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TAVSAN TESTISLERININ MORFOLOJIK OZELLIKLERI ILE YAPISINDA
BULUNAN IMMUN SISTEM HUCRELERI UZERINDE
IMMUNOHISTOKIMYASAL CALISMALAR
OZET: Calisma, tavsan testis ve epididimislerinde vimentin, sitokeratin, a-SMA, desmin,
laminin, S100, VEGF, RAMIl ve CD68’in varhgm ve lokalizasyonunu
immunohistokimyasal yontemle belirlemek amaciyla planlanmistir. Arastirmada 15 adet
saglikli eriskin erkek Yeni Zellanda tavsanindan alinan testis ve epididimisler kullanildi.
Immunohistokimyasal boyamalar i¢in Strept-ABC boyama metodu uygulandi. Vimentin
immunoreaktivitesi, seminifer tubiillerdeki Sertoli hiicrelerinin perintiklear sitoplazmalarinda,
intertubiiler alanlarda Leydig hiicrelerinde, tubiilus rektus ve rete testis epitelleri ile kan
damar1 endotellerinde belirlendi. Sitokeratin immunoreaktivitesi testiste belirlenmezken,
epididimiste duktuli eferentis ve duktus epididimis epitellerinde gozlendi. a-SMA
immunreaktivitesi, seminifer tubtillerdeki peritubiiler myoid hiicrelerde, rete testis, duktuli
eferentis ve duktus epididimis epiteli altinda uzanan myofibroblastlar ile damar duvar1 ve
tunika albugineada bulunan diiz kas hiicrelerinde belirlendi. Desmin icin yapilan boyamalarda,
desmin immunreaktivitesinin a-SMA’ninkine benzerlik gosterdigi dikkati ¢ekti. Anti-laminin
primer antikoru ile yapilan boyamalarda, seminifer tubiillerin bazal laminasinda ve peritubuler
myoid hiicrerlerle baz1 Sertoli hiicrelerinin sitoplamasinda pozitif immunreaksiyon gozlendi.
Anti-VEGF primer antikoru ile yapilan boyamalarda, seminifer tubiillerde bazi Sertoli
hiicreleri ile germ hiicrelerinin sitoplazmasinda ve intersitisyel alanlarda Leydig hiicrelerinin
sitoplazmasinda pozitif immunreaksiyon goézlendi. Bu hiicrelerdeki boyanmanin graniiler
tarzda oldugu dikkati cekti. Testislerde, seminifer tubiil duvarindaki hiicrelerden sadece
Sertoli hiicreleri ile intertubiiler alanlarda bazi Leydig hiicrelerinde S100 pozititivesi
belirlendi. Pubertal donemdeki tavsan testislerinde ise, seminifer tubiiluslarin duvarindaki
Sertoli hiicrelerinde, terminal segmentin modifiye Sertoli hiicrelerinde ve tubulus rektus

epitelinde S100 pozitif immunreaksiyon gézlendi. Testisin intersitisyel dokusunda ¢ok sayida
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RAMI1 pozitif makrofaj belirlendi. Bazi RAMI11 pozitif makrofajlarin 6zellikle Leydig
hiicrelerine yakin olarak lokalize oldugu dikkati ¢ekti. Seminifer tubiil epitellerinde ise bazal
yerlesimli az sayida RAMI11 pozitif makrofaj tespit edildi. Epididimisin intersitisyel
dokusunda da ¢ok sayida RAMI1 pozitif makrofaj belirlendi. Kaput, korpus ve kauda
epididimiste tlim duktus epididimis boyunca, intraepiteliyal yerlesimli RAMI1 pozitif
makrofajlar tespit edildi. Bu bulgulara ilaveten, duktuli eferentislerin epitelinde RAM-11
pozitif immunreaksiyon goriildii. Testiste ve epididimidiste CD68 icin yapilan boyamalarda
ise negatif immunreaksiyon belirlendi. Sonug olarak, Sertoli hiicreleri ile tubiilus rektus ve
rete testis epitel hiicrelerinin vimentin intermediyer filamanlarini igermesi, tavsan testislerinde
bu yapilarin mezensimal kokenli oldugunun belirtisidir. Ayrica, a-SMA ve desminin ayni
hiicrelerde bulunmasi, spermatozoanlarin ve testikiilar sivinin rete testis ve epididimise dogru
tasinmas1 ve duktus epididimis boyunca spermin gecisinde bu iki proteinin birlikte gérev
yaptigin1 gdstermektedir. Insan ve bazi hayvanlarin testislerindekine benzer sekilde, tavsan
testislerinde de VEGF’iin varliginin belirlenmesi bu proteinin testis fizyolojisinde ne kadar
onemli olabileceginin bir gostergesidir. Multifonksiyonel 6zellikteki S100 proteinin Ankara
tavsani testislerindeki hiicresel lokalizasyonunun laboratuvar hayvanlari, primatlar ve
karnivorlardan daha ¢ok domuz ve ruminant testislerine benzerlik gosterdigi sonucuna varildi.
Makrofajlar, tavsan testis ve epididimisinin intersitisyumunda yaygin bir bi¢cimde yerlesim
gostermektedir. Tavsan testis ve epididimisinde belirlenen RAMI11 pozitif makrofajlar
muhtemelen insan ve kemirgenlerin testis ve epididimislerindeki makrofajlarla benzer
hiicresel fonksiyonlara sahiptirler.

Anahtar Kelimeler: a-SMA, desmin, epididimis, laminin, makrofaj, RAM11, S100 proteini,

sitokeratin, tavsan, testis, vimentin, VEGF.



IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDIES ON THE MORPHOLOGICAL
PROPERTIES AND IMMUNE SYSTEM CELLS IN IT’S STRUCTURES OF RABBIT
TESTIS
ABSTRACT: This study was planned to determine the immunohistological localization of
vimentin, cytokeratins, a-SMA, desmin, laminin, S100, VEGF, RAMI11 and CD68 in rabbit
testis and epididymis. The testis and epididymis patterns taken from fifteen healthy, adult,
male New Zelland rabbits formed the material of our study. For the immunohistochmical
stainings, a strept-ABC immunohistochemical staining procedure was applied. The vimentin
immunoreactivity was determined in perinuclear cytoplasm of Sertoli cells, epithelium of
tubuli recti and rete testis, and endothelium of blood vessels. The cytokeratin
immunoreactivity was defined in the epithelium of ductuli efferentes and ductus epididiymis,
but not in testis. a-SMA immunostaining was found in peritubular cells of the seminiferous
epithelium, the myofibroblasts underlied the epithelium of rete testis, ductuli efferentes and
ductus epididymis, and the smooth cells in wall of vessels and tunica albuginea. In the
staining for desmin, the desmin immunoreactivity was similar to that of a-SMA. S100
positive immunoreaction was shown in the Sertoli cells in seminiferous tubules, modified
Sertoli cells in the terminal segment and epithelium of tubulus rectus. Numerous RAMI1
positive macrophages were determined in the intersititium of testis. Certain RAM11 positive
macrophages were observed to be close to Leydig cells. In the epithelium of seminiferous
tubules, few RAM11 positive macrophages that basally located were defined. A great number
of RAMI1 positive macrophages were also identified in the intersititium of epididymis.
Intraepithelial RAMI11 positive macrophages were found in overall ductus epididymis of
caput, corpus and cauda epididymis. In addition these findings, a RAMI1 positively
immunoreaction was especially seen in epithelium of ductuli efferentis. However, the negative
immunoreaction was determined in testis and epididymis in staining for CD68. In conclusion,

the vimentin is found in the Sertoli cells and epithelium of tubulus rectus or rete testis suggest



that those structures are derived from mesoderm. Futhermore, the a-SMA and desmin are
present identical cellular structures exhibit that those proteins together serve to move the
spermatozoa and testicular fluid towards rete testis and epididymis. In conclusion, the cellular
localization of multifunctional S100 protein in Angora rabbit testis is similar to the testis of
pig and ruminants rather than testis of laboratory animals, primates and carnivore. The
macrophages are widely localization in testis and epididymis of rabbit. Probably, RAM11
positive macrophages determined in the rabbit testis and epididymis possess the cellular
functions similar to those testis and epididymis of human and rodents.

