T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTIiTUSU
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah

TAVSAN TESTIS VE EPiDIDiMiSINDE VASKULER
ENDOTELIYAL BUYUME FAKTOR VE RESEPTORLERININ
LOKALIZASYONU

Hazirlayan
Nilgiin ANTEPLI

Damsman
Do¢. Dr. Feyzullah BEYAZ

Yiiksek Lisans Tezi

Aralhk 2013
KAYSERI



T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah

TAVSAN TESTIS VE EPiDIDIMISINDE VASKULER
ENDOTELIYAL BUYUME FAKTOR VE
RESEPTORLERININ LOKALIZASYONU
(Yiiksek Lisans Tezi)

Hazirlayan .
Nilgiin ANTEPLI

Danisman
Doc¢.Dr. Feyzullah BEYAZ

Bu calisma; Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan TSY-11-3399 kodlu proje ile desteklenmistir.

Aralk 2013
KAYSERI



ii

BILIMSEL ETIiGE UYGUNLUK

Bu caligmadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayni zamanda bu kural ve davraniglarin gerektirdigi gibi, bu
calismanin 6ziinde olmayan tim materyal ve sonuglari tam olarak aktardigimi ve
referans gosterdigimi belirtirim.




iii
YONERGEYE UYGUNLUK SAYFASI

“Tavsan Testis ve Epididimisinde Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktor ve
Reseptorlerinin Lokalizasyonu” adli Yiiksek Lisans tezi, Erciyes Universitesi
Lisansiistii Tez Onerisi ve Tez Yazma Y06nergesi’ne uygun olarak hazirlanmigtir.

Tezi Hazirlayan nisian

Nilgiin ANTEPLI Dog.Dr.Feyzullah BEYAZ

il e
A
Histoloji ve Embriyoloji ABD Bagkani
Prof.Dr.Narin LIMAN



v

Dog.Dr.Feyzullah BEYAZ’1in damismanliginda Vet.Hek. Nilgiin ANTEPLI tarafindan
hazirlanan “Tavsan Testis ve Epididimisinde Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktor
ve Reseptorlerinin Lokalizasyonu” adli bu galisma jlrimiz tarafindan Erciyes
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Veteriner Histoloji ve Embriyoloji Anabilim

Dalinda Yiiksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

26 /1272013
JURI:
Danisman: Dog¢.Dr. Feyzullah BEYAZ Histoloji ve Embriyoloji AD.
Uye : Prof.Dr. Narin LIMAN Histoloji ve Embriyoloji AD.

Uye : Prof.Dr. Giiner KUCUK BAYRAM Histoloji ve Embriyoloji AD. QQ:K

ONAY:

Bu tezin kabulii Enstitii Yonetim Kurulunun .......................... tarih ve
.................... sayili karari ile onaylanmistir.

Prof. Dr. Saim OZDAMAR
Enstitii Miidiirii



TESEKKUR

Veteriner Fakiiltesi lisans mezunu olarak basladigim Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dal'nda her seyden Once Anabilim Dali’'na adaptasyonumda, calismalarimi
yonlendirmesinde, arastirmalarimin her asamasinda bilgi, Oneri ve yardimlarini
esirgemeyerek akademik ortamda oldugu kadar insani iligkilerde de sonsuz destegiyle
gelismeme katkida bulunan danisman hocam sayin Doc¢.Dr. Feyzullah BEYAZ’a,
Yiiksek lisans dersleri ve calismalar1 sirasinda yardim ve desteklerinden dolay1 Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dalr’nda gorev yapan hocalarim Prof.Dr. Narin LIMAN,
Prof.Dr. Giiner KUCUK BAYRAM ve Yard.Do¢c.Dr. Emel ALAN’a ayrica
caligmalarim siiresince bircok fedakarliklar gosterip beni destekleyerek her an yanimda
olan esim, oglum ve kizima yasamimin her doneminde bana duyduklar1 giiven ig¢in

aileme en derin duygularimla tesekkiir ederim.

Nilgiin ANTEPLI
Kayseri, 2013



vi
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KISA OZET

Bu calisma, VEGF ve reseptorleri VEGFR-1 ile VEGFR-2’nin tavsan testis ve epididimisindeki
varlig1 ve lokalizasyonunu belirlemek amaciyla yapildi. Calismada; 15 adet saglikli, erkek, Yeni
Zellanda tavsanindan alinmis ve rutin histolojik islemlerden gecirilmis 30 adet testis ve
epididimisler materyal olarak kullanildi. Seminifer tiibiillerde spermatojenik evrelerin
belirlenmesi i¢in PAS, VEGF ve reseptorleri VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin testis ve
epididimisteki lokalizasyonunun belirlenmesi i¢in ise Strept-Avidin Biotin Kompleks (ABC)
peroksidaz immunohistokimyasal boyama yontemi uygulandi.

VEGF i¢in yapilan immunboyamalarda, spermatojenik gelisimin tiim evrelerinde olmak iizere
Sertoli hiicrelerinde, tip A spermatogonyumlarda ve primer spermatositlerde pozitif
immunreaksiyon gozlendi. Spermatojenik gelisimin V., VI, VII., ve VIII. evrelerindeki
seminifer tiibiillerde bulunan spermatidlerin akrozomlarinda da pozitif immunboyanma dikkati
cekti. Ayrica, interstisyel dokuda Leydig hiicreleri ve vaskiiler endotelyumda da pozitif
immunreaksiyon belirlendi. Baslangic segmenti, kaput, korpus ve kauda epididimis
boliimlerinde duktus epididimis duvarimt doseyen prinsipal hiicrelerin bazal ve apikal
sitoplazmalarinda ve apikal ile bazal hiicrelerin sitoplazmalarinda immunpozitif reaksiyon tespit
edildi. Anti-VEGFR-1 (Abcam 9540) primer antikoru uygulanan tavsan testis dokusunda I’den
VIII’e kadar tiim spermatojenik evrelerdeki seminifer tiibiillerde sadece baz1 Sertoli
hiicrelerinde immunboyanma goriiliirken, intersitisyel alanda Leydig hiicrelerinde ve damar
endotelinde  pozitif immunoreaksiyon belirlendi. Epididimiste, sadece kapiller endotelde
immunopozitif reaksiyon saptanirken, kanal epitellerinde herhangi bir pozitif immunboyanma
belirlenemedi. Anti-VEGFR-1 (Abcam 2350) primer antikoru uygulanan testis dokusunda I’den
VIII’e kadar tiim spermatojenik evredeki seminifer tiibiillerde Sertoli hiicrelerinde ve
spermatogonyumlarda immunopozitif reaksiyon gozlendi. Intersitisyel alanda, Leydig hiicreleri
ve damar endotelyumunda immunpozitif boyanma belirlendi. Epididimisin duktus epididimis
epitelindeki hiicrelerde, bazalde peritiibiiler hiicrelerde ve damar endotelinde immunoboyanma
saptandi. Anti-VEGFR-2 (Abcam 9530) primer antikoru uygulanan tavsan testis dokusunda
I’den VIII'e kadar tiim spermatojenik evrelerdeki seminifer tiibiillerde Sertoli hiicrelerinde ¢ok

zayif immunpozitif reaksiyon gozlenirken intersitisyel alanda, Leydig hiicrelerinde ve damar
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endotellerinde ise kuvvetli bir immunboyanma belirlendi. Epididimiste, duktus epididimis
duvarinda herhangi bir immunboyanma dikkat cekmezken, intersitisyel dokudaki kapillar damar
endotellerinde immunboyanma goriildii. Anti-VEGFR-2 (Abcam 10973) primer antikoru
uygulanan tavsan testis dokusunda I’den VIII’e kadar tiim spermatojenik evrelerdeki seminifer
tiibiillerdeki  Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlarin sitoplazmalarinda c¢ok yogun
immunpozitif boyanma gozlendi. Bununla birlikte V., VI, VII, ve VIII. evrelerde
spermatidlerin akrozomlarinda immunpozitif reaksiyon tespit edildi. Intersitisyel alanda, Leydig
hiicreleri ve damar endotelinde de immunboyanma belirlendi. Epididimiste duktus epididimisi
doseyen prinsipal hiicrelerin apikal ile bazallerinde, apikal ve bazal hiicrelerin sitoplazmalarinda
ve peritubuler hiicrelerin sitoplazmalarinda pozitif immunreaksiyon goriildii.

VEGF proteini ve reseptorleri VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin tavsan testislerindeki spesifik
lokalizasyonlari, bu molekiillerin spermatogonial farklilagsma, spermiyogenezis, spermatidlerde
akrozom gelisimi ve Leydig hiicrelerinde steroidiogeneziste, ayrica epididimiste sperm
olgunlagmasi1 ve kan-epididimis bariyerine katki saglama gibi fonksiyonel gorevleri

olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: VEGF, Testis, Epididimis, VEGF reseptorleri, Tavsan
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THE LOCALIZATION OF VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR AND
ITS RECEPTORS ON TESTIS AND EPIDIDYMIS OF RABBIT
Nilgiin ANTEPLI

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Histology and Embryology
M.Sc. Thesis, December 2013
Supervisor: Associate Professor Feyzullah BEYAZ
ABSTRACT

This study was planned to exhibit the presence and localization of VEGF and its receptors
VEGFR-1 and VEGFR-2 on rabbit testis and epididymis using immunohistochemistry. In this
study, 30 testis and epididymis were taken from 15 healthy, male New Zelland rabbit and
processed through routine histological process were used as a material. PAS & Hematoxylene
staining were applied for determining the spermatogenic stages at seminiferous tubules. Strept-
Avidin Biotin Compleks (ABC) immunohistochemical method was used for the determination
of localization of VEGF and its receptors VEGFR-1 and VEGFR-2 on rabbit testis and
epididymis.

At the immunostaining for VEGF, it was seen positive immunoreaction in Sertoli cells, Type A
spermatogonia and primary spermatocytes in all spermatogenic stages. It was found the positive
immunoreaction for acrosome of spermatids in stages V., VI., VII and VIII within seminiferous
tubules. The positive immunoreaction was determined for Leydig cells and vascular
endothelium in the interstitium. Moreover, the positive immunoreaction was identified for the
apical and basal cytoplasm of prenciple cells and apical cells lining ductus epididiymis in initial
segment, caput, corpus and cauda epididiymis. At rabbit testis where it was applied for anti-
VEGFR-1 (Abcam 9540) primary antibody, a positive immunoreaction was seen in only Sertoli
cells in seminiferous tubules containing all spermatogenic stages from I to VIII and the leydig
cells or vascular endothelium in the interstitium. A positive immunoreaction was just identified
for capillar endothelium, but not the epithelium of ducts in epididymis. At rabbit testis where it
was applied for anti-VEGFR-1 (Abcam 2350) primary antibody, a positive immunoreaction was
seen in Sertoli cells and spermatogonia in seminiferous tubules containing all spermatogenic
stages from I to VIII and Leydig cells or vascular endothelium in the interstitium.

A positive immunostaining was determined for epithelial cells lining ductus epididiymis,
peritubuler cells surrounding ducts and vascular endothelium in epididiymis. For anti-VEGFR-2
(Abcam 9530) primary antibody, a weak positive immunoreaction was seen in Sertoli cells in
seminiferous tubules containing all spermatogenic stages from I to VIII but it was found a
strong positive immunoreaction for Leydig cells or vascular endothelium in the interstitium. A
negative immunostaining was determined for epithelial cells lining ductus epididiymis,

peritubuler cells surrounding ducts in epididymis but capillar endothelium was positive.
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For anti-VEGFR-2 (Abcam 10973) primary antibody, a strongly positive immunoreaction was
found in Sertoli cells and spermatogonia in seminiferous tubules containing all spermatogenic
stages from I to VIII. Moreover, a positive immunoreaction was identified for acrosome of
spermatids in stages V., VL., VIL, and VIII within seminiferous tubules. It was found a positive
immunostaining for Leydig cells or vascular endothelium in the interstitium. A immunopositive
reaction was seen at apical and basal part of the principle cell and cytoplasme of apical and
basal cells lining ductus epithelium and peritubular cells surrounding ducts.

The spesific localizations of VEGF and its receptors VEGFR-1 and VEGFR-2 in rabbit testis
and epididymis indicate they may affects the spermatogonial differentation, spermiogenesis,
acrosomal development of spermatids, steroidiogenesis in Leydig cells and sperm maturation

and the supporting to blood-epidiymis barrier in epididymis.

Keywords: VEGEF, Testis, Epididymis, VEGF receptors, Rabbit
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1.GIRIS VE AMAC

Testisler, erkek bireyin seksiiel 6zellikleri ve iireme kabiliyetleriyle direk iliskili bir ¢ift
organdir. Milattan 300 yil 6nce insan ve hayvanlarda erkegin seksiiel 6zellikleri ve
tireme kabiliyeti arasindaki iliskinin ilk tanimlamasi1 yapilmistir. Aristo, cinsel erginlige
ulagsmamig erkek kuslarin kastrasyonunun, ibikte renklenme ve disilere ilgi duyma gibi
sekstiel Ozelliklerin  gelisimini  engelledigini  gozlemlemistir. Erkek cinsiyet
ozelliklerinin olusmasinda testisin rolii {iizerine ilk gercek bulgular 19. yiizyilin
ortalarinda Arnold Adolph (1849) tarafindan ortaya konulmustur. Berthold, horozlarin
kastrasyonundan sonra ibiklerinde atrofinin olustugunu, testislerin abdominal bosluga
tekrar implante edilmesiyle de atrofinin Onlenebilecegini gostermistir. Prolifere olan
totipotent koken hiicreler icermeleri, mayozun gozlendigi tek erkek organi olmalar1 ve
sahip olduklar1 endokrin aktiviteleri ile bireyin fenotipini belirleyebilmeleri testisleri
0zel bir organ konumuna sokmaktadir. Testisin sahip oldugu tiim bu spesifik 6zellikler,
belirli gen Orneklerinin koordineli ekspresyonunu saglayan 6zel endokrin ve lokal

mekanizmalar tarafindan diizenlenirler (1).

Testisin, germ hiicrelerinin yapimi ve cinsiyet hormonlarinin iiretimi olmak {izere iki
ana fonksiyonu vardir. Pubertaya erismis bir erkek bireyde, germ hiicreleri mayoz
bolinme gecirerek cesitli gelisim asamalar1 sonucunda ileri derecede Ozellesmis
spermatozoonlart meydana getirirler. Germ hiicrelerinin gelisimi ve farklilasmasi
sirasinda, ¢ok sayida hiicre i¢i ve yiizeyi kaynakl proteinler ortaya c¢ikarken, olusan
otoantijenlere karsi bir immunolojik yanit olugsmaksizin tolerans sekillenmektedir. Son
yillarda, gelisen teknolojiye paralel olarak insan ve cesitli hayvan tiirlerinin testisleri
izerinde cok sayida arastirma yapilmistir. Arastirmalar ozellikle, testislerin morfolojik
yapisal Ozelliklerinin ortaya konulmas: yaninda, yapisinda bulunan immun sistem
hiicrelerinin testisdeki fonksiyonlarina odaklanmistir. Bununla birlikte arastirmalar daha
cok insan, rat ve fareler iizerinde yogunlasirken, diger tiirlerde daha az sayida ¢alisma

bulunmaktadir (1).



Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF, VEGF-A, VPF), VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, plasenta benzeri biiyiime faktorii (PLGF) gibi heparin baglayici biiyiime
faktorleri ailesinin bir iiyesidir (2, 3, 4). VEGF, 40 kDa agirliginda homodimerik bir
glikoprotein olup, yapisinda yeraldig1 organin hem gelisim evresinde hem de fizyolojik
fonksiyonuna bagl bir ka¢ dnemli biyolojik aktivite sergileyen multifonksiyonel bir
molekiildiir (5, 6, 7, 8). VEGF reseptorleri VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3 olup
bunlar Platelet kokenli biiyiime faktorleri (PDGF) reseptor alt familyasinin tirozin kinaz
smif III reseptor ailesine baglidir. Eriskin dokularinda, VEGFR-1 ve VEGFR-2 vaskiiler
endoteliyal hiicrelerde, VEGFR-3 ise baglica lenfatik endotelde eksprese olurlar (2, 4,
9). Her ne kadar, VEGF; VEGFR-1, VEGFR-2, Noyrofilin-1 (Nrp-1) ve Noyrofilin-2
(Nrp-2) reseptorlerine baglanirsa da, onun damar endotelindeki ana sinyal iletim
reseptoriic. VEGFR-2’dir (9). VEGF veya reseptorlerinin inhibisyonunun dokularin
cogunda damar yapisinda gerileme gibi baz1 mikrovaskiiler degisikliklere neden oldugu

bildirilmektedir (4).

Insan (10, 11, 12), sican (13, 14, 15, 16), fare (17) ve karaca (18, 19) gibi baz1 hayvan
testis ve epididimislerinde VEGF ve reseptorlerinin ekspresyonu ve lokalizasyonlari
cesitli yontemler kullanilarak gosterilmistir. Ozellikle testiste Sertoli hiicreleri, Leydig
hiicreleri ve vaskiiler yapilarda VEGF’in varligi dikkat cekici bulunmustur. VEGF’in
Seminifer tubullerde, spermatogenezis ve spermiyogeneziste, Leydig hiicrelerinde ise

steroidogeneziste 6nemli roller oynadigi diisiiniilmektedir (10, 12, 15-19).

Bununla birlikte, yapilan literatiir taramalarinda tavsanlarin testis ve epididimislerinde
VEGTF proteini ve bu proteinin baglanarak etkisini gosterdigi VEGFR-1 ve VEGFR-2’
nin varlig1 ve lokalizasyonlariyla ilgili herhangi bir arastirmaya rastlanilmamistir. Bu
calisma, VEGF proteini ve bu proteinin baglanma reseptorleri VEGFR-1 ve VEGFR-
2’nin  tavsan testis ve epididimislerindeki varhi§ ve lokalizasyonunu

immunohistokimyasal yontemle ortaya koymak amaciyla planlanmaistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.ERKEK GENITAL SiSTEM

Erkek genital sistemi, testisler, genital akitic1 kanallar (tubulus rektus, rete testis, duktuli
eferentisler, duktus epididimis ve duktus deferens), bu kanallara ac¢ilan yardimci bezler
(vezikula seminalis, prostat bezi ve bulbouretral bez) ve erkek dis genital organi

penisten ibarettir (20, 21).
2.1.1.Testisler

Testisler, erkek iireme sisteminin esas fonksiyonel organlaridir. Bir cift tubiiler bilesik
bez olan bu organlar skrotum i¢inde asili dururlar. Gametlerin {iretimi (gametogenezis)
ve steroid hormon {iiretiminden (steroidogenezis) sorumludurlar. Prenatal donem
stiresince abdomende gelisimini siirdiiren testisler, doguma yakin bir zamanda inguinal
kanaldan gecerek skrotuma inerler ve burada funikulus spermatikus’la ile asili halde
tutulurlar. Testisler, skrotumun icerisinde, viicudun diginda yer almalar1 nedeniyle viicut

wsismin 2-3 °C altinda bir 1s1ya sahiptirler (21).

Tavsan testisleri, yassi oval bir sekle sahip olup, hayvanmn arka bacaklarinin arasinda
viicudun uzun eksenine biraz capraz pozisyonda (kraniyomedial-kaudalateral) yerlesim
gosterirler. Erigkin bir tavsan testisi 7,2-7,8 g agwhgmda ve 20,5-21,1 mm
uzunlugundadir (20, 21). Testis ylizeyinin biiyiik bir boliimii ser6z bir membran olan
tunica vaginalis propriya ile c¢evrilidir. Tunica vaginalis’in altinda siki diizensiz bag
dokudan olusan beyaz kalin fibroz bir katman olan funica albuginea bulunur. Tunica
albuginea’nin yapisinda daha fazla kollajen iplikler ile az miktarda da elastik iplikler
bulunur. Aygir, ko¢ ve domuz testislerinde ise bunlarin yanisira diiz kas hiicreleri de
gozlenir (20, 21, 22). Tunica albuginea, septula testis ad1 verilen trabekiillerle organin
icine dogru uzantilar gonderir. Bu septalar kopek ve domuzda tam iken, diger evcil
hayvanlarda genis intravaskiiler damarlarla cevrelenmis ancak gozle cok iyi fark

edilemeyen bagdokusu trabekiilleri seklindedir. Testikular septa, mediyastinumdan



tunica albuginea’ya radiyer tarzda uzanir ve organi lobili testis ad1 verilen piramidal
kompartmanlara ayirir. Her bir lobguk kivrimli 1-4 adet tubulus seminiferus’tan olusur
(22). Eriskin hayvanlarin testislerinin %80’ini seminifer tubuller olustururken, geriye
kalan %?20’sini igerisinde bol miktarda Leydig hiicresi bulunan destekleyici bag dokusu
olusturur. Genellikle kivrimli olan tubuller dallanabilir veya kor uglarla sonlanabilir.
Her bir lobuliin apeksinde seminifer tubuller iletici kanal sisteminin bir parcasi olan
tubuli rekti’ye acilirlar. Bu yapilar daha sonra mediyastinum bag dokusu icerisinde
epitelle cevrili bosluklarin olusturdugu pleksiform bir sistem olan rete testis’i
olustururlar. Intertubuler bosluklar gevsek bir bag doku ile doludur. Bu bag dokusu
icerisinde kan ve lenf damarlari, fibroblastlar, mononiiklear 16kositler ve intersitisyel

endokrin hiicreleri (Leydig hiicreleri) bulunur (22, 23, 24).

