirgen Spermatogonyal Kök Hücreleri ile Yapılan İn Vitro Çalışmalar 

Kemirgen spermatogonyal kök hücrelerinin izolasyonu ve in vitro kültürü ile ilgili 

birçok çalışma yapılmıştır ve bu çalışmalar sonucunda oldukça başarılı sonuçlar elde 

edilebilmiştir. Yapılan çalışmalarda spermatogonyal kök hücrelerin karakterleri yukarıda 

belirtilen kök hücre belirteçlerini ekspre etmelerine göre, aktiviteleri ise infertil alıcı 

farelerin testislerine transplante edildikten sonra spermatogenezi devam ettirmelerine 

göre değerlendirilebilmektedir. Kemirgen spermatogonyal kök hücrelerinin in vitro 

koşullarda çoğaltılabilmeleri ve sonrasında alıcı farelerin testislerine transplante edilerek 

spermatogenez sürecinin tamamlanabildiği ilk kez 1994 yılında gösterilmiştir. Brinster 

ve arkadaşları fare spermatogonyal kök hücrelerini alıcı farelere transplante ederek 

donor kökenli spermatogenez gözlemişler ve canlı yavru elde etmeyi başarabilmişlerdir 

(R. L. Brinster ve Avarbock, 1994; R. L. Brinster ve Zimmermann, 1994). Fakat bu 

çalışmada yalnızca 3 alıcı farede transplantasyondan 8 ay sonra canlı doğum 

gözlenebilmiştir. Canlı doğum başarısının düşük olması nedeni ile hücrelerin uzun süre 

in vitro koşullarda ekspansiyonlarının sağlanabilmesi ve daha kısa süre yavru eldesi için 

çalışmalar devam etmiştir.  

Yıllarca yapılan denemelerden sonra fare SKH lerinin uzun süreli kültür ile 

ekspansiyonu 2003/2004 yıllarında tanımlanmıştır (Kubota ve ark., 2004b; Takashima 

ve Shinohara, 2018). Yapılan bir çalışmada bir haftalık testisten alınan fare THY1+ 

hücrelerinin GDNF, GFRA1 ve FGF içeren medyumda STO destekleyici hücreleri ile 

kültüre edildiklerinde yüksek oranda kök hücre özellikleri taşıyan hücreler içeren germ 
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hücre kümeleri oluşturdukları ve pasajlama sonrası sayılarının arttığı gözlenmektedir 

(Kubota ve ark., 2004b). Hücrelerin kök hücre özellikleri transplantasyon deneyi ile de 

gösterilmiştir. Fare SKH lerinin uzun süreli kültür başarısı; (i) kültürde hızlı bir şekilde 

prolifere olabilecek olan somatik hücrelerin ayrıştırılarak SKH lerin izole edilebileceği 

ve zenginleştirilebileceği izolasyon yöntemlerinin geliştirilebilmesi (Kubota ve ark., 

2004b; Takashima ve Shinohara, 2018), (ii) GDNF nin kullanımının fare SKH lerini 

uzun süreli kültür sırasında destekleyebileceğinin ortaya konması (Nagano ve ark., 2003; 

Kubota ve ark., 2004a; J. M. Oatley ve Brinster, 2006; Takashima ve Shinohara, 2018) 

(iii) Kültürde kullanılan SKH lerin gelişim aşamasında en fazla sayıda elde 

edilebilecekleri bir haftalık farelerden alınması (Shinohara ve ark., 2001) ve fare STO 

hücreleri veya fare embriyonik fibroblastları ile kültüre edilmesidir (Kubota ve ark., 

2004b; Takashima ve Shinohara, 2018).  

Bununla birlikte, SKH kültürü doğumdan erişkine kadar her yaşta (Kubota ve ark., 

2004b; Takashima ve Shinohara, 2018) ve destekleyici hücreden yoksun ortamda 

gerçekleştirilebilir (Kanatsu-Shinohara ve ark., 2005; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2014). 

SKH lerin uzun süreli kültürü ile yöntemler sıçan ve hamster için de tanımlanmıştır ve 

GDNF nin etkisinin bu türler içinde korunduğu gözlenmiştir (Hamra ve ark., 2005; Ryu 

ve ark., 2005; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2008). Transplantasyon deneylerinin sonuçları 

uzun süre kültüre edilmiş SKH lerin spermatogenezi yeniden oluşturduğu, fonksiyonel 

sperm ürettiği ve fertiliteyi restore ettiği gösterilmiştir (Kubota ve ark., 2004b; Hamra ve 

ark., 2005; Ryu ve ark., 2005; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2008). Hayvan modellerinde 

yapılan çalışmalar (Ogawa ve ark., 2000; Nagano ve ark., 2001; Shinohara ve ark., 2001; 

C. J. Brinster ve ark., 2003; Honaramooz ve ark., 2003; Ryu ve ark., 2003; Mikkola ve 

ark., 2006; Kim ve ark., 2008; Herrid, 2009; Hermann ve ark., 2012)  kliniğe 

yansıtılabilirse otolog transplantasyon ile doğal fertilitenin gerçekleştirilmesi 

sağlanabilecektir. Bunun gerçekleşebilmesi için ilk aşamada insan spermatogonyal kök 

hücrelerinden homojen hücre izolasyonu yapılabilecek (izolasyon) yöntemlerin 

belirlenmesi ve en önemlisi az sayıda hücreden fertiliteyi restore edecek sayıda hücre 

elde edilmesi gerekmektedir. Bu sebeple insan spermatogonyal kök hücrelerinin in vitro 

koşullarda çoğaltılabilmesi, bunun için de spermatogonyal kök hücrelerin gelişimini 

destekleyen faktörlerin belirlenmesi gerekmektedir. 
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2.12. Spermatogonyal Kök Hücre Gelişimine Etki Eden Faktörler 

2.12.1. Glial Kökenli Nörotrofik Faktör (GDNF) ve Spermatogonyal Kök Hücre 

Gelişimindeki Rolü 

GDNF; böbrek ve periferik sinir sisteminin gelişiminde rol oynayan bir faktördür. 

GDNF yokluğunda fareler renal ve nöronal bozukluklar nedeni ile doğumda 

ölmektedirler (Kliesch ve ark., 1996). GDNF rodent spermatogonyal kök hücrelerinin 

kendini yenilemelerinde temel düzenleyicidir (Kubota ve ark., 2004b; Ryu ve ark., 

2004). GDNF; Sertoli hücrelerinden salınan ve in vivo ve in vitro koşullarda 

spermatogonyal kök hücrelerin kendilerini yenilemeleri ve devamlılığını sağlayan 

parakrin bir faktördür. GDNF +/- farelerde spermatogonyal kök hücre havuzunun 

tükenmesi ve ileri aşamada germ hücre kaybı olduğu bilinmektedir. GDNF aşırı 

ekspresyonun da ise farklanmamış spermatogonyumların seminifer tübüllerde biriktiği 

gözlenmektedir (Kliesch ve ark., 1996). GNDF koreseptör olarak görev yapan GFRA1’e 

bağlanarak ve c-RET aracılığı ile spermatogonyal kök hücrelerde hücre içi sinyali 

başlatmaktadır (Sariola ve Saarma, 2003; Kubota ve ark., 2004b; J. M. Oatley ve ark., 

2006). GNDF aynı zamanda spermatogonyal kök hücrelerin kendilerini yenilemelerini 

ve devamlılığını sağlayan alt sinyal yolakları olan phosphatidylinositol-3-kinase/AKT ve 

Src-family kinase (PI3K/AKT ve SFK) sinyal yolaklarını da aktive etmektedir 

(Braydich-Stolle ve ark., 2007; Lee ve ark., 2007; J. M. Oatley ve ark., 2007). GDNF, B 

cell CLL/lymphoma 6 member B (BCL6B), Ets variant 5 (ETV5), ID4, LIM homeobox 

1 (LHX1), POU3F1 gibi transkripsiyon faktörlerini aktive ederek spermatogonyal kök 

hücre gelişiminde rol oynamaktadır (J. M. Oatley ve ark., 2006).  

Yapılan çalışmalarda bu genlerin baskılanması ya da yokluğu durumunda 

spermatogonyal kök hücrelerin in vivo ve in vitro gelişimlerinin baskılandığı 

gösterilmektedir (Coulson ve ark., 2001; J. M. Oatley ve ark., 2007; Tokuda ve ark., 

2007a). RET, GFRA1, ETV5, ID4 ve BCL6B’in insan spermatogonyal kök hücrelerinde 

somatik hücrelere göre daha fazla ekspre olduğu bilinmektedir (X. Wu ve ark., 2009; 

Sachs ve ark., 2014). Yapılan bir çalışmada bir haftalık testisten alınan fare THY1+ 

hücrelerinin GDNF, GFRA1 ve FGF içeren medyumda STO destekleyici hücreleri ile 

kültüre edildiklerinde yüksek oranda kök hücre özellikleri taşıyan hücreler içeren germ 

hücre kümeleri oluşturdukları ve pasajlama sonrası sayılarının arttığı gözlenmektedir 
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(Kubota ve ark., 2004b). Hücrelerin kök hücre özellikleri transplantasyon deneyi ile de 

gösterilmiştir. Farklı çalışmalarda GDNF’nin farklı türlere ait spermatogonyal kök 

hücrelerinin uzun süreli kültüründe etkili olduğu gösterilmiştir (Kubota ve ark., 2004b; 

Hofmann ve ark., 2005). Başka bir çalışmada ise GDNF’nin sığır spermatogonyal kök 

hücrelerin gelişimini desteklediği gösterilmiştir (Aponte ve ark., 2008). 2009 yılında 

yapılan bir çalışmada in vitro koşullarda GDNF’nin insan ve fare spermatogonyal kök 

hücre gelişiminde ortak olan bir faktör olduğu gösterilmiştir (X. Wu ve ark., 2009).  

2.12.2. Fibroblast Büyüme Faktörü (FGF) ve Spermatogonyal Kök Hücre 

Gelişimindeki Rolü 

Fibroblast büyüme faktörleri (FGF) gelişim faktörlerinden oluşan bir ailedir ve birçok 

farklı organizmada tanımlanmıştır. FGF’ ler mitogenez, farklanma, hücre göçü ve hücre 

canlılığının sağlanması için gerekli olan birçok hücresel süreçte rol oynamaktadırlar 

(Goldfarb, 1996) ve germ hücre biyolojisinde önemlidirler. FGF9 ilk olarak her iki 

cinsiyette de gonadlarda ekspre olmaktadır ve gelişen testiste pre-Sertoli hücrelerinde 

sex-determining region Y (SRY) ve transkripsiyon faktörü SOX9 aktivasyonundan sonra 

ekspresyonu artmaktadır (Colvin ve ark., 2001; Nef ve ark., 2005). FGF9’ dan yoksun 

XY embriyolarda postkoital 12.5 günde birçok germ hücresi ölürken, aynı etki XX 

embriyolarda görülmemektedir. Bu durum FGF9’un germ hücre canlılığının 

sağlanmasında cinsiyete özgün bir rolü olduğunu düşündürmektedir (DiNapoli ve ark., 

2006). Aynı zamanda FGF9’un germ hücre pluripotensisini sağlayan genleri aktive ettiği 

gösterilmiştir ve FGF9 hücrelerin mayoz bölünmeye girişini indükleyerek 

spermatogenik gelişimi sağlamaktadır.  