Key Words: a-SMA, cytokeratin, desmin, epididymis, macrophage, rabbit, RAMI11, S100,

testis, vimentin, VEGF.



GIRIS / AMAC VE KAPSAM

Testisler, erkek bireyin seksiiel 6zellikleri ve iireme kabiliyetiyle direk iliskili olan bir organ
ciftidir. Bu iliski 2000 yi1l oncesinde bile gézlenmistir. Milattan 300 yil once insanlarda ve
hayvanlarda bu iliskinin ilk tanimlamasini yapmistir. Aristo, cinsel olgunlasmaya erismemis
erkek kuslarin kastrasyonunun, ibikte renklenme ve disilere ilgi duyma gibi sekstiel
Ozelliklerin gelisimini engelledigini gérmiistiir. Erkek cinsiyet 6zelliklerinin olusmasinda
testisin rolii lizerine ilk gercek kanit 19. yiizyilin ortalarinda Berthold (1849) tarafindan ortaya
konulmustur. Berthold, horozlarin kastrasyonundan sonra ibiklerinde atrofinin oldugunu
testislerin abdominal bosluga tekrar implante edilmesi ile de atrofinin Onlenebilecegini
gostermistir. Glinlimiizde, testislerin erkek bireyin bedenindeki ¢ok 6zel fonksiyonlari artik iyi
bilinmektedir. Prolifere olan totipotent kdken hiicreler icermeleri, mayozun gozlendigi tek
erkek organi olmalar1 ve sahip olduklar1 endokrin aktiviteleri ile bireyin fenotipini
belirleyebilmeleri ile testisler 6zel bir organ konumundadir. Testisin sahip oldugu tiim bu
spesifik 6zellikler belirli gen 6rneklerinin koordineli ekspresyonunu saglayan belirli endokrin
ve lokal mekanizmalar tarafindan diizenlenirler.

Testisin, germ hiicrelerinin iiretilmesi ve cinsiyet hormonlarinin yapilmasi olmak tizere iki ana
fonksiyonu vardir. Pubertaya erigsmis erkek bireyde, germ hiicreleri mayoz bdliinme gegirerek
cesitli  gelisim asamalart  sonucunda ileri derecede Ozellesmis spermatozoanlari
sekillendirirler. Germ hiicrelerinin gelisimi ve farklilagsmasi sirasinda, ¢ok sayida hiicre i¢i ve
yiizeyine ait proteinler ortaya ¢ikarken, olusan bu otoantijenlere karsi bir immunolojik yanit
olusmaksizin tolerans sekillenir.

Hiicre iskeleti (sitoskeleton), mikrofilamanlar (aktinler, 6-7 nm), intermediyer filamanlar
(sitokeratinler, vimentin, desmin, 8-10 nm) ve mikrotubiiluslardan (tubiilinler, 25 nm) olusan
protein tabiatinda aktif sitosolik bir olusumdur. Sitoskeletonu olusturan bu proteinlerin hiicre

yapis1t ve fonksiyolar1 lizerindeki gorevleri; hiicreye sekil verme, kutuplagsma, organellerin



konumlandirilmasi, sitoplazmik uzantilarin desteklenmesi ve organellerin hiicre membranina
baglanmasi olarak agiklanmaktadir.

Ismini yiizde yiiz doymus amonyum siilfat soliisyonunda eriyebilme 6zelliginden alan S100
(soluble in 100% saturated solution of ammonium sulphate), fakli dokularda dagilim gdsteren
asidik tip EF-el yapisina sahip bir kalsiyum baglayici proteinlerdir. S100 proteinleri, hiicre i¢i
kalsiyum metabolizmasinda 6nemli rolleri olan ve etkisini vimentin, desmin, tubulin, p53 gibi
farkli hedef proteinlerle etkilesime girerek gdosteren molekiillerdir.

Sahip oldugu oOzellikler sayesinde testis lizerinde fazlaca arastirma yapilan bir organ
konumundadir. Son yillarda ise gelisen teknolojiye paralel olarak insan ve ¢esitli hayvan
tiirlerinin testisleri lizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Aragtirmalar 6zellikle, testislerin
morfolojik yapisal 6zelliklerinin ortaya konulmasi yaninda, yapisinda bulunan immun sistem
hiicrelerinin testisdeki fonksiyonlarina odaklanmistir. Bununla birlikte arastirmalarin bir
¢cogunun insan, rat ve fare lizerinde yogunlastigi, diger tiirlerde ise daha az sayida ¢alismanin
oldugu goriilmektedir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, arastirmalarda sikc¢a kullanilan
bir deney hayvani olmasina karsin, tavsan testisinin yapisal ve immunolojik 6zelliklerinin
belirlendigi herhangi bir arastirmanin olmadig1 dikkatimizi ¢ekmistir.

Bununla birlikte, yapilan literatiir taramalarinda tavsanlarin testis ve epididimislerinde
sitoskelatal proteinler, S100 ve immunsistem hiicrelerinin varlig1 ve lokalizasyonlariyla ilgili
herhangi bir arastirmaya rastlanilmamistir. Calisma, tavsan testis ve epididimislerinde
vimentin, sitokeratin, a-SMA, desmin, laminin, S100, VEGF, RAM11 ve CD68’in varligini

ve lokalizasyonunu immunohistokimyasal yontemle belirlemek amaciyla planlanmistir.
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GENEL BILGILER

Tavsan testisleri, yasst oval bir sekle sahiptirler ve hayvanin arka bacaklarinin arasinda
viicudun uzun eksenine biraz c¢apraz pozisyonda (kariniyomedial-kaudalateral) yerlesim
gosterirler. Eriskin bir tavsan testisi 7,2-7,8 agirliginda ve 20,5-21,1 mm uzunlugundadir
(Cakir ve ark., 2001). Testis yiizeyinin bliylik bir boliimli serdz bir membran olan tunica
vaginalis propriya ile gevrilidir. Tunica vaginalis’in altinda siki diizensiz bag dokudan olusan
beyaz kalin fibr6z bir katman olan funica albuginea bulunur. Tunica albuginea’nin yapisinda
daha fazla kollajen iplikler olmak iizere az miktarda da elastik iplikler bulunur. Aygir, kog ve
domuz testislerinde ise bunlarin yanisira diiz kas hiicrelerine de rastlanilmaktadir (Abd-
Elmaksud 2005; Wrobel 1998). Tunica albuginea, septula testis adi verilen trabekiillerle
organin i¢ine dogru uzantilar génderir. Bu septalar kdpek ve domuzda tam iken, diger evcil
hayvanlarda genis intravaskiiler damarlarla ¢evrelenmis ancak gozle cok iyi fark edilemeyen
bagdokusu trabekiilleri seklindedir. Testicular septa, mediyastinumdan tunica albugineya
radiyer tarzda uzanir ve organi lobili testis adi1 verilen pramidal kompartimanlara ayirir. Her
bir lobguk kivrimli 1-4 adet tubulus seminiferustan olusur (Wrobel 1998). Eriskin hayvanlarin
testislerinin %80’ini seminifer tubuller olustururken, geriye kalan %20’sini igerisinde bol
miktarda Leydig hiicresi bulunan destekleyici bag dokusu olusuturur. Tubuller genellikle
kivrimli olup, dallanabilir veya kor uglarla sonlanabilir. Her bir lobuliin apeksinde seminifer
tubuller iletici kanal sisteminin bir parcasi olan tubuli rektiye gecerler. Bu yapilar daha sonra
mediyastinum bag dokusu igerisinde epitelle ¢evrili bosluklarin olusturdugu pleksiform bir
sistem olan rete testisi olustururlar. Intertubuler bosluklar gevsek bir bag doku ile doludur. Bu
bag dokusu igerisinde kan ve lenf damarlar, fibroblastlaer, mononiiklear l6kositler ve
intersitisyel endokrin hiicreleri (Leydig hiicreleri) bulunur (Ariyaratne 2000; Kierszenbaum