Tubuli seminiferi kontorti’ler, hayvan tiirlerinin cogunda 150-300 um ¢apinda ve 30-70
cm uzunlugunda iki u¢lu kivrimli borucuklardir. Bu borucuklar lamina propriya ile
cevrelenmis cok katli germinal bir epitel ile ortiiliidiirler ve bir noktada birlesen her iki
uc Ozellesmis bir terminal segment ile tek ve diiz bir testikiiler tiipe doniisiir. Seminifer
tubiil epitelinin hemen altinda iki kath bir bazal membran bulunur. Bazal membranin
altinda tip I kollagenleri iceren acik renkli bir alan ve bu alanin periferinde de
peritubuler miyoid veya miyofibroblast hiicreleri olarak bilinen yassilagsmis bir hiicre
katmani bulunmaktadir. Bu katmani lenf damarlar1 endoteli ve fibroblast hiicre katmani
izler. Seminifer tubiilleri ¢evreleyen yapilarin hepsi birden lamina propriya olarak
tanimlanir (24, 25, 26). Lamina propriya’nin kalinhig1 ve igcerdigi hiicre tipleri hayvan
tiirleri arasinda degisiklikler gosterir. Lamina propriya’da bulunan miyoid veya
miyofibroblastlar olarak bilinen hiicreler, seminifer tubiillerde spermatozoonun ve
testikiiler sivinin transportundan sorumlu kontraktil hiicrelerdir. Lamina propriya
intersitisyumdan seminifer tubiillerdeki germinal epitele gecen maddeler icin gegirgen

bir bariyer olusturmaktadir (21, 24, 25).

Sertoli hiicreleri, seminifer tubuller icerisindeki tek somatik (non-germinal) yapilardir.
Sertoli hiicreleri bazal lamina’dan seminifer tubullerin lumenine dogru uzanan ve
sitoplazmik uzantilar1 ile komsu germ hiicrelerini sararak onlara fiziksel ve fizyolojik
destek saglayan kolumnar hiicrelerdir (27, 28). Sertoli hiicrelerinin sayist ile hem testis
hacmi, hem de giinliik sperm {iiretimi arasinda kuvvetli bir baglant1 vardir (28, 29, 30).

Sertoli hiicreleri, basal kisim, ana gévde, lateral hiicre uzantilar1 ve apikal hiicre ylizeyi



olmak iizere 4 ayr1 boliimde incelenebilir. Sertoli hiicreleri, spermatojenik hiicreler i¢in
besleyici, koruyucu ve destekleyici fonksiyonlara sahiptirler. Buna ilaveten, dejenere
olan spermatojenik hiicreleri ve seminifer tubullerin lumenine saliverdikleri
spermatidlerin atik sitoplazmik parcalarini fagosite ederler. Sertoli hiicreleri, germ
hiicreleri iizerinde FSH ve testestoron hormonlarinin etkisine aracilik ederler,
spermatojenik olaylarin senkronizasyonunu saglarlar, androjen baglayic1 proteini
(ABP), transferin ve inhibin gibi intratiibiiler siv1 igceriklerini sentezlerler (31). Yapilan
caligmalar, Sertoli hiicrelerinin, Sertoli-germ hiicre etkilesimlerinin molekiiler temelini

olusturan cok sayidaki proteini sentezleyip salgiladiklarini ortaya koymustur (25-28).

Tiim evcil memelilerin testislerindeki Sertoli hiicreleri degisen miktarlarda lipid ve
glikojen inkliizyonlar1 icerirler. Yapisinda mikrofilamanlar, mikrotubiiller ve graniilsiiz
endoplazma retikulumu bol miktarda bulunurken, az sayida graniilli endoplazma
retikulumunun da oldugu bilinmektedir. Hiicre yiizeyi spermatidler tarafindan sik sik
derin bir sekilde c¢entiklenir. Spermatidlerin akrozomal bdlgeleri seviyesinde
mikrofilamanlar ile iligkili bir sekilde yiizeysel olarak lokalize olmus endoplazmik
retikulum sisternalar1 Sertoli hiicrelerinin karakteristik 6zelligidir. Benzer yapilar
komsu Sertoli hiicreleri arasindaki baglant1 bolgelerinde de mevcuttur. Sertoli hiicreleri
seminifer tubiil icerisinde iki daimi (bazal ve adluminal) ve bir ge¢ici (ara) kompartman
sekillendirirler. Bazal kompartmanda spermatogoniyumlar ve mayozun erken leptoten
fazindaki spermatositler bulunur. Bazo-lateral yiizeylerde komsu Sertoli hiicreleri
arasindaki tayt canksimlar (tight junctionlar) ve zonula okliidens (zonula ocludens)
bazalden adluminal kompartmani smirlandirirlar. Kan-testis bariyeri adi verilen bu
bariyer yanlizca Sertoli hiicreleri tarafindan sekillendirildigi i¢in Sertoli hiicre bariyeri
olarak da adlandirilir. Ara kompartiman olarak bilinen iiclincii kompartman, bazalden
adluminal kompartimana leptoten hiicrelerin gecisi sirasinda, tight junctionlarin
yikimlanmas1 ve tekrar yenilenmesiyle sekillenir. Ara kompartmanin bulunmasi,
bazalden adluminal kompartmana hiicrelerin gecisi esnasinda Sertoli hiicre

biitlinliigiiniin korunmasini1 saglar (25-32).

Spermatogoniyumlarin ~ boliinmeleri  ve kok  hiicrelerin  yenilenmeleri  bazal
kompartmanda meydana gelir. Diffuz bir bariyer olan kan-testis bariyeri mayozun
komplike siirecinin ve spermiyogenezin disaridan bir etki almaksizin meydana gelmesi

icin bir mikro ortam saglar. Sertoli hiicre bariyeri adluminal kompartmana bir ¢ok



maddenin girmesine izin verirken bu maddelerin sadece ¢ok kiiciik bir miktar: tubiil
lumenine ulasabilmektedir. Toksinlerin, zehirli maddelerin direkt olarak adluminal germ
hiicrelerini etkilemesi i¢in ya bariyerin bozulmasi ya da Sertoli hiicrelerinin icerisine

girmesi gereklidir (30-33).
2.1.2.Spermatogoniyal hiicrelerin kokeni

Hem erkeklerde hem de disilerde hiicre hattinin ilk bilinen kdken hiicresi primordiyal
germ hiicreleridir. Epiblast (embriyonal ektoderm) hiicrelerinin kiiciik bir toplulugundan
olusurlar. Bu hiicreler allantoisin tabanindan genital kivrima, arka bagirsak boyunca goc
ederler. Farelerde go¢ esnasinda ve fotal yasamin 13. giiniine kadar primordiyal germ
hiicreleri cogalir (22). Bu hiicreler genital kivrima ulastiklar1 zaman sayilar1 yaklasik her
gonadda 10.000’e ulasir. Erkek genital kivriminda, primordiyal germ hiicreleri oncii
Sertoli hiicreleri olan somatik destek hiicreleri tarafindan sarilirlar. Primordiyal germ
hiicreleri ve Sertoli hiicreleri birlikte seminifer kord olarak adlandirilan bir hiicre
dizisini olustururlar. Gelisim siiresince bu kordlar bir lumen sekilendirir ve boylelikle
tubulus seminiferus kontortuslar olusur. Seminifer kord igerisinde mevcut olan germ
hiicreleri morfolojik olarak primordiyal germ hiicrelerinden farklidirlar ve gonositler
olarak adlandirilirlar. Sicanlarda ve farelerde seminifer kordun sekillenmesinden sonra,
gonositler bir kac¢ giin ¢ogalirlar ve sonra hiicre siklusunun Go/G; fazinda tutulurlar.
Dogumdan ¢ok kisa bir siire sonra gonositler spermatogoniyum A’y1 olusturmak icin

yeniden ¢ogalmaya baslarlar (22, 34-42).
2.1.3. Spermatogenezis

Spermatogonyumlardan spermatozoon gelisinceye kadar gecen olaylar dizisi
spermatogenezis olarak adlandirilir ve 3 asamada gerceklesir; a) spermatositogenezis,

b) mayoz boliinme, c) spermiyogenezis (24, 37).
2.1.3.1. Spermatositogenezis:

Spermatogenezis esnasinda spermatogonyumlar mitozla cogalirlar ve sonugta A-
spermatogonyumlar, [-spermatogonyumlar (intermediyet), B-spermatogonyumlar ile en
sonunda da preleptoten primer spermatositler olusur. Primer spermatositler bu
asamadan sonra mitozla boliinmezler, germ hiicrelerinin sayisim dort katina ¢ikaran 2
mayoz boliinme gecirirler. En biiylik spermatogonyumlar ve seminifer tubiillerin bazal

laminasiyla en genis temas1 saglayan hiicreler, A-spermatogonyumlardir. Belirgin bir



cekirdekgik ile soluk ve bulanik goriintislii cekirdekleri vardir. B-spermatogonyumlar,
cok miktarda kromatin partikiilleri ile ¢arpic1 olmayan bir ¢ekirdekcik iceren yuvarlak
bir cekirdege sahiptirler ve birbirlerine sitoplazmik uzantilarla baglanirlar. B-
spermatogonyumlar boliinmeleri sonucunda preleptoten primer spermatositler olusur.
Bu hiicreler ve onlardan olusan hiicreler spermiyasyondan ¢ok kisa zaman Oncesine
kadar birbirlerine gercek sitoplazmik kopriilerle baglanmislardir. Preleptoten primer
spermatositler yavas yavas bazal laminayla baglantilarin1 kaybederler ve sertoli
hiicrelerinin hiicreler arasi baglantilarinin aralarindan adluminal kompartmana dogru
yonelirler. Preleptoten primer spermatositlerde cekirdekte DNA replike olmustur ve

biitiin kromozomlar 2 kardes kromatidten ibarettir (24, 37).
2.1.3.2. Mayoz boliinme:

Mayoz esnasinda, 1 primer spermatositten 4 adet haploid yapida spermatid’in olustugu
pes pese iki c¢ekirdek boliinmesi gerceklesir. Tubiil epitelleri i¢inde en biiyiik
spermatogenik hiicreler primer spermatositlerdir ve spermatogonyumlarla, spermatidler
arasinda yerlesim gosterirler. Birinci olgunlagsma boliinmesinin profaz evresi asiri
derecede uzun siirdiigii icin tubiil kesitlerinde 2 generasyon primer spermatosit goriiliir.
Birinci olgunlasma boéliinmesinin  profaz cekirdekteki kromatin maddesindeki
karakteristik degisikliklere bagli olarak leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez
evreleri icerir. Leptoten evresinde kromozomlar ince iplik¢ikler tarzinda
diizenlenmislerdir. Zigoten evresinde homolog kromozomlar eslesmeye baslarlar ve 4
kromatidli tetrat yapisi olusur. Eslesmenin gézlenebilen tek kanit1 elektron mikroskopla
goriilebilen  sinaptonemal komplekstir. Eslesmenin  tamamlanmasi, eslesmis
kromozomlarin kardes olmayan (non-sister) kromatidleri arasinda gerceklesen krossing
over'in meydana geldigi pakiten evresini baglatir. Diploten evresinde eslesmis
kromozomlar birbirlerinden ayrilirlar ancak kardes kromatidler, krossing over‘in
gerceklestigi kiazma bolgelerinden birbirlerine yapisik kalirlar. Diyakinez esnasinda
kromozomlar kisalip kalinlagirlar ve her bir kromozomda 4 adet ayr1 kromatid belirgin
hale gelir. Profazin sonunda c¢ekirdek zar1 kaybolur. Metafaz, anafaz ve telofaz ¢ok
cabuk gerceklesir. Bu asamalar esnasinda eslesen kromozomlar 6nce ekvatoryal plak
izerinde yerlesirler, bundan sonra homolog kromozomlar her birinde kromozom
sayisinin yarist kadar kromozoma sahip ve her bir kromozomda iki kromatid (diyad)

sekonder spermatositleri olusturmak iizere hiicrenin aksi kutuplarma dogru hareket



ederler. Genetik materyalde hi¢ bir duplikasyonun olmadig1 cok kisa bir interfazdan
sonra, sekonder spermatositler ikinci olgunlasma bolinmesine girerler. Mitoz
boliinmeye benzer sekilde kisa bir profazi, metafaz, anafaz ve telofaz izler. Bu boliinme
sirasinda  sentromerler boliiniir ve sekonder spermatositlerin kardes kromatidleri
birbirinden ayrilir ve boliinme sonucunda olusacak olan spermatidlere dagilir. Bu

yiizden bu hiicreler haploid sayida kromozoma sahiptirler (24, 37).
2.1.3.3. Spermiyogenezis:

Birbirleriyle iliskili klonlar halindeki yeni olusmus spermatidlerin ayr1 ayri
spermatozoonlara farklilagsmalar1 spermiyogenezis olarak adlandirilir. Spermiyogenezis
sirasinda ortaya c¢ikan en Onemli morfolojik degisiklikler, akrozomun olusmasi,
cekirdek kromatinin yogunlasmasi, hareketli bir kuyrugun biiyliyerek gelismesi ve
spermatid materyalinden (sitoplazma, su, organeller) daha sonra olusacak olan
spermatozoon ic¢in gerekli olmayan fazla kisimlarin kaybidir. Spermiyogenezis, golgi,

kep, akrozomal ve olgunlagma evrelerinden olusmaktadir (24, 37).
2.1.3.3.1. Golgi evresi:

Golgi vezikiilleri icinde proakrozomal graniiller belirir. Proakrozomal graniiller, tek bir
akrozomal vezikiil i¢inde bir akrozomal graniil olusturmak iizere eriyip birbirleriyle
kaynasirlar. Bu iki olusum cekirdegin i¢ tarafiyla temasa gecmek suretiyle olusacak olan

sperm basinin anterior kutbunu belirler (24, 37).
2.1.3.3.2. Kep evresi:

Akrozomal vezikiil biiylir ve cekirdegin 2/3’lik on kismini kaplayan bas kepini
olusturur. Geg kep evresinde hareketsiz kiiresel spermatidler kutuplasarak cekirdek ve
bas kepi ekzentrik (dis merkezli) olarak yer degistirirler. Iki sentriyol, ¢ekirdegin kaudal

kutbunda toplanir ve distal sentriyol, flagellumun gelisip biiyiimesini saglar (24, 37).
2.1.3.3.3. Akrozomal evre:

Erken akrozomal evrede c¢ekirdek ve hiicre govdesi kraniyo-kaudal yonde uzamaya
baslar. Bununla ayni zamanda spermatidler de, ¢ekirdekleri tubiillerin periferine ve
gelismekte olan kuyruklar1 da lumene dogru yonlenecek sekilde donerler. Sertoli
hiicrelerinin lateral uzantilariyla daha onceden birbirinden ayrilan spermatidler, daha
sonradan bu hiicrelerin apikal girintilerine gomiiliirler. Cekirdek uzamaya baslayinca,

cekirdek histonlarinin yerini temel proteinler alir. Bu yogunlasmadan sonra DNA,



transkripsiyonel olarak etkisiz hale gelir ve zararli etkilere karsi diren¢ kazanir.
Fertilizasyon sirasinda, kromatinin yogunlagsmasindan Once protaminlerin mutlaka
histonlar tarafindan yenilenmeleri gerekir. Bu histonlar ovosit tarafindan saglanir (24,

37).
2.1.3.3.4. Olgunlasma evresi:

Bu asamada c¢ekirdek yogunlasmasi tamamlanir. Spermatozoonun olusacak olan orta
parca kisminda mitokondriyonlarin ¢ogu, aksonem etrafinda heliks tarzinda toplanirlar.
Olusacak olan esas parcanin dis fibriller sistemi ve fibroz kilif geligir. Olgunlagsma
evresinin ileri agamalarindaki spermatidin hacmi, kep evresindeki spermatidin %?20-
30’u kadardir. Bu azalmadan genelde otoliz sorumlu tutulur. Sigirlarda spermatidleri
barindiran Sertoli hiicrelerinin uzantilari, spermatid materyalinin emilmesi islemine
katilir. Spermiyasyondan Once, olgunlasma evresindeki spermatidler arasindaki
sitoplazma kopriileri birbirlerinden ayrilir ve artik sitoplazma, residiiel cisimcik olarak
cikarilir. Rezidiiel cisimciklerin farkli sonlar1 vardir; Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite
edilebilirler, tubiil lumelinde yok olabilirler ya da tiibul epitelinin apikal kenarlarina
baglandiginda hizla otolize olurlar. Spermatid sitoplazmasimin kiiciik artik bir parcasi,

geng spermatozoonun sitoplazmik damlasi, epididimisten gecerken kaybolur (24, 37).
2.1.3.4. Spermatozoon:

Spermatazoonlarin uzunluklar1 yaklasik olarak 60-75 um arasinda degisir. Isik
mikroskopta bas ve kuyruk olmak iizere iki kisimdan olustugu, elekron mikroskopta ise
kuyrugun boyun, orta parca, esas par¢a ve son par¢a gibi kisimlara ayrildigi

goriilmektedir (24, 37).
2.1.3.4.1. Bas:

Tiire 0zgii olan ve buna bagh olarak da tiirler arasinda farkliliklar gosteren
spermatozoon basinin seklini, ¢ekirdegin sekli belirler. Cekirdegin on kismi akrozomal
kep ile sarihidir ve bu yapinm i¢ ve dig akrozomal membranlar1 arka ucta birlesir.
Akrozomal kep cok sayida hidrolitik ve proteolitik (akrozin) enzimler (uterusta kapasite
olan spermatozoonun akrozom reaksiyonu esnasinda ortaya ¢ikardigy) icerir. Akrozomal
enzimler, dollenme esnasinda zona pellusida’nin delinmesi i¢in gereklidir. Cekirdegin
esas kismu kiikiirtten zengin proteinler iceren bir postakrozomal kilif ile sarthdir. Olii

spermatozoonlarda bu kilif eozin ve bromfenikol mavisi gibi bazi boyalarla yogun bir
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sekilde boyanmaktadir. Postakrozomal bas bolgesinin plazma membrani, homolog
ovositin taninmast i¢in gerekli olan reseptor molekiillerini icermektedir. Cekirdek zar1
sperm basmin kaudal yilizeyinde kuyrugun eklenecegi eklem benzeri bir oluk olusturur

(24, 37).
2.1.3.4.2. Boyun:

Bas ile orta parca (baglayici parca) arasinda yer alan kisa ve dar bir olusumdur. Merkezi
yerlesimli bir sentriyol ile 9 adet periferde ve uzunlamasina yerlesimli ve orta parcanin

dis fibrilleriyle devam eden kalin fibrillerden olugsmaktadir (24, 37).
2.1.3.4.3. Orta parca:

Orta parcanin karakteristik flagellum yapisindadir: 1 ¢ift merkezi, 9 cift periferal
yerlesimli mikrotubiil, aksiyal filament kompleksini olusturur. Bu olusumlar,
etraflarindan 9 adet uzunlamasina yerlesimli, baglayic1 par¢anin fibrilleriyle birlesen ve
gittikce incelen dig fibrillerle kusatilmiglardir. Bunlar da etraflarindan heliks tarzinda
yerlesmis mitokondriyonlarla sarilmislardir. Orta par¢a plazma membraninin yiiziik

benzeri kalinlagmasi, orta parcayla esas par¢anin sinirin belirler (24, 37).
2.1.3.4.4. Esas parca:

Spermatozoonun en uzun parcasidir. Aksiyal filament kompleksinin yapisi orta
parcaninkine benzer ve orta par¢anin dis fibrilleriyle devam eder. Fibriller biiyiikliik ve
sekil yoniinden ara sira degisikliklere maruz kalir ve esas par¢anin sonuna dogru

gittikce incelir (24, 37).
2.1.3.4.5. Son parga:

Sadece aksiyal filament kompleksini igeren fibroz kilifin son kismi, son parcanin
baslangicini belirler. Son parcanin proksimalinde bu kompleks kendi karakteristigi olan
9 cift periferal mikrotubulustan olusmaktadir, ancak distalde bu ciftler teke diiserek

degisik seviyelerde son bulur (24, 37).