FGF2, (bFGF, basic fibroblast growth factor) Sertoli hücrelerinden salınan ve 

spermatogonyal kök hücrelerin kendilerini yenilemelerini düzenleyen önemli bir 

faktördür. Testiste FGF2 Sertoli hücrelerinde, Leydig hücrelerinde ve germ 

hücrelerinde, özellikle de tip A spermatogonyumlar, pakiten primer spermatositler ve 

uzayan spermatidlerde ekspre olmaktadır (Mayerhofer ve ark., 1991). FGF2 Sertoli 

hücreleri için yaşamlarını sağlayan bir faktör, gonositler için de mitojenik bir faktördür 

(Van Dissel-Emiliani ve ark., 1996). FGF2 Sertoli hücrelerinin mitojeni olarak da 

tanımlanmıştır (Jaillard ve ark., 1987; Van Dissel-Emiliani ve ark., 1996). FGF2’nin 



 19 

Sertoli hücre belirteci olan GATA4 ekspresyonunu ve Sertoli hücre proliferasyonunu 

artırdığı gösterilmiştir (Kuijk ve ark., 2009). Bazı çalışmalar FGF2 nin testiküler 

hücrelerin proliferasyon ve farklanmalarında rol aldığını ve spermatogenezin 

düzenlenmesinde rol alabileceğini göstermektedir (Kuijk ve ark., 2009). FGF2’nin 

Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1 (MAP2K1) aracılığı ile Etv5, Bcl6b ve 

LHX1 genlerini aktive ettiği bilinmektedir (Ishii ve ark., 2012). İn vitro çalışmalarda 

FGF2’nin GDNF ile birlikte kullanımının spermatogonyal kök hücrelerin uzun süreli 

kendilerini yenilemelerinde ve ekspansiyonunda önemli olduğu vurgulanmaktadır 

(Kubota ve ark., 2004b). Bir çalışmada, domuz neonatal testisinin primer kültüründe 

LIF, GDNF, EGF ve FGF gibi faktörlerin etkisi değerlendirilmiş ve bu çalışmada EGF 

ve FGF’in spermatogonyal kök hücre benzeri hücre kolonilerinin oluşumunda ve gen 

ekspresyonlarında önemli bir etkiye sahip oldukları gösterilmiştir (Kuijk ve ark., 2009). 

Başka bir çalışmada FGF2’nin in vitro koşullarda AKT ve ERK in fosforilasyonu ile 

fare spermatogonyal kök hücrelerin proliferasyonu ve kök hücre aktivitelerini 

düzenlediği gösterilmiştir (Ishii ve ark., 2012). İnsanda hücre kültürüne FGF2 

eklenmesinin spermatogonyal kök hücrelerin proliferasyonuna katkı sağladığı 

gösterilmiştir (Mirzapour ve ark., 2012). 

2.12.3. Lösemi İnhibi Edici Faktör (LIF) ve Spermatogonyal Kök Hücre 

Gelişimindeki Rolü 

Lösemi inhibi edici faktör 38-67 kDa ağırlığında olan ve farklı dokularda birçok 

biyolojik süreçte rolü olan bir glikoproteindir. LIF ilk olarak 1980 lerde IL-6 sitokin 

ailesinin bir üyesi olarak tanımlanmıştır ve LIFR ve gp130 transmembran proteinlerini 

içeren reseptör kompleksine bağlanarak etki göstermektedir (Kubota ve ark., 2004b; Ryu 

ve ark., 2004; Davey ve ark., 2007). LIF’ in reseptörüne bağlanması JAK-STAT ve 

SHP2-ERK yolakları olan iki majör hücre içi sinyal yolağını aktive etmektedir. İlk 

aşamada LIF reseptörüne bağlanması ile JAK aktive olur ve STAT3’ü fosforile eder. 

Ardından STAT3 dimerizasyonu gerçekleşir (Friel ve ark., 2005) ve STAT3 dimerleri 

nükleusa göçerek DNA daki trankripsiyon faktörlerine bağlanır. LIF serumda 

bulunduğunda bu mekanizma ile kök hücrelerin kendilerini yenilemelerini sağlayan 

genleri aktive etmektedir (Kubota ve ark., 2004b; Friel ve ark., 2005; Davey ve ark., 

2007). Bu faktörlere ek olarak ayrıca spermatogonyal kök hücrelerin kendilerini 
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yenilemelerinde FGF8, CSF1, WNT3A, WNT5A, WNT6, ve VEGFA faktörlerinin de 

rolü olduğu gösterilmiştir (J. M. Oatley ve ark., 2009; Yeh ve ark., 2011; Lu ve ark., 

2013; Hasegawa ve Saga, 2014).  

2.13. İnsan Spermatogonyal Kök Hücreleri ile Yapılan İn Vitro Çalışmalar    

Literatürde insan spermatogonyal kök hücrelerinin in vitro koşullarda hayatta kalımları 

ve çoğalmaları ile ilgili çalışmalar bulunmaktadır (Nagano ve ark., 2001; Honaramooz 

ve ark., 2003; Kim ve ark., 2008; Herrid, 2009; Sadri-Ardekani ve ark., 2009; X. Wu ve 

ark., 2009; He ve ark., 2010; Sadri-Ardekani ve ark., 2011; Smith ve ark., 2014) (Tablo 

2.1). İnsan spermatogonyal kök hücreleri ile ilgili çalışmalar farklı gelişim 

dönemlerindeki (prepubertal, erişkin) erkeklerden testis örnekleri alınarak yapılmıştır ve 

bu çalışmalardan 2 tanesinde prepubertal erkeklerden alınan testis örnekleri 

kullanılmıştır (X. Wu ve ark., 2009; Sadri-Ardekani ve ark., 2011). Bu çalışmalarda 

spermatogonyal kök hücrelerin izolasyonu ve zenginleştirilmesi için farklı belirteçler 

(SSEA4, GPR125, ITGA6, THY1) ve yöntemler (Differential plating, FACS, MACS) 

kullanılmıştır. Bu çalışmalarda GDNF, FGF, EGF ve LIF gibi büyüme faktörleri, farklı 

destekleyici hücreler (C166, insan embriyonik fibroblast, Sertoli hücresi, THY1+ hücre) 

ve farklı ekstrasellüler matriks bileşenleri (jelatin, laminin, matrijel) kaplı petriler 

kullanılmıştır. Çalışmaların sonuçları insan spermatogonyal kök hücre belirteçleri 

açısından gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu ve immünohistokimya yapılarak 

değerlendirilmiş ya da kültüre edilen insan spermatogonyal kök hücreleri fare 

testislerine transplante edilerek germ hücre aktiviteleri değerlendirilmiştir (Tablo 2.1).  

Literatüre giren bu çalışmalar umut verici sonuçlar sunmakla birlikte birçok çalışmanın 

sonucu farklı araştırma grupları tarafından tekrarlanamamıştır ve halen insan 

spermatogonyal kök hücrelerinin uzun süre in vitro koşullarda ekspansiyonlarını 

sağlayan bir yöntem mevcut değildir. Yapılan çalışmaların başarısını kısıtlayan önemli 

bir konuda kültüre edilen insan spermatogonyal kök hücrelerinin spermatogenik ve fertil 

potansiyellerini test edecek fonksiyonel bir yöntemin eksikliğidir ve bu sebeple hayvan 

çalışmalarında alınan sonuçların insana yansıtılması mümkün olamamaktadır. Bu alanda 

metotların geliştirilmesi ve ilerleme kaydedilmesi gerekmektedir.  
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Tablo 2.1. İnsan spermatogonyal kök hücrelerinin in vitro kültürü ile ilgili yapılan çalışmalar 

Doku tipi İzolasyon yöntemi Büyüme 

faktörleri 

Destekleyici 

ortam 

Değerlendirme yöntemi 

Erişkin Diffrential plating EGF, GDNF, 

FGF, LIF 

Matrijel RT-PCR; EPCAM, GPR125,   

SSEA4, ITGA6 

Prepubertal Differential Plating EGF, GDNF, 

LIF 

Laminin Transplantasyon, RT-PCR; 

ZBTB16, ITGA6, ITGB1, 

CD9, GFRa1, GPR125, 

UCHL1 

Erişkin Differential Plating EGF, GDNF, 

LIF 

Laminin Transplantasyon, ICC; 

ZBTB16 

RT-PCR; ZBTB16, ITGA6, 

ITGB1, 

Erişkin Differential Plating - Sertoli hücresi ICC; OCT4, Vimentin 

Alkalen fosfataz boyanması 

Erişkin Differential Plating 

ve MACS 

GDNF, Gfra1, 

NUDT6, EGF, 

LIF, TGFB 

% 0.1’lik 

jelatin 

ICC; GPR125, ITGA6, GFRa1, 

THY1 

Prepubertal Mikromanipulatör GDNF, FGF C166 ICC; UCHL1 

Erişkin MACS (ITGA6) FGF, GDNF, 

LIF 

hESCdF lar ICC; OCT4, SSEA1, ITGA6 

RT-PCR; OCT4, Stra8, DAZL, 

NOTCH1, Ngn3, Kit 

Erişkin Differential plating FGF, LIF Sertoli hücresi Transplantasyon, Alkalen 

fosfataz boyaması ICC; Oct4, 

Vimentin, RT-PCR; Oct4, 

Nanog, Stra8, PIWII2, VASA 

Erişkin FACS (CD45, 

THY1, SSEA4 

EGF, GDNF, 

LIF 

İnsan THY1+ 

hücre 

ICC; SSEA4, VASA 

2.14. Ksenotransplantasyon Modelleri ile Kök Hücre Fonksiyonunun Test Edilmesi 

Homolog türler arasında transplantasyon, farede olduğu gibi kültürdeki spermatogonyal 

kök hücrelerin aktivitelerinin belirlenmesi için en güvenilir yöntemdir. Yapılan 

çalışmalarda spermatogonyal kök hücrelerin aktiviteleri infertil alıcı farelerin testislerine 

transplante edildikten sonra spermatogenezi devam ettirmelerine göre 

değerlendirilebilmektedir. Bu yöntem insan çalışmalarında mümkün değildir. Bu 

nedenle insandan fareye ksenotransplantasyon yöntemi alternatif olarak 

kullanılmaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalarda insan spermatogonyal kök 

hücrelerinin fare seminifer tübüllere transplantasyonu ile alıcıdaki spermatogonyal kök 

hücrelerin kök hücre aktivitelerinin değerlendirilebileceği gösterilmektedir (Nagano ve 

ark., 2002; Sadri-Ardekani ve ark., 2009; X. Wu ve ark., 2009; He ve ark., 2010; Izadyar 

ve ark., 2011; Sadri-Ardekani ve ark., 2011; Zohni ve ark., 2012; Dovey ve ark., 2013).  
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İnsandan fareye spermatogonyal kök hücrelerin ksenotransplantasyonunun ardından 

alıcıdaki kök hücre sayısının gösterilmesi RT-PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) ve 

immünohistokimya gibi yöntemler ile mümkündür. İnsan spermatogonyal kök 

hücrelerinin fare testisine ksenotransplantasyondan sonra fare seminifer tübüllerinde tüm 

spermatogenez sürecini tamamlayamamaktadırlar fakat spermatogonyal kök hücre 

aktivitesi ile ilgili birçok fonksiyonu gösterebilmektedirler. Hücreler fare Sertoli 

hücreleri tarafından fagositoza uğramadan seminifer tübülün bazaline yerleşmekte, 

spermatogonyumlar gibi hücre dizileri oluşturmakta ve seminifer tübüllerde birkaç ay 

yaşamlarını sürdürmektedirler (Dovey ve ark., 2013; Valli ve ark., 2014). Bu çalışmalar 

ksenotransplantasyon gibi fonksiyonel testlerin de kullanılacağı ileri çalışmalar ile 

gelişim faktörlerinin kök hücre proliferasyonu üzerindeki etkisinin analiz edilebileceğini 

göstermektedir.  

İnsan spermatogonyal kök hücre izolasyonu sırasında gözlenebilen bir başka problem de 

erkek hastalardan alınan testis örneklerinin malign hücreler içermesi olasılığıdır. Kim ve 

arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada lösemi olan erkek hastaların kanser 

tedavisine başlamadan önce testis dokularında %20 oranında malign hücre olduğu 

gösterilmiştir (Kazuki ve ark., 2003). Jahnukainen ve arkadaşlarının yapmış olduğu 

başka bir çalışmada testis hücrelerinin transplantasyonu sonrasında löseminin alıcıya 

geçtiği gösterilmiştir. Bu araştırmacılar lösemik hücrelerin hastalığın geçişini sağladığını 

ve 3 hafta içinde terminal lösemi oluştuğunu göstermişlerdir (Oshikiri ve ark., 2003). Bu 

araştırmalar; yapılan transplantasyon çalışmalarında alıcıda kanser görülme riskinin de 

değerlendirilmesi gerektiğini göstermektedir.  