2006).
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Tubuli seminiferus kontortiler, hayvan tiirlerinin ¢ogunda 150-300 um capinda ve 30-70 cm
uzunlugunda iki u¢lu kivrimli borucuklardir. Bu borucuklar lamina propriya ile ¢evrelenmis
cok katli germinal bir epitel ile ¢evrilidirler ve bir noktada birlesen her iki ug¢ 6zellesmis bir
terminal segment ile tek diiz bir testikiiler tiipe doniisiir. Histolojik olarak seminifer tubuller 3
boliimden olusur. Bunlar, lamina propriya, Sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicrelerdir
(Wrobel 1998). Seminifer tubiillerin lamina propriyasi, sistemik kan dolasimi ve Sertoli
hiicreleri ile spermatogoniumlarin hiicre membranlar1 arasinda stratejik bir yerlesime sahiptir.
Seminifer tubul epitelinin hemen altinda 2 katli bir bazal membran bulundugu EM ile
belirlenmistir. Bazal membranin altinda tip I kollogenleri igeren agik renkli bir zon
bulunmaktadir. Bu zonun periferinde peritubuler miyoid veya miyofibroblast hiicreleri olarak
bilinen yassilagsmis bir hiicre katmani bulunmaktadir. Bu katmani lenfatik endoteliyal ve
fibroblast hiicre katmani izler. Seminifer tubulleri ¢evreleyen yapilarin hepsi birden lamina
propriya olarak tanimlanir (Christl 1990; Dym 1994). Lamina propriya’nin kalinhig ve
igerdigi hiicre tipleri hayvan tiirleri arasinda degisikliler gosterir. Lamina propriya’da bulunan
myoid veya myofibroblastlar olarak bilinen hiicreler, seminifer tubullerde spermatozoanin ve
testikuler sivinin transportu ile iliskili kontraktil yapilardir. Bununla birlikte, lamina propriya
intersitisyumdan seminifer tubullerdeki germinal epitele gecen maddeler igin gecirgen bir
bariyer olusturmaktadir (Abd-Elmaksud 2006; Christl 1990; Leeson ve Forman 1981).

Sertoli hiicreleri, seminifer tubuller icerisindeki tek somatik (non-germinal) yapilardir. Sertoli
hiicreleri basal laminadan seminifer tubullerin lumenine dogru uzanan ve sitoplazmik
uzantilar1 ile komsu germ hiicrelerini sararak onlara fiziksel ve fizyolojik destek saglayan
kolumnar hiicrelerdir (Maddocks ve Setchell 1988). Sertoli hiicrelerinin sayisi ile, hem testis
hacmi, hem de giinliik sperm iiretimi arasinda kuvvetli bir baglanti bulunmustur (Berndtson
ve ark., 1987). Sertoli hiicreleri, basal kisim, ana govde, lateral hiicre uzantilar1 ve apikal

hiicre ylizeyi olmak {izere 4 ayr1 boliimde incelenebilir. Sertoli hiicreleri, spermatojenik
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hiicreler i¢in besleyici, koruyucu ve destekleyici fonksiyonlara sahiptirler. Buna ilaveten,
dejenere olan spermatojenik hiicreleri ve seminifer tubullerin lumenine saliverdikleri
spermatidlerin atik viicut parcalarinm1 fagosite ederler. Sertoli hiicreleri, germ hiicreleri
tizerinde FSH ve testestoron hormonlarmin etkisine aracilik ederler, spermatojenik olaylarin
senkronizasyonunu saglarlar, androjen baglayic1 proteini (ABP) transferin ile inhibin gibi
intratubular siv1 igeriklerini sentezlerler. Son 10 yilda yapilan ¢aligmalar sonucunda Sertoli
hiicrelerinin, Sertoli-germ hiicre etkilesimlerinin molekiiler temelini olusturan ¢ok sayidaki
proteini sentezleyip salgiladiklar1 anlagilmistir. Bununla birlikte, Sertoli hiicrelerinin arasinda
ve apikallerinde spermatozoon farklilasmasi ve gelisiminin farkli evrelerinde olan c¢esitli
spermatojenik hiicreler bulunmaktadir (Kierszenbaum 2006; Wrobel 1988).

Testisin intersitisyel dokusu (intertubuler doku), seminifer tubullerin arasini doldurur ve bu
yapilar testis paransimi ile sinir telleri, kan ve lenf damarlarin1 da igerir (Kierszenbaum 2006).
Erigkin testislerin intersitisyel dokusunun ana hiicreleri Leydig hiicreleri olmakla birlikte, bu
alanlarda fibroblastlar, makrofajlar, lenfositler, plazma hiicreleri, dentritik hiicreler, mast
hiicreleri ve farklilasmamis mezensimal orijinli hiicreler olmak iizere farkli hiicrelerde
bulundugu bilinmektedir (Fijak ve Meinhardt 2006; Schuppe ve Meinhardt 2005). Intertubuler
doku organizasyonunda, tiire spesifik bazi farkliliklar belirlenmistir. Buna gore 3 farkh
intertubuler doku yapis1 ortaya konulmustur. Birinci grupta (kobay, sinsilla, rat ve fare)
Leydig hiicreleri testikiiler yapiin kiigiik bir kismini olustururlar ve kan damarlarina yakin
olarak paketlenmis yiginlar seklindedirler. Bununla birlikte intersitisyumun ¢ok biiylik bir
boliimii yaygin lenfatik sinuzoidlerden olusur. Biiylik memelilerin bir ¢ogunu igerisine alan
ikinci grupta (boga, kog, fil, maymun ve insan) ¢ok farkli intersitisyel organizasyon
bulunmaktadir. Bu tiirlerde Leydig hiicreleri, kan damarlar1 ile belirgin bir birliktelik
igerisinde degildir ve intertubuler alanlarda merkezi veya ekzantrik olarak yerlesim gosteren

lenf damarlar1 tarafindan drene edilen bir 6dematdz gevsek bag doku igerisinde dagilim
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gdsteren degisik boyutlardaki hiicre yiginlari tarzindadir. Ugiincii grupta (domuz, zebra ve kor
sican) ise sikica paketlenmis Leydig hiicreleri genis intertubuler alanlarda dagilim gosterirler
ve testikiiler yapimnin %20-60’1n1 olustururlar. Bu tiirlerde ¢ok az intersitisyel bag dokusu
bulunmaktadir ve kiiglik lenfatik damarlara daha az siklikta rastlanir (Abd-Elmaksud 2006;
Fawcet ve ark., 1973).