Isik mikroskobu altinda seminifer tiibuller incelendiginde, spermatojenik hiicrelerin
rastgele degil, aksine 1yi tanimlanabilen hiicresel iligkiler icerisinde organize olduklar1
belirlenmistir.  Ornegin; seminifer tubiil epitelinin  belirli bir bolgesinde,
farklilasmalarimi tamamlamis olan spermatidler gelisimsel basamaklarina gore sadece

erken spermatidler, spermatositler ve spermatogoniyumlarla ©6zel kombinasyonlar
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seklinde goriilebilirler. Bu hiicresel gruplagsmalar (Roma rakamlariyla siralanir)
seminifer tubiiliin belirli bir bolgesinde ardisik olarak takip eder ve bu dizi dongiisel
olarak kendini yeniler (24). Spermatogenezisin dongiisel isleyisinde her belirgin hiicre
kiimesi bir basamak olarak tanimlanir. Belirgin bir seminifer tubiil alaninda ayni
hiicresel gruplasmanin iki defa ortaya c¢ikmasi arasinda ardisik basamaklarin serisi
seminifer tubiil dongiisii olarak tanimlanir. Her tiir icin dongiideki basamak sayisi

sabittir (24).

Seminifer epitel dongiisii cok sayida evrelere ayrilir. Lebnon ve Clermont (1952a, b),
Clermont ve Leblond (1955), ve Ortavant (1954), PAS teknigi yardimiyla kep olusumu
ve akrozom gelisimini temel alarak sicanlarda bir dongiiyii 12-14 evreye aymrmislardir
(43, 44). Curtis (1918), Roosen-Rudge ve Giesel (1950) ve Ortavant (1954)
spermatidlerin ¢ekirdek sekli, spermatidlerin ve spermatozoonlarin bazal membrana
gore yerlesimi, mitotik figiirlerin varlig1 ve seminifer tubiil limenine spermatozoonlarin
salmimi gibi kriterleri kullanarak bir dongiiyli sekiz evreye aywrmislardir (43, 44).
Bununla birlikte, insanda 6, sicanda 14, maymunda ise 12 basamak tanimlanmistir.
Insanda ise bir dongiiniin siiresi 16 giindiir. Dort dongii sonunda (64 giin)

spermatogoniyumlar spermiyum haline gelir (24).

Koken hiicrelerinin (Tip A spermatogoniyalar) boliindiigii ve bu kok hiicrelerden koken
alan spermatozoonlarin tubiil liimeninde serbest kaldig1 zaman arasinda gerceklesen
seminifer epitel dongii sayisi tiirler arasinda farklilik gosterir. Buna gore sigcan, fare, koc
ve bogalarda 4 dongii, maymunda ise 6 dongii oldugu belirlenmistir. Canli sicanda
seminifer tubiiliin bir parcasini kesintisiz inceleyebilecegimizi varsayalim. Bir seminifer
tubiil seridi boyunca tiim 14 basamagin (yani bir dongiiniin) bir dalgasal yenilenme
olarak devam ettigini anlayabiliriz. Dongii serileri, her biri 14 ardigik basamaktan
olusarak kendisini tekrar tekrar yineler. Insan testisinde spermatojenik hiicre nesilleri
sarmal diizende organize olmustur. Sonugta, bir seminifer tubiil kesiti, sican testisindeki

tek basamak yerine ii¢ veya dort hiicresel gruplagsmayi (basamagi) icerir (24).

Swierstra ve Foote (1963) tavsan testisleri iizerinde yaptiklar1 arastirmalarinda
spermatidlerin cekirdek sekli, spermatidlerin ve spermatozoonlarin bazal membrana
gore yerlesimi, mitotik figiirlerin varlig1 ve seminifer tubiil limenine spermatozoonlarin
salimimu gibi kriterleri kullanarak bir dongiiyii sekiz evreye ayirmislardir (44). Bununla

birlikte bu arastirmacilar, tavsan seminifer tubiillerindeki bir dongiiyii olusturan
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evrelerin dagilimlarmi yiizde olarak sirasiyla soyle tespit etmiglerdir; evrel: %27.7, evre
2: %13.4, evre 3: %7.3, evre 4: %11.0, evre 5: %4.1, evre 6: %15.7, evre 7: %12.2, evre
8: %8.6 (44).

2.1.5.Tavsanlarda Spermatogenezisin Evreleri:
2.1.5. 1. Evre

Tip A spermatogoniyumlar ve Sertoli hiicreleri bazal membran boyunca dizilmistir. Tip
A spermatogoniyumlar graniil benzeri bir kromatin iceren ovalden yuvarlaga degisen
bir ¢ekirdege sahiptirler. Bununla birlikte ¢ekirdek membrani belirgindir. Erken ve gec
olmak iizere iki generasyon primer spermatosit mevcuttur. Erken primer spermatositler
preleptoten olup bazal membrana yakin yerlesirler. Ge¢ primer spermatositler, pakiten
fazda olup tubiil lumeni ve bazal membran arasinda dagilim gosterirler. I. evre’nin ilk
baslarinda, erken primer spermatositlerin cekirdekleri yuvarlak olup zayif boyanmis bir
kromatin igerirler. Ayrica, PAS boyamasinda ¢ekirdek membrani fark edilebilmektedir.
Ilerleyen donemde, bu leptoten ¢ekirdekde membran daha zayif olarak gozlenirken,
kromatin daha koyu boyanmistir. Erken primer spermatositler, daha biiyiik pakiten
cekirdege sahip olup, cekirdek membranlar1 artik fark edilemez durumdadir.
Spermatidler, belirgin niiklear membranli yuvarlak bir cekirdege sahiptirler. PAS
boyamasinda cekirdegin yaklasik yarisim1 kusatan yogun boyanmis bir akrozom
belirlenir. Cekirdek icerisinde, bir veya daha fazla olduk¢a yofun boyanmis

karyozomlar bulunur (44).
2.1.5.2. 1I. Evre

Bu evrenin en karakteristik Ozelligi, spermatid ¢ekirdeginin belirgin sekilde uzamis
olmasidir. II. evrenin baslarinda, hiicre ¢ekirdekleri hafif sekilde oval iken evrenin
sonuna dogru tamamen uzamig olarak gozlenirler. Bu donemde, her iki tip primer
spermatosit generasyonu da belirlenir. Hem erken hem de ge¢ generasyon primer
spermatositlerde cekirdek igerisindeki kromatinin goriiniimii I. evrede tanimlananlarla
aynidir. Sertoli hiicreleri ve Tip A spermatogoniyumlar bu donemde de bazal membran
tizerinde dizelenmislerdir. Bununla birlikte Tip A spermatogoniyumlarin sayilart I.

evreye gore artig gosterir (44).
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2.1.5.3.111. Evre

Bu donemde de Sertoli hiicreleri, I. ve II. evrelerdekine benzer sekilde bazal membran
izerinde dizelenmislerdir. Her iki tip primer spermatosit generasyonu da mevcut olup,
erken primer spermatositlerin ¢ekirdekleri halen kiiciik olup zigoten evresindedir. Geg

spermatositlerin ¢ekirdekleri ise pakiten evresindedir. Spermatidler ise uzamistir (44).
2.1.54.1V. Evre

Bu evrede, bazal membran iizerinde Tip A spermatogoniyumlar ve Sertoli hiicrelerine
ek olarak Tip A spermatogoniyumlarin boliinmesiyle olusan intermediyer tip
spermatogoniyumlar da gozlenir. Bu intermediyer tip spermatogoniyumlar, bazal
membrana paralel uzanan oval bir ¢cekirdege sahiptirler. Bu hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki
kromatin iri taneli graniiller halindedir. IV. evre’nin baslarinda, her iki tip primer
spermatosit gozlenebilir. Erken primer spermatositlerin ¢ekirdekleri, pakiten fazda olup
bazal membrana yakin olarak lokalize olmuslardir. Kromatinleri ise olduk¢ca yogun
boyanmistir. Ge¢ primer spermatositlerin ¢ekirdekleri ise daha biiyiik olup diploten
veya diyakinez evresindedirler. Bu evrenin baglarinda ge¢ primer spermatositler ilk
olgunlagsma boliinmesini gecirerek sekonder spermatositleri meydana getirirler.
Sekonder spermatositler, belirgin ¢ekirdek membranli yuvarlak sekilli bir ¢ekirdege
sahiptirler. Bu hiicrelerin kromatini, iplikciklerle birlestirilmis graniiler bir goriiniim
sergilerler. Sekonder spermatositlerin yasam siireleri kismen daha kisa olup bu hiicreler
sadece 1V. evre’de gozlenebilmektedirler. Bu hiicreler meydana gelmelerinden kisa bir
siire sonra ikinci olgunlasma boliinmesini gecirerek spermatidleri olustururlar.
Spermatidler, belirgin ¢ekirdek membrani olan yuvarlak bir ¢ekirdege sahiptirler. Yeni
generasyon spermatidler sekillendigi i¢in III. evre’deki uzamis spermatidler I'V. evre’de
artik spermatozoon olarak tanimlanacaktir. Bununla birlikte, bu evrede de siklikla
bolinme asamasinda olan primer ve sekonder spermatositlerde metafaz

konfigiirasyonlar1 gézlenebilmektedir (44).
2.1.5.5.V. Evre

Bu evrede spermatozoonlar, Sertoli hiicrelerine dogru hareket ederler. Cok sayida
spermatogoniyum A, intermediyer tip spermatogoniyalar1 olusturmak icin boliiniirler.
Bu evrenin daha sonraki asamalarinda intermediyer tip spermatogoniyumlar daha fazla
intermediyer tip spermatogonialart olusturmak icin bolinme gegirirler. Ikinci

generasyon primer spermatosit iceren 1., II., IIL., ve IV. (erken donem) evrelerin aksine
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V., VI, VII. ve VIII. (yarisinda) evrelerde birinci generasyon spermatositler
bulunmaktadir. Bu hiicrelerin ¢ekirdeklerinin kromatini yayilma gosterir ve c¢ekirdek
bazal membrandan uzaklasir. Spermatidler yuvarlak sekilli olup belirgin ¢ekirdek

mebranina sahiptirler (44).
2.1.5.6.VI. Evre

Sertoli hiicreleri, intermediyer tip spermatogoniyumlar ve tip A spermatogoniyumlar
bazal membran iizerinde dizelenmislerdir. Bu evrenin sonlarma dogru, intermediyer tip
spermatogoniyumlar boliiniir ve tip B spermatogoniyumlar1 meydana getirirler. Tip B
spermatogoniyalar belirgin cekirdek membranina sahip yuvarlak bir ¢ekirdek tasirlar.
Bu hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki kromatin yogun sekilde boyanan graniiller seklindedir.
Primer spermatosit ¢ekirdeklerinin boyutu uzun pakiten evresi sirasinda artig gosterir
Spermatid ¢ekirdekleri yuvarlaktir ve bu evrede Sertoli hiicreleriyle temas halindedirler

(44).
2.1.5.7.VII. Evre

Sertoli hiicreleri ve spermatogoniyumlar bazal membran iizerinde siralanmislardir. Bu
donemde Spermatogoniyalarin tipi evrenin ne kadar ilerlemis olmasina baghdir.
Intermediyer tip spermatogoniya evre VII'nin erken donemlerinde gozlenebilir. Daha
sonra bu hiicreler boliinerek tip B spermatogoniyumlari meydana getirirler. Bunun
sonucunda evre VII de ¢ok sayida tip B spermatogoniyum gozlenirken bir kag¢ adet tip
A spermatogoniyum da bulunabilir. Primer spermatositlerin pakiten cekirdekleri ebat
olarak oldukg¢a biiylimiistiir. Kromatin ise yogun bir ag formundadir. Spermatid
cekirdegi yuvarlak olup cekirdek membrani gozlenebilmektedir. PAS boyamasinda,
cekirdegin 6n boliimiiniin yaklasik olarak 1/3’tinii ¢evreleyen belirgin bir akrozom

goriiliir. Bu donemde spermatozoonlar lumen dogru hareket ederler (44).
2.1.5.8.VIIL. Evre

Bazal membran iizerinde siralanan hiicre popiilasyonun kompozisyonu evrenin ilerleme
derecesine baghdir. Sertoli hiicreleri ve tip A spermatogoniya her zaman mevcuttur. Tip
B spermatogoniya evre VIII'in ilk yarisinda bulunmaktadir. Evre VIII’'in ikinci
yarisinda, tip B spermatogoniyalar mitozla cogalarak primer spermatositleri iiretirler.
Bu yeni sekillenen primer spermatositler proleptoten evrede olup yuvarlak bir ¢cekirdege

sahiptirler ve tip B spermatogoniyumlara benzerler. Bununla birlikte, proleptoten
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spermatositlerin ¢ekirdekleri tip B spermatogoniyalarin ¢ekirdeklerinden daha kiigiiktiir.
Bu hiicreler daha az yogun boyanirlar ve daha az belirgin ¢ekirdek membranlarina
sahiptirler. Ge¢ generasyon primer spermatositlerin pakiten ¢ekirdekleri biiyii kromatin
ag formundadir. Spermatid cekirdekleri yuvarlak olup PAS boyamasinda bir akrozom

belirlenebilir. Spermatozoonlar ise lumende siralanmislardir (44).
2.1.6.Testisin intersitisyel dokusu

Testisin interstisyel dokusu (intertubuler doku), seminifer tubiillerin arasim1 dolduran
sinir telleri, kan ve lenf damarlarini iceren gevsek bagdokusundan olusur (25). Eriskin
testislerin interstisyel dokusunun ana hiicreleri Leydig hiicreleri olmakla birlikte, bu
alanlarda fibroblastlar, makrofajlar, lenfositler, plazma hiicreleri, dentritik hiicreler,
mast hiicreleri ve farklilasmamis mezensimal orijinli hiicreler olmak {izere farkli
hiicrelerin de bulundugu bilinmektedir (22, 23). Intertubuler doku organizasyonunda,
tiire 6zgli baz1 farkliliklar belirlenmistir. Buna gore 3 farkl intertubuler doku yapisi
ortaya konulmustur. Birinci grupta (kobay, sinsilla, rat ve fare) Leydig hiicreleri
testikiiler yapimnin kiiciik bir kismini olustururlar ve kan damarlarma yakin olarak
paketlenmis yiginlar olustururlar. Bununla birlikte intersitisyumun c¢ok biiyiik bir
bolimii yaygin lenfatik sinuzoidlerden olusur. Biiyiik memelilerin bir cogunu icerisine
alan ikinci grupta (boga, kog, fil, maymun ve insan) Leydig hiicreleri kan damarlari ile
belirgin bir birliktelik icerisinde degildir ve intertubuler alanlarda merkezi veya
ekzantrik olarak yerlesim gosteren lenf damarlar1 tarafindan drene edilen 6demat6z bir
gevsek bag doku icerisinde dagilim gosteren degisik boyutlardaki hiicre yiginlari
tarzindadir. Ugiincii grupta (domuz, zebra ve kor sican) ise sikica paketlenmis Leydig
hiicreleri genis intertubuler alanlarda dagilim gosterirler ve testikiiler yapinin %?20-
60’11 olustururlar. Bu tiirlerde ¢ok az interstisyel bag dokusu bulunur ve kiiciik lenfatik

damarlara daha az siklikta rastlanir (22, 23, 45).

Leydig hiicreleri, ekzantrik olarak yerlesimli yuvarlak c¢ekirdegi olan kismen biiyiik
polimorf sekilli hiicrelerdir. Bu hiicreler tiim testikiiler dokunun koclarda yaklasik
%1°ni, bogalarda %5’ini ve domuzlarda %20-30’unu olustururlar. Leydig hiicreleri, en
onemli androjen (testislerin) kaynagi olup organizmadaki tiim androjenlerin
%90’ nindan fazlasini tiretirler (42, 46). Testestoronun ana fonksiyonlari, Wolf kanalinin
olusturulmas: ve bu kanalin daha sonra diger kanallara ve epididimise farklilagsmasi,

penis, erkek eklenti bezleri ve sekonder cinsiyet fonksiyonlarin gelisiminin baglatilmasi
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ve siirdiiriilmesi, libidonun arttirilmasi, FSH hormonu ile birlikte spermatogenezisin
kontrolii, negatif geri etki mekanizmasi ile hipofiz ve hipotalamusun uyarilmasi ve

genel anabolik etkiler olarak bilinir (22, 24, 47, 48, 49).
2.1.7.Epididimis

Memeli epididimisi, tek bir kanal olan duktus epididimis ve rete testisi duktus
epididimise baglayan bir kac adet duktuli eferentisten olusmaktadir. Makroskobik
olarak, epididimis kaput, korpus ve kauda olmak iizere 3 farkl bolgeye ayrilmaktadir.
Bununla birlikte bu boliinme sistemi yapi-fonksiyon iliskisini tam olarak
yansitmaktadir. Epididimal epitelin histolojik yapisindaki bolgesel farkliliklar ilk
olarak, kopeklerde, tavsanlarda, sicanlarda, aygirlarda ve bogalarda belirlenmistir. Bir
cok hayvan tiiriinde epididimis, histolojik ve sitokimyasal 6zellikleri temel alinarak
baslangic segmenti, kaput, korpus ve kauda epididimisler olmak iizere 4 farkli kisma
ayrilabilir. {lk iic bolim epididimisin sperm olgunlasmas1 ile ilgili boliimiinii
olustururken, son bolim spermlerin depolanmasindan sorumludur. Bununla birlikte,
epididimis histolojik, histokimyasal ve elektron mikroskobik ozellikler temel
alindiginda her bir tiir icin dagilimi1 ve sayisi tiire 6zgii karakteristik olan bir kac alt
segmente ayrilabilir (43, 50, 51, 52). Nicander (1957) tavsanlarda bolgesel farkliliklar,
lumen icerikleri ve genisligi ayrica epitelin yiiksekligi, yapis1 ve sitokimyasal
ozelliklerine gore epididimisi 8 alt bolgeye aywrmistir (50). Bununla birlikte, benzer
kriterler goz Oniine alinarak epididimis kobaylarda 7, kedilerde 6, keg¢ilerde 5, boga, kog
ve aygirlar da ise 6 bolge ayirt edilmektedir (50, 51, 52).

Duktuli eferentislerle birlikte duktus epididimisin baslangi¢ boliimii kaput epididimisi
olusturur. Sayilar1 12- 25 arasinda degisen duktuli eferentisler rete testisten koken alirlar
ve bunlar u¢ noktasi rete testise dogru olan bir koniye benzer sekilde tertip edilmislerdir
(50, 51). Duktuli eferentisler, silyumlu yalanci ¢ok kath prizmatik bir epitelle
ortiiliidiirler. Siliyasiz hiicreler apikal yiizeylerinde mikrovilluslar tasirlar. Tiim tiirlerde,
duktuli eferentisler siliyali ve siliyasiz olmak iizere iki ana hiicre tipine sahiptirler.
Bununla birlikte, bir ka¢ adet intraepiteliyal lenfosit ve makrofaja da rastlanilir (43, 50,
51).

Duktus epididimis, olduk¢a kivrimli olup kendi iizerinde sarmallanmis bir yapiya
sahiptir. Bu kanal, ylizeyinde sterosilyumlar olan prizmatik Prensipal hiicreler ile bazal

lamina ile iligkili ve yuvarlak-oval hafif boyanan bir ¢cekirdege sahip Bazal hiicreler
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iceren yalanci ¢ok kath prizmatik bir epitelle oOrtiiliidiir. Bununla birlikte, bu epitelin
yapisinda bolgeye spesifik olarak yerlesim gosteren apikal hiicreler, narrow hiicreleri,

clear hiicreleri ve halo hiicreleri de bulunmaktadir (50, 51).

Prinsipal hiicreler, tiim memelilerde duktus epididimis epitelindeki baskin hiicre tipi
olup, yaklasik olarak epiteli doseyen hiicrelerin %80’nini olusturmaktadir. Prinsipal
hiicreler, sentezledigi ¢ok sayidaki proteini epididimal lumene vermektedirler. Ayrica,
bu hiicreler lumende bulunan proteinleri endositozla alinmasinda aktif rol
oynamaktadirlar. Apikal hiicreleri, karakteristik olarak kaput epididimisin epiteli
icerisinde apikalde yerlesim gosteren, yuvarlak bir cekirdege sahip olan fakat bazal
membranla herhangi bir baglantis1 olmayan hiicrelerdir. Bu hiicreler, narrow ve clear
hiicreleri gibi sitoplazmalarinda vakuoler H'-ATPaz icerirler ve lumene proton
pompalarlar. Buna bagli olarak da lumen iceriginin asitlestirilmesinde gorev alirlar.
narrow hiicreleri, kaput epididimisi doseyen epitelde Prinsipal hiicreler arasinda
bazalden lumene dogru ince bir kalem seklinde uzanan clear hiicreleri ise kaput, korpus,
kauda epididimis epitelinde yerlesim gosteren saydam goriiniimlii hiicrelerdir. Bu
hiicreler de apikal hiicrelerle benzer ayn1 fonksiyona sahiptirler. Bazal hiicreler, bazal
lamina iizerinde yerlesen ve prinsipal hiicrelerle yakin iliski icerisinde olan hiicrelerdir.
Halo hiicreleri ise tiim epididimal kanal boyunca epitel igerisinde yerlesim gosteren

intraepiteliyal lenfositlerdir (51).