İnsan spermatogonyal kök hücreleri ile ilgili Dovey ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir 

çalışmada spermatogonyal kök hücre izolasyonu için EPCAM belirteci kullanılmıştır 

(Dovey ve ark., 2013). Buna ek olarak malign kontaminasyonu engellemek için 

kontamine olmayan hücrelerin seçilmesi amaçlanmış ve lökosit belirteci (HLA-ABC, 

CD49e) ekspre etmeyen hücreler izole edilmiştir. Bu çalışmada izolasyon yöntemi 

olarak FACS yönteminden yararlanılmıştır. Bu çalışmada izole edilen hücreler fare 

seminifer tübüllerine transplante edildikten sonra ‘‘whole mount’’ yöntemi ile 

değerlendirilmiş ve izole edilen hücrelerin fare seminifer tübüllerinde koloni 
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oluşturdukları gözlenmiştir. EPCAM+, HLA-ABC+, CD49e+ fenotipindeki hücrelerin 

transplantasyonu sonrasında tümör oluşumu gözlenirken, EPCAM+, HLA-ABC-, 

CD49e- fenotipindeki hücrelerin transplantasyonu sonrasında herhangi bir tümör 

oluşumuna rastlanmamıştır (Dovey ve ark., 2013). Bu çalışma ile kök hücre 

izolasyonunda kontamine olmayan hücrelerin seçiminin ve transplantasyon sonrasında 

‘‘whole mount immünfloresan’’ yöntemi ile değerlendirilme yapılmasının çalışmaların 

başarısının artırılması açısından önemi görülmektedir.  

Literatüre yeni giren başka bir çalışmada insan spermatogonyal kök hücrelerin fare 

seminifer tübüllerine transplantasyonu sonucunda transplante edilen hücrelerin alıcı 

seminifer tübüllerinde kök hücre kolonileri oluşturdukları ‘‘whole mount 

immünfloresan’’ yöntemi ile gösterilmiştir (Valli ve ark., 2014). İnsan spermatogonyal 

kök hücreleri ile ilgili yapılan birçok çalışmada ksenotransplantasyon deneyinden 

yararlanılmış ve değerlendirmeler ‘‘whole mount immünfloresan’’ yöntemi ile değil, 

seri kesitlerde yapılmıştır. Bu şekilde değerlendirilen transplante edilen hücrelerin zincir 

ve küme oluşumlarının analizi yeterince mümkün değildir. Bu bilgiler dahilinde, insan 

spermatogonyal kök hücrelerinin izolasyonu ve in vitro koşullarda çoğaltılması ile ilgili 

daha fazla çalışmaya ihtiyaç olduğu, bununla birlikte son yıllarda uygulanmaya başlanan 

ksenotransplantasyon ve ‘‘whole mount immünfloresan’’ yöntemlerinin yapılacak olan 

çalışmalarda kullanılmasının bu çalışmaların başarısının artırılmasına katkı sağlayacağı 

düşünülmektedir. 

2.15. Hipotez ve Amaç  

Bu bilgiler ışığında; bu çalışmanın hipotezi GDNF, FGF ve LIF gibi gelişim 

faktörlerinin, farklı destekleyici hücrelerin (STO, SSEA4-THY1+, THY1+) ve 

ekstraselüler matriks materyallerinin (kollajen, laminin) ve ayrıca kollajen ile kök hücre 

zenginleştirmenin in vitro kültür koşullarında insan spermatogonyal kök hücrelerinin 

çoğalmasını artıracağıdır. Bu çalışmanın amacı; farklı belirteçler (SSEA4, THY1, 

ITGA6) ve yöntemler (floresan aktive hücre izolasyon yöntemi, manyetik aktivasyon 

bağımlı hücre izolasyon yöntemi, kollajen ile kök hücre zenginleştirme) ile insan 

spermatogonyal kök hücrelerinin izole edilmesi ve çeşitli in vitro koşullarda kültüre 

edilmesinin ardından kültür koşullarının bu hücrelerin hayatta kalımlarına ve 
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çoğalmalarına etkisinin değerlendirilmesidir. Bu amaç için aşağıdaki hedefler 

gerçekleştirilmiştir:  

1) İnsan spermatogonyal kök hücreleri farklı belirteçler (SSEA4, THY1, ITGA6) ile 

izole edildi ve mitotik olarak inaktive edilmiş farklı destekleyici hücreleri (STO, SSEA4-

THY1+, THY1+) varlığında GDNF, FGF ve LIF büyüme faktörleri içeren kültür 

koşullarında kültüre edildi.  

2) Yukarıda açıklanan izolasyon yöntemlerinin ve kültür koşullarının insan 

spermatogonyal kök hücrelerinin hayatta kalımları ve çoğalmalarına etkisini 

değerlendirmek amacı ile ilk kültürden sonra ve devamında yapılan her pasajda UTF1 

kök hücre belirteci kullanılarak immünohistokimya ile spermatogonyal kök hücre sayısı 

belirlendi.  

3) Manyetik aktivasyon bağımlı hücre izolasyon yöntemi ile izole edilen insan 

spermatogonyal kök hücreleri, kök hücre sayısının zenginleştirilmesi amacı ile tip I 

kollajen varlığında inkübe edildi ve bu yöntemin UTF1+ insan spermatogonyal kök 

hücre sayısına ve bu hücrelerin in vitro koşullarda hücre hayatta kalımına ve 

çoğalmalarına etkisi değerlendirildi.   

Sonuç olarak; literatürdeki fare spermatogonyal kök hücrelerinin in vitro kültür 

koşullarında başarılı olarak çoğaltılması bilgisi temel alınarak, farklı izolasyon 

yöntemleri ve destekleyici somatik hücre hatlarının insan spermatogonyal kök hücre 

sayısına etkisi değerlendirildi. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. İnsan Testiküler Dokusunun Hazırlanması ve Hücre Süspansiyonu Elde 

Edilmesi  

Sağlıklı erişkin insan testis dokusu, Pittsburgh Üniversitesi Sağlık Bilimleri doku 

bankasından temin edildi (Etik kurul onay numarası: IRB PRO0506140). Dokular elde 

edildikten sonra Ringer solüsyonu içerisinde buza alınarak laboratuvara ulaştırıldı.  

İnsan testiküler parankim dokusundan iki aşamalı enzimatik sindirim yöntemi ile 

hücreler ayrıldı (Hermann ve ark., 2007; Hermann ve ark., 2009; Dovey ve ark., 2013).  

Bu amaçla, testiküler doku tip IV kollajenaz (#LS004186, Worthington, USA) 

varlığında 37°C karıştırıcı üzerinde inkübe edildi ve ardından kuvvetli olarak 

karıştırıldıktan sonra 3-5 dakika daha inkübe edildi. İzole edilen seminifer tübüller 

200g’de 5 dakika santrifüj edildi ve HBSS (Hank's balanced salt solution, #14175-095, 

Invitrogen, USA) solüsyonunda yıkandı. Yıkamanın ardından seminifer tübüller %0.25 

tripsin/EDTA (trypsin/ethylenediaminetetraacetic acid, #25200056, Gibco, USA) ve 

DNAaz I (#D3159, Sigma, USA) enzimleri ile 5 dakika 37°C inkübe edildi. Bu işlem 5-

15 dakika aralığında sürdürüldü. Enzimatik sindirim işlemi %10 FBS (Fetal bovine 

serum, #10082147, Gibco) eklenerek durduruldu ve hücreler 70mm’lik filtre (Becton 

Dickson) ile ayrıştırıldı. Ardından hücreler 600g’de 15 dakika santrifüj edildi. Elde 

edilen hücre pelleti 40x106 hücre/mL konsantrasyonunda %10 FBS içeren MEMa 

(minimal essential medium a, # 30-2002, ATCC) ile süspansiyon haline getirildi. 

MEMa, %20 FBS ve %20 dimethylsulfoxide (DMSO, #C6164, Sigma) içeren 

kriyoprezervasyon medyumu hücrelere eşit oranda damla damla eklendi ve MEM a/%15 

FBS/%10 DMSO içerisinde 20 x106/mL son konsantrasyon olacak şekilde hücreler 

kriyotüplere konuldu. Hücreleri içeren kriyotüpler Nalgene freezing containers 

(Nalgene-Nunc International) kullanılarak kontrollü bir şekilde donduruldu ve sıvı 

nitrojende saklandı. Her deney öncesinde hücreler 37°C de çözüldü ve 10% FBS içeren 

MEM a medyumu ile yıkandıktan sonra aynı medyumda süspanse edildi. Bu çalışma 

için; farklı yaş gruplarındaki 10 farklı donore ait kadavralardan testis dokuları alındı. 

Alınan dokulardan yukarıda açıklanan protokol ile testiküler hücre süspansiyonu elde 
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edilerek donduruldu (Tablo 3.1). Daha sonraki tüm deneylerde hazırlanan dondurulmuş 

hücre süspansiyonları çözülerek kullanıldı. 

Tablo 3.1: Çalışmada kullanılan insan testiküler dokusunun alındığı donörlere ait bilgiler. 

Doku tipi Donor kodu Donor yaşı Uygulanan protokol 

Erişkin testis 15091105 40-50 Hücre süspansiyonu hazırlama ve dondurma 

 

Erişkin testis 15092201 50-60 Hücre süspansiyonu hazırlama ve dondurma 

 

Erişkin testis 15100605 41 Hücre süspansiyonu hazırlama ve dondurma 

 

Erişkin testis 15100605 30-40 Hücre süspansiyonu hazırlama ve dondurma 

 

Erişkin testis 15101305 19 Hücre süspansiyonu hazırlama ve dondurma 

 

Erişkin testis 15111502 30-40 Hücre süspansiyonu hazırlama ve dondurma 

 

Erişkin testis 15122503 20-25 Hücre süspansiyonu hazırlama ve dondurma 

 

Erişkin testis 16010507 30-40 Hücre süspansiyonu hazırlama ve dondurma 

 

Erişkin testis 16013003 20-30 Hücre süspansiyonu hazırlama ve dondurma 

 

Erişkin testis 16020306 40-45 Hücre süspansiyonu hazırlama ve dondurma 

 

3.2. FACS (Floresan Aktive Hücre Ayrıştırma) Yöntemi ile İnsan 

Spermatogonyumu Elde Edilmesi 

İlk aşamada donörlerden elde edilen ve dondurulan insan testis hücre süspansiyonları 

37°C de çözüldü ve hücre izolasyon deneyleri yapıldı (n=6). İnsan testislerinden elde 

edilen hücre süspansiyonu %10 FBS içeren Dulbecco's phosphate-buffered saline (D-

PBS, #14200075, Gibco) medyumunda ve buz üzerinde floresan bağlı antikorlar 

(THY1-APC, klon 5E10, 0.5mg/106; #559869, Becton Dickinson ve SSEA4-Alexa 

Flour klon GoH3, 20ml/106 hücre; #560308, Becton Dickinson, USA) ile 20 dakika 

inkübe edildi. Bağlanmayan antikorlar D-PBS ile yıkandıktan sonra 35 mm’lik filtreden 

geçirildi ve canlı, ölü hücrelerin ayırt edilmesi için 0.5mg/ml konsantrasyonda 

propidium iodide (#556463, Becton Dickinson) ile boyandı. FACS yöntemi 

FACSvantage SE (Beckton Dickinson) cihazı kullanılarak uygulandı. Ayrıştırma 

açıklıkları ölü hücreler ve nonspesifik bağlanması olan hücreler dışındaki sağlıklı 
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hücrelerin kullanılan belirteci ekspre etme seviyesine göre belirlendi. FACS analizi 

sonucunda insan testiküler hücre süspansiyonlarından SSEA4 ve THY1 belirteçlerini 

ekspre etme seviyelerine göre; SSEA4-/THY1-, SSEA4-/THY1+, SSEA4+/THY1- olmak 

üzere 3 farklı hücre fraksiyonu oluştuğu gözlendi ve hücreler izole edildi. Buna ek olarak 

yalnızca THY1 belirteci kullanılarak da destekleyici hücre elde edilip edilemeyeceğinin 

test edilmesi amacı ile insan testiküler hücreleri yalnızca THY1 belirteci ile işaretlenerek 

de FACS analizi yapıldı. Bu amaçla floresan bağlı THY1 antikoru kullanıldı. FACS 

analizi sonunda THY1- hücreler ve THY1dim ve THY1bright olmak üzere 2 farklı hücre 

popülasyonu içeren THY1+ hücreler izole edildi. Bu hücrelerden THY1bright olan 

hücrelerin in vitro koşullarda bir önceki deneylerde insan spermatogonyal kök 

hücrelerini destekleme etkilerinin yüksek olduğu gözlenen SSEA4-/THY1+ hücreler ile 

aynı fenotipi gösterip göstermedikleri değerlendirildi.  