Leydig hiicreleri, ekzantrik olarak yerlesimli yuvarlak ¢ekirdegi olan kismen biiyiik polimorf
sekilli hiicrelerdir. Bu hiicreler tiim testikiiler dokunun koclarda yaklasik %1°ni, bogalarda
%5’in1 ve domuzlarda %Z20-30’unu olustururlar. Leydig hiicreleri, en 6nemli androjen
kaynaklaridir (Wrobel 1998). Organizmadaki tiim androjenlerin %90 nindan fazlas: testisler
tarafindan {iretilir. Testestoronun ana fonksiyonlari, Wolf kanalanin olusturulmasi ve bu
kanalin daha sonra diger kanallara ve epididimise farklilasmasi, penis, erkek eklenti bezleri ve
sekonder cinsiyet fonksiyonlarin gelisiminin baglatilmasi ve siirdiiriilmesi, libidonun
arttirtlmasi, FSH hormonu ile birlikte spermatogenezisin kontrolii, negatif feedback
mekanizmasi ile hipofiz ve hipotalamus tlizerinde etki olusturmasi ve genel anabolik etkiler
olarak bilinir (Gondos ve ark 1976; Gondos ve ark 1977; Kierszenbaum 2006; Wrobel 1998).
Hiicre iskeleti (sitoskeleton), mikrofilamanlar (aktinler, 6-7 nm), intermediyer filamanlar
(sitokeratinler, vimentin, desmin, 8-10 nm) ve mikrotubiiluslardan (tubiilinler, 25 nm) olusan
protein tabiatinda aktif sitosolik bir olusumdur (Herrmann ve ark., 2007). Sitoskeletonu
olusturan bu proteinlerin hiicre yapis1 ve fonksiyolar iizerindeki gorevleri; hiicreye sekil
verme, kutuplasma, organellerin konumlandirilmasi, sitoplazmik uzantilarin desteklenmesi ve
organellerin hiicre membranina baglanmasi olarak aciklanmaktadir (Herrmann ve ark., 2009).
Aktin kalp kas1 aktini, iskelet kasi aktini, diiz kas aktini ve yapisal F-aktin olmak iizere 4
izoforma sahiptir (Paranko ve Pelliniemi 1992; Wrobel ve ark., 1995). Intermediyer
filamanlar, hiicrenin kdkenine bagli olarak farkli hiicrelerde yerlesim gdsteren yapilardir

(Herrmann ve ark., 2007; Herrmann ve ark., 2009). Intermediyer filamanlar sitokeratinler
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(epitel hiicreleri), vimentin (mezensimal hiicreler), desmin (kas hiicreleri), norofilamentler
(sinir hiicreleri) ve gliyal fibriler asidik proteinler (gliya hiicreleri) olmak {izere bes alt gruba
ayrilmaktadir (Ivaska ve ark., 2007). Mikrotubiiluslar ise i¢i bos borucuklar olup, o ve P
tubiilin olmak {izere iki alt {initeden olugsmaktadir (Herrmann ve ark., 2007; Herrmann ve ark.,
2009).

Testiste Sertoli hiicreleri, germ hiicrelerini destekleyerek seminifer tubiillerin yapisina
katilmaktadir (Davidoff ve ark., 1990; Franke ve ark., 2004; Maymon ve ark., 2000; Maymon
ve ark., 2002; Verhoeven ve ark., 2000). Sertoli hiicreleri, bu fonksiyonu gergeklestirebilmek
i¢in iyi gelismis bir hiicre iskeletine sahiptirler (Franke ve ark., 1979; Kopecky ve ark., 2005).
Puberti doneminde, Sertoli hiicreleri hiicre iskeletinde degisikliklere neden olan bir doniisiim
gecirirler (Franke ve ark., 2004). Hiicre iskeleti lizerindeki bu degisiklikler 6zellikle FSH
hormonunun etkisi altinda olmaktadir (Sasaki ve ark., 1998). Sertoli hiicrelerinde dominant
intermediyer filaman, 6zellikle ¢ekirdek etrafinda lokalize olan ve hiicreye yapisal bir destek
saglayan vimentindir (Aumiiller ve ark., 1988; Danahey ve ark., 1995; Franke ve ark., 1979).
Sitokeratinler, fotal ve pubertiden 6nceki donemlerde Sertoli hiicrelerinde vimentinle birlikte
bulunurken puberti ile birlikte ortadan kalkarlar (Aumdiller ve ark., 1992; De Miguel ve ark.,
1997; Kasper ve Stoisek 1989; Miettinen ve ark., 1985; Rogatsch ve ark., 1996). a-SMA diiz
kas hiicrelerinin farklilasma durumlarini ortaya koyan spesifik bir belirleyicidir (Arenas ve
ark., 1997; Devkato ve ark., 2006). a-SMA ekspresyonu seminifer tubiilleri ¢cevreleyen myoid
hiicrelerde ve rete testis, duktuli eferentis ve duktus epididimis epitelleri altinda uzanan
myofibroblastlarda bulunmaktadir (Devkato ve ark., 2004a; Devkato ve ark., 2006b, Holt ve
ark., 2004; Maekawa ve ark., 1995; Schlatt ve ark., 1993). Myoid hiicreler tubiillerin
peristaltik hareketinden sorumlu kontraktil elementlerdir ve spermatazoonlar ile testikiiler
sivinin rete testis ve epididimise tasinmasinda rol oynarlar (Maekawa ve ark., 1996; Maretta

ve Marettova 2004; Schlatt ve ark., 1993). Desmin, hem ¢izgili hem de diiz kaslarda bulunan
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bir intermediyer filaman olup testis ve epididimiste a-SMA ile ayn1 hiicresel fonksiyonlara
sahiptir (Arenas ve ark., 1997; Rogatsch ve ark., 1996; Virtanen ve ark., 1986).

Hiicre iskeletinin yapisina giren proteinlerinin varligi ve dagilimiyla ilgili olarak insan
(Arenas ve ark., 1997; Aumiiller ve ark., 1988; Davidoff ve ark., 1990; De Miguel ve ark.,
1997; Dinges ve ark., 1991; Miettinen ve ark., 1985; Palacious ve ark., 1993; Regadera ve
ark., 1993), sican (Danahey ve ark., 1995; Kopecky ve ark., 2005; Paranko ve Pelliniemi
1992; Sasaki ve ark., 1998; Verhoeven ve ark., 2000; Virtanen ve ark., 1986; Zhu ve ark.,
1997) boga (Devkato ve ark., 2006a, Devkato ve ark., 2006b; Steger ve ark., 1994; Wrobel ve
ark., 1995), kog (Steger ve Wrobel 1994; Steger ve ark., 1994), kopek (Wauki ve ark., 1994),
maymun (Schlatt ve ark., 1993), domuz (Virtanen ve ark., 1986), ay1 (Komatsu ve ark., 1998),
lama (Rodriguez ve ark., 1999) ve kanath (Aire ve Ozegbe 2008; Holt ve ark., 2004; Maretta
ve Marettova 2004) testis ve epididimisleriyle yapilmis ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir.
Bununla birlikte, yapilan literatiir taramalarinda tavsanlarin testis ve epididimislerinde
sitoskelatal proteinlerin varligt ve lokalizasyonlartyla ilgili herhangi bir arastirmaya
rastlanilmamustir.