Bazal hiicreler protaglandin PGEF gibi baz1 parakrin maddeler sentezleyerek prinsipal
hiicrelerin elektrolit tasinimini diizenlemektedirler. Boylece epitel igerisindeki hiicre-
hiicre etkilesimleri luminal ortami ve buna baglh olarak da sperm olgunlagmasini direkt
olarak etkileyebilmektedir. Bunlara ilaveten, prinsipal hiicreler ile diger prinsipal
hiicreler arasinda kan-epididimis bariyerinin olusumuna katilan siki hiicre baglantilar1
bulunmaktadir. Kan-epididimis bariyeri, epididimal lumen igerisindeki spermlerin
antijenlerden izole bir sekilde olgunlasabilmesi icin gerekli bir immunkorumali alan

olusmasini saglamaktadir (51).
2.2. VASKULER ENDOTELIYAL BUYUME FAKTORU (VEGF)
2.2.1.Genel Bilgi

Anjiojenik molekiiller icinde en Onemlisi ve iizerinde en cok durulani vaskiiler
endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF) diir. ik olarak karsinoma hiicre hatlar1 tarafindan

sentezlenen bir permeabilite faktorii olarak kesfedilirken tiimoral olgularinda karinda su
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toplanmasini arttirdigr tespit edilmistir. Bu nedenle ilk olarak vaskiiler permabilite
faktorii (VPF) olarak adlandmrilmistir (2, 8, 49, 53-57). Bu molekiil, endotelial
hiicrelerinin proliferasyonu, migrasyonu ve hiicre canliligmin diizenlenmesinde rol
oynayan anjiojenik bir faktor olarak tanimlanmistir (58). Bununla birlikte, VEGF
anjiyogenezisin diizenlenmesinde, koken hiicrelerden monosit/makrofaj yapimi ve
bobrek ile akciger bariyer fonksiyonlarmin devam ettirilmesi ve hiicrelerin
korunmasinda da énemlidir. VEGF'in gelisimsel, fizyolojik ve patolojik anjigenezisteki
onemi ¢ok sayidaki arastirmayla gosterilmistir.  VEGF'in erigskin dokularindaki
fonksiyonlar1 heniiz tam olarak aciklik kazanmamistir (8, 49). VEGF embriyolojik
dokularda yaygin bir sekilde bulunurken, eriskin dokulardaki varliginin da 6nemli
oldugu diisiiniilmektedir. VEGF endotel hiicrelerinin migrasyonunda, ekstraselliiler
matriksin (ECM) yikimindan sorumlu olan matriks metalloproteazlar ile urokinaz ve
doku tipi plazminojen aktivatorlerinin salinimlarinin uyarilmasinda, disi genital siklusu
sirasinda uterus, ovaryum ve memelerde fizyolojik anjiyogeneziste, yara iyilesmesinde,
kemik onariminda ve egzersize karsi iskelet kasi yanitinda rol oynadigi bilinmektedir
(59-66). VEGF eriskinlerin hemen hemen tiim dokularinda bulunmaktadir. VEGF'iin
eriskin dokularindaki ekspresyonu ile ilgili olarak 3 genel ekspresyon Ornegi
bulunmaktadir. VEGF'iin zayif olarak lokalize oldugu hiicrelerin bulundugu dokularda,
VEGTF baglica perisitler ve vaskiiler stromal hiicreler tarafindan iiretilir. Retina, beyin ve
testis gibi dokularda damar sistemi bir bariyer fonksiyonuna (retina-kan bariyeri, beyin-
kan bariyeri, testis-kan bariyeri) sahip olmasiyla karakterizedir. Ilgin¢ olarak, bu
dokularda ¢ok az hiicre VEGF eksprese etmektedir. Az miktarda VEGF eksprese edilen
bu organlarda, VEGF muhtemelen bu organlardaki damarlarda impermabilite
fonksiyonuna katilmaktadir. VEGF'iin orta derece eksprese edildigi kalp kas1 ve iskelet
kas1 gibi dokularda, cogu myositin VEGF eksprese ettigi goriilmektedir. Bu dokular
fizyolojik olarak dinamik yapida olduklar1 ve egzersizle hipertrofiye sahip olmalar1
nedeniyle, VEGF kaslarm fizyolojik gereksinimine gore baglh olarak kaslarin zengin
damar yapisini destekleme fonksiyonuna sahiptir (66, 67, 68). En yiiksek yogunluktaki
VEGF ekspresyonun goriildiigli dokular pencereli damar yapisinin  bulundugu
dokulardir. Bunlar 6zellikle pencereli damarlarla temas halinde olan epitelde lokalize
olmuslardir. Mikrodamarlar1 pencereli yapida olan dokular sekrotorik ve/veya filtrasyon
fonksiyonuna sahiptirler. Buna en iyi Ornek, glomerulus (idrar siiziilmesi), koroid

pleksus (serebrospinal sivinin iiretilmesi), pankreas (ekzokrin ve endokrin sekresyon) ve
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karaciger (filtrasyon ve sekresyon) dir. Bu nedenle bu dokularda VEGF endotel
hiicrelerinin pencereli konumunun siirdiiriillmesinde ve canliliginda rol oynayabilir (8,
49). Her ne kadar endotel hiicreleri VEGF'lin ana hedefi olsalar da, bu hiicreler
genellikle VEGF'i eksprese etmezler. Bunun yerine, sentezlenmis VEGF'e parakrin
tarzda yanit verirler (49). VEGF veya onun reseptorlerinin inhibisyonu dokularin
cogunda damar gerilemesi gibi mikrovaskiiler degisikliklere neden olur. VEGF’iin
noétralizasyonu sonucunda bobrekte glomerular endoteliyozis ve proteinuri, akcigerlerde
ise alveolar apoptozis ve alvoellerde genisleme sekillenir (65). Ayrica pankreasta,
trakeyada, tiroidte ve ince bagirsaklarda damar atrofisi ortaya ¢ikar. Bu deneylerde
gozlenen kan damar1 gerilemesi ve doku disfonksiyonu muhtemelen VEGF’iin
endoteliyal canlilik {izerindeki trofik etkilerinin ortadan kalkmasi sonucu olusur (69,
70). VEGF endotel hiicreleri disindaki diger hiicreler iizerinde ya VEGFR-1 ya da
VEGFR-2 reseptorlerinin bulunmasiyla etki gosterir. Bununla birlikte, VEGF’iin
monositler, makrofajlar, mast hiicreleri, eozinofiller, dentritik hiicreler, megakaryositler,
lenfositler, hematopoetik kok hiicreleri, tip II alveol hiicreleri ve lens epitel hiicreleri
izerinde direkt etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir (8, 49). VEGF’iin vaskiiler ve
immun sistem hiicreleri iizerindeki etkileri yaninda, noyronal gelisim ve canlilik
izerinde de etkileri oldugu belirtilmektedir (70). Permabilite, glomerular infiltrasyon,
serebrospinal siv1 iiretimi, karaciger kan filtrasyonu ve kan akimia hormon sekresyonu
gibi bir ¢cok fizyolojik olayda onemlidir (56, 58). Ayrica, yara iyilesmesinde 6dem
olusmasina neden oldugundan tiimorlerin kotiilesmesinde de rolleri vardir. Endotel
hiicre permabilitesi VEGFR-1 ve VEGFR-2 reseptorlerinin her ikisi araciligiyla
olmaktadir. Bu da, transselliiler ceplerin olugmasi, vezikulovakuoler organel
sekillenmesi ve fenestrasyonlarin sekillenmesiyle sonuclanir. Pencereli endoteliyal
hiicreler bobrek glomeruluslari,, goziin koroyid katmaninda, koroid pleksusta,
gastrointestinal kanalda, tiimor damarlarinda ve ¢cogu endokrin dokularda bulunur (49).
Bu dokularin her birisinde VGEF iceren hiicreler altlarindaki pencereli kapilar

damarlara yakin veya bitisik konumda bulunurlar (8, 56, 71).

VEGF, menstru’al siklus ve ovarial folikiil gelisimi sirasinda fizyolojik aktivitesinin bir
geregi olarak vaskiiler degisiklikleri destekleyerek iireme fonksiyonlarini biiyiik dlgiide
diizenler (46, 67). Gebelik sirasinda da uterus damarlarinin yeniden bi¢imlendirilmesini
uyararak implantasyondan sonra endometrial sitotrofoblast olusumunu diizenler (58).

Eriskin disilerin aksine, erkek testislerinde aktif bir anjiogenez yoktur. Bu gercege
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ragmen, testiste VEGF nin biiyiik miktarlarda iiretildigi bildirilmektedir. Insan ve baz1
hayvan testislerinde Sertoli ve Leydig hiicreleri ile vaskiiler yapilarda VEGF’in varligi
bildirilmistir. ~ Sertoli  hiicrelerinde  bulunan VEGF’in  spermatogenezis ve
spermiyogeneziste Onemli roller iislendigi diisiiniilmektedir (11, 12, 16). VEGF ve
reseptorlerinin erkek ve disi genital sisteme ait non-vaskiiler hiicreler (germ hiicreleri ve
digerleri) iizerinde de rolleri oldugu ifade edilmektedir. VEGF, VEGFR-2 pozitif
spermatogoniyum kok  hiicreleri ve fertilize olmus oositlerin proliferasyonunu
etkilemektedir. Bununla birlikte, spermatozoonlarin ve oositlerin motilitesi VEGFR-1
aracilifiyla diizenlenir (16, 71). VEGF’nin insan semeninde son derece yiiksek olarak
eksprese oldugu ve fare testis ile epididimisinde VEGF’iin asir1 ekspresyonunun
spermatojenik blokaj nedeniyle infertiliye neden oldugu bildirilmektedir. Ayrica,
insanda hem prostat, hem de vezikula seminalis epitelinde VEGF mRNA ve proteinin
kuvvetli bir sekilde eksprese edildigi belirtilmektedir. Bu sonuglar, seminal plazmada
bulunan VEGF’iin ana kaynagmin testis ve epididimis olmayip prostat ve/veya vezikula
seminalis oldugunu gostermektedir (69). VEGF prostat ve vezikula seminaliste cok
yiiksek miktarlarda iiretildigi i¢in bu gelisim faktoriiniin fertilitede 6nemli rolii oldugu
diistiniilir. Bununla birlikte VEGF’iin genital sistemdeki rolii tamamen agikliga
kavusturulamamistir (50). VEGF’iin iireme {izerindeki birka¢ olast fonksiyonunu
belirlenmistir. Bir mikrovaskiiler permabilite diizenleyicisi olarak VEGF, semendeki
sivi ve protein kompozisyonunun belirlenmesinde onemli rol oynayabilir. Ayrica
semende bulunan VEGF’iin koyitus sirasinda disi genital kanalda mikrovaskiiler
permabiliteyi degistirebildigi ve sivi salgilanmasini etkileyebildigi diistiniilmektedir.
VEGF hem erkek, hem de disi genital kanal sivisinin miktar1 ve kompozisyonu
etkileyerek, ayrica sperm motilitesi ve canliligmi da etkiliyerek fertilite iizerinde etkili
olmaktadir. Endoteliyal hiicre gelisimi ve anjiogenezis iizerinde sitimule edici etkileri
bulunan VEGF endometriyumda blastosistin implantasyonu sirasinda onemli olan ilk
yeni damarlarim filizlenmesinde bir rol oynayabilir. VEGF’iin erkek genital kanalindaki
bir olas1 rolii de, Sertoli ve Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen VEGF, testisin seminifer
tubul ve intersitisyel kompartmanlarinda elverisli bir mikroortam saglayan testikuler
mikrodamarlar {izerinde parakrin etkiye sahip olmalaridir (64). Sertoli ve Leydig
hiicrelerinde VEGF reseptorlerinin varligt VEGF’iin bu iki hiicre tipi tizerinde otokrin
etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Ayrica, spermatozoonlarda VEGF

reseptOrlerinin ekspresyonunun saptanmasi seminal plazma VEGF’iin spermatozoonlar1
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hedef alabilecegini gostermektedir (50). VEGF reseptorlerinin spermatozoonlarda (orta-
pakiten spermatositlerde ve yuvarlak spermatidlerde) bulunmasi, VEGF’iin direk olarak
spermtojenik hiicreler iizerinde etkili oldugunu gostermektedir. VEGF reseptorlerinin
yuvarlak  spermatidlerdeki ekspresyonu Ozellikle ilgingtir, ciinkii godzlenen
spermatojenik blokaj tam bu noktada olmaktadir. Go6zlenen infertilitenin VEGF
reseptorleri de eksprese eden Leydig hiicrelerindeki VEGF’iin bir etkisiyle meydana
geldigi bildirilmistir (64).

VEGF nin germ hiicrelerinin hemostazisinin yanisira, gelisimi icin énemli olan diger
genital kanal hiicrelerinin (erkeklerde seminifer tubul epiteli, Sertoli ve Leydig
hiicreleri, disilerde ovaryumda graniiloza hiicreleri) fonksiyonlarin1 da etkiledigi
bilinmektedir. Bu hiicrelerin tiimii VEGF ve reseptorlerinin her ikisini veya birini
eksprese ederler (16, 64). Insanda, VEGF’iin germ hiicrelerinin aksine, Leydig ve
Sertoli hiicrelerinde (12), sican (13, 14, 15, 16) ve karaca (19) testislerinde sadece germ
ve Leydig hiicrelerinde, farede (17) ise sadece Sertoli hiicreleri tarafindan sentezlendigi

ve salgilandigi rapor edilmektedir.
2.2.2.Yapisi ve Ozellikleri

VEGF, 45 kDa’luk, homodimerik, heparin-bagimli bir glikoproteindir. Cesitli alt
gruplar1 tanimlanmis olup yapisinda bulundugu organin hem gelisim evresine, hem de
fizyolojik fonksiyonuna bagl bir ka¢ 6nemli biyolojik aktiviteye sahip multifonksiyonel
bir molekiildiir (5, 6, 8, 49, 52-57, 72, 73). VEGF A, B, C, D, E ya da aminoasit
sayllarma gore VEGFI121, VEGF145, VEGF165, VEGF189 ve VEGF206 gibi
izoformlar1 bulunmaktadir. Vaskiiler gecirgenlik faktorii olarak da bilinen VEGEF-A,
disiilfid bagli homodimerlere baglanmis olan 34-46 kDa’luk sekret glikoproteindir.
Endotel hiicreleri tizerindeki vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii reseptorii 1 (VEGF-1)
ve vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii 2 (VEGF-2) ile neuropilin-1 ve -2’ye baglanir
(51, 62). Timdr anjiyogenezisinde onemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir. VEGF-
B’nin, VEGF-B167 ile VEGF-B186 olmak iizere iki izoformu bulunmaktadir. VEGF-B
ekspresyonu uyarildiginda ve iirokinaz tip plazminojen aktivatorii arttiginda sadece
VEGFR-1’e baglanir ve ekstraselliller matriksin dejenerasyonunu (ECM) ve endotel
hiicre (EC) migrasyonunu uyarir. VEGF-C ve VEGF-D, protein maturasyonu sirasinda
ayrilmig olan, N- ve C-terminal uzamlarinda merkezi bir VEGF homoloji bdlgesi

icerirler. Nonkovalent dimerlerden olusan VEGF-C ve —D’nin her ikisi de VEGFR-2 ve
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Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii reseptoriic 3 (VEGFR-3)’e baglanir. VEGF-C
lenfanjiyogenezde onemli bir rol oynar ve embriyogenez siiresince eksprese olur (62).
VEGF-C ekspresyonunun gastrik, meme, tiroid ve servikal kanserlerin timor
invazyonuna ve lenf diigiimii metastazina neden olduguyla iliskili c¢aligmalar

yapilmistir. VEGF-E ise parapoks orf virusun bir geni tarafindan kodlanan proteindir

(59, 69).

Insanlarda VEGF nin en az sekiz proanjiyogenik izoformu bulunur. Bunlar tek bir gene
alternatif baglanmalar yoluyla {iretilirler. VEGF121 heparinle baglanmaz ve
ekstraselliiler aralikta serbest olarak yayilir. Buna karsin VEGF189 heparine giiclii bir
sekilde baglanir ve ekstraselliiler matriksle hiicre ylizeyinde diziler olusturur. En baskin
isoform olan VEGF165 heparine orta diizeyde bir affiniteye sahiptir. Insan VEGF’sinin
diger izoformlar1 ise VEGF145, VEGF148, VEGF162, VEGF183 ve VEGF206’dir
(62).

Fare izoformlar1 kisa bir aminoasit zincirinden olusur. Farkli potansiyellerine ragmen
biitiin VEGF izoformlar1 hem VEGFR-1 hem de VEGFR-2’yi aktive eder ve onlara
baglanirlar (65). VEGF165 izoformu damar gelisiminde merkezi bir rol oynamasina
ragmen, daha az goriilen diger izoformlar ise damar modellerinde ve Ozellikle de arter
gelisiminde farkli roller {istlenirler. Eksik heparin baglayan VEGF izoformlari
miyokardiyal anjiogenezi zayiflatarak isemik kardiyomiyopatiye neden olur ve
dogumdan sonraki iki hafta i¢inde fareler oliir. Bu farelerde 6liim kapillar dallanmadaki

azalma sonucu sekillenir (65).

VEGF, aktivitesini ii¢ reseptor ile gerceklestirir: Tirozin kinaz yapisinda olan bu
reseptorler  VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (flk-1/KDR) ve VEGFR-3 (flt-4)’diir.
Bunlardan VEGFR-1 ve -2 endotel hiicreleri iizerinde, VEGFR-3 ise lenf damarlari
tizerinde bulunur. VEGF reseptorlerinin aktivasyonu fosfoinositol-3 kinaz, fosfolipaz-C
ve ras GTPaz aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicre ici sinyal iletim proteinini fosforile

ederek endotel hiicrelerinin ¢ogalma, go¢ ve farklilasmasina neden olur (74, 75, 76, 77).

Meme kanserlerinde VEGF ekspresyonu ile tiimor mikrovaskiilarizasyonu, malignite
ve metastaz arasinda iliski bulunmustur. Bu genin 5’ bolgesi analiz edildiginde bireyler
arasinda VEGF tanimi bakimindan varyasyonlar: oldugu saptanmustir. Bu ¢esitlilik

bircok polimorfizmlerin varligin1 gostermektedir. Bu gendeki polimorfik bolgelerin
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anjiyogenezisde kritik rol oynadigi ve bazi hastaliklarda genin protein iiretimi ile iligkili

oldugu bulunmustur (59, 77, 78).