3.3. Ksenotransplantasyon ve Whole Mount İmmünfloresan ile Fare Seminifer 

Tübüllerinde İnsan Spermatogonyal Kök Hücrelerinin Sayılarının ve Koloni 

Oluşturma Kapasitelerinin Değerlendirilmesi 

FACS ile hücrelerin izole edilmelerinin ardından kontrol (insan testiküler hücre 

süspansiyonu), SSEA4-/THY1-, SSEA4-/THY1+, SSEA4+/THY1-  testiküler hücreler 

busulfan uygulanmış (40 mg/kg; #B2635, Sigma) ve immün sistemden yoksun 5 ya da 6 

haftalık farelerin (NCr nu/nu; Taconic) testislerine transplante edildi (Mayerhofer ve 

ark., 1991; Hermann ve ark., 2007; Sadri-Ardekani ve ark., 2011) (n=6). Busulfan 

uygulamasından 5 hafta sonra %10 oranında trypan mavisi (#T8154, Sigma) içeren 

hücre süspansiyonu alıcı farelerin seminifer tübüllerine efferent kanallardan 7µl 

enjeksiyon ile transplante edildi. Her gruptan elde edilen hücreler 3 farklı farenin sağ ve 

sol testislerine transplante edildi. İnsan spermatogonyumlarının kolonizasyonunun 

sayısal olarak değerlendirilmesi için transplantasyondan sekiz hafta sonra farelerin testis 

dokuları alındı. Testislerin tunika tabakası ayrıldıktan sonra intakt seminifer tübüller D-

PBS içerisinde bulunan Tip IV kollajenaz (1 mg/mL) ve DNAaz I (1 mg/mL) enzimleri 

ile inkübe edilerek ayrıştırıldı. Tübüller %4’lük paraformaldehit ile fikse edildikten 

sonra ‘whole mount’ immünfloresan yöntemi uygulandı.  
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3.4. Whole Mount İmmünfloresan Yöntemi 

Testisler, artan dereceli metanollerden geçirilerek sudan kurtarıldı ve MeOH: DMSO: 

H2O2 (4:1:1) içeren solüsyon ile 3 saat inkübe edildi. Tübüller rehidrate edildi ve D-PBS 

içerisinde süt solüsyonu (D-PBS 0.02 mg/mL blotto dry milk powder; #sc2324, Santa 

cruz % 5 Triton-X; #T8787, Sigma) içinde bloklandı. Ardından tavşan ‘anti-primat’ 

primer antikoru (Hermann ve ark., 2007) ile 4°C’de gece boyu inkübe edildi. Keçi anti-

tavşan IgG AlexaFluor 488 (1:200 dilüsyon; #A11034, Invitrogen) sekonder antikoru ile 

primer antikor işaretlendi. Son olarak seminifer tübüller DAPI içeren VectaShield 

kapatma solüsyonu (#H-1200, Vector Laboratories, USA) kullanılarak yüksek lameller 

ile kapatıldı. Elde edilen sonuçlar floresan mikroskobunda uygun dalga boyunda 

incelendi. Spermatogonyal koloniler aşağıdaki kriterlere göre değerlendirildi.   

1)  En az dört tane ve bir arada olan hücrenin spermatogonyal hücre morfolojik 

özelliğini göstermesi (ovoid yapıya sahip olması ve yüksek nükleus sitoplazma oranına 

sahip olması). 

2) Hücrelerin alıcı fare testisinde bazal membrana sürekli bir alanda yerleşmiş 

olmaları. 

Seminifer tübüllerde gözlenen ve yukarıda belirtilen özelliklere sahip olan hücre 

kümeleri Nikon Eclipse E600 Fluorescence mikroskobu (Nikon) ile değerlendirildi ve 

koloni olarak sayıldı ve sonuçlar MetaView Digital Imaging software kullanılarak 

kaydedildi.  Koloni sayıları excel programına aktarıldı ve her testis için elde edilen 

koloni sayıları hesaplandı. 

3.5. SSAE4-/THY1+ Hücrelerin İn Vitro Koşullarda Çoğaltılması 

FACS ile izole edilmiş olan SSAE4-/THY1+ hücrelerin çoğaltılmaları ve daha sonraki in 

vitro deneylerde destekleyici hücreler olarak kullanılmaları amaçlandığından hücreler 

0.1% jelatin (#1393, Sigma) ile 37°C de 15 dakika inkübe edilerek kaplanmış petrilere 

ekildi (n=6). Kültür için izolasyon sonrası elde edilen hücre sayısına göre, 24 kuyucuklu, 

48 kuyucuklu ve 6 kuyucuklu petrilere sırası ile 1x105, 2x105, 5x105 sayıda hücre ekildi. 

SSAE4-/THY1+ hücreler Stem Pro 34 medyumu (#10639011, Life Technologies) 

içerisinde belirtilen faktörler de eklenerek kültüre edildi: %1 penicillin-streptomycin 

(#15140122, Gibco) %1 insulin- transferrin- selenium (ITS) solüsyonu (#25-800-CR 

Corning), %1 knock out serum replacement (#10828028, Gibco). Hücrelerin medyumu 
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her 72 saatte değiştirildi. Hücreler petrinin %80 i oranında çoğaldıktan sonra; 3-4. günde 

1:2 ya da 1:3 oranında pasajlandı. Pasajlama işlemi için medyum uzaklaştırıldı ve HBSS 

solüsyonu ile hücreler yıkandı. Ardından hücrelerin yüzeyini kaplayacak miktarda 

0.05’lik Tripsin/EDTA (#25300054, Gibco) eklendi. Hücrelerin tamamı petriden 

ayrılana kadar mikroskopta gözlenerek tripsinizasyon yapıldı ve reaksiyon %10 FBS 

eklenerek durduruldu. Ardından hücreler 50’lik falkonlara alındı. Petri kabı aynı 

miktarda medyum eklenerek yıkandı ve medyum hücrelerin alındığı falkona eklendi. 

Hücreler 3500 g’de 7 dakika santrifüj edildi. Elde edilen pelet resüspanse edildi ve 

uygun miktarda medyum eklenerek yeni petri kaplarına aktarıldı. Hücreler yeterli 

miktarda çoğaltıldıktan sonra petri kabındaki medyum miktarının %10 oranında 

mitomycin C (#M4287, Sigma) eklenerek hücreler mitotik olarak inaktif hale getirildi. 

Ardından tripsinizasyon ile kaldırılarak %10 DMSO içeren kültür medyumu ile 

resüspanse edilerek donduruldu ve sıvı nitrojene aktarıldı. Dondurulmuş olan SSEA4-

/THY1+ hücreler sonraki aşamalarda 37°C’de çözülerek kullanıldı.  

3.6. Fare STO Hücrelerinin İn Vitro Koşullarda Çoğaltılması  

Fare SIM mouse embryo derived thioguanine and ouabain resistant (STO) hücrelerinin 

destekleyici hücreler olarak kullanılmaları amaçlandığından STO hücreleri in vitro 

koşullarda çoğaltıldı. Bu amaçla, STO hücre hattı (#SCRC-1049, ATCC) kullanıldı.  

Hücreler ilk aşamada 75 cm2 lik petrilerde %10 FBS (fetal bovine serum) ve %1 

penicillin-streptomycin içeren DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, # 30-

2002, ATCC) medyumunda kültüre edildi. Ardından hücreler 1:10 oranında pasajlandı 

ve çoğaltıldı. Hücrelere yukarıda açıklanan protokol ile mytomycin-C uygulaması 

yapıldı ve donduruldu.  

3.7. MACS (Manyetik Aktive Hücre Ayrıştırma) Yöntemi ile İnsan 

Spermatogonyumlarının Elde Edilmesi 

Donörlerden elde edilen ve dondurulan insan testis hücre süspansiyonları 37°C de 

çözüldü ve hücre izolasyon deneyleri yapıldı (n=6). MACS yöntemi ile insan testiküler 

hücre süspansiyonlarından, ITGA6 antikoru kullanılarak kontrol (insan testiküler hücre 

süspansiyonu), ITGA6-, ITGA6+ olmak üzere 3 farklı hücre grubu izole edildi. İnsan 

testislerinden elde edilen hücre süspansiyonu %10 FBS içeren Dulbecco's phosphate-
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buffered saline (D-PBS) medyumunda ve buz üzerinde PE konjuge sıçan-anti insan 

ITGA6 antikoru (ITGA6, 10ml/106 hücre; #555736, Becton Dickinson) ile 20 dakika 

inkübe edildi. Bağlanmayan antikorlar D-PBS ile yıkandı. Ardından hücreler PE 

konjuge manyetik boncuklar (#130-048-801, Miltenyi Biotec) ile 45 dakika inkübe 

edildi ve D-PBS ile yıkandı. İşaretlenen hücreler MACS ayrıştırıcı kolonlara (#LS130-

042-401, Miltenyi Biotec) yüklenerek manyetik işaretli hücrelerin kolona tutunması ve 

işaretli olmayanların ayrılması sağlandı. Ardından kolonda tutunan ITGA6+ hücreler 15 

ml’lik falkona aktarıldı.   

3.8. MACS (Manyetik Aktive Hücre Ayrıştırma) Yöntemi ile İnsan THY1+ 

Testiküler Hücrelerinin İzole Edilmesi  

Dondurulmuş insan testiküler hücreleri 37°C de çözüldü ve MACS yöntemi ile insan 

testiküler hücre süspansiyonlarından THY1 antikoru kullanılarak hücre izolasyonu 

yapıldı (n=6). İnsan testislerinden elde edilen hücre süspansiyonu %10 FBS içeren 

Dulbecco's phosphate-buffered saline (D-PBS) medyumunda ve buz üzerinde APC 

konjuge THY1 antikoru ile 20 dakika inkübe edildi. Bağlanmayan antikorlar D-PBS ile 

yıkandı. Ardından hücreler APC konjuge manyetik boncuklar (#130-090-855, Miltenyi 

Biotec) ile 45 dakika inkübe edildi ve D-PBS ile yıkandı. İşaretlenen hücreler MACS 

ayrıştırıcı kolonlara yüklenerek manyetik işaretli hücrelerin kolona tutunması ve işaretli 

olmayanların ayrılması sağlandı. Ardından kolonda tutunan THY1+ hücreler 15 mllik 

falkona aktarıldı.  Kontrol (insan testiküler hücre süspansiyonu), THY1-, THY1+ olmak 

üzere 3 farklı hücre grubu izole edildi. 