Laminin, bazal laminanin yapisina giren énemli glikoproteinlerdendir. Bugiine kadar, 12 farkh
laminin izoformu belirlenmistir. Lamininin hiicre adezyonu, gelisim, morfoloji, farklilagsma ve
migrasyon gibi énemli biyolojik aktivitelere sahip bir molekiildiir. Insan ve gesitli hayvan
tiirlerinin  testislerinde  seminifer tubiillerin bazal laminasinda laminin varligini
bildirilmektedir (Kleinman ve ark., 1985).

Vaskiiler endoteliyal growth faktér (VEGF, VEGF-A, VPF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve
plasenta benzeri growth faktor (PLGF) gibi heparin baglayici growth faktoler ailesinin bir
tyesidir (Veikkola ve Alitalo 1999; Tjwa ve ark., 2003). VEGF, 40 kDa agirliginda
homodimerik bir glikoproteindir. VEGF, yapisinda bulundugu organin hem gelisim sathasina

hem de fizyolojik fonksiyonuna bagli bir kag 06nemli biyolojik aktiviteye sahip
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multifonksiyonel bir molekiildiir (Bates ve ark., 2002; Breen 2007; Mahajar ve D’Amore
2007). VEGF, ilk olarak karsinoma hiicre hatlar1 tarafindan sentezlenen bir permabilite
faktorii olarak kesfedilirken tiimorlerde karinda su toplanmasini arttirdig: tespit edilmistir. Bu
nedenle ilk olarak vaskiiler permabilite faktorii (VPF) olarak isimlendirilmistir (Senger ve
ark., 1983). Bundan kisa bir siire sonra, endotelial hiicrelerinin proliferasyonunu,
migrasyonunu ve hiicre canliliginin diizenlenmesinde rol oynayan anjiojenik bir faktor olarak
izole edildi (Leung ve ark., 1989). VEGF, bir hiicre spesifik mitojen ve bir anjiyojenik
indiikleyicidir. Bununla birlikte, VEGF anjiyogenezisin diizenlenmesinde, koken hiicrelerden
monosit/makrofaj yapimi ve bobrek ve akciger bariyer fonksiyonlarinin devam ettirilmesi ve
noyral korunmada da 6nemlidir. Endotelial hiicrelerinin proliferasyonunu, migrasyonunu ve
hiicre canliligimin diizenlenmesi fonksiyonlarina ilaveten, VEGF reseptorleri de bir ¢ok non-
epiteliyal hiicrede lokalize olarak hiicre canliligi ve fonksiyonun diizenlenmesi otokrin
yolaklar boyunca hareket ederler (Breen 2007). VEGF’in gelisimsel, fizyolojik ve patolojik
anjigenezisteki onemi c¢ok sayidaki arastirmayla gosterilmistir. Bununla birlikte VEGF’in
eriskin dokularindaki fonksiyonlar1 heniiz tam olarak aciklik kazanmamistir (Mahajar ve
D’Amore 2007). VEGF embriyolojik dokularda yaygin bir sekilde bulunurken, eriskin
dokularki varliginin da 6nemli oldugu diisiintilmektedir. Disi genital siklusu sirasinda uterus,
ovaryum ve memelerde fizyolojik anjiyogeneziste (Fraser 2006), yara iyilesmesinde (Eming
ve Krieg 2006) kemik onariminda (Street ve ark., 2002) ve ekzersize karsi iskelet kasi
yanitinda (Mac Gabhann ve ark., 2007) rol oynadig1 bilinmektedir. VEGF eriskinlerin hemen
hemen tiim dokularinda bulunmaktadir. VEGF’iin eriikin dokularindaki ekspresyonu ile ilgili
olarak 3 genel ekspresyon Ornegi bulunmaktadir. VEGF’iin zayif olarak eksprese edildigi
hiicrelerin bulundugu boélgelerde, VEGF baslica perisitler ve vaskiiler stromal hiicreler
tarafindan eksprese edilir. Retina, beyin ve testis gibi dokularda damar sistemi bir bariyer

fonksiyonuna (retina-kan bariyeri, beyin-kan bariyeri, testis-kan bariyeri) sahip olmasiyla
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karakterizedir. Ilging olarak bu dokularda, ¢cok az hiicre VEGF eksprese etmektedir. Az
miktarda VGEF eksprese edilen bu organlarda, VEGF muhtemelen bu organlardaki
damarlarda impermabilite fonksiyonuna katilmaktadir. VEGF faktoriin orta derece eksprese
edildigi kalp kas1 ve iskelet kasi gibi dokularda, ¢cogu myositin VEGF eksprese ettigi
gorilmektedir. Bu dokular fizyolojik olarak dinamik yapida olduklar1 ve ekzersizle
hipertrofiye sahip olmalar1 nedeniyle, VEGF kaslarin fizyolojik gereksinimine gore bagl
olarak kaslarin zengin damar yapisin destekleme fonksiyonuna sahiptir (Milkiewichz ve Haas
2005). En yiiksek yogunluktaki VEGF ekspresyonun goriildiigii dokular pencereli damar
yapisinin bulundugu dokulardir. Bunlar 6zellikle pencereli damarlarlarla temas halinde olan
epitelde lokalize olmuslardir. Mikrodamarlar1 pencereli olan dokular sekretorik ve/veya
filtrasyon fonksiyonuna sahiptir. Buna en iyi 6rnek, glomerulus (idrar siiziilmesi), koroid
pleksus (serebrospinal sivinin iiretilmesi), pankreas (ekzokrin ve endokrin sekresyon) ve
karaciger (filtrasyon ve sekresyon) dir. Bu nedenle bu dokularda VEGF endotel hiicrelerinin
pencereli konumunun siirdiiriilmesinde ve canliliginin her ikisinde de rol oynayabilir (Maharaj
ve D’Amore 2007). Her ne kadar endotel hiicreleri VEGF’iin ana hedefi olsalar da, bu
hiicreler genellikle VEGF’ii eksprese etmezler. Bunun yerine, sentezlenmis VEGF’e parakrin
tarzda yanit verirler (Couffinhal ve ark., 1997).

VEGEF reseptorleri VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3 olup bunlar platelet kokenli gelisim
faktorleri (PDGF) reseptor alt ailesinin tirozin kinaz sinif III reseptor ailesine baglidir. Eriskin
dokularinda, VEGFR-1 ve VEGFR-2 vaskiiler endoteliyal hiicrelerde, VEGFR-3 ise baslica
lenfatik endotelyumda lokalize olur (Veikkola ve Alitalo 1999; Petrova ve ark., 1999). Her ne
kadar, VEGF VEGFR1, VEGFR2, Nrp-1 ve Nrp-2 reseptorlerine baglanirsa da, onun
endoteldeki ana sinyal iletim reseptori VEGFR2 dir. VEGFR2, tirozin kinazlar reseptor
ailesine baglidir (Olsson ve ark., 2006). VEGF veya onun reseptorlerinin inbisyonu