VEGF immunreaktivitesi insan ve primatlarin memesinde terminal kanallarin epitel
hiicrelerinde goriiliir. Diisiik miktardaki VEGF proteini ve VEGF mRNA (189, 165 ve
121 aminoasit izoformlar1) insan meme dokusunda belirlenmistir (59). Uterusun
endotel hiicrelerinde mitozu uyaran VEGF ve VEGFR-2 gebelik siiresince artar.
VEGF, VEGF-C ve VEGFR-1, -2, -3 iin post-pubertal donemde kemirici memesinde
eksprese oldugu ortaya konulmustur (79). VEGF-C ve VEGFR-3 gebelik ve
laktasyonda c¢ok az artar. Eriskinlerin bircok dokusundaki lenfatik damarlara spesifik
oldugu bilinen VEGFR-3, dinlenme fazindaki memede kan kapillar endotel
hiicrelerinden de eksprese olur. VEGF, VEGFR-1 ve -2 ’nin laktasyon siiresince asir1

miktarda arttig1 da goriiliir (59, 79-81).
2.2.3.Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii Reseptorleri
2.2.3.1. VEGFR-1 (fit-1)

Flt-1 (Fms benzeri tirozin kinaz-1) olarak da bilinen VEGFR-1, kan damarlarinin edotel
hiicreleri, monosit/makrofaj, dentritik hiicreler, hemopoietik kok hiicreleri, trofoblastlar
ve osteoklastlarin membranina bagl bir reseptordiir. Zayif bir kinaz aktivitesine sahip
olmasma ragmen, VEGFR-1 monosit/makrofajlarin migrasyonunu uyarir (82, 83).
Erken embriyonik gelisim siiresince anjiyogenezde negatif diizenleyici olarak islev
goriir. Eksik oldugu farelerde endotel hiicre biiyiimesinde asirilik meydana geldigi ve
kan damarlarinda organizasyon bozukluklar1 olustugu icin Oliimler goriiliir (65).
VEGFR-1’in tirozin kinaz bdlgesinin ortadan kalkmasi, anjiyogenezisin normal
gelismesine izin verir. Son yillardaki ¢alismalarda, hem makrofaj migrasyonunda, hem
de patolojik anjiyogeneziste VEGFR-1 tirozin kinaz i¢in bircok aktif uyarim yollar1
gosterilmistir.  VEGFR-1’in inhibisyonu periferal kanda kemik iliginden ayrilan
miyeloid projenitorlerin mobilizasyonunu ve yangisal dokuya lokosit infiltrasyonunu

azaltarak patolojik neovaskiilarizasyonu ve yangiy1 da baskilar (75, 81, 84).
2.2.3.2. VEGFR-2 (flk-1/KDR)

Farelerde Flk-1 (fotal karaciger kinazi-1) ya da insanlarda KDR (kinaz insert bolgesi
iceren reseptor) olarak da bilinen VEGFR-2 hemanjioblastlar ile endotel ve

hemotopoietik hiicre prekiirsorleri icin en onemli belirtectir (85). Farelerde VEGFR-
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2’nin ortadan kalkmasi hem hematopoetik, hem de endoteliyal hiicrelerde eksikliklere
neden oldugundan embriyonik Sliimlere sebep olur. Bu nedenle VEGFR-2 endoteliyal
hiicre prekiirsorlerinin farklilagsmasinda 6nemli bir role sahiptir (75). Ayrica VEGFR-2,
sekillenmis olan kan adaciklarinda, vitelliis kesesindeki posterior primitif ¢izgide ve
erken hematopoezisin intraembriyonik doneminde hiicrelerin direkt lokalizasyonu icin
gereklidir (75, 86). Giiclii tirozin kinaz aktivitesinden dolayi, VRGFR-2 endoteliyal
hiicrelerde anjiyogenezis, proliferasyon, migrasyon ve yasamsal uyarimlarda en énemli
pozitif sinyal diizenleyici olarak hareket eder (82). Endotel hiicrelerinde VEGFR-2
Rafl’i (kemirgen l6semi viral onkojen homolog) aktive ederek, DNA sentezine ve hiicre
proliferasyonuna sebep olur (75). Ayrica, hiicre migrasyonunu uyaran araci molekiilleri
kullanarak P13 kinaz1 (87) ve damarlarda permeabiliteyi diizenleyen endoteliyal nitrik
oksit sentazin (eNOS) fosforilasyonunu (77) aktive eder. VEGFR-2 ekspresyonu
vaskiiler gelisimin son donemlerinde azalir, ancak erigkinlerde fizyolojik ve patolojik
anjiogenezisde Onemli bir diizenleyici olur ve endotel hiicrelerinde VEGFR-2
ekspresyonunun yiiksek oldugu goriiliir. VEGFR-2 hematopoetik kok hiicrelerinde de
eksprese olur (75). Ayrica non-endoteliyal ekspresyonu sinir hiicreleri, osteoblastler,
pankreatik kanal hiicreleri, retinal projenitor hiicreler ve megakaryositlerde de

gozlenmistir (82, 88).
2.2.3.3. VEGFR-3 (fit-4)

Flt-4 olarak da bilinen VEGFR-3 diger VEGFR’ler ile karsilastirildiginda farkli bir
yapisal ozellige sahiptir. Besinci Ig-homoloji bolgesinde proteolitik ayrilma yoktur ve
aminoterminal bolgesinde bulunan disiilfid kopriileri molekiiliin geri kalan boliimleriyle
baglantilidir (75). VEGFR-3 homodimerik konfigiirasyonlarda farkli karboksiterminal
fosforilasyona ve sinyal transdiiksiyonuna neden oldugu icin, VEGFR-3 ile
heterodimerize yapilar olusturabilme yetenegine sahiptir (89). Vaskiiler gelisimin
baslangicinda VEGFR-3 kan damarlarinin endotelinde eksprese olur. Anjiogenezis i¢in
gerekli olmamasmna ragmen, primer vaskiiler pleksuslarin yeniden sekillenmesi ve
maturasyonu ic¢in gereklidir (75). Embriyogenezin daha sonraki donemlerinde kan
damarlarinda azalir. Azalma ilk olarak arterlerde ve daha sonra venlerde olur. Sonunda
lenf damarlarimin endotel hiicreleri ile sinirli kalir. VEGFR-3 venlerden farklilagmis
lenfatik endoteliyal hiicrelerin cogalmasi ve migrasyonu ile de iliskilidir. Embriyonik

gelisim siiresince lenf damarlarmin yasamsal faliyetleri ve kalicilig1 i¢in gereklidir (75,
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90). VEGFR-3 iligkili uyarimlar lenf damarlarmin biiylimesini uyarmak i¢in yeterlidir
(75, 91). Ayrica tiimorlerde yeni sekillenmis kan damarlarinda da gozlenir (92). Ayrica,
VEGFR-3’iin osteoblastlar ve sinir projenitor hiicrelerde de varlig: bildirilmistir (93, 94,
95).



3.MATERYAL VE METOD

Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesinin 10.04.2007 tarihli ve 13 toplant1 sayili ve 21
karar nolu Etik Kurul karariyla, kas i¢i sodyum pentobarbital uygulanarak 6tanazi edilen
15 adet saglikli, erkek, Yeni Zellanda tavsanindan alinmis ve Bouine tespit
soliisyonuyla 12 saat siireyle tespitten sonra sirasiyla dereceli alkoller, metil benzoat ve
benzol serilerinden gecirilerek parafinde bloklanmis olan 30 adet testis ve epididimisler

caligmada materyal olarak kullanild1.

Tavsan testis ve epididimisinin genel yapisimi belirlemek amaciyla parafin bloklardan
normal lamlara 5-6 um kalinhiginda alman iiclii boyama yontemi uygulandi. Ayrica,
testislerde seminifer tubiiller kontrol edilerek tavsan testisleri icin bildirilen
spermatojenik evrelerin belirlenmesi i¢in PAS boyamasi yapildi. Parafin bloklardan ise
VEGF ve reseptorleri VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin testis ve epididimisteki
lokalizasyonunun belirlenmesi amaciyla strept-ABC immunohistokimyasal boyama
yontemi yapildi. Kesitler, endojen peroksidazin inaktivasyonu amaciyla metanolde
hazirlanan %3’liik hidrojen peroksitte 20 dakika siireyle tutuldu. Ardindan, dokularin
antijenik 6zelliklerinin yeniden kazandirilmasi amaciyla kesitler 90°C’lik = sitrat
buffer’da 20 dak. siireyle birakildi. Daha sonra, kesitler non-spesifik baglanmalari
engellemek icin %10’luk kec¢i serumu (Labvision, Ultravision kit, TM-125-HL) ile 5
dakika siireyle muamele edildi. Bu islemden sonra, kesitler Tablo 1’de belirtilen primer
antikorlarla 1 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Ardindan, kesitlere 20 dakika siireyle
biotinli anti-mouse/rabbit sekonder antikor (Labvision, Ultravision kit, TM-125-HL) ve
20 dakika siireyle de avidin-peroksidaz soliisyonlar1 (Labvision, Ultravision kit, TM-
125-HL) wuygulandi. Bu islemin ardindan, kesitlere antijen-antikor reaksiyonun
goriintiilenebilmesi i¢cin 5-10 dakika siireyle DAB kromojeni (Invitrogen), ardindan
zemin boyamasi i¢in 2-3 dakika siireyle Gill’in hematoksileni tatbik edildi. Tiim

boyama islemleri oda 1sisinda bir nem kamarast (Shandon, UK) igerisinde
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gerceklestirildi, yikamalar PBS (Phosphate buffer saline, 0.01 M, pH;7.4) ile yapildi.
Pozitif kontrol olarak, tavsan ve insan deri, bobrek ve bagirsaklarina ait dokular
kullanildi. Negatif kontrol i¢in ise primer antikorlarin yerine PBS damlatilarak geriye
kalan boyama islemlerine normal boyamalarda oldugu gibi devam edildi. Olympus BX-

51 151k mikroskobu ile incelenen preparatlar DP72 Olympus kamera ile fotograflandi.

Boyama sonuglari, Semi-kantitatif yonteme gore degerlendirildi. Reaksiyon alaninda
151k mikroskobunda yiiksek biiyiitme (X40) ile boyanmis hiicrelerin goriilememesi
reaksiyon yok (-), reaksiyonun sadece yiiksek biiyiitme (X40) ile goriilmesi zayif (+),
diisiik biiylitmeyle (10X) rahatlikla goriilmesi orta derecede (++), diisiik biiyiitme (10X)

ile dikkati ¢ekici olarak goriilmesi siddetli reaksiyon (+++) olarak tanimlandi.

Tablo 3.1. immunohistokimyasal boyamalarda kullanilan primer antikorlar

Antikorlar Klon Uriin kodu Diliisyon Firma
Monoklonal mouse anti-VEGF  Ab-3(JH121) MS-350 1:400 Thermo Sci.
Monoklonal mouse anti-VEGFR1 Flt-1/EWC 9540 1:50 Abcam
Rabbit poliklonal anti-VEGFR1 Flt-1 2350 1:50 Abcam
Monoklonal mouse anti-VEGFR2 KDR/EIC 9530 1:50 Abcam

Monoklonal mouse anti-VEGFR2 KDR-2 10973 1:50 Abcam




4. BULGULAR

4.1. GENEL YAPI

PAS boyamasi uygulanan testis dokularinda seminifer tubiillerde tubiiliin morfolojik

yapisina gore 8 farkli evre tespit edildi.
4.1.1. 1. Evre

I. evredeki seminifer tubiiller de, tip A spermatogoniyalar (a) ve Sertoli hiicrelerinin (s)
bazal membran (m) boyunca dizildigi goriildii. Tip A spermatogoniyalar toz benzeri bir
kromatin iceren ovalden yuvarlaga degisen bir cekirdege sahip olup cekirdek
membranlar1 belirgindi. Bununla birlikte alanda, erken (e) ve ge¢ (g) donemler olmak
tizere iki farkli generasyon primer spermatosit belirlendi. Erken donem primer
spermatositler (e) preleptoten fazda olup bazal membrana yakin olarak yerlesmislerdi.
Gec primer spermatositler (g) ise pakiten evrede olup, tubul lumeni ve bazal membran
arasinda rastgele bir dagilim gostermekteydiler. Liimeni sinirlayan spermatidlerin (t),
belirgin ¢ekirdek membran1 olan yuvarlak bir c¢ekirdege sahip olduklar1 ve
cekirdeklerinin yaklagik yarisim1 kusatan yogun bir sekilde PAS (+) boyanmis bir
akrozom icerdikleri gozlendi (Sekil 4.1).

4.1.2. I1. Evre

II. evredeki seminifer tubiiller incelendiginde, evre I’deki olusumlar benzer sekilde
gozlenirken en belirgin farklillk olarak liimeni simirlandiran spermatidlerin (t)

cekirdeklerinin belirgin sekilde uzayarak ovalimsi sekil goriildii (Sekil 4.2).
4.1.3. I1I1. Evre

III. evrede Sertoli hiicrelerinin (S) ve tip A spermatogoniyumlarm (a) 1. ve Il
evrelerdekine benzer sekilde bazal membran (m) iizerinde dizelendigi, her iki tip primer
spermatosit generasyonun (e ve g) da mevcut oldugu ve spermatidlerin (t)

cekirdeklerinin daha da uzamis oldugu belirlendi (Sekil 4.3).
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4.1.4. IV. Evre

IV. evrede diger 3 evrede oldugu gibi bazal membran (m) iizerinde Tip A
spermatogoniyumlar (a) ve Sertoli hiicreleri (s) ile ayrica bazal membrana paralel
uzanan oval bir cekirdege sahip intermediyer tip spermatogoniyumlarmn (i) da
bulundugu bu evrede, cekirdekleri pakiten fazda olan erken donem primer
spermatositler (e) bazal membrana yakin olarak lokalize olmuslardi. Diploten
doneminde olan ge¢ donem primer spermatositlerin (g) cekirdekleri ise daha biiytiktii.
Sekonder spermatositler (r), belirgin ¢ekirdek membranli yuvarlak ¢ekirdekli olduklar1
gozlendi. Yeni jenerasyon Spermatidler (t) de belirgin cekirdek membranl yuvarlak bir
cekirdege sahiptirler. Bununla birlikte, boliinme asamasinda olan primer ve sekonder

spermatositlerde mitotik figiirler (u) gozlendi (Sekil 4.4).
4.1.5. V. Evre

V. evrede spermatogoniyum A’larin (a) yaninda c¢ok sayida intermediyer tip
spermatogoniyalarin (i) bulundugu dikkati c¢ekti. Alanda, ge¢ donem primer
spermatositler (g), yuvarlak sekilli spermatidler (t) ve lumene dogru uzanan uzamis

cekirdekli spermatidler (eski jenerasyon) gozlendi (Sekil 4.5).
4.1.6. V1. Evre

VI. evrede Sertoli hiicreleri (s), intermediyer tip spermatogoniyumlar (i) ve tip A
spermatogoniyumlarin (a) bazal membran (m) iizerinde dizelendigi gozlendi. Bununla
birlikte, alanda ge¢ donem primer spermatositler (g), yuvarlak cekirdekli yeni

jenerasyon spermatidler (t) ve eski jenerasyon spermatidler belirlendi (Sekil 4.6).
4.1.7. VIL. Evre

VII. evrede Sertoli hiicreleri (s) ve her 3 tip spermatogoniyumlari (a, b ve i) bazal
membran (m) {izerinde siralandig1 goriildii. Bununla birlikte alanda, pakiten cekirdekli
gec donem primer spermatositler (g), bunlarin iizerinde siralanmis cekirdegin ©6n
boliimii yaklasik 1/3’ilinii kusatan belirgin bir akrozom igeren yuvarlak c¢ekirdekli yeni
jenerasyon spermatidler ile liimeni ¢evreleyen eski jenerasyon spermatidler (t) belirlendi

(Sekil 4.7).
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4.1.8. VIII. Evre

VIIL evrede Sertoli hiicreleri (s), tip A (a) ve Tip B (b) spermatogoniyalar belirlendi.
Ayrica, alanda yuvarlak cekirdekli ve preleptoten donemde olan primer spermatositler
(e) tip B spermatogoniyumlara (b) oldukca benzer olarak go6zlendi. Preleptoten
spermatositlerin ¢ekirdekleri tip B spermatogoniyalarin ¢ekirdeklerinden daha kiiciiktii.
Sahada, ge¢ jenerasyon primer spermatositler (g), belirgin akrozomlu yuvarlak
cekirdekli spermatidler (t) ve lumene dogru uzanmis ¢ok sayida spermatozoonlar (z)

goriildii. Bununla birlikte atik cisimlerin varlig: tespit edildi (Sekil 4.8).

Sekil 4.1. Seminifer tubiilde evre I'in genel gorintimii (PAS-X20 pm). S:
Sertoli hiicresi, m: Bazal membran, a: Tip A spermatogoniyum, e: Erken dénem
primer spermatosit, g: Ge¢ donem primer spermatosit, t: spermatidler.



Sekil 4.2. Seminifer tubiilde evre II’in genel goriinimii (PAS-X20 pum). S:
Sertoli hiicresi, m: Bazal membran, a: Tip A spermatogoniyum, e: Erken dénem
primer spermatosit, g: Ge¢ donem primer spermatosit, t: spermatidler.

Sekil 4.3. Seminifer tubiilde evre III’in genel goriinimii (PAS-X20 pm). S:
Sertoli hiicresi, m: Bazal membran, a: Tip A spermatogoniyum, e: Erken donem
primer spermatosit, g: Ge¢ donem primer spermatosit, t: spermatidler.
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Sekil 4.4. Seminifer tubiilde evre IV’in genel goriiniimii (PAS-X20 pm). S:
Sertoli hiicresi, m: Bazal membran, a: Tip A spermatogoniyum, i: intermediyer
spermatogoniyumlar, e: Erken donem primer spermatosit, g: Ge¢ dénem primer
spermatosit, r: sekonder spermatosit, u: metafaz asamasinda sekonder
spermatositler, t: spermatidler.

Sekil 4.5. Seminifer tubiilde evre V’in genel goriiniimii (PAS-X20 um). S:
Sertoli hiicresi, m: Bazal membran, a: Tip A spermatogoniyum, i: Intermediyer
spermatogoniyumlar, g: Ge¢ donem primer spermatosit, t: spermatidler, z: eski
jenerasyon spermatidler.
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Sekil 4.6. Seminifer tubiilde evre VI'in genel goriiniimii (PAS-X20 pm). S:
Sertoli hiicresi, m: Bazal membran, a: Tip A spermatogoniyum, i: intermediyer
spermatogoniyumlar, g: Ge¢ dénem primer spermatosit, t: spermatidler, z: eski
jenerasyon spermatidler.

Sekil 4.7. Seminifer tubiilde evre VII’in genel goriiniimii (PAS- X20 um). S:
Sertoli hiicresi, m: Bazal membran, a: Tip A spermatogoniyum, b: Tip B
spermatogoniyum, i: Intermediyer spermatogoniyumlar, g: Ge¢ dénem primer
spermatosit, t: spermatidler, z: eski jenerasyon spermatidler.
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Sekil 4.8. Seminifer tubiilde evre VIII’in genel goriiniimii (PAS-X20 pum). S:
Sertoli hiicresi, m: Bazal membran, a: Tip A spermatogoniyum, b: Tip B
spermatogoniyum, g: Ge¢ donem primer spermatosit, e: Erken donem primer
spermatosit, t: spermatidler, z: Spermatozoonlar.

4.2. VASKULER ENDOTELIiYAL BUYUME FAKTORU (VEGF)

Tavsan testis ve epididimis dokularinda Vaskiiler Endoteliyal Biiylime Faktorii’niin
lokalizasyonunu belirleyebilmek amaciyla mouse anti-VEGF (Thermo Scientific)
primer antikoru kullanilmistir. Seminifer tiibullerdeki tiim spermatojenik evreler ve

epididimis incelenerek asagidaki sonuglar elde edilmistir.
4.2.1.Testis

Spermatojenik gelisimin 1. ve II. evrelerinde oldugu belirlenen seminifer tiibullerde
Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda, tip A spermatogonyumlarin ¢ekirdek
periferlerindeki sitoplazmada ve primer spermatositlerde graniiler tarzda pozitif

immunreaksiyon gozlendi. (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10).

Spermatojenik gelisimin III. ve IV. evrelerinde olan seminifer tiibullerde Sertoli
hiicrelerinin sitoplazmasi, tip A spermatogonyumlarmn cekirdeklerinin periniiklear
sitoplazmasinda ve primer spermatositleri sitoplazmalarinda graniiler tarzda pozitif
immunreaksiyon gozlenirken, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinda I. ve II evrelere gore

daha yogun immunpozitif boyanma dikkati ¢ekti (Sekil 4.11 ve Sekil 4.12).
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Spermatojenik gelisimin V. evresinde olan seminifer tubiillerde Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalarinda ~ daha  belirgin ~ immunboyanma  goézlenirken, tip A
spermatogonyumlarin  ¢ekirdeklerinin  periniiklear sitoplazmasinda ve  primer
spermatositlerde pozitif immunreaksiyon belirlendi. Yeni jenerasyon spermatidlerin

akrozomlarinda ise pozitif immunreaksiyon dikkati ¢ekti (Sekil 4.13).

Spermatojenik gelisimin VI. VII ve VIII. evrelerinde olan Seminifer tubullerin yapisi
incelendiginde onceki donemlerde oldugu gibi Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda,
tip A spermatogonyumlarin cekirdek cevresinde ve spermatositlerde pozitif immun
reaksiyon gozlendi. Bu donemlerde de V. evrede oldugu gibi yeni jenerasyon
spermatidlerin akrozomlarinda pozitif immunreaksiyon belirlendi (Sekil 4.14, Sekil 4.15

ve Sekil 4.16).

Interstisyel dokuya bakildiginda ise, Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda graniiler

tarzda kapillarlarin endotelyumunda pozitif immunreaksiyon goriildii (Sekil 4.11 — 16)
4.2.2. Epididimis

Epididimisi, baglangi¢ segmenti, kaput, korpus ve kauda epididimis olamak {izere 4 ayr1
boliimde inceledik. Baglangi¢ segmentinin epitelini doseyen prinsipal hiicrelerin apikal
ve bazal sitoplazmalarinda graniiler tarzda, apikal hiicreler ve bazi bazal hiicrelerin
sitoplazmalarinda ise yogun immunboyanma belirlendi (Sekil 4.17). Kaput epididimis
(Sekil 4.18), korpus epididimis (Sekil 4.19) ve kauda epididimisi (Sekil 4.20) doseyen
epitellerdeki prinsipal hiicrelerin apikal ve bazal sitoplazmalarinda graniiler tarzda ve

baz1 bazal hiicrelerin sitoplazmalarinda ise yogun immunreaktivite dikkati cekti.
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Sekil 4.9. VEGF’iin testis dokusundaki immunohistokimyasal lokalizasyonu,
evre I (ABC Immunoperoksidaz boyamasi, X20 pum). Siyah oklar: Sertoli
hiicreleri, mavi oklar: Leydig hiicreleri, kirmizi oklar: Tip A
Spermatogoniyumlar.