3.9. Tip I Kollajen Kullanılarak İnsan Spermatogonyal Kök Hücrelerinin 

Zenginleştirilmesi  

İlk olarak MACS yöntemi ile testiküler hücre süspansiyonundan yukarıda detayları 

belirtilen protokol ile ITGA6+ hücreler izole edildi (n=6). Hücrelerin kültüre edileceği 

petri kapları tip I kollajen (Collagen Type I, #08-774-550, Corning) varlığında 2 saat 

kültüre edildi ve kaplandı. Ardından MACS ile izole edilmiş olan ITGA6+ hücreler tip I 

kollajen kaplı petrilere ekildi ve gece boyu 37°C’lik 5% CO2 inkübe edildi. Ertesi gün 

yüzen hücreler alındı ve aynı koşullarda gece boyu kültüre edildi. İkinci günün sonunda 

yüzen hücreler zenginleştirilmiş spermatogonyal kök hücreler olarak alındı. Kültür 
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sonunda elde edilen zenginleştirilmiş spermatogonyal kök hücreler ve ITGA6+ hücreler 

immünositokimya ile içerdikleri UTF1+ hücre sayısının belirlenmesi için superfrost 

lamlara alındı. Buna ek olarak hücrelerin bir kısmı da MACS ile izole edilmiş THY1+ 

destekleyici hücreleri varlığında 37oC ve %5 CO2 de 1 ve 2 hafta süreyle kültüre edildi 1 

ve 2 haftalık kültür sonunda iki farklı koşulda kalan UTF1+ hücre sayısı 

immünositokimya yöntemi ile belirlendi. 

3.10. ITGA6+ Spermatogonyal Kök Hücrelerin Kültürü 

MACS ile izole edilmis spermatogonyal kök hücreler farklı kültür koşullarında 1 ve 2 

hafta kültüre edildi (n=6). İnsan spermatogonyal kök hücrelerini destekleme 

kapasitelerinin değerlendirilmesi amacı ile aşağıda belirtilen kültür koşulları oluşturuldu; 

1) ITGA6+ hücrelerin fare STO hücreleri ve FACS ile izole edilmiş insan SSEA4-

/THY1+ hücreleri varlığında ve mSFM medyumu ile kültürü  

2) ITGA6+ hücrelerin fare STO hücreleri ve FACS ile izole edilmiş insan SSEA4-

/THY1+ hücreleri varlığında ve mSFM ve Stem Pro medyumları ile kültürü  

3) ITGA6+ hücrelerin FACS ile izole edilmiş insan SSEA4-/THY1+ hücreleri ve 

insan laminin varlığında kültürü  

4) ITGA6+ hücrelerin MACS ile izole edilen THY1+ hücreler ve FACS ile izole 

edilen SSEA4-/THY1+ hücreleri varlığında kültürü  

5) MACS ile izole edilen ITGA6+ hücreler ve tip 1 kollajen ile zenginleştirilmiş 

ITGA6+ hücrelerin THY1+ hücreleri varlığında kültürü 

Yukarıda belirtilen tüm kültürlerde SSEA4-/THY1+ hücreler ve THY1+ hücreler 

25.000/cm2, STO hücreleri 50.000/cm2 ve ITGA6+ hücreler 50.000/cm2 olacak şekilde 

ekildi. Bununla birlikte kullanılan medyum içerisine spermatogonyal kök hücre gelişimi 

için gerekli büyüme faktörleri;  %1 penicillin-streptomycin, %1 insulin-transferrin-

selenium (ITS) solution, %1 knock out serum replacement, recombinant human 

fibroblast growth factor (FGF, #CB-40060, Fisher) (20 ng/mL), recombinant human 

glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF, #12440053, Peprotech) (10 ng/mL), 

recombinant human leukemia inhibitory factor (LIF, #LIF1010, Millipore) (10 ng/mL) 

eklenerek hücreler 37°C lik 5% CO2 içeren inkübatörde kültüre edildi.  İlk kültür 

koşulunda Stem Pro medyumunun mSFM medyumundan daha etkili olduğu 
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gözlendiğinden sonraki kültürlerde Stem Pro medyumu kullanıldı. Her kültür koşulunda 

medyum 72 saatte bir değiştirildi ve 1 haftanın sonunda hücreler pasajlandı. Pasajlama 

işlemi için petri kabındaki medyum uzaklaştırıldı ve HBSS ile hücreler 2 kez yıkandı. 

Ardından petrilere hücrelerin yüzeyini kaplayacak miktarda %0.25’lik Tripsin/EDTA 

eklendi, tüm hücreler petriden ayrılana kadar inkübe edildi ve tripsin/EDTA miktarının 

%10’u kadar FBS eklenerek reaksiyon durduruldu. Hücreler 50’lik falkonlara alındı. 

Petri kabı 2 kez kültür medyumu ile yıkandı ve medyum hücrelerin bulunduğu falkona 

eklendi. Tüm bu kültür deneylerinin ardından 1 ve 2 hafta sonunda kültürde kalan 

UTF1+ spermatogonyal kök hücre sayısı immünositokimya ile değerlendirildi. 

3.11. İmmünositokimya   

Her hücre izolasyonu sonrasında ve her kültür koşulu için 1 ve 2 haftanın sonunda 

immünositokimya ile UTF1+ hücre sayıları değerlendirildi. Hücreler superfrost lamlara 

alındı ve metanol (#106009, Merck) ile fikse edildi. Fiksasyon işlemi için 2x106/ml 

hücre içeren 10 µl’lik hücre süspansiyonu lamlara alındıktan sonra 3 dakika bekletilerek 

hücrelerin lamlara yapışması sağlandı. Ardından hücrelere 10 µl -20°C de soğutulmuş 

olan methanol eklendi. 3 dakika methanolun kuruması için bekletildikten sonra 20 µl 

daha methanol eklenerek methanol tamamen kuruyana kadar bekletildi. Hücreler D-PBS 

ile sudan uzaklaştırıldı ve özgün olmayan bağlanmaları engellemek için %3’lük bovine 

serum albumin (BSA, #A9418, Sigma) ve %5’lik normal keçi serumu (#560380, 

Millipore) içeren bloklama solüsyonu ile bloklandı. Ardından hücreler fare anti UTF1 

(1:200 dilüsyon, MAB4337, Millipore) antikoru ile 90 dakika oda ısısında inkübe edildi. 

Normal fare IgG (#12371, Millipore) negatif kontrol olarak kullanıldı. Keçi anti-fare 

Alexa Fluor-488 bağlı sekonder antikor (1:200 dilüsyonda, #A11029, Invitrogen) ile 

primer antikor işaretlendi. Kesitler hücre nükleuslarının boyanması için gerekli olan 6-

diamino-2-phenylindole DAPI içeren VectaShield kapatma solüsyonu ile kapatıldı. 

Boyanmalar Nikon Eclipse E600 Fluorescence mikroskobu (Nikon) ile değerlendirildi 

ve sonuçlar MetaView Digital Imaging software kullanılarak kaydedildi.  Her grup için 

toplam 100 DAPI+ hücre sayıldı. UTF1+ hücrelerin sayısı belirlendi ve UTF1+ hücre 

sayısı DAPI+ hücre sayısına oranlandı. Sonuçlar excel programına aktarılarak kontrol 

grubundaki UTF1+ hücre sayısı 100 olacak şekilde normalize edildi ve tüm gruplardaki 

UTF1+ hücre sayıları hesaplandı. Gerçekleştirilen tüm deneylerde tablo 3.1 de belirtilen 
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farklı yaş gruplarına ait donorlerden elde edilen örnekler kullanıldı ve her deney için 

datalar bu örneklerden elde edilen sonuçların ortalaması alınarak belirlendi. Hücre 

izolasyonu ve immünohistokimya yönteminde kullanılan kök hücre belirteçlerine ait 

antikorlara ait bilgiler aşağıda verilmiştir (Tablo 3.2).  

       Tablo 3.2. Hücre izolasyonu ve immünositokimya yönteminde kullanılan primer antikorlar. 

Kullanılan antikor Kullanım amacı Katalog numarası, 

Firma 

Dilüsyon 

Stage specific 

embryonic antigen 4-

Alexa flour 

Floresan bağımlı hücre 

izolasyonu 

BD 560308, BD 

Pharmingen 

20ml/106 hücre 

Thymus cell antigen 1-

APC 

Floresan bağımlı hücre 

izolasyonu  

Manyetik aktivasyon bağımlı 

hücre izolasyonu 

BD 555596, BD 

Pharmingen 

0,5 ml/106 hücre 

Integrin Subunit Alpha 

6-APC 

Manyetik aktivasyon ile hücre 

ayrıştırma yöntemi 

BD 555736, BD 

Pharmingen 

10ml/106 hücre 

Undifferentiated 

Embriyonic Cell 

Transcription Factor 1 

 

İmmünositokimya 

MAB 4337, 

Millipore 

1:200 

 

3.12. İstatistiksel Analizler 

Elde edilen tüm veriler Sigma Stat 3.5 programı ile analiz edildi. Transplantasyon 

sonrası elde edilen koloni sayıları Kruskal-Wallis Testi ve ardından Dunn’s post hoc 

analizi yapılarak karşılaştırıldı. ITGA6 belirteci kullanılarak MACS yöntemi ile elde 

edilen hücre fraksiyonlarının içerdikleri UTF1+ hücre sayıları One Way ANOVA testi ve 

ardından Holm-Sidak post hoc analizi yapılarak karşılaştırıldı. STO ve SSEA4-/THY1+ 

destekleyici hücreleri kullanılarak yapılan kültür sonunda kalan UTF1+ hücre sayıları 

One Way ANOVA testi ve ardından Holm-Sidak post hoc analizi yapılarak 

karşılaştırıldı. SSEA4-/THY1+ destekleyici hücreleri ve laminin kullanılarak yapılan 

kültür sonunda kalan UTF1+ hücre sayıları One Way ANOVA testi kullanılarak 

karşılaştırıldı. FACS ile izole edilen SSEA4-THY1+ ve MACS ile izole edilen THY1+ 

hücreler kullanılarak yapılan kültür sonunda kalan UTF1+ hücre sayıları t-test 

uygulanarak karşılaştırıldı. ITGA6+ hücreler ve tip I kollajen kullanılarak 

zenginleştirilen ITGA6+ kök hücrelerin içerdikleri UTF1+ hücre sayıları t-test 

uygulanarak karşılaştırıldı. THY1+ destekleyici hücreleri varlığında kültüre edilen 

ITGA6+ hücreler ve zenginleştirilmiş ITGA6+ hücrelerin kültürü sonunda kalan UTF1+ 
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hücre sayıları One Way ANOVA testi ve ardından Holm-Sidak post hoc analizi 

yapılarak karşılaştırıldı. Tüm analizlerde p<0.05 değeri istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. SSEA4 ve THY1 Belirteçleri ile İşaretlenen İnsan Testiküler Hücre 

Süspansiyonunda 3 Farklı Fraksiyonda Hücre Bulunmaktadır: SSEA4+/THY1-, 

SSEA4-/THY1+, SSEA4-/THY1-. 

SSEA4 ve THY1 antikorları ile işaretlenen insan testiküler hücreleri bu proteinleri 

ekspre etmeleri açısından floresan aktive hücre izolasyon yöntemi ile 

değerlendirildiğinde, SSEA4+/THY1-, SSEA4-/THY1+, SSEA4-/THY1- olmak üzere 3 

farklı hücre fraksiyonu oluştuğu gözlendi (Şekil 4.1). Bu 3 farklı hücre fraksiyonu izole 

edildi.  
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Şekil 4.1. SSEA4 ve THY1 belirteçleri ile işaretlenen insan testiküler hücrelerinin FACS analiz raporu. 

FACS analizi sonucunda SSEA4+/THY1-, SSEA4-/THY1+, SSEA4-/THY1- olmak üzere 3 farklı hücre 

fraksiyonu oluştuğu gözlendi ve bu hücreler izole edildi.   
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4.2. FACS ile İzole Edilen Hücre Fraksiyonlarından SSEA4+/THY1- Fraksiyondaki 

Hücreler Diğer Fraksiyonlara Oranla Daha Fazla Sayıda, SSEA4-/THY1+ 

Fraksiyondaki Hücreler ise Daha Az Sayıda Koloni Oluştururlar. 