neticesinde dokularin ¢ogunda damar gerilemesi gibi mikrovaskiiler degisiklikler
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gozlenmistir. VEGF’lin nétralizasyonu sonucunda bobrekte glomerular endoteliozis ve
proteinuri (Eremina ve ark., 2003), akcigerlerde ise alveolar apoptozis ve hava keselerinde
genisleme (Tuder at al., 2003) gbzlenmistir. Ayrica pakreasta, trakeyada, tiroidte ve ince
bagirsaklarda damar gerilemesi gézlenmistir. Bu deneylerde gozlenen kan damar1 gerilemesi
ve doku disfonksiyonu muhtemelen VEGF’iin endoteliyal canlilik {izerindeki trofik etkilerinin
ortadan kaldirilmasi sonucu olusmustur (Baffert ve ark., 2006). VEGF endotel hiicreleri
disindaki diger hiicreler {izerinde ya VEGFR1 ya da VEGFR2 reseptorlerinin bulunmasiyla
etki gosterir. Bununla birlikte, VEGF’iin monositler, makrofajlar, mast hiicreleri, eozinofiller,
dentritik hiicreler, magakaryositler, lenfositler, hematopoetik kok hiicreleri, tip II alvoel
hiicreleri ve lens epitelyum hiicreleri iizerindeetkiye sahip olduklar1 gosterilmistir (Mahajar ve
D’Amore 2007). VEGF’iin vaskiiler ve immun sistem hiicreleri tizerindeki etkileri yaninda,
noyronal gelisim ve canlilik iizerinde de etkileri oldugu ortaya konulmustur (Kilic ve ark.,
2006). Permabilite, glomerular infiltrasyon, serebrospinal sivi lretimi, karaciger kan
filtrasyonu ve kan akimina hormon sekresyonu gibi bir ¢ok fizyolojik olayda 6nemlidir (Esser
ve ark., 1998). Ayrica yara iyilesmesinde (Eming ve Krieg 2006) ve 6dem olugmasina neden
olarak tiimorlerin daha kotiilesmesinde de rolleri vardir. Endotel hiicre permabilitesi VEGFR 1
ve VEGFR2 reseptorlerinin her ikisi araciligiyla olmaktadir. Bu da, transselliiler ceplerin
olusmasi, vezikulovakuoler organel sekillenmesi ve fenestrasyonlarin sekillenmesiyle
sonuglanir. Pencereli endoteliyal hiicreler bobrek glomeruluslari, géziin koroyid katmaninda,
koroid pleksusuta, gastrointestinal kanalda, tumdr damarlarinda ve ¢ogu endokrin dokularda
bulunur (Maharaj ve ark., 2006). Bu dokularin her birisinde VGEF igeren hiicreler altindaki
pencereli mikrodamarlara yakin bitisik konumda bulunurlar (Maharaj ve ark., 2006).

Insan koryonik gonadotrophin (hCG), LH ve FSH gibi gonadotropinler hem erkeklerde hem
de disilerde lireme fonksiyonlarim1 diizenledikleri bilinen hormonlardir. Son zamanlarda

yapilan c¢alismalar bu hormonlarin iireme sistemi organlarinin vaskiiler sistemini
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diizenlediklerini gostermektedir. Gonadotropinlerin sadece VEGF ve onun reseptorleri
VEGFR-1 ve VEGFR-2 degil ayn1 zamanda antijopoetin ve reseptorii Tie-2, temel fibroblast
gelisim faktor ve plasenta kokenli gelisim faktor gibi eksprese edilen digere anjiojenik
faktorleri de diizenledikleri gosterilmistir. Son bir c¢alisma, gonadotropinlerin endotel
hiicreleri {lizerinde direk etkilerinin olgunu gdstermistir. Bu nedenle, gonadotropinler
disigenital sistemde gebeligin erken donemlerinde ve meastural siklus sirasinda ve erkeklerde
testislerde bir optimal vaskiiler destek saglayan doku spesifik anjiojenik faktorler olarak
hareket ederler. Patolojik durumlarda (6r; preeklemsiya vb.) da gonadotropinler ve anjiojenik
faktorler arasindaki sikica bir sekilde diizenlenmis etkilesimler bozulur (Reisinger ve ark.,
2007). Testikiiler damarlar birka¢ yonden kendine has 6zelliklere sahiptir. Testisteki pencereli
olmayan endotel hiicreleri diger organlarla karsilastirildiklarinda en az 10 kat yiiksek
proliferasyon hizina sahiptirler (Collin ve Bergh 1996). Bu hiz Leydig hiicrelerinin hCG ile
stimulasyonu sonucunda daha da fazla arttirilabilir (Collin ve Bergh 1996). Buna ilaveten,
si¢an testislerinde hCG testikuler kan akimini etkiledi (Setchell ve Sharpe 1981; Geesaman ve
ark., 1992) ve vaskiiler permabiliteyi arttirdi (Bergh ve ark., 1993). Ovaryumlara benzer
sekilde, insan ve rodentlerin testistikiiler kan damarlarinda VEGFR-1 ve VEGFR-2
ekspresyonu gosterilmistir (Ergun ve ark., 1997). hCG’nin derialti enjeksiyonuyla, rat
testislerinde VEGF ve reseptorleri VEGFR-1 ve VEGFR-2 mRNA’larinda artis gériilmiistiir
(Rudolfson ve ark., 2004). Ayrica, hCG degistirlmis fare Leydig hiicre hatlarinda (MA-10
cells) VEGF ekspresyonunun indiikledi (Schwarzenbach ve ark., 2004). Bununla birlikte,
anjiopeietin ailesinin ekspresyonu hCG tarafindan diizenlenir. Ang-2, stimule edilmemis sigan
testislerinde intratestikiiler kan damarlarinin luminal smirinda lokalize olur (Rudolfson ve
ark., 2004). hCG ile stimulasyon tiim kan damarlarindaki Ang-2 boyanmasinda artisa neden

olur.
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Insan ve bazi1 hayvan testislerinde Sertoli ve Leydig hiicreleri ile vaskiiler yapilarda VEGF’in
varligr  bildirilmistir.  Sertoli hiicrelerinde bulunan VEGF’in spermatogenezis ve
spermiyogeneziste onemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (Ergun ve ark., 1997; Nalbandian ve
ark., 2003).

Ismini yiizde yiiz doymus amonyum siilfat soliisyonunda eriyebilme 6zelliginden alan S100
(soluble in 100% saturated solution of ammonium sulphate), fakli dokularda dagilim gdsteren
asidik tip EF-el yapisina sahip bir kalsiyum baglayici proteinlerdir (Donato 1999; Donato
2001; Donato 2003; Heizmann ve Cox 1998; Heizmann ve ark., 2002). S100 proteinleri,
hiicre i¢i kalsiyum metabolizmasinda 6nemli rolleri olan ve etkisini vimentin, desmin, tubulin,
p53 gibi farkli hedef proteinlerle etkilesime girerek gosteren molekiillerdir (Heizmann ve ark.,
2002, Mcnutt 1998; Moore 1965; Zimmer ve ark., 1995; Zimmer ve ark., 2003). S100 proteini
ilk olarak beyinde gliya hiicrelerinde ve periferik sinir dokuda Schwann hiicrelerinde tespit
edilmistir (Moore 1965). S100 proteinleri, bu 6zellikleri nedeniyle uzun yillar sinir sistemine
ait molekiiller olarak diisiiniilmiistir (Bock 1978). Ancak, daha sonra yapilan
immunohistokimyasal ve biyokimyasal calismalar bu proteinlerin sinir dokusu disinda
Ozellikle testis gibi bazi organlarda da bulunabilirligini gdstermistir (Girod ve ark., 1986;
Haimato ve ark., 1987; Michetti ve ark., 1985; Sugimura ve ark., 1989). Giiniimiizde,
insanlarda farkli dokularda lokalize olan yirmi bes farklt S100 proteininin varlig: bildirilmistir
(Marenholz ve ark., 2006; Santamaria-Kisiel ve ark., 2006).