Sekil 4.10. VEGF’iin testis dokusundaki immunohistokimyasal lokalizasyonu,
evre II (ABC Immunoperoksidaz boyamasi, X20 um). Siyah oklar: Sertoli
hiicreleri, mavi oklar: Leydig hiicreleri, kirmizi oklar: Tip A
Spermatogoniyumlar.
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Sekil 4.11. VEGF’iin testis dokusundaki immunohistokimyasal lokalizasyonu,
evre III (ABC Immunoperoksidaz boyamasi, X20 pm). Siyah oklar: Sertoli
hiicreleri, mavi oklar: Leydig hiicreleri, kirmmz1 oklar: Tip A
Spermatogoniyumlar.

Sekil 4.12. VEGF’iin testis dokusundaki immunohistokimyasal lokalizasyonu,
evre IV (ABC Immunoperoksidaz boyamasi, X20 um). Siyah oklar: Sertoli
hiicreleri, mavi oklar: Leydig hiicreleri, kirmizi oklar: Tip A
Spermatogoniyumlar.
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Sekil 4.13. VEGF’iin testis dokusundaki immunohistokimyasal lokalizasyonu,
evre V (ABC Immunoperoksidaz boyamasi, X20 um). Siyah oklar: Sertoli
hiicreleri, mavi oklar: Leydig hiicreleri, kirmuz1 oklar: Tip A
Spermatogoniyumlar, yesil oklar: spermatidlerde immunpozitif akrozomlar.

Sekil 4.14. VEGF’iin testis dokusundaki immunohistokimyasal lokalizasyonu,
evre VI (ABC Immunoperoksidaz boyamasi, X20 um). Siyah oklar: Sertoli
hiicreleri, mavi oklar: Leydig hiicreleri, kirmizi oklar: Tip A
Spermatogoniyumlar, yesil oklar: spermatidlerde immunpozitif akrozomlar.
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Sekil 4.15. VEGF’iin testis dokusundaki immunohistokimyasal lokalizasyonu,
evre VII (ABC Immunoperoksidaz boyamasi, DAB X20 pm). Siyah oklar:
Sertoli hiicreleri, mavi oklar: Leydig hiicreleri, kirmmzi oklar: Tip A
Spermatogoniyumlar, yesil oklar: spermatidlerde immunpozitif akrozomlar.

Sekil 4.16. VEGF’iin testis dokusundaki immunohistokimyasal lokalizasyonu,
evre VIII (ABC Immunoperoksidaz boyamasi, X20 um). Siyah oklar: Sertoli
hiicreleri, mavi oklar: Leydig hiicreleri, kirmizi oklar: Tip A
Spermatogoniyumlar, yesil oklar: spermatidlerde immunpozitif akrozomlar.
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Sekil 4.17. VEGF’iin epididimisin baslangic segmentindeki
immunohistokimyasal lokalizasyonu, (ABC Immunoperoksidaz boyamasi,
DAB X20 pum). Siyah oklar: Apikal hiicrelerde immunpozitif reaksiyon, mavi
oklar: Bazal hiicrelerde immunpozitif reaksiyon, kirmuzi oklar: Prinsipal
hiicrelerde immunpozitif reaksiyon.

Sekil 4.18. VEGF’iin kaput epididimis epitelindeki prinsipal hiicrelerin apikal
ve bazal sitoplazmalarindaki ve intersitisyel dokudaki damar endotellerindeki
immunohistokimyasal lokalizasyonu, (ABC Immunoperoksidaz boyamast,
DAB X20 um).
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Sekil 4.19 VEGF’iin korpus epididimis epitelindeki prinsipal hiicrelerin apikal
ve bazal sitoplazmalarindaki ve intersitisyel dokudaki damar endotellerindeki

immunohistokimyasal lokalizasyonu, (ABC Immunoperoksidaz boyamasi,
DAB X20 pm).

Sekil 4.20 VEGF’iin korpus epididimis epitelindeki prinsipal hiicrelerin apikal
ve bazal sitoplazmalarindaki immunohistokimyasal lokalizasyonu, (ABC
Immunoperoksidaz boyamasi, DAB X20 um).
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4.3.Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii Reseptor 1 (VEGF - R1)

Tavsan testis ve epididimis dokularinda Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii Reseptor
I’1 immunohistokimyasal olarak belirleyebilmek amaciyla monoklonal mouse anti-
VEGFR-1 (Abcam 9540) ve rabbit poliklonal anti-VEGFR-1 (Abcam 2350) olmak

tizere 2 farkli primer antikor kullanilmistir.

Monoklonal mouse anti-VEGFR-1 (Abcam 9540) primer antikoru uygulanan tavsan
testis dokusunda I’den VIII’e kadar tiim spermatojenik evreler incelendiginde seminifer
tubiillerde sadece tek tiikk olarak bazi Sertoli hiicrelerinde bir immunoboyanma
goriiliirken, intersitisyel alandaki Leydig hiicrelerinde ve kan damarlar1 endotelinde ise

zayif pozitif immunoreaksiyon gozlendi (Sekil 4. 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33 ve 35).

Epididimiste baslangic segmenti (Sekil 4.37) kaput epididimis (Sekil 4.38), korpus
epididimis (Sekil 4.39) ve kauda epididimisi (Sekil 4.40) doseyen epitellerde negatif
reaksiyon goriiliirken, interstisyumda sadece kapiller damar endotelinde immunopozitif

reaksiyon belirlendi.

Rabbit poliklonal anti-VEGFR-1 (Abcam 2350) primer antikoru uygulanan testis
dokusunda tiim spermatojenik evrelerde seminifer tubiillerde Sertoli hiicrelerinde ve
spermatogonyumlarda immunopozitif reaksiyon gozlendi. Intersitisyel alanda ise
Leydig hiicreleri ve kapillar damar endotelinde reaksiyon pozitifti (Sekil 4.22, 24, 26,
28, 30, 32, 34 ve 36).

Epididimisin baslangic segmentinin epitelini doseyen prinsipal hiicrelerin apikal ve
bazal sitoplazmalarinda graniiler tarzda reaksiyon goriiliirken bazi prensipal hiicreler ve
bazal hiicrelerin sitoplazmalarinda ise daha yogun immunboyanma belirlendi (Sekil
4.41). Kaput epididimis (Sekil 4.42), korpus epididimis (Sekil 4.43) ve kauda
epididimisi (Sekil 4.44) doseyen epitellerdeki prinsipal hiicrelerin apikal ve bazal
sitoplazmalarinda graniiler tarzda ve bazi bazal hiicrelerin sitoplazmalarinda ise yogun
immunreaktivite dikkati ¢ekti. Ayrica, bazalda peritiibiiler hiicrelerde ve kan damarlar1

endotelinde pozitif reaksiyon belirlendi.



Sekil 4.21. VEGFRI1 Klon I'in evre I’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Siyah oklar: Sertoli hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon, mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.

Sekil 4.22. VEGF R1 Klon II’in evre I’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Siyah oklar: Sertoli hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon, mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.
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Sekil 4.23. VEGF R1 Klon I'in evre II’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pum).

Sekil 4. 24. VEGF R1 Klon II’in evre II’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Siyah oklar: Sertoli hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon, mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.



Sekil 4.25. VEGF R1 Klon I’in evre III’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif

reaksiyon.

Sekil 4.26. VEGF R1 Klon II’in evre III’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Siyah oklar: Sertoli hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon, mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.
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Sekil 4.27. VEGF R1 Klon I'in evre IV’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Siyah oklar: Sertoli hiicrelerinde immunpozitif

reaksiyon, mavi oklar: Leydi

hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.

Sekil 4.28. VEGF R1 Klon II’in evre IV’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Siyah oklar: Sertoli hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon, mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.
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Sekil 4.29. VEGF R1 Klon I’in evre V’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Siyah oklar: Sertoli hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon, mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.

Sekil 4.30. VEGF R1 Klon II’in evre V’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Siyah oklar: Sertoli hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon, mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.
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Sekil 4.31. VEGF R1 Klon I’in evre VI’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon.

Sekil 4.32. VEGF R1 Klon II’in evre VI'deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Siyah oklar: Sertoli hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon, mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.

48



. gl

Sekil 4.33. VEGF R1 Klon I’in evre VII’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon, dt: diiz tubiiller.

Sekil 4.34. VEGF R1 Klon II’in evre VII’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Siyah oklar: Sertoli hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon, mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.
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Sekil 4.35. VEGF R1 Klon I’in evre VIII’deki seminifer tubiiller ve intersitisyel
dokudaki immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pm). Mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon.

Sekil 4.36. VEGF R1 Klon II'in evre VIII’deki seminifer tubiiller ve
intersitisyel ~ dokudaki = immunohistokimyasal  lokalizasyonu.  (ABC
Immunoperoksidaz boyamasi, DAB X20 um). Siyah oklar: Sertoli hiicrelerinde
immunpozitif reaksiyon, mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif
reaksiyon.



Sekil 4.37. VEGFRI Klon T'in epididimisin baslangi¢ segmenti epitelindeki
negatif immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 pum).

Sekil 4.38. VEGFR1 Klon I'in kaput epididimisin epitelindeki negatif
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamast,
DAB X20 pm). Mavi ok: damar endotellerinde immunpozitif reaksiyon. de:
kanaldaki spermatozoonlar.
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Sekil 4.39. VEGFR1 Klon I’'in korpus epididimisin epitelindeki negatif
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamasi,

DAB X20 um).

Sekil 4.40. VEGFR1 Klon I'in kaput epididimisin epitelindeki _negatif
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamasi,
DAB X20 um).



Sekil 4.41. VEGFRI1 Klon IT’in epididimisin baslangi¢ segmenti epitelindeki
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamast,
DAB X20 pm). Siyah oklar: Prinsipal hiicrelerin apikal sitoplazmasinda
immunpozitif reaksiyon, Mavi oklar: Bazal hiicrelerin sitoplazmasinda
immunpozitif reaksiyon. kirmuzi oklar: Bazi hiicrelerin sitoplazmasinda
immunpozitif reaksiyon.

)

Sekil 4.42. VEGFRI Klon II'in kaput epididimisin epitelindeki
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamasi,
DAB X20 um).
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Sekil 4.43. VEGFR1 Klon II'in korpus epididimisin epitelindeki
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamast,
DAB X20 pm). Siyah oklar: Prinsipal hiicrelerin apikal sitoplazmasinda
immunpozitif reaksiyon, Mavi oklar: Bazal hiicrelerin sitoplazmasinda
immunpozitif — reaksiyon. kirmizi oklar: baz1  prinsipal hiicrelerin
sitolazmalan'nda' im'{nunpozitif reaksiyon, de: duktus epididimis.

- 4% i -

Sekil 4.44. VEGFR1 Klon 1II'in kauda epididimisin epitelindeki
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamasi,
DAB X20 um).
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4.4. Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii Reseptor 2 (VEGF - R2)

Vaskiiler Endoteliyal Biiylime Faktorii Reseptor 2’nin lokalizasyonu ile varligmi tavsan
testis ve epididimis dokularinda belirleyebilmek amaciyla monoklonal mouse anti-
VEGFR-2 (Abcam 9530) ve monoklonal mouse anti-VEGFR-2 (Abcam 10973) olmak

tizere 2 farkli primer antikor kullanilmistir.

Monoklonal mouse anti-VEGFR-2 (Abcam 9530) primer antikoru uygulanan tavsan
testis dokusunda kadar tiim spermatojenik evrelerde seminifer tubiillerdeki Sertoli
hiicrelerinde cok zayif immunopozitif reaksiyon gozlendi. intersitisyel alandaki Leydig
hiicrelerinde ve kan damari endotellerinde ise belirgin bir immunboyanma belirlendi

(Sekil 4.45, 46 ve 47).

Epididimiste baslangi¢ segmenti kaput epididimis (Sekil 4.48), korpus epididimis (Sekil
4.49) ve kauda epididimisi (Sekil 4.50) doseyen epitellerde negatif reaksiyon
goriilirken, tubiiller aras1 bosluktaki bazi kapillar damarlarin endotelinde ise pozitif

immunreaksiyon belirlendi.

Monoklonal mouse anti-VEGFR-2 (Abcam10973) primer antikoru uygulanan tavsan
testis dokusunda tiim spermatojenik evrelerde seminifer tubiillerdeki Sertoli hiicreleri ve
spermatogonyumlarin sitoplazmalarinda ¢cok yogun immunpozitif boyanma goézlendi.
Bununla birlikte V., VI., VIL., ve VIII. evrelerinde spermatidlerin akrozomlarinda
immunpozitif reaksiyon tespit edildi. Intersitisyel alandaki Leydig hiicreleri ve kan
damarlar1 endotelinde de immunboyanma belirlendi (Sekil 4.51, 52, 53, 54, 55, 56, 57
ve 58).

Epididimisin baslangic segmentinin epitelini doseyen prinsipal hiicrelerin apikal ve
bazal sitoplazmalarinda graniiler tarzda reaksiyon goriilirken bazi apikal hiicreler ve
bazal hiicrelerin sitoplazmalarinda ise daha yogun immunboyanma belirlendi (Sekil
4.59). Kaput epididimis (Sekil 4.60), korpus epididimis (Sekil 4.61) ve kauda
epididimisi (Sekil 4.62) doseyen epitellerdeki prinsipal hiicrelerin apikal ve bazal
sitoplazmalarinda graniiler tarzda ve bazi bazal hiicrelerin sitoplazmalarinda ise yogun
immunreaktivite goriildii. Bununla birlikte hiicrelerin lateral membranlarindaki pozitif
reaksiyon dikkat c¢ekiciydi. Ayrica, bazalda peritiibiiler hiicrelerde ve kan damarlari

endotelinde pozitif reaksiyon belirlendi.

Tiim sonuglar Tablo 3.2 , 3.3 ve 3.4 de 6zetlenmistir.



Sekil 4.45. VEGF R2 Klon I’in seminifer tubiiller ve intersitisyel dokudaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamast,
DAB X20 um). Mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.

Sekil 4.46. VEGF R2 Klon TI'in seminifer tubiiller ve intersitisyel dokudaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamasi,
DAB X20 um). Mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.
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Sekil 4.47. VEGF R2 Klon I’in seminifer tubiiller ve intersitisyel dokudaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamast,
DAB X20 um). Mavi oklar: Leydig hiicrelerinde immunpozitif reaksiyon.

Sekil 4.48. VEGF R2 Klon T'in kaput epididimisin epitelindeki negatif
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamasi,
DAB X20 um). Siyah oklar: Damar endotellerindeki immunpozitif reaksiyon.
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Sekil 4.49. VEGF R2 Klon T’in korpus epididimisin epitelindeki negatif
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamast,
DAB X20 pm).

.

Sekil 4.50. VEGF R2 Klon T'in kaput epididimisin epitelindeki negatif
immunohistokimyasal lokalizasyonu. (ABC Immunoperoksidaz boyamasi,
DAB X20 um).
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Sekil 4.51. VEGF R2 Klon II’in seminifer tubiiller ve intersitisyel dokudaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu, evre I (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 um). Siyah oklar: Sertoli hiicreleri, mavi oklar: Leydig

hiicreleri, kir

mizi oklar: Spermatogoniyumlar.

Sekil 4.52. VEGF R2 Klon II’in seminifer tubiiller ve intersitisyel dokudaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu, evre II (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 um). Siyah oklar: Sertoli hiicreleri, mavi oklar: Leydig
hiicreleri, kirmizi oklar: Spermatogoniyumlar.
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Sekil 4.53. VEGF R2 Klon II’in seminifer tubiiller ve intersitisyel dokudaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu, evre III (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 um). Siyah oklar: Sertoli hiicreleri, mavi oklar: Leydig
hiicreleri, kirmizi oklar: Spermatogoniyumlar.

Sekil 4.54. VEGF R2 Klon II’in seminifer tubiiller ve intersitisyel dokudaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu, evre IV (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 um). Siyah oklar: Sertoli hiicreleri, mavi oklar: Leydig
hiicreleri, kirmizi oklar: Spermatogoniyumlar.
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Sekil 4.55. VEGF R2 Klon I'in seminifer tubiiller ve intersitisyel dokudaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu, evre V (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 um). Siyah oklar: Sertoli hiicreleri, mavi oklar: Leydig

hiicreleri, kirmizi oklar: Spermatogoniyumlar.

Sekil 4.56. VEGF R2 Klon II'in seminifer tubiiller ve intersitisyel dokudaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu, evre VI (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 um). Siyah oklar: Sertoli hiicreleri, mavi oklar: Leydig

hiicreleri, kirmizi oklar: Spermatogoniyumlar.
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Sekil 4.57. VEGF R2 Klon II’in seminifer tubiiller ve intersitisyel dokudaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu, evre VII (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 um). Siyah oklar: Sertoli hiicreleri, mavi oklar: Leydig
hiicreleri, kirmizi oklar: Spermatogoniyumlar, yesil oklar: spermatid
akroz
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Sekil 4.58. VEGF R2 Klon II’in seminifer tubiiller ve intersitisyel dokudaki
immunohistokimyasal lokalizasyonu, evre VII (ABC Immunoperoksidaz
boyamasi, DAB X20 um). Siyah oklar: Sertoli hiicreleri, mavi oklar: Leydig
hiicreleri, kirmizi oklar: Spermatogoniyumlar, yesil oklar: spermatid
akrozomlarinda pozitif reaksiyon.
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Sekil 4.59. VEGFR2 Klon II’in epididimisin baslangi¢c segmenti epitelindeki
immunohistokimyasal lokalizasyonu, DAB X20 um). Siyah oklar: Prinsipal
hiicrelerin apikal sitoplazmasinda immunpozitif reaksiyon, Mavi oklar: Bazal
hiicrelerin sitoplazmada immunpozitif reaksiyon. kirmuzi oklar: Apikal
hiicrelerin sitoplazmalarinda immunpozitif reaksiyon. Yesil ok: kan damari

endotelinde reaksiyon.
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' unpozitif reaksiyonu
(ABC Immunoperoksidaz boyamasi, DAB X20 pm). Prinsipal hiicrelerin lateral
membranlarda yogun boyanma, de: duktus epididimis.
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Sekil 4.60. VEGF R2 Klon II’in kaput epididmisteki i

=
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Sekil 4.61. VEGF R2 Klon II'in korpus epididmisteki immunpozitif reaksiyonu
(ABC Immunoperoksidaz boyamasi, DAB X20 um). Prinsipal hiicrelerin lateral
membranlarda yogun boyanma.

Sekil 4.62. VEGF R2 Klon II'in kauda epididmisteki immunpozitif reaksiyonu
(ABC Immunoperoksidaz boyamasi, DAB X20 pm). Prinsipal hiicrelerin lateral
membranlarda yogun boyanma, de: duktus epididimis.
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Tablo 4.1. Seminifer epitelde siklik evrelere gore testikiiler hiicrelerdeki VEGF, VEGFR-1 ve
VEGFR-2’nin hiicresel reaktivitesi.

Evreler Reaksiyon Spermatogonialar Spermatositler Spermatidler Sertoli hiicreleri
Evrel
VEGF ++ ++ - +
VEGFR1-1 - - - +
VEGFR1-2 +++ - + +++
VEGFR2-1 - - - +
VEGFR2-2 +++ - - +++
Evre Il
VEGF ++ ++ - +
VEGFR1-1 - - - +
VEGFR1-2 +++ - + +++
VEGFR2-1 - - - +
VEGFR2-2 +++ - - +++
Evre IIT
VEGF ++ ++ - +++
VEGFR1-1 - - - +
VEGFR1-2 +++ - + +++
VEGFR2-1 - - - +
VEGFR2-2 +++ - - +++
Evre IV
VEGF ++ ++ - +++
VEGFR1-1 - - - +
VEGFR1-2 +++ - + +++
VEGFR2-1 - - - +
VEGFR2-2 +++ - - +++
Evre V
VEGF ++ ++ ++ +++
VEGFR1-1 - - - +
VEGFR1-2 +++ - + +++
VEGFR2-1 - - - +
VEGFR2-2 +++ - +++ +++
Evre VI
VEGF ++ ++ ++ +++
VEGFR1-1 - - - +
VEGFR1-2 +++ - + +++
VEGFR2-1 - - - +
VEGFR2-2 +++ - +++ +++
Evre VII
VEGF ++ ++ ++ +++
VEGFR1-1 - - - +
VEGFR1-2 +++ - + +++
VEGFR2-1 - - - +
VEGFR2-2 +++ - +++ +++
Evre VIII
VEGF ++ ++ ++ +++
VEGFR1-1 - - - +
VEGFR1-2 +++ - + +++
VEGFR2-1 - - - +

VEGFR2-2 +++ - +++ +4++




Tablo 4.2. Testisin intersitisyel dokusunda VEGF,
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VEGFR1 ve VEGFR2’nin hiicresel

reaktivitesi.