Kontrol (testiküler hücre süspansiyonu) ve FACS ile SSEA4 ve THY1 proteinleri ile 

işaretlenerek izole edilen hücre fraksiyonları (SSEA4+/THY1-, SSEA4-/THY1+, SSEA4-

/THY1-) busulfan uygulanmış fare testisine transplante edildikten sonra koloni 

oluşturmaları için gereken süre (8 hafta) sonunda oluşan koloniler insana ait antikor ile 

boyanarak ve koloni sayıları belirlenerek değerlendirildi. Bu sonuçlara göre, kontrol, 

SSEA4+/THY1-, SSEA4-/THY1+, SSEA4-/THY1- hücre fraksiyonlarında oluşan koloni 

sayılarının SSEA4+/THY1- hücre fraksiyonunda kontrole göre anlamlı düzeyde yüksek 

olduğu gözlendi (Şekil 4.2, 4.3). SSEA4-/THY1- ve SSEA4-/THY1- hücre 

fraksiyonlarındaki koloni sayılarının ise diğer gruplara göre anlamlı düzeyde düşük 

olduğu gözlendi (Şekil 4.2, 4.3), p<0.05.  

 

Şekil 4.2. FACS ile izole edilen kontrol, SSEA4+/THY1-, SSEA4-/THY1+, SSEA4-/THY1- hücre 

fraksiyonlarında gözlenen koloni sayıları a: Kontrole göre karşılaştırma, b: SSEA4+/THY1- hücre 

fraksiyonuna göre karşılaştırılması, p<0.05. 

 

 

 

 

 

a 

a,b a,b 
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Şekil 4.3. SSEA4+/THY1- hücre fraksiyonunda gözlenen bir koloni görüntüsü, Bar: 100 µm. 

4.3. Elde Edilen SSEA4-/THY1+ Hücrelerin İn Vitro Koşullarda 3 ya da 4 Pasaj 

Sonrasında Çoğalmaları Durur.  

İzolasyonlarının ardından kültüre alınan SSEA4-/THY1+ hücrelerin bir kısmının somatik 

hücre davranışı göstererek petrilere tutunduğu ve az miktarda hücrenin de yüzen 

hücreler olarak petri yüzeyinde kaldığı gözlendi. İlk yıkamadan sonra yüzen hücrelerin 

ayrıldığı ve tutunan hücrelerin sonraki pasajlarda çoğaltılabildiği gözlendi. Bununla 

birlikte SSEA4-/THY1+ hücrelerden tutunan hücrelerin 3 ya da 4 pasajlama sonrası 

çoğalmalarının durduğu gözlendi ve bu hücrelerin çoğalma kapasitelerinin yüksek 

olmadığı gözlendi (Şekil 4.4).  

   

Şekil 4.4. SSEA4-/THY1+ hücrelerinin in vitro koşullarda farklı günlerdeki mikroskobik görüntüsü, Bar: 

100 µm. 

4.4. MACS ile İzole Edilen ITGA6+ Hücrelerin Kontrol ve ITGA6- Oranla Fazla 

Sayıda UTF1+ Spermatogonyal Kök Hücre İçerir. 

Hazırlanan testiküler hücre süspansiyonundan MACS ile ITGA6 belirteci kullanılarak 

spermatogonyal kök hücre izolasyonu yapıldı ve ITGA- ve ITGA6+ olmak üzere 2 hücre 
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fraksiyonu elde edildi. Bu hücre fraksiyonlarındaki UTF1+ hücre sayıları 

değerlendirildiğinde, ITGA6+ fraksiyonda kontrole ve ITGA6- fraksiyona göre UTF1+ 

hücre sayısının yüksek olduğu gözlendi (Şekil 4.5, 4.6), p<0.05.  

 

Şekil 4.5. ITGA6 belirteci kullanılarak MACS yöntemi ile izole edilen hücre fraksiyonlarında (Kontrol, 

ITGA6-, ITGA6+) UTF1+ hücre sayıları a: Kontrole göre karşılaştırma, b: ITGA6- fraksiyona göre 

karşılaştırma, p<0.05. 

 

 

Şekil 4.6. ITGA6 belirteci kullanılarak MACS yöntemi ile izole edilen hücre fraksiyonlarında (Kontrol, 

ITGA6-, ITGA6+) gözlenen UTF1+ hücreler, Bar: 40 µm. 

a, b 
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4.5. SSEA4-/THY1+ Hücreler İn Vitro Koşullarda ITGA6+ İnsan Spermatogonyal 

Kök Hücrelerini Desteklemektedir. 

MACS ile izole edilen ITGA6+ insan spermatogonyal kök hücreleri, fare STO hücreleri 

ve bir önceki aşamada FACS yöntemi ile izole edilen ve çoğaltıldıktan sonra mitotik 

olarak inaktif hale getirilmiş olan SSEA4-/THY1+ destekleyici hücreleri varlığında 

kültüre edildiğinde, ITGA6+ hücrelerin SSEA4-/THY1+ hücrelerinin olduğu koşulda 

destekleyici hücrelere tutunarak 3-4 hücreli hücre kümeleri oluşturduğu gözlendi. 

SSEA4-/THY1+ destekleyici hücrelerin kullanıldığı koşulda, STO hücrelerinin 

kullanıldığı koşula göre daha fazla hücre kümesi oluştuğu ve bu hücre kümelerinin daha 

uzun süre devamlılıklarını sağlayabildiği gözlendi (Şekil 4.7).  

 

Şekil 4.7. STO ve SSEA4-/THY1+ destekleyici hücreleri ile kültüre edilen ITGA6+ insan spermatogonyal 

kök hücrelerinin farklı günlerdeki mikroskobik görüntüsü, Bar: 100 µm. 

4.6. SSEA4-/THY1+ Hücrelerin İn Vitro Koşullarda ITGA6+ Spermatogonyal Kök 

Hücreleri Destekleme Kapasiteleri STO Hücrelerinden Yüksektir.  

SSEA4-/THY1+ hücreler ve STO destekleyici hücreleri varlığında mSFM ve Stem Pro 

medyumları ile kültüre edilen insan spermatogonyal kök hücrelerinin bir ve iki haftalık 

kültürü sonunda kalan UTF1+ hücre sayısının SSEA4-/THY1+ destekleyici hücrelerinin 

kullanıldığı koşulda yüksek olduğu fakat mSFM medyumunun kullanıldığı koşulda bir 
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haftadan sonra spermatogonyal kök hücre sayısının azaldığı gözlendi (Şekil 4.8).  Bir 

sonraki kültür denemesinde mSFM ve Stem Pro medyumunun kullanıldığı koşulda Stem 

Pro medyumunun kullanılmasının SSEA4-/THY1+ hücrelerin destekleyici etkilerini 

artırdığı gözlendi. Kültür sonunda STO hücrelerinin ve mSFM medyumunun 

kullanıldığı koşula göre SSEA4-/THY1+ hücrelerin ve Stem Pro medyumunun 

kullanıldığı koşulda UTF1+ hücre sayısının anlamlı düzeyde yüksek olduğu gözlendi 

(Şekil 4.9, 4.10), p<0.05.  

 

Şekil 4.8. STO hücreleri ve SSEA4-/THY1+ hücreleri varlığında mSFM medyumu ile kültüre edilen 

hücrelerin kültürü sonunda elde edilen UTF1+ hücre sayıları.              
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Şekil 4.9. STO hücreleri ve SSEA4-/THY1+ hücreleri varlığında Stem Pro ve mSFM medyumu ile kültüre 

edilen ITGA6+ hücrelerin kültürü sonunda elde edilen UTF1+ hücre sayıları a: STO Stem pro koşuluna 

göre karşılaştırma, b: STO mSFM koşuluna göre karşılaştırma, p<0.05. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.10. STO hücreleri ve SSEA4-/THY1+ hücreleri varlığında Stem Pro ve mSFM medyumu ile 

kültüre edilen ITGA6+ hücrelerin kültürü sonunda gözlenen UTF1+ hücreler, Bar: 20 µm.                                                                                                        

a, b 

        STO (mSFM)                 SSEA4-THY1+ (mSFM)             STO (Stem Pro)             SSEA4-THY1+ (Stem Pro) 
ProPro) 
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4.7. SSEA4-/THY1+ Hücrelerin ve Laminin Materyalinin İn Vitro Koşullarda 

ITGA6+ Spermatogonyal Kök Hücreleri Destekleme Kapasiteleri Benzerdir.  

SSEA4-/THY1+ hücreler ile veya laminin varlığında Stem Pro medyumu ile kültüre 

edilen ITGA6+ insan spermatogonyal kök hücrelerinin bir ve iki haftalık kültürü 

sonunda kalan UTF1+ hücre sayısının SSEA4-/THY1+ destekleyici hücrelerinin 

kullanıldığı koşulda yüksek olduğu fakat bu farkın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı 

gözlendi (Şekil 4.11).  

 

 

Şekil 4.11. SSEA4-/THY1+ hücreleri ve laminin varlığında Stem Pro medyumu ile kültüre edilen ITGA6+ 

hücrelerin kültürü sonunda elde edilen UTF1+ hücre sayıları. 

 

4.8. THY1 Belirteci Kullanılarak FACS ile Elde Edilen THY1bright Hücreler SSEA4-

/THY1+ Hücreler ile Benzer Fenotip Gösterirler ve İn Vitro Koşullarda 

Çoğaltılabilirler. 

İnsan testiküler hücreleri THY1 antikoru ile işaretlendiğinde ve FACS ile analizi 

yapıldığında; THY1- hücreler ile THY1’i düşük oranda ekspre eden (THY1dim) ve 

THY1’i yüksek oranda ekspre eden (THY1bright) 2 alt popülasyona sahip THY1+ 

hücreler olmak üzere toplam 3 farklı hücre fraksiyonu gözlendi ve izole edildi. İzole 

edilen bu üç fraksiyondaki hücrelerden THY1bright olanların SSEA4-THY1+ hücreler ile 

aynı koşullarda ve benzer şekilde çoğalabildiği gözlendi (Şekil 4.12, 4.13).  
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Şekil 4.12. THY1 belirteci ile işaretlenen insan testiküler hücrelerinin FACS analiz raporu. FACS analizi 

sonucunda THY1- hücreler ile THY1’i düşük oranda ekspre eden (THY1dim) ve THY1’i yüksek oranda 

ekspre eden (THY1bright) 2 alt popülasyona sahip THY1+ hücreler olmak üzere toplam 3 farklı hücre 

fraksiyonu gözlendi ve izole edi 



 45 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 4.13. FACS ile izole edilen SSEA4-/THY1+ hücreler ve THY1bright hücrelerin mikroskobik 

görünümü. 

4.9. MACS Yöntemi ile Elde Edilen THY1+ Hücrelerin İn Vitro Koşullarda ITGA6+ 

Spermatogonyal Kök Hücreleri Destekleme Kapasiteleri SSEA4-/THY1+ Hücreler 

ile Benzerdir.  

Bir önceki aşamada FACS yöntemi ile izole edilen SSEA4-THY1+ hücrelerin sayılarının 

az olması ve bu hücrelerin uzun süre çoğaltılamamasından dolayı, daha fazla hücre elde 

etmek amacı ile MACS yöntemi ile THY1+ hücreler izole edildi ve SSEA4-THY1+ 

hücreler ile karşılaştırıldı. THY1+ hücrelerin FACS ile izole edilmiş olan SSEA4-

/THY1+ hücreler ile benzer şekilde çoğaldıkları gözlendi. Bu hücrelerin destekleyici 

hücre olarak kullanıldıkları 1 ve 2 haftalık kültürlerin sonunda, elde edilen UTF1+ 

spermatogonyal kök hücre sayısının her iki destekleyici hücre için de benzer olduğu 

gözlendi (Şekil 4.14).  