Aminoasit dizilimleri farkl alfa (S100a) ve beta (S100p) alt {initelerinin birlesmesiyle olusan
dimerik formdaki S100 proteini, farkli hedef proteinlerle etkilesime girerek protein
fosforilasyonu, hiicre biiylime ve cogalmasi, farklilasma, hiicre iskeleti hareketi, enzim
aktivitesi, apoptozis, sekresyon, immun yamit ve Ca’” homeostazisi gibi farkli hiicre
fonksiyonlarinda 6nemli gorev alir (Donato 1999; Donato 2001; Donato 2003; Heizmann ve

ark., 2002; Zimmer ve ark., 1995).
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S100 proteinlerinin, insan (Haimato ve ark., 1987; Michetti ve ark., 1985) ve maymun (Girod
ve ark., 1986), kedi (Amselgruber ve ark., 1994; Cruzana ve ark., 2000), kdpek (Amselgruber
ve ark., 1994), boga (Amselgruber ve ark., 1992; Amselgruber ve ark., 1994), ko¢ (2
Amselgruber ve ark., 1994), bizon (Czykier ve ark., 1999), manda (Cruzana ve ark., 2003),
domuz (Amselgruber ve ark., 1994), at (Amselgruber ve ark., 1994), sigcan (Amselgruber ve
ark., 1994; Michetti ve ark., 1985), fare (Czykier ve ark., 2000; Ortega ve ark., 2004), 6rdek
(Sugimura ve ark., 1989), gerbil, kobay ve hamster (Ortega ve ark., 2004) gibi ¢esitli
hayvanlarin testislerindeki farkli hiicrelerdeki immunohistokimyasal lokalizasyonu iizerinde
arastirmalar bulunmaktadir. Yapilan taramalarda, tavsan testis ve epididimisinde S100
proteinin varligina ve hiicresel lokalizasyonuna dair herhangi bir kaynaga rastlanilmamaistir.
Testisin, germ hiicrelerinin iiretilmesi ve cinsiyet hormonlarinin yapilmasi olmak tizere iki ana
fonksiyonu vardir. Pubertaya erigsmis erkek bireyde, germ hiicreleri mayoz bdliinme gegirerek
cesitli gelisim asamalar1 sonucunda ileri derecede 6zellesmis spermatozoanlar sekillendirirler
(Borg 2009). Germ hiicrelerinin gelisimi ve farklilagsmasi sirasinda, ¢ok sayida hiicre i¢i ve
yiizeyine ait proteinler ortaya ¢ikarken, olusan bu otoantijenlere karsi bir immunolojik yanit
olusmaksizin tolerans sekillenir (Fijak ve Meinhardt 2006; Filippini ve ark., 2001; Schuppe ve
Meinhardt 2005). Germ hiicrelerine karsi tolerans olusturulmasinda Sertoli hiicreleri ve
peritubiiler hiicreler tarafindan olusturulan kan-testis bariyerinin yani sira makrofajlarin da
onemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir (Cohen ve ark., 1999; Gaytan ve ark., 1995; Hedger
2002; Hutson 1990;Yee ve Hutson 1983).

Erigkin testislerinde, makrofajlar Leydig hiicreleri gibi intersitisyel dokunun Onemli
hiicrelerindendir (Hutson 1994; Niemi ve ark., 1986; Yee ve Hutson 1983). Testikiilar
makrofajlar, diger organlarin bag dokularinda yerlesim gosteren makrofajlarin  genel
ozelliklerini icermekle birlikte, testise spesifik fonksiyonlara da sahiptirler (Bryniarski ve ark.,

2004; Cohen ve ark., 1999; Schuppe ve ark., 2005). Makrofajlar, 6zellikle Leydig hiicreleri ile
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morfolojik ve fonksiyonel agidan yakin iliski icerisindedirler (Hutson 1992; Hutson 2006). Bu
hiicreler, Leydig hiicre gelisimi ve eriskinlerde steroidogenesizin diizenlenmesinde onemli rol
oynamaktadirlar (Hales 2002; Zirkin ve Chen 2000). Testikiilar makrofajlarin sayisi, seminifer
tubiillerin  etkisinden ziyade direkt olarak Leydig hiicre aracili mekanizmalarla
diizenlenmektedir (Gaytan ve ark., 1994; Gaytan ve ark., 1995; Hutson 1990). Bununla
birlikte, testikiilar makrofajlar salgiladiklari bazi mediyatorler yardimiyla Sertoli hiicre
fonksiyonu ve spermatogenezis iizerinde de etkili olmaktadirlar (Hedger ve Meinhardt 2003;
Kern ve ark., 1995; Schuppe ve Meinhardt 2005).

Testise ilaveten epididimislerin interstisyel dokusunda ve duktus epididimis epitellerinde de
intraepiteliyal makrofajlarin  varhig bildirilmistir. Ozellikle tubiil epitelinde yerlesen
intraepiteliyal makrofajlarin prensipal hiicreler tarafindan olusturulan kan-epididimis
bariyerine katki yaptigi diisiintilmektedir (Filippini ve ark., 2001; Frenette ve ark., 2005;
Kazeem 1988, Marchlewicz 2001; Nashan ve ark., 1989).

RAMI11, tavsan alveolar makrofajlara karsi farelerin immunizasyonuyla elde edilen bir mono
klonal IgG1 antikor olup, tavsan dokularinin bag dokularinda yerlesim gosteren makrofajlarin
immunohistokimyasal lokalizasyonunun belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir (Lis ve ark.,
2001). CD68 monosit ve makrofajlarin sitoplazmasinda bulunan bir glikoprotein olup
dokularda yerlesim goOsteren makrofajlarin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Rival ve ark.,
2008). Ozellikle insan, fare ve sican testislerinde lokalize olan makrofajlarin yapis1 ve
fonksiyonlariyla ilgili ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir (Bryniarski ve ark., 2004;
Bryniarski ve ark., 2004; Giannessi ve ark., 2005; Meinhardt ve ark., 1998; Po6llanen ve
Maddocks 1988). Buna karsin, yapilan literatiir taramalarinda tavsan testis ve epididimisinde

makrofajlarin varlig1 ve lokalizasyonu ile ilgili herhangi bir arastirmaya rastlanilmamaistir.

23



GEREC VE YONTEM

Calismanin materyalini, 15 adet saglikli, erkek, Yeni Zellanda tavsanindan temin edilen 30
adet testis ve epididimisler olusturdu. Kas i¢i sodyum pentobarbital uygulamasi ile 6tanazi
edilen tavsanlarin testisleri c¢ikarilarak, epididimisin tam ortasindan gegecek sekilde
uzunlamasina bir ensizyonla iki esit pargaya ayrildi. Bouine tespit soliisyonuyla 12 saat
siireyle tespitten sonra dokular sirasiyla dereceli alkoller, metil benzoat ve benzol serilerinden
gecirilerek parafinde bloklandi.