Reaksiyon Leydig hiicreleri Damar endotelleri
VEGF +++ ++
VEGFRI1-1 ++ +
VEGFRI1-2 ++ +++
VEGFR2-1 +++ +++
VEGFR2-2 +++ +++

Tablo 4.3. Epididimisteki hiicrelerde VEGF, VEGFR1 ve VEGFR2’nin hiicresel reaktivitesi.

Kaput Korpus Kauda
Reaksiyon Epitel Pt. hiic. Endoteller  Epitel Pt. hiic. Endoteller Epitel Pt. hiic. Endoteller
VEGF ++ - - +++ - - ++ - -
VEGFR1-1 - - ++ - - ++ - - ++
VEGFR1-2 ++ ++ - ++ ++ - ++ ++ -
VEGFR2-1 - - +++ - - +++ - - +++
VEGFR2-2 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++




S.TARTISMA VE SONUC

Testisler, erkek bireyin seksiiel 6zellikleri ve iireme kabiliyetiyle dogrudan iligkili bir
organ c¢iftidir. Bu iligki 2000 yil oncesinden beri bilinmekle birlikte, giiniimiizde
testislerin erkek bireylerin bedenlerinde sahip oldugu ¢ok sayidaki 6zel fonksiyonlar
artik iyi bir sekilde tamimlanmistir. Prolifere olan totipotent koken hiicreler icermeleri,
mayozun gozlendigi tek erkek organi olmalar1 ve sahip olduklar1 endokrin aktiviteleri
ile erkek bireyin fenotipini belirleyebilmeleri testisleri 6zel bir organ konumuna

sokmaktadir (1, 31, 32, 33).

Testisin, germ hiicrelerinin iiretilmesi ve cinsiyet hormonlarmin yapilmasi olmak iizere
temel iki fonksiyonu bulunmaktadir. Pubertaya erigsmis bir erkek bireyde, germ
hiicreleri mayoz boliinme gegirerek cesitli gelisim asamalar1 sonucunda ileri derecede
Ozellesmis spermatozooanlar1 meydana getirirler. Germ hiicrelerinin gelisimi ve
farklilagmasi sirasinda, cok sayida hiicre i¢i ve yiizeyine ait proteinler ortaya cikarken,
olusan bu otoantijenlere kars1 bir immunolojik yanit olusmaksizin tolerans
sekillenmektedir. Sahip oldugu o6zellikler testisi {izerinde ¢ok fazla sayida arastirma
yapilan bir organ konumuna getirmistir. Buna bagl olarak, son yillarda gelisen
teknolojiye paralel olarak insan ve cesitli hayvan tiirlerinin testisleri iizerinde ¢ok sayida

arastirma yapilmistir (1, 97-100).

Seminifer epitel dongiisii ¢ok sayida evrelere ayrilabilmektedir. Lebnon ve Clermont
(1952a, b), Clermont ve Leblond (1955), ve Ortavant (1954), PAS teknigi yardimiyla
kep olusumu ve akrozom gelisimini temel alarak bir dongiiyli 12-14 evreye
ayirmiglardir (44). Curtis 1918, Roosen-Rudge ve Giesel 1950 ve Ortavant 1954
spermatidlerin ¢ekirdek sekli, spermatidlerin ve spermatozoonlarin bazal membrana
gore yerlesimi, mitotik figiirlerin varlig1 ve seminifer tubiil limenine spermatozoonlarin
salimimu gibi kriterleri kullanarak bir dongiiyii sekiz evreye ayirmislardir (44). Bununla

birlikte, insanda 6, sicanda 14, maymunda ise 12 basamak tanimlanmustir. Insanda bir
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dongiiniin siiresi 16 giindiir. Dort dongii sonunda (64 giin) spermatogoniyumlar
spermiyum haline gelir (24). Bu calismada, Swierstra ve Foote (1963)’nin (44) tavsan
testisleri iizerinde daha Once yaptiklari arastirmalarina benzer olarak, spermatidlerin
cekirdek sekli, spermatidlerin ve spermatozoonlarn bazal membrana gore yerlesimi,
mitotik figiirlerin varlig1 ve seminifer tubiil limenine spermatozoonlarin salinimi gibi
temel kriterler dikkate almarak seminifer tubiillerdeki bir dongii sekiz evre olarak

belirlenmistir.

VEGTF, anjiojenik molekiiller i¢erisindeki en 6nemli molekiil olup, ilk dnceleri vaskiiler
permabilite faktorii (VPF) olarak tanimlanmustir (2, 8, 49,51-56). Endoteliyal hiicrelerin
proliferasyonu, migrasyonu ve hiicre canlihiginin diizenlenmesinde rol oynayan
anjiojenik bir faktor olarak adlandirilmistir (58, 59). VEGF, 45 kDa’luk, homodimerik,
heparin-bagimli bir glikoproteindir. Cesitli alt gruplar1 tanimlanmis olup yapisinda
bulundugu organin hem gelisim evresinde hem de fizyolojik fonksiyonuna bagh bir kag
onemli biyolojik aktiviteye sahip multifonksiyonel bir molekiildiir (5, 6, 8, 49, 52-57,
72, 73). VEGF A, B, C, D, E ya da aminoasit sayilarina gore VEGF121, VEGF145,
VEGF165, VEGFI89 ve VEGF206 gibi izoformlar1 bulunmaktadir. Vaskiiler
gecirgenlik faktorii olarak da bilinen VEGF-A, disiilfid bagli homodimerlere baglanmis
olan 34-46 kDa’luk sekret glikoprotendir. Endotel hiicreleri {iizerindeki vaskiiler
endoteliyal biiyiime faktorii reseptorii 1 (VEGF-1) ve vaskiiler endoteliyal biiyiime
faktorii 2 (VEGF-2) ile neuropilin-1 ve -2’ye baglanir (51, 62). VEGF, embriyonik
dokularda yaygin bir sekilde bulunurken, eriskin dokularindaki fonksiyonlar1 tam olarak
aciklik kazanmamakla birlikte (8, 49, 59) ¢ok Onemli bazi fonksiyonlarda gorev
aldiklar1 diisiiniilmektedir. Endotel hiicrelerinin migrasyonunda, ekstraselliiler matriksin
(ECM) yikimindan sorumlu olan matriks metalloproteazler ile urokinaz ve doku tipi
plazminojen aktivatorlerinin salinimlarinin uyarilmasinda, genital siklusuda uterus,
ovaryum ve memelerde fizyolojik anjiyogeneziste, yara iyilesmesinde, kemik
onariminda ve ekzersize karsi iskelet kas1 yanitinda rol oynamak olarak bu gorevler
olarak tanimlanmaktadir (60-66). Bununla birlikte, VEGF eriskinlerin hemen hemen
tim dokularinda bulunurken, etkilerini hedef hiicreler iizerinde bulunanan VEGFR1
(Flk-1) veya VEGFR2 (KDR/FkI-1) reseptorleri araciligiyla gosterirler. Permabilite,
glomerular infiltrasyon, serebrospinal sivi iiretimi, karaciger kan filtrasyonu ve kan
akimma hormon sekresyonu gibi bir¢cok fizyolojik olayda da 6nemli fonksiyonlari

oldugu diisiiniilmektedir (56, 58). Bunlara ilaveten, mestrual siklus ve ovarial folikiil
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gelisimi sirasinda fizyolojik aktivitesinin bir parcasi olarak vaskiiler degisiklikleri
destekleyerek lireme fonksiyonlarini biiyiik 6lciide diizenlemesi de sayilabilir (46, 67).
Eriskin disilerin aksine, erkek testislerinde aktif bir anjiogenez bulunmamakla birlikte,
testiste cok biiyiik miktarlarda VEGF iiretilmektedir. insan ve bazi hayvan testislerinde
Sertoli ve Leydig hiicreleri ile vaskiiler yapilarda VEGF in varlig1 bildirilirken, Sertoli
hiicrelerinde bulunan VEGF’in spermatogenezis ve spermiyogeneziste Onemli roller
iistlenebilecegi diistiniilmektedir (11, 16, 71). Son yillarda yapilan calismalarda, VEGF
ve reseptorlerinin erkek ve disi genital sisteme ait non-vaskiiler hiicreler (germ hiicreleri
ve digerleri) iizerinde de rolleri oldugu ifade edilmektedir. VEGF, VEGFR-2 pozitif
spermatogoniyum kok  hiicreleri ve fertilize olmus oositlerin proliferasyonunu
etkilemektedir Bununla birlikte, spermatozonlarin ve oositlerin motilitesi VEGFR1
aracilifiyla diizenlenir (16, 71). VEGF’nin insan semeninde son derece yiiksek olarak
eksprese oldugu ve fare testis ile epididimisinde VEGF’iin asir1 ekspresyonunun
spermatojenik blokaj nedeniyle infertiliye neden oldugu bildirilmektedir. Ayrica,
insanda hem prostat, hem de vezikula seminalis epitelinde VEGF mRNA ve proteinin
kuvvetli bir sekilde eksprese edildigi belirtilmektedir. Bu sonuglar, seminal plazmada
bulunan VEGF’iin ana kaynagimin testis ve epididimis olmayip prostat ve/veya vezikula
seminalis oldugunu gostermektedir (69). VEGF prostat ve vezikula seminaliste ¢ok
yiiksek miktarlarda iiretildigi i¢in bu gelisim faktoriiniin fertilitede 6nemli rolii oldugu
diistiniilebilir. Bunlara ragmen, VEGF’iin genital sistemdeki rolii tamamen agikliga
kavusturulamamistir (50). VEGF’iin iireme {iizerindeki birka¢ olast fonksiyonunu
belirlenmistir. Bir mikrovaskiiler permabilite diizenleyicisi olarak VEGF, semendeki
sivi ve protein kompozisyonunun belirlenmesinde bir 6nemli rol oynayabilir. Ayrica
semende bulunan VEGF’iin koyitus sirasinda disi genital kanalda mikrovaskiiler
permabiliteyi degistirebildigi ve sivi salgilanmasini etkileyebildigi diistiniilmektedir.
VEGF, hem erkek hem de disi genital kanal sivisinin miktar1 ve kompozisyonu
tizerindeki etkisi sperm motilitesi ve canliligini etkiliyerek fertilite lizerinde etkili
olmaktadir. VEGF’iin erkek genital kanalindaki bir olast rolii de, Sertoli ve Leydig
hiicreleri tarafindan iretilen VEGF, testisin seminifer, tubuler ve intersitisyel
kompartmanlarinda elverisli bir mikroortam saglayan testikuler mikrodamarlar tizerinde
parakrin etkiye sahip olmalaridir (64). Sertoli ve Leydig hiicrelerinde VEGF
reseptorlerinin varligt VEGF’iin bu iki hiicre tipi iizerinde otokrin etkiye sahip

olabilecegini gostermektedir. Ayrica, spermatozoonlarda VEGF reseptorlerinin
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ekspresyonunun saptanmasit seminal plazma VEGF’iin spermatozoonlar1 hedef
alabilecegini gostermektedir (50). VEGF reseptorlerinin spermatozolarda (orta-pakiten
spermatositlerde ve yuvarlak spermatidlerde) bulunmasi, VEGF’iin direk olarak
spermojenik hiicreler iizerinde etkili oldugunu gostermektedir. VEGF reseptorlerinin
yuvarlak spermatidler iizerindeki ekspresyonu Ozellikle ilgingtir, ¢iinkii gozlenen
spermatojenik blokaj tam bu noktada olmaktadir (64). Korpelainen ve ark., (1998) da
gozlenen infertilitenin VEGF reseptorlerini de eksprese eden Leydig hiicrelerindeki
VEGF’iin bir etkisiyle meydan geldigini bildirilmistir (65). VEGF nin germ
hiicrelerinin hemostazisi yanisira, gelisimi icin 6nemli olan diger genital kanal
hiicrelerinin (erkeklerde seminifer tubul epiteli, Sertoli ve Leydig hiicreleri, disilerde
ovaryumda granuloza hiicreleri) fonksiyonlarin1 da etkiledigi bilinmektedir. Bu
hiicrelerin tiimii VEGF ve reseptorlerinin her ikisini veya birini eksprese ederler (16,
64). Insanda, VEGF’iin germ hiicrelerinin aksine, Leydig ve Sertoli hiicrelerinde (12),
sican (15) ve karaca (19) testislerinde sadece germ ve Leydig hiicrelerinde fare (17) de

ise sadece Sertoli hiicreleri tarafindan sentezlendigi ve salgilandigi rapor edilmektedir.

VEGF, aktivitesini ii¢ reseptor ile gerceklestirir: Tirozin kinaz yapisinda olan bu
reseptorleri  VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (flk-1/KDR) ve VEGFR-3 (flt-4) diir.
Bunlardan VEGFR-1 ve 2 endotel hiicreleri uizerinde, VEGFR-3 ise lenf damarlari
tizerinde bulunur. VEGF reseptorlerinin aktivasyonu; fosfoinositol-3 kinaz, fosfolipaz-C
ve ras GTPaz aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicre ici sinyal iletimproteini fosforile
ederek endotel hiicrelerinin ¢ogalma, go¢ ve farklilasmasina neden olur (59, 77). Flt-1
(Fms benzeri tirozin kinaz 1) olarakta bilinen VEGFR-1, kan damarlarinin edotel
hiicreleri, monosit/makrofaj, dentritik hiicreler, hemopoietik kok hiicreleri, trofoblastlar
ve osteoklastlarin membranina bagh bir reseptordiir (75). Farelerde Flk1 (fotal karaciger
kinazil) ya da insanlarda KDR (kinaz insert bolgesi ¢eren reseptor) olarak da bilinen
VEGFR-2 hemanjioblastlar ile endotel ve hemotopoietik hiicre prekiirsorleri icin en
onemli belirtectir (85). Farelerde VEGFR-2’nin ortadan kalkmasi1 hem hematopoetik
hem de endoteliyal hiicrelerde eksikliklere neden oldugundan embriyonik Oliidlere
sebep olur. Bu nedenle VEGFR-2 endoteliyal hiicre prekiirsorlerinin farklilasmasinda
onemli bir role sahiptir (75). Gii¢lii tirozin kinaz aktivitesinden dolayi, VRGFR-2
endoteliyal hiicrelerde anjiyogenezis, proliferasyon, migrasyon ve yasamsal uyarimlarda
en Onemli pozitif sinyal diizenleyici olarak hareket eder (82). Endotel hiicrelerinde

VEGFR-2 Rafl’'i (kemirgen losemi viral onkojen homolog) aktive ederek, DNA
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sentezine ve hiicre proliferasyonuna sebep olur (75). Ayrica, hiicre migrasyonunu
uyaran aract molekiilleri kullanarak P13 kinaz1 (87) ve damarlarda permeabiliteyi
diizenleyen endoteliyal nitrik oksit sentazin (eNOS) fosforilasyonunu (77) aktive eder.
VEGFR-2 ekspresyonu vaskiiler gelisimin son donemlerinde azalir, ancak erigkinlerde
fizyolojik ve patolojik anjiogenezisde Onemli bir diizenleyici olur ve endotel

hiicrelerinde VEGFR-2 ekspresyonunun yiiksek oldugu goriiliir (75).

Insan (10, 12) ve fare (17), sican (13, 15, 16), karaca (18, 19) gibi hayvanlarin testis ve
epididimislerinde VEGF proteinin ve bunun baglanma reseptorlerinin varhigi cesitli
yontemlerle belirlenmistir. Sertoli hiicrelerinde bulunan VEGF’in spermatogenezis ve
spermiyogeneziste onemli rol oynadig diisiiniilmektedir (12, 16, 19). Yapilan literatiir
taramalar1 sonucunda, tavsanlarin testis ve epididimislerinde VEGF ve reseptorler
VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin varlig1 ve lokalizasyonlariyla ilgili herhangi bir aragtirmaya

rastlanilmamasi bu tez ¢aligmasinin yapilmasina temel teskil etmistir.

Ergiin ve ark., (1997) insan testisleri tizerinde yaptiklar1 ¢caligmalarinda, VEGF proteinin
Sertoli ve  Leydig  hiicrelerinin  sitoplazmasindaki ~ immunohistokimyasal
lokalizasyonlarin1 gostermislerdir (12). Arastirmacilar ayni caligmalarinda, VEGFR-1
(Flt-1)’in Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri ve damar endotel hiicrelerinde, VEGFR-2
(Flk-1)’in ise yine ayni hiicrelerde benzer sekilde immuno reaktivite gosterdiklerini
tespit etmislerdir. Zhang ve ark., (2004) sicanlar iizerindeki arastirmalarinda, VEGF
proteinin testis ve epididmislerindeki varligin1 immunohistokimyasal ve Western Blot
teknikleriyle gostermislerdir (16). Arastirmacilar, bu ¢alismalarinda testis dokusunda
spermatidlerin, Sertoli hiicrelerinin ve Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda VEGF
immunpozitif partikiillere rastladiklarin1 ancak bu hiicrelerin ¢ekirdeklerinde herhangi
bir immunboyanma goézlemlemediklerini bildirmislerdir. Spermatidlerde gozlendigi
bildirilen immunoreaktivitenin her 14 evrede de farkli oldugu, bununla birlikte en giiclii
immunopozitif reaksiyonun baslica spermiyojenik atik cisimcikler ve yuvarlak/uzamis
spermatidlerin  sekillenmekte olan/sekillenmis akrozomlarinda oldugunu tespit
etmislerdir (16). Ai ve ark., (2008, 2009) yaptiklar1 ¢calismalarinda, sican testislerinde
VGEF ve VEGFR-1 (Flt-1)’in testis ve epididimisteki immunohistokimyasal
lokalizasyonlarini incelemislerdir (13, 15). Arastirmacilar bu ¢alismalarinin sonucunda,
spermatogenik germ hiicrelerinin sitoplazmalarinda, spermatidlerin gelismekte olan

akrozomlarinda, Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicrelerinde VGEF immunoreaktif
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partikiiller belirlemiglerdir. Bununla birlikte arastirmacilar VEGFR-1 (Flt-1)
immunoreaktivitesine sadece spermatidlerin gelismekte olan akrozomlarinda ve Leydig
hiicrelerinde rastlamiglardir (13, 15). Nalbandian ve ark., (2003) fare testisleri lizerinde
yaptiklar1 arastirmalarinda, VEGF’iin Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda ¢ok giiclii
pozitif bir sekilde immunpozitiflik sergiledigini bununla birlikte VEGFR-1 (Flt-1) ve
VEGFR-2 (Flk-1)’in 1ise negatif reaksiyon gosterdigini bildirmislerdir (17).
Arastirmacilar bu c¢alismalarinda VEGF reseptorlerinin germ hiicrelerinde farkli
ekspresyonlara sahip olduklarim1 ifade etmislerdir. VEGFR-2 (Flk-1)’nin tip A
spermatogoniyumlarin sitoplazmalarinda VEGFR-1 (Flt-1)’ in ise spermatozoa ve
spermatidlerin akrozomal bolgesinde lokalize oldugu bildirilmistir (17). Schon ve ark.,
(2010) karacalarin testisleri iizerinde yaptiklar1 arastirmalarinda, spermatogonialar,
spermatositler ve intersitisyel hiicrelerde VGEF pozitif reaksiyon gozlemiglerdir (19).
Arastirmacilar, uzamig spermatidlerde, damar endotel hiicrelerinde ve perivaskiiler
hiicrelerde VEGFR-1 (Flt-1) pozitif boyanma belirlerken Sertoli hiicrelerinde ise sadece
VEGFR-2 (Flk-1) immunoboyanma belirlemislerdir (19).