 

Şekil 4.14. ITGA6+ hücrelerin SSEA4-/THY1+ hücreler ve MACS ile izole edilen THY1+ hücreler ile 

kültürü sonunda elde edilen UTF1+ hücre sayıları.                          

           SSEA4-/THY1+              THY1bright 
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4.10. ITGA6+ İnsan Spermatogonyal Kök Hücrelerinin Tip I Kollajen Varlığında 

Kültüre Edilmesi İçerdikleri UTF1+ Hücre Sayısını Artırır.  

Elde edilen sonuçların ardından, spermatogonyal kök hücrelerin sayısının artırılması 

amaçlandığından, MACS ile izole edilen ITGA6+ hücreler tip I kollajen kaplı petrilerde 

inkübe edildiğinde, zenginleştirilmiş ITGA6+ hücre fraksiyonununda ITGA6+ fraksiyona 

göre UTF1+ hücre sayısının anlamlı düzeyde arttığı gözlendi. p<0.05 Tip I kollajen 

kullanılarak zenginleştirilmiş ITGA6+ spermatogonyal kök hücreler ve ITGA6+ hücreler 

THY1+ hücreler ile kültüre edildiğinde, elde edilen UTF1+ hücre sayısının 

zenginleştirilmiş kök hücrelerin kullanıldığı koşulda, ITGA6+ hücrelerin kullanıldığı 

koşula göre anlamlı derecede yüksek olduğu gözlendi (Şekil 4.15, 4.16, 4.17), p<0.05.  

 

 

Şekil 4.15. Tip I kollajen kullanılarak kök hücre zenginleştirme yönteminin UTF1+ hücre sayısına 

etkisinin değerlendirilmesi, NDP: Non-Differential plated, DP: Differential Plated, *p<0.05. 

 

 

 

* 
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Şekil 4.16. ITGA6+ ve tip I kollajen kullanılarak zenginleştirilmiş ITGA6+ hücre fraksiyonlarında 

gözlenen UTF1+ hücreler, NDP: Non-Differential plated, DP: Differential Plated, Bar: 40 µm. 

 

 

 

 

 

Şekil 4.17. MACS ile izole edilmiş THY1+ destekleyici hücreleri ile kültüre edilen ITGA6+ ve tip I 

kollajen kullanılarak zenginleştirilmiş ITGA6+ hücrelerin kültürü sonunda elde edilen UTF1+ hücre 

sayıları NDP: Non-Differential plated, DP: Differential Plated, *p<0.05.                                                          

* 

ITGA6+ (NDP)         ITGA6+ (DP) 



 48 

5. TARTIŞMA 

Postpubertal bireylerde spermatogenez ile günde 40 milyon/gram sperm üretilmektedir. 

Spermatogonyal kök hücreler testis dokusuna ait erişkin doku kök hücreleridir ve 

spermatogenezin temelini oluşturarak erkek fertilitesinin devamlılığını sağlamaktadırlar 

(Phillips ve ark., 2010). Spermatogonyal kök hücrelerin çevresel faktörler, genetik 

hastalıklar ya da medikal tedavi süreçlerinden dolayı kaybedilmesi bireyin reprodüktif 

yaşamını olumsuz etkilemektedir. Bununla birlikte prepubertal erkeklerde üreme 

fonksiyonu henüz kazanılmamıştır veya erişkin bireylerde görülen söz konusu fonksiyon 

bozukluğu geri dönüşümsüz olabilmektedir. Bu bağlamda spermatogonyal kök hücreler 

erkek reprodüktif fonksiyonunun devamlılığı açısından büyük önem arz etmektedir. Kök 

hücreler spermatogonyal kök hücre terapisi için alternatif oluşturmaktadır. 

Spermatogonyal kök hücre terapisinin uygulanabilir olması için spermatogonyal kök 

hücrelerin homojen bir şekilde izole edilebilmeleri, in vitro koşullarda çoğaltılabilmeleri 

ve ardından bireye otograft yöntemi ile transplante edilebilmeleri gerekmektedir.  

Bu konudaki ilk çalışmalar kemirgenlerde yapılmıştır. İlk olarak kemirgenlerdeki 

spermatogenik hücre tipleri ve bu hücrelerin belirteçleri tanımlanmıştır (R. L. Brinster 

ve Avarbock, 1994). 1994 yılında Brinster ve arkadaşlarının geliştirmiş oldukları 

transplantasyon tekniği fare spermatogonyal kök hücre çalışmalarına yeni bir boyut 

kazandırmıştır. Bu teknik ile spermatogonyal kök hücrelerin fonksiyonel olarak 

karakterize edilmeleri ilk kez gösterilmiştir. Ardından hücrelerin in vitro koşullarda 

devamlılıklarını sağlayan gelişim faktörleri belirlenmiştir. Kemirgenlerde yılllardır 

süregelen çalışmalarda THY1+ spermatogonyal kök hücrelerin MACS yöntemi ile 

izolasyonlarının ardından GDNF, FGF ve LIF varlığında kültüre edilmeleri sonucunda 

in vitro koşullarda koloni oluşumlarının sağlandığı ve bu kolonilerin yeni kültür 

ortamına alınarak devamlılıklarının uzun bir süre sağlanabildiği gösterilmiştir (Kubota 

ve ark., 2004b). Ayrıca bu kolonilerin immün sistemden yoksun farelere verilmesi 

sonucunda spermatogonyal kök hücrelerden köken alan yavruların dünyaya geldiği 

gösterilmiştir (Kubota ve ark., 2004b).  
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Literatürde kemirgenlerde yapılmış olan çalışmalar, bu çalışmaların asıl amacı olan 

spermatogonyal kök hücre terapisinin klinikte kullanımı açısından referans 

oluşturmaktadır. Bununla birlikte, spermatogonyal kök hücre terapisinin klinikte 

kullanımı ile ilgili olarak insan spermatogonyal kök hücrelerinin belirteçlerinin, 

izolasyon yöntemlerinin ve in vitro koşullarda devamlılıklarının sağlanması için gerekli 

faktörlerin tanımlanması gerekmektedir. İnsan spermatogonyal kök hücrelerinin 

izolasyonları ve in vitro koşullarda devamlılıklarının sağlanması ile ilgili çalışmalar 

olmakla birlikte bu çalışmalar oldukça kısıtlıdır (Hermann ve ark., 2010; von Kopylow 

ve ark., 2010; Aloisio ve Manjunath, 2014; Valli ve ark., 2014; von Kopylow ve Spiess, 

2017). Yapılan çalışmalar umut verici olmakla birlikte henüz literatürde insan 

spermatogonyal kök hücrelerinin in vitro koşullarda uzun süre devamlılıklarını sağlayan 

bir yöntem mevcut değildir. Bu problemin en önemli sebeplerinden biri halen hücrelerin 

homojen bir şekilde izole edilememesidir. Buna ek olarak insan örnekleri kullanılarak 

yapılan çalışmalarda diğer önemli bir handikap ise otolog transplantasyon mümkün 

olmadığından insan hücrelerinin fertil potansiyellerini gösterecek bir yöntem henüz 

bulunmamaktadır. Literatürde insan spermatogonyal kök hücrelerinin aktivitelerinin 

gösterilmesi için kullanılan tek yöntem ksenotransplantasyondur. İnsan spermatogonyal 

kök hücreler ile ilgili yapılan güncel çalışmalarda THY1+ hücrelerin insan testisinde 

ekspre olduğu hücreler ve bu hücrelerin karakterleri ile ilgili bilgilerin yetersiz olduğu 

vurgulanmaktadır.  

Bu sebeple çalışmamızda THY1 belirteci ekspre eden insan testiküler hücrelerinin 

değerlendirilmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla ilk olarak SSEA4 ve THY1 belirteçleri 

kullanılarak FACS yöntemi ile SSEA4+/THY1-, SSEA4-/THY1+ ve SSEA4-/THY1- 

hücre fraksiyonları izole edilmiştir. Ardından elde edilen hücreler busulfan uygulanmış 

infertil alıcı farelerin testislerine transplante edilerek koloni oluşumları 

değerlendirilmiştir. Kök hücre belirteci SSEA4 açısından negatif olan ve THY1 belirteci 

açısından pozitif olan hücre fraksiyonunun kök hücreler gibi koloni oluşturmadığı 

gözlenmiştir. Bu sonuçlar çalışmamız ile ilk kez gösterilmiştir. Bu hücrelerin kültüre 

alınmasının ardından hücrelerin somatik hücreler gibi petri kaplarına tutunduğu ve 3 ya 

da 4 pasaj kültürde çoğaltılabildiği gözlenmiştir. Ardından çalışmamızda MACS ile 

ITGA6 belirteci kullanılarak hücre izolasyonu yapılmış ve ITGA6+ hücrelerin içerdikleri 
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spermatogonyal kök hücre sayısının anlamlı düzeyde arttığı gözlenmiştir. Bu sonuç, 

MACS yöntemi ile ITGA6 belirteci kullanılarak spermatogonyal kök hücrelerin 

zenginleştirilebileceğini göstermektedir. Aynı zamanda SSEA4-/THY1+ hücrelerin 

ITGA6+ insan spermatogonyal kök hücrelerini in vitro koşullarda desteklediği 

gösterilmiştir.  Literatürde insan laminin ekstrasellüler matriks materyalinin insan 

spermatogonyal kök hücrelerini destekleyici etkisinin yüksek olduğunu gösteren 

çalışmalar bulunmaktadır (Hooman Sadri-Ardekani ve ark., 2011). Bu sebeple SSEA4-

/THY1+ hücrelerin in vitro koşullarda destekleyici etkisi laminin materyali ile 

karşılaştırılmıştır. İki haftalık kültür sonunda SSEA4-/THY1+ destekleyici hücrelerinin 

kullanıldığı koşulda daha fazla spermatogonyal kök hücre kaldığı, fakat bu etkinin 

istatistiksel anlamlılık düzeyine ulaşmadığı gözlenmiştir. Bu kültür deneylerinde 

ITGA6+ spermatogonyal kök hücreler kullanıldığından ve ITGA6 laminin reseptörü 

olduğundan, bu iki kültür koşulunun karşılaştırılmasının başka bir SKH belirteci 

açısından pozitif olan hücreler ile tekrarlanmasının hangi koşulun kullanımının daha 

efektif olduğunun belirlenmesi açısından uygun olacağı düşünülmektedir. Buna ek 

olarak çalışmamızda THY1+ hücrelerin elde edilmesi için yalnızca THY1 belirteci 

kullanılarak THY1bright hücrelerin ya da MACS ile izole edilen THY1+ hücrelerinde 

çoğaltılarak kullanılabileceği gösterilmiştir. FACS yönteminin spesifik hücre izolasyonu 

için uygun bir yöntem olduğu bilinmekle birlikte, maliyeti yüksek olduğundan ve elde 

edilen hücre sayısı az olduğundan, sadece THY1 belirteci kullanılarak FACS ya da 

MACS ile hücre izole edilebilmesi ileri çalışmalar için önem arz etmektedir. MACS 

yöntemi ile daha fazla hücre izole edilerek bu hücrelerin karakterlerinin ve 

fonksiyonlarının tanımlanması ile ilgili ileri çalışmalar planlanabilecektir. Aynı zamanda 

SSEA4-THY1+ hücreler ve THY1+ hücrelerin iSKH lerini destekleme etkilerinin benzer 

olduğu gösterilmiştir. Bu sonuçlar THY1 ekspre eden hücrelerden insan spermatogonyal 

kök hücrelerini destekleyici olanların seçilimi için ikinci bir belirtece gerek olmadan 

izolasyon yapılabileceğini göstermektedir. Bu sonuçlar dahilinde, insan testisinde 

THY1+ hücrelerin heterojen bir popülasyon olduğu gözlenmiştir. THY1 belirtecinin 

insan testisinde spermatogonyal kök hücrelerde ve aynı zamanda somatik hücrelerde 

ekspre olduğu anlaşılmaktadır. Bununla birlikte MACS sonrasında elde edilen THY1+ 

hücre fraksiyonundan kök hücre karakterinde olanların ve somatik karakterde olanların 
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ayrıştırılması için in vitro kültür yapılması gerektiği gözardı edilmemelidir. İn vitro 

kültür yapıldığında tutunan ve kültürde çoğalan hücreler somatik hücreler olarak, yüzen 

hücreler ise spermatogonyal kök hücreler olarak tanımlanabilir. Aynı zamanda bazı 

donorlerden elde edilen örneklerde yapılan deneylerde THY1+ hücrelerin iSKH’lerini 

destekleyici etkilerinin diğer donorlerin örneklerine göre yüksek olduğu gözlenmiştir. 