Calismada, tavsan testis ve epididimis dokularinda Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime
Faktorii’nii immunohistokimyasal olarak belirleyebilmek amaciyla mouse anti-VEGF
(Thermo Scientific) primer antikoru kullanilmigtir. Seminifer tiibullerdeki tiim

spermatojenik evreler ve epididimis incelenerek su sonuglar elde edilmistir;

Spermatojenik gelisimin I. ve II. evrelerinde oldugu belirlenen seminifer tiibullerde
Sertoli  hiicrelerinin  sitoplazmalarinda, tip A spermatogonyumlarin ¢ekirdek
periferlerinde, primer spermatositlerde graniiler tarzda pozitif immunreaksiyon
gozlendi. Interstisyel dokuda ise Leydig hiicre sitoplazmalarinda graniiler tarzda bir
immunboyanma belirlendi. Ayrica, kapillarlarin endotelyumunda da pozitif
immunreaksiyon dikkati c¢ekti. Spermatojenik gelisimin III. ve IV. evrelerinde olan
seminifer tiibullerde Sertoli hiicrelerinin tip A spermatogonyumlarin periniiklear
sitoplazmasinda, primer spermatositlerde graniiler tarzda pozitif immunreaksiyon
gozlenirken, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinda I. ve II evrelere gore daha yogun
immunpozitif boyanma gozlendi. Interstisyel dokuya bakildiginda ise I. ve II evrelerde
oldugu gibi Leydig hiicre sitoplazmalarinda graniiler tarzda bir immun reaksiyon ve
kapillar endotelyumda immunpozitif reaksiyon belirlendi. Spermatojenik gelisimin V.

evresinde olan seminifer tiibullerde Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda daha belirgin
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immunboyanma gozlenirken, tip A spermatogonyumlarin periniiklear sitoplazmasinda
ve spermatositlerde pozitif immunreaksiyon belirlendi. Spermatidlerin akrozomlarinda
ise pozitif immunreaksiyon dikkati gekti. Interstisyel dokuya bakildiginda ise 6nceki 4
evrelerde oldugu gibi Leydig hiicre sitoplazmalarinda graniiler tarzda bir immun
reaksiyon ve kapillar endotelyumda immunpozitif reaksiyon mevcuttu. Spermatojenik
gelisimin VI. VII ve VIII. evrelerinde olan Seminifer tubullerin yapisi incelendiginde
onceki donemlerde oldugu gibi  Sertoli  hiicrelerinin  sitoplazmalarinda,
tip A spermatogonyumlarin cekirdek cevresinde ve spermatositlerde pozitif immun
reaksiyon gozlendi. Bu donemlerde de V. evrede oldugu gibi spermatidlerin
akrozomlarinda pozitif immunreaksiyon belirlendi. Interstisyel dokuya bakildiginda ise
onceki 5 donemde oldugu gibi Leydig hiicrelerinin sitoplazmalarinda graniiler tarzda ve
kapillarlarin endotelyumunda pozitif immunreaksiyon goriildii. Calismada, tavsan testis
ve epididimis dokularinda Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii Reseptor 1’1
immunohistokimyasal olarak belirleyebilmek amaciyla monoklonal mouse anti-
VEGFR-1 (Abcam 9540) ve rabbit poliklonal anti-VEGFR-1 (Abcam 2350) olmak
tizere 2 farkli primer antikor kullanilmistir. Monoklonal mouse anti-VEGFR-1 (Abcam
9540) primer antikoru uygulanan tavsan testis dokusunda I’den VIII’e kadar tiim
spermatojenik evreler incelendiginde seminifer tubiillerde sadece tek tiik olarak bazi
Sertoli hiicrelerinde bir immunoboyanma goriiliirken, intersitisyel alandaki Leydig
hiicrelerinde ve kan damarlar1 endotelyumunda ise pozitif immunoreaksiyon gozlendi.
Tiim bu boyanmalar zayif karakterdeydi. Rabbit poliklonal anti-VEGFR-1 (Abcam
2350) primer antikoru uygulanan testis dokusunda I’den VIII’e kadar tiim
spermatojenik evreler incelendiginde seminifer tubiillerde Sertoli hiicrelerinde ve
spermatogonyumlarda immunopozitif reaksiyon gozlendi. Intersitisyel alanda ise
Leydig hiicreleri ve kapillar damar endotelyumunda immunopozitif boyanma belirlendi.
Vaskiiler Endoteliyal Biiyiime Faktorii Reseptor-2’yi testis ve epididimis dokularinda
immunohistokimyasal olarak belirleyebilmek amaciyla monoklonal mouse anti-
VEGFR-2 (Abcam 9530) ve monoklonal mouse anti-VEGFR-2 (Abcam 10973) olmak
tizere 2 farkli primer antikor kullanilmistir. Monoklonal mouse anti-VEGFR-2 (Abcam
9530) primer antikoru uygulanan tavsan testis dokusunda I’den VIII’e kadar tiim
spermatojenik evreler incelendiginde seminifer tubiillerdeki Sertoli hiicrelerinde ¢ok
zayif immunopozitif reaksiyon gozlendi. Intersitisyel alandaki Leydig hiicrelerinde ve

kan damar1 endotellerinde ise belirgin bir immunboyanma belirlendi. Monoklonal
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mouse anti-VEGFR-2 (Abcam10973)  primer antikoru uygulanan tavsan testis
dokusunda I’den VIII’e kadar tiim spermatojenik evreler incelendiginde seminifer
tubiillerdeki Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlarin sitoplazmalarinda cok yogun
immunpozitif boyanma gozlendi. Bununla birlikte V. VI. VII. ve VIII. evrelerde
spermatidlerin akrozomlarinda immunpozitif reaksiyon tespit edildi. Intersitisyel
alandaki Leydig hiicreleri ve kan damarlar1 endotelinde de immunboyanma belirlendi.
Sunulan ¢aligmada, tavsan testis dokusunda insan (12), sican (15, 96) ve farelerde (16)
bildirilen bulgularla uyumlu olarak Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda VEGF
proteini icin pozitif immunreaksiyon belirlenmistir. Ayrica calismamda, karaca (78)
testislerine benzer olarak spermatogonialarin ve spermatidlerin sitoplazmalarinda da
VEGTF pozitif reaksiyon tespit edilmistir Bununla birlikte, farelerin (16) aksine tavsan
testis dokusunda insan (12), sican (13, 16) ve karacalara (19) benzer olarak Leydig
hiicrelerinde kuvvetli VEGF immunpozitif immunreaksiyon tespit edilmistir. Bununla
birlikte sican (13, 16) ve fare (17) testislerinde spermatidlerin akrozomlarinda
gozlendigi bildirilen VEGF pozitif reaksiyon tavsan testislerinde de gozlemlenmistir.
Tavsan testis dokusunda Sertoli hiicreleri, spermatogonialar ve spermatositlerde VEGF
proteinin belirlenmesi bu molekiiliin spermatogeneziste 6nemli bir gorev aldigini bize
diistindiirmiistiir. Sunulan c¢alismada, insan (12) testislerinde oldugu gibi tavsan
testislerindeki Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicrelerinde de kullandigimiz her iki
VEGFR-1 primer antikoru i¢in pozitif immunreaksiyon goriilmiistiir. Bununla birlikte
tavsan testislerinde sican (13, 16) ve fareler (17) icin bildirildigi gibi spermatidlerin
akrozomlarinda da VEGFRI1 pozitif immunreaksiyon belirlenmemistir. Sunulan
caligmada, fare (17) testislerinde bildirilenlere benzer olarak VEGFR-2 icin
immunpozitif reaksiyon goriilmiistiir. Ayrica, insan (12) ve karaca (19) testislerinde
oldugu gibi VEGFR-2 i¢in Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri ve damar endotellerinde
de immunpozitif reaksiyon belirlenmistir. VEGF proteini ve bunun baglanma
reseptorleri olarak gorev yapan VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin tavsan testis ve
epididimisinde insan (12), si¢an (15, 16) ve farede (17) oldugu gibi yaygin bir sekilde
lokalize oldugu goriilmiistiir. Bu bulgularin testislerde spermatogonial farklilagma,
spermiyogeneziste ve Ozellikle de spermatidlerde akrozom gelisiminde ayrica Leydig
hiicrelerinde steroidiogeneziste rol oynayabilecegi bilgisini desteklemektedir. Bunlara

ilaveten, VEGF nin testis ve epididimiste bir parakrin faktor olarak Flt-1 ve Flk-1
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araciliglyla kan damarlarmin permabilitesi iizerinde etkili olabilecegi fikrini

desteklemektedir.

Memeli epididimisi, tek bir kanal olan duktus epididimis ve rete testisi duktus
epididimise baglayan bir kac adet duktuli eferentisten olusmaktadir. Makroskobik
olarak, epididimis kaput, korpus ve kauda olmak iizere 3 farkli bolgeye ayrilmaktadir.
Bununla birlikte bu boliinme sistemi yapi-fonksiyon iligkisini tam olarak
yansitmaktadir. Epididimal epitelin histolojik yapisindaki bolgesel farkhiliklar ilk
olarak, kopeklerde, tavsanlarda, sicanlarda, aygirlarda ve bogalarda belirlenmistir. Bir
cok hayvan tiiriinde epididimis, histolojik ve sitokimyasal 6zellikleri temel alinarak
baslangic segmenti, kaput epididimis, korpus epididimis ve kauda epididimis olmak

iizere bolumlendirilerek incelenmektedir (43, 50, 51, 52, 96, 101).

Duktus epididimis, oldukca kivrimli olup kendi iizerinde sarmallanmis bir yapiya
sahiptir. Bu kanal, ylizeyinde sterosilyumlar olan prizmatik prinsipal hiicreler ile bazal
lamina ile iliskili ve yuvarlak-oval hafif boyanan bir cekirdege sahip bazal hiicreler
iceren yalanci ¢ok kath prizmatik bir epitelle oOrtiiliidiir. Bununla birlikte, bu epitelin
yapisinda bolgeye spesifik olarak yerlesim gosteren apikal hiicreler, narrow hiicreleri,

clear hiicreleri ve halo hiicreleri de bulunmaktadir (50, 51, 102).

Prinsipal hiicreler, tiim memelilerde duktus epididimis epitelindeki baskin hiicre tipi
olup, yaklasik olarak epiteli doseyen hiicrelerin %80’nini olusturmaktadir. Prinsipal
hiicreler, sentezledigi ¢ok sayidaki proteini epididimal lumene vermektedirler. Ayrica,
bu hiicreler lumende bulunan proteinleri endositozla alinmasinda aktif rol
oynamaktadirlar. Apikal hiicreleri, karakteristik olarak kaput epididimisin epiteli
icerisinde apikalde yerlesim gosteren, yuvarlak bir cekirdege sahip olan fakat bazal
membranla herhangi bir baglantis1 olmayan hiicrelerdir. Bu hiicreler, narrow ve clear
hiicreleri gibi sitoplazmalarinda vakuoler H'-ATPaz icerirler ve lumene proton
pompalarlar. Buna bagli olarak da lumen iceriginin asitlestirilmesinde gorev alirlar.
narrow hiicreleri, kaput epididimisi doseyen epitelde Prinsipal hiicreler arasinda
bazalden lumene dogru ince bir kalem seklinde uzanan clear hiicreleri ise kaput, korpus,
kauda epididimis epitelinde yerlesim gosteren saydam goriinimlii hiicrelerdir. Bu
hiicreler de apikal hiicrelerle benzer aym fonksiyona sahiptirler. Bazal hiicreler, bazal

lamina iizerinde yerlesen ve prinsipal hiicrelerle yakin iliski icerisinde olan hiicrelerdir.
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Halo hiicreleri ise tiim epididimal kanal boyunca epitel igerisinde yerlesim gosteren

intraepiteliyal lenfositlerdir (51).

Bazal hiicreler protaglandin PGEF gibi bazi parakrin maddeler sentezleyerek prinsipal
hiicrelerin elektrolit tasinimimni diizenlemektedirler. Boylece epitel igerisindeki hiicre-
hiicre etkilesimleri luminal ortami ve buna bagl olarak da sperm olgunlagsmasini direkt
olarak etkileyebilmektedir. Bunlara ilaveten, prinsipal hiicreler ile diger prinsipal
hiicreler arasinda kan-epididimis bariyerinin olusumuna katilan siki hiicre baglantilar1
bulunmaktadir. Kan-epididimis bariyeri, epididimal lumen igerisindeki spermlerin
antijenlerden izole bir sekilde olgunlasabilmesi i¢in gerekli bir immunprotektif alan

olugmasin1 saglamaktadir (51).

Ergiin ve ak., (1998) insan epididimisleri iizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda, efferent
kanallarin silyali hiicreleri ile peritubuler hiicrelerinde ve duktus epididimisin bazal
hiicreleri ile peritubuler hiicrelerinde VEGF proteinini immunohistokimyasal olarak
belirlerken, vaskiiler endoteliyal hiicrelerde negatif boyanma gézlemlemislerdir (10).
Aragtirmacilar ayni ¢alismalarinda, efferent kanallarin siliyali hiicrelerinde ve lenfatik
damarlarda VEGFR-1 (Flt-1) i¢in pozitif immunoreaksiyon gostermistir. Vaskiiler
endoteliyal hiicreler VEGFR-1 (Flt-1) icin negatif boyanmanin oldugunu, VEGFR-2
(KDR) icin pozitif immunoreaksiyon bulundugunu bildirmektedirler (10). Zhang ve
ark., (2004) sican epididimisinde, VEGF proteinin epididimal kanalda bolge spesifik ve
hiicre spesifik bir ekspresyonu ve lokalizasyonuyla karsilasmuslardir  (16).
Arastirmacilar, baslangic bolimiinde VEGF proteinin tiim epiteliyal hiicrelerde
bulundugunu ve immunreaktif partikiillerin hiicrelerin supraniiklear bolgesinde lokalize
olduklarm bildirmektedirler. Immun pozitif hiicrelerin bir kac prinsipal ve bazal hiicre
haricinde genellikle kaput, korpus ve kauda epididimisdeki clear hiicreleri oldugundan
s6z edilmektedir. Immunpozitif partikiillerin clear hiicrelerin sitoplazmasmin farkli
bolgelerinde lokalize oldugu, bazilarinda supraniiklear bolgede, bazilarinda tiim
sitoplazmada, bazilarin da ise serbest kenar boyunca hiicrelerin disinda dagilim
gosterdigi ifade edilmektedir. Pozitif spermatozoal akrozomlara sadece proksimal
epididimisin liimeninde rastlanilmistir. Sicanlarin testis ve epididimisin intersitisyel kan
damarlar1 ve kapillarlarinda herhangi bir immunreaksiyon belirlenmemistir (15, 16). Ai
ve ark., (2008 ve 2009) sican epididimisi iizerinde yaptiklar1 arastirmalarinda VEGF

proteinin epididimal kanalda bolge spesifik ve hiicre spesifik bir ekspresyona sahip
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oldugunu bununla birlikte VEGFR-1 (Flt-1)’in epididmis epitelindeki prinsipal
hiicrelerde bulundugu belirtmektedirler. VEGF tiim epididmiste, VEGFR-1 (Flt-1)’inde
kaput ve kauda epididimiste goriildiigii rapor edilmektedir (13, 15). Hem VEGF, hem
de VEGFR-1 (Flt-1)’'nin spermiyumlarin akrozomlarinda ayrica boyun, orta ve

kuyrugun ana parcasinda lokalize oldugu rapor edilmektedir (13, 15).

Sunulan ¢alismada, Epididimis, baslangi¢c segmenti, kaput, korpus ve kauda epididimis
olamak iizere 4 ayr1 boliimde incelenmistir. Baslangi¢c segmentinin epitelini doseyen
prinsipal hiicrelerin apikal ve bazal sitoplazmalarinda graniiler tarzda, apikal hiicreler ve
bazi bazal hiicrelerin sitoplazmalarinda ise yogun VGEF immunpozitif reaksiyon
belirlenmistir. Reaksiyon, kaput epididimis, korpus epididimis ve kauda epididimisi
doseyen epitellerdeki prinsipal hiicrelerin apikal ve bazal sitoplazmalarinda graniiler
tarzda, baz1 bazal hiicrelerin sitoplazmalarinda ise yogundu. Monoklonal mouse anti-
VEGFR-1 (Abcam 9540) primer antikoru uygulanan tavsan epididimiste ise
epididimiste baslangic segmenti, kaput epididimis, korpus epididimis ve kauda
epididimisi doseyen epitellerde negatif reaksiyon goriilirken, interstisyumda sadece
kapiller damar endotelinde immunopozitif reaksiyon belirlendi. Rabbit poliklonal anti-
VEGFR-1 (Abcam 2350) primer antikoru uygulanan epididimisin bagslangic
segmentinin epitelini doseyen prinsipal hiicrelerin apikal ve bazal sitoplazmalarinda
graniiler tarzda reaksiyon goriilirken bazi prensipal hiicreler ve bazal hiicrelerin
sitoplazmalarinda ise daha yogun immunboyanma belirlendi. Reaksiyon, kaput
epididimis, korpus epididimis ve kauda epididimisi doseyen epitellerdeki prinsipal
hiicrelerin apikal ve bazal sitoplazmalarinda graniiler tarzda ve bazi bazal hiicrelerin
sitoplazmalarinda ise yogundu. Ayrica, bazalda peritiibiiler hiicrelerde ve kan damarlar1

endotelinde de pozitif reaksiyon belirlendi.

Monoklonal mouse anti-VEGFR-2 (Abcam 9530) primer antikoru uygulanan
epididimiste baslangic segmenti, kaput epididimis, korpus epididimis ve kauda
epididimisi doseyen epitellerde negatif reaksiyon goriiliirken, tubiiller arasi bosluktaki
bazi kapillar damarlarin endotelinde ise pozitif immunreaksiyon belirlendi. Monoklonal
mouse anti-VEGFR-2 (Abcam10973)  primer antikoru uygulanan epididimisin
baslangic segmentinin epitelini ddseyen prinsipal hiicrelerin apikal ve bazal
sitoplazmalarinda graniiler tarzda reaksiyon goriiliirken bazi apikal hiicreler ve bazal

hiicrelerin sitoplazmalarinda ise daha yogun immunboyanma belirlendi. Reaksiyon,
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kaput epididimis, korpus epididimis ve kauda epididimisi doseyen epitellerdeki
prinsipal hiicrelerin apikal ve bazal sitoplazmalarinda graniiler tarzda ve bazi bazal
hiicrelerin sitoplazmalarinda ise yogundu. Bununla birlikte hiicrelerin lateral
membranlarindaki pozitif reaksiyon dikkat cekiciydi. Ayrica, bazalda peritiibiiler

hiicrelerde ve kan damarlar1 endotelinde pozitif reaksiyon belirlendi.

Sunulan caligma, tavsan epididimislerinde insan (10), sican (13, 15) i¢in bildirildigi gibi
epididimisi doseyen epitelde VEGF proteini i¢in pozitif immun reaksiyon belirlenmistir.
Bununla birlikte, tavsan epididimisinde insan epidimisinin aksine peritubuler hiicrelerde
VEGTF i¢in pozitif reaksiyon belirlenememistir. Ayrica, tavsan epididimisinde insan (10)
ve sican (13, 15) epididimisine benzer olarak damar endotellerinde VGEF i¢in negatif
immunreaktivite goriilmiistiir. Sunulan c¢alismada, insan (10) ve sican (13, 15)
epididimislerine benzer olarak tavsan epidimisini doseyen epitelde VEGFR-1 icin
pozitif immunreaksiyon tespit edilmistir. Bununla birlikte sunulan caligmada, tavsan
epididimisinde VEGFR-2’nin epididimisi doseyen epitel, peritubuler hiicreler ve damar
endotellerinde kuvvetli pozitif boyandigi belirlenmistir. Prinsipal hiicrelerin lateral
membranlarda kuvvvetli VEGFR-2 immunboyanmasmin olmasi hiicrelararasi
baglantilar iizerinde bu reseptorlerin lokalize olabilecegini gostermistir. Hiicrelerarasi
baglantilarin kan-epididimis bariyerinin yapisinda 6nemli gorevler aldig1 bilindiginden
(103, 104) VEGEF proteinin tavsan epididimisinde VEGFR-2 reseptorii araciligiyla kan-
epididimis bariyerinin yapisina katki saglama gibi fizyolojik bir gorevi olabilecegi

diistiniilmiistiir.

Tiim elde edilen bulgular 1s181inda, VEGF proteini ve bunun baglanma reseptorleri
olarak gorev yapan VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin tavsan testis ve epididimisinde insan
(10, 12), sican (13, 15, 16) ve farede (17) oldugu gibi yaygin bir sekilde lokalize oldugu
goriilmiistiir. VEGF proteini ve reseptorleri VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin tavsan
testislerindeki spesifik lokalizasyonlari, bu molekiillerin spermatogonial farklilasma,
spermiyogenezis, spermatidlerde akrozom gelisimi ve Leydig hiicrelerinde
steroidiogeneziste, epididimiste ise sperm olgunlasmasi1 ve kan-epididimis bariyerine
katki saglama gibi fonksiyonel gorevleri olabilecegi hipotezini akla getirmektedir.
Ayrica, VEGF’nin testis ve epididimiste bir parakrin faktor olarak Flt-1 ve Flk-1

araciligiyla kan damarlarmin permabilitesi lizerinde de etkili olabilecegi ileri siiriilebilir.
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