Bu heterojenitenin gözlenmesi bu hücrelerin kendi içerisinde de farklı tipte somatik 

hücreler içerebileceğini düşündürmektedir. Buna ek olarak bu hücrelerin kültürde çok az 

sayıda pasaj ile çoğaltılabiliyor olmaları Sertoli hücre benzeri fenotipe sahip 

olabileceklerini düşündürmektedir. Bu bağlamda bu hücrelerin insan testisinde bulunan 

somatik hücre belirteçleri açısından değerlendirilmelerinin hücre karakterlerinin 

aydınlatılması açısından uygun olacağı düşünülmektedir. Ardından insan 

spermatogonyal kök hücrelerinin in vitro koşullarda desteklenmelerinin artırılması 

amaçlanarak kök hücre zenginleştirme yapılmıştır. Elde edilen kök hücrelerin artırılması 

amacı ile MACS ile izole edilmiş ITGA6+ hücreler tip I kollajen varlığında kültüre 

edildikten sonra içerdikleri spermatogonyal kök hücre sayısının anlamlı derecede arttığı 

gösterilmiştir. Bu sonuçlar, tip I kollajen varlığında kök hücrelerin inkübe edilmesinin, 

kök hücrelerin sayısının artırılması için ileri çalışmalar da kullanılabileceğini 

göstermektedir. Ayrıca bu sonuç insanda homojen hücre izolasyonu yapabilmek için ya 

yeni ve daha etkili bir belirteç bulunması gerektiğini ya da MACS ile seçilen hücrelerin 

kullanılmadan önce içerisindeki somatik hücrelerden ayrıştırılması gerektiğini 

göstermektedir ve insan spermatogonyal kök hücre çalışmaları açısından büyük önem 

arz etmektedir. Aynı zamanda ITGA6+ hücrelere göre tip I kollajen ile zenginleştirilmiş 

olan hücrelerin in vitro koşullarda THY1+ hücreler ile kültüre edildiklerinde hayatta 

kalımlarının daha yüksek olduğu ve hatta prolifere olabildikleri gözlenmektedir. THY1+ 

hücreler ile kültüre edilen ITGA6+ hücrelerin ve tip I kollajen ile zenginleştirilmiş olan 

ITGA6+ hücrelerin ksenotransplantasyonunun gerçekleştirilmesi bu koşulların 

etkinliğinin daha kuvvetli sonuçlar ile açıklanmasına olanak sağlayabilecektir.  

Kemirgen spermatogonyal kök hücrelerinin izolasyonu ile ilgili literatüre giren birçok 

çalışmada kemirgen spermatogonyal kök hücrelerinin izolasyonu için THY1 belirteci 

kullanılmaktadır. Bu sonuçlar insan THY1+ hücrelerinin karakter ve fonksiyonlarının 

fare testisinden izole edilen THY1+ hücrelerden farklı olduğunu da ortaya koymaktadır. 
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Aynı zamanda bu sonuçlar kemirgenler ile yapılan çalışmaların tam anlamı ile insanda 

gözlenmesi beklenen sonuçları göstermediğinin de kanıtı niteliğindedir. Türler 

arasındaki benzerliklerin ve farklılıkların ortaya konması ile ilgili çalışmaların 

yapılmasının insan spermatogonyal kök hücreleri ile ilgili yapılan çalışmaların 

başarısının artırılması için de kaynak oluşturacağı göz önünde bulundurulmalıdır. Aynı 

zamanda kemirgenler ile yapılan birçok çalışmada elde edilen sonuçlarda farklı 

örneklerde yüksek benzerlik gözlenirken insan örnekleri ile yapılan çalışmalarda bu 

mümkün değildir. İnsan örnekleri ile yapılan çalışmalarda örnekler arasında yüksek 

oranda değişkenlik gözlenmektedir ve gözlenen bu değişkenlik bu çalışmalardan başarılı 

sonuçlar elde edilmesinin önünde bir engel oluşturmaktadır. Bu bağlamda örneklerin 

elde edildiği vericinin yaşı, yaşam koşulları ve genetik yapısı büyük önem arz 

etmektedir. Bu çalışmaların yaygın etkilerinin yüksek olması için farklı örneklerden elde 

edilen sonuçların benzerlik göstermesi gerekmektedir.  Diğer önemli bir nokta ise 

kemirgen ve insan olmayan primatlarda gözlenen hücre tipleri ve gelişim basamaklarının 

insan hücreleri ile aynı olmamasıdır. Kemirgenlerde gözlenen başarının elde 

edilebilmesi için insan spermatogonyal kök hücrelerinin kullanıldığı çalışmaların 

ilerletilebilmesi gerekmektedir.  

Buna ek olarak literatürde spermatogonyal kök hücrelerinin kök hücre terapisinde 

kullanımına olanak sağlayabilmesi için yeni teknolojiler tanımlayan çalışmalar 

bulunmaktadır. İnsan testis dokusunun doku parçası halinde transplantasyonu ya da gen 

terapi uygulamaları yeni araştırma alanlarıdır.  Örneğin CRISPR-Cas9 teknolojisinin 

kemirgenlerde genetik manipülasyon için oldukça etkili olduğu bildirilmiştir (Yang ve 

ark., 2013; Chapman, 2015; Sato ve ark., 2015; Y. Wu ve ark., 2015), fakat bu tekniğin 

farklı türlerde kullanımının sağlanması için hücrelerin kendilerini yenilemelerini 

sağlayan faktörlerin belirlenmesi gerekmektedir. Kemirgenlerde üzerinde çalışılmaya 

başlanan serum içermeyen kültür tekniğinin geliştirilmesinin bu konunun 

çözümlenebilmesi için yararlı olacağı düşünülmektedir (Kanatsu-Shinohara ve ark., 

2013; Kanatsu-Shinohara ve ark., 2014). Sato ve arkadaşlarının yapmış oldukları bir 

çalışmada sıvı-hava arayüzü sağlanan bir organ kültür sisteminin kullanımının yavru ve 

erişkin farelerin ve hatta Kit ligand mutant farelerin seminifer tübüllerinde in vitro 

spermatogenezi indüklediği bildirilmiştir (Sato ve ark., 2011; Sato ve ark., 2012; 
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Yokonishi, 2014; Sato ve ark., 2015). Buna ek olarak Komeya ve arkadaşları mikro-

akışkan teknolojisini kullanarak spermatogenezi sağlamanın etkili olduğunu 

göstermişlerdir (Komeya, 2016). Bu çalışmalar bu alanda kullanılabilecek yeni alternatif 

teknolojilerin olduğunu göstermektedir. Yeni teknolojilerin geliştirilmesinin insan 

spermatogonyal kök hücre çalışmalarına yeni bir boyut kazandıracağı öngörülmektedir. 

Çalışmamızın sonuçları, insan spermatogonyal kök hücrelerinin izolasyonu ve in vitro 

koşullarda hayatta kalımlarını destekleyen koşullar ile ilgili yeni bilgiler sunmaktadır. 

Bu sonuçların literatürde kısıtlı bilgi bulunan insan spermatogonyal kök hücrelerinin 

izolasyonu ve in vitro ekspansiyonlarının sağlanması ile ilgili çalışmalara katkı 

sağlayacağı ve ileri çalışmalar için referans olabileceği düşünülmektedir.   
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu tezde, çeşitli izolasyon yöntemler ile insan spermatogonyal kök hücrelerinin (iSKH) 

izole edilmesi ve bu hücrelerin farklı destekleyici hücreler varlığında in vitro koşullarda 

kültüre edilmesinin ardından, izolasyon ve kültür ortamı koşullarının iSKH’lerinin in 

vitro koşullarda hayatta kalma ve çoğalmalarına etkisi araştırılmış ve aşağıdaki sonuçlar 

elde edilmiştir. 

1. Floresan aktive hücre izolasyon yöntemi ile SSEA4 ve THY1 belirteçleri kullanılarak, 

SSEA4+/THY1-, SSEA4-/THY1+, SSEA4-/THY1- olmak üzere 3 farklı hücre fraksiyonu 

elde edilmiştir.  

2. Kontrol (insan testiküler hücre süspansiyonu) ve FACS yöntemi ile izole edilen 

SSEA4+/THY1-, SSEA4-/THY1+, SSEA4-/THY1- hücre fraksiyonlarından 

SSEA4+/THY1- hücre fraksiyonunu en yüksek sayıda koloni oluştururken, diğer 

fraksiyonlarda neredeyse hiç koloni oluşmamıştır. Bu sonuç ile THY1+ hücrelerin kök 

hücre karakterinde olmadığı ve heterojen bir hücre popülasyonu olduğu ortaya 

konmuştur.  

3. FACS ile izole edilen SSEA4-/THY1+ hücrelerin kültürde 3 ya da 4 pasaj 

çoğaltılabildiği ve bu hücrelerin ITGA6+ iSKH’lerini in vitro koşullarda desteklediği 

gösterilmiştir. 

4. FACS yöntemi ile yalnızca THY1 belirteci kullanılarak elde edilen THY1bright 

hücrelerin ve MACS yöntemi ile izole edilen THY1+ hücrelerin de ve SSEA4-/THY1+ 

hücreler ile benzer fenotipe sahip olduğu ve benzer şekilde kültürde çoğaltılabildikleri 

gösterilmiştir. MACS ile izole edilen THY1+ hücrelerin de iSKH’lerini desteklediği 

gözlenmiştir.  

5. MACS ile izole edilen ITGA6+ hücrelerin tip I kollajen ile inkübe edilmelerinin 

ardından elde edilen hücre süspansiyonunda bulunan UTF1+ spermatogonyal kök hücre 

sayısının ITGA6+ hücre süspansiyonun içerdiği UTF1+ spermatogonyal kök hücre 

sayısına göre anlamlı düzeyde arttığı gözlenmiştir. 
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6. ITGA6+ hücrelerin ve tip I kollajen ile zenginleştirilmiş ITGA6+ hücrelerin THY1+ 

hücreler varlığında kültüre edildiklerinde, UTF1+ hücre sayısının kollajen ile 

zenginleştirilmiş kök hücrelerin olduğu koşulda anlamlı derecede yüksek olduğu 

gözlenmiştir.  

7. Çalışmamızda tip I kollajen ile zenginleştirilen iSKH’lerinin THY1+ destekleyici 

hücreleri ile kültüre edilmelerinin, bu hücrelerin in vitro hayatta kalımlarını desteklediği 

gösterilmiştir. 

Sonuç olarak, bu doktora tez projesi kapsamında insan spermatogonyal kök hücrelerinin 

in vitro koşullarda devamlılıklarını sağlayan çeşitli koşulların iSKH elde etmesi ve 

çoğaltılması başarılarının karşılaştırılması gerçekleştirilmiştir. Elde edilen sonuçlar 

literatürde kısıtlı bilgi bulunan insan spermatogonyal kök hücrelerinin in vitro koşullarda 

yeterince çoğaltılması ve ileride infertil erkeklerde spermatogonyal kök hücre 

terapisinde kullanılmasını araştıracak yeni çalışmalar açısından aydınlatıcı bilgiler 

sunmaktadır. 
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