Parafin bloklardan Poly-Lysinli lamlara 5 pm kalinliginda alinan kesitlere, vimentin,
sitokeratin, a-SMA, desmin, S100, CD68 ve RAMII’in testis ve epididimisteki
lokalizasyonunun belirlenmesi amaciyla strept-ABC immunohistokimyasal boyama yontemi
uygulandi. Kesitler, endojen peroksidazin inaktivasyonu amaciyla metanolde hazirlanan
%3’liik hidrojen peroksitte 20 dakika siireyle tutuldu. Ardindan, vimentin (sitrat buffer),
sitokeratin (tripsin), S100 (sitrat buffer) ve CD68 (proteaz) antikorlari i¢in antijen retrieval
islemi yapilirken, a-SMA, demsin ve RAMI1 primer antikorlar1 i¢in herhangi bir islem
uygulanmadi. Daha sonra, kesitler non-spesifik baglanmalar1 engellemek i¢in %10’luk keci
serumu (Labvision, Ultravision kit, TM-125-HL) ile 5 dakika siireyle muamele edildi. Bu
islemden sonra, kesitler monoklonal mouse anti-vimentin (1:200, Novacastra, Kat No; NCL-
L-VIM-V-9, Klon; V9), monoklonal mouse anti-sitokeratin 8/18 (1:100, Novacastra, Kat No;
NCL-L-5D3, Klon; 5D3), monoklonal mouse anti-sitokeratin 5/6/18 (1:100, Novacastra, Kat
No; NCL-L- LP34, Klon; LP34), monoklonal mouse anti- a-SMA (1:800, Thermo Scientific,
Kat No; MS 113, Klon; 1A4) ve monoklonal mouse anti-desmin (1:100, Thermo Scientific,
Kat No; MS 376, Klon; D33), monoklonal mouse anti-S100 (1:200, Thermo Scientific Kat
No. MS-296-P, Klon; 4C4.9), monoklonal mouse anti-rabbit macrophages (1:200, DAKO,
Kat No; M 0633, Klon; RAM11), monoklonal mouse anti-human CD68 (1:50, DAKO, Kat

No; M 0718, Klon; EBM11), monoklonal mouse anti-human CD68 (1:50, Neomarkers, Kat
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No; MS 397, Klon; KP1) ve monoklonal mouse anti-human CD68 (1:50, Neomarkers, Kat
No; MS 1808, Klon; PG-M1) primer antikorlariyla 1 saat siireyle inkiibasyona birakildi.
Ardindan, kesitlere 20 dakika silireyle biotinli anti-mouse sekonder antikor (Labvision,
Ultravision kit, TM-125-HL ) ve 20 dakika siireyle de avidin-peroksidaz soliisyonlari
(Labvision, Ultravision kit, TM-125-HL) uygulandi. Bu islemin ardindan, kesitlere antijen-
antikor reaksiyonun goriintiilenebilmesi i¢in 5-10 dakika siireyle 9-Amino etil karbozol (AEC)
kromojeni (Labvision), ardindan zemin boyamas1 i¢in 2-3 dakika siireyle Gill’in
hematoksileni tatbik edildi. Tiim boyama islemleri oda 1sisinda bir nem kamarasi1 (Shandon,
UK) igerisinde gergeklestirilirken, yikamalar PBS (Phosphate buffer saline, 0.01 M, pH;7.4)
ile yapildi. Pozitif kontrol olarak, tavsanlarin deri ve bagirsak kesitleri kullanildi. Negatif
kontrol i¢in primer antikorlarin yerine non-spesifik immun serum damlatilarak geriye kalan
boyama islemlerine normal boyamalarda oldugu gibi devam edildi.

BULGULAR

Immunohistokimyasal boyamalarda, safha 1-5’deki seminifer tubiillerdeki Sertoli hiicrelerinin
sadece periniiklear sitoplazmasinda (Sekil 1A), satha 6-8’deki seminifer tubiillerdeki Sertoli
hiicrelerin ise periniiklear sitoplazmasindan apikal sitoplazmasina dogru uzanan (Sekil 1B)
vimentin immunreaktivitesi oldugu dikkati ¢ekti. Ayrica, intertubiiler alanlarda Leydig
hiicreleri (Sekil 1A ve B) ve damar endotelleri ile tubiilus rektus ve rete testis epitellerinde
(Sekil 1C) de vimentin pozitif immunreaksiyon belirlendi. Bununla birlikte, duktuli eferentis
ve duktus epididimis epitellerinde boyanma tespit edilmedi.

Iki farkli sitokeratin primer antikorlar1 (sit. 8/18 ve sit. 5/6/18) i¢in yapilan boyamalarda,
testiste Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri ve peritubiiler myoid hiicrelerinde negatif
immunreaksiyon gozlendi. Epididimiste duktuli eferentis ve duktus epididimis epitellerinde
sadece sitokeratin 8/18 i¢in pozitif immunreaksiyon belirlendi (Sekil 1D ve E). Duktuli

eferentis epitellerindeki silyumlu hiicrelerin sitoplazmasinda, duktus epididimis epitelindeki
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prensipal hiicrelerin ise 6zellikle apikal ve bazal sitoplazmalarinda kuvvetli immunreaksiyon
gortildii (Sekil 1E). Kaput, korpus ve kauda epididimis (Sekil 1F) boyunca duktus
epidididimis epitellerinde sitokeratin 8/18 i¢in pozitif immunreaksiyon oldugu dikkati ¢ekti.
a-SMA primer antikoru i¢in yapilan immunboyamalarda, testiste seminifer tubiilleri
cevreleyen peritubiiler myoid hiicrelerin sitoplazmasinda pozitif immunreaksiyon belirlendi
(Sekil 2A). Bununla birlikte, tunika albugineya igerisindeki ve kan damarlarinin duvarindaki
diiz kas hiicrelerinin de pozitif boyandig1 dikkati c¢ekti (Sekil 2A). Rete testis ve duktuli
eferentis epitelleri altinda uzanan myoid hiicre katmaninin immunpozitif boyandig1 gorildii.
Ayrica, kaput, korpus ve kauda epididimis boyunca duktus epididimis epiteli altinda uzanan
myofibroblastlarda da kuvvetli pozitif immunreaksiyon tespit edildi (Sekil 2B ve C).

Desmin primer antikoru i¢in yapilan immunboyamalarda, a-SMA icin yapilan boyamalara
benzer sonuglar elde edildi. Testiste, seminifer tubiillerdeki peritubiiler myoid hiicrelerde ve
kan damarlarinda (Sekil 2D), ayrica rete testis, duktuli eferentis (Sekil 2E) ve duktus
epididimis (Sekil 2F) epitelleri altinda uzanan myofibroblastlarda da pozitif immunboyanma
gozlendi.

Anti-laminin primer antikoru ile yapilan boyamalarda, seminifer tubiillerin bazal laminasinda
ve peritubuler myoid hiicrerlerle bazi Sertoli hiicrelerinin sitoplamasinda pozitif
immunreaksiyon gozlendi (Sekil 3 ve 4).

Anti-VEGF primer antikoru ile yapilan boyamalarda, seminifer tubiillerde germ hiicrelerinin
sitoplazmasinda (Sekil 5) ve intersitisyel alanlarda Leydig hiicrelerinin sitoplamazmasinda
(Sekil 6) pozitif immunreaksiyon gozlendi. Bu hiicrelerdeki boyanmanin graniiler tarzda
oldugu dikkati cekti (Sekil 5 ve 6). Bununla birlikte, testikiiler kan damarlarinda negatif
reaksiyon gozlendi. Ayrica, tubulus rektus, rete testis, ductuli efferentis ve duktus epididimis

epitellerinde negatif immunreaksiyon dikkati ¢ekti.
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Anti-S100 primer antikoru ile yapilan boyamalarda, tavsan testislerinde seminifer tubiillerde
spermatogenezisin farkli asamalarinda olan germ hiicreleriyle yakin iligkide olan ince
sitoplazmik uzantilar1 ile karakterize Sertoli hiicrelerinin hem sitoplazma ve hem de
cekirdeklerinde S100 pozitif immunreaksiyonun oldugu goriildii (Sekil 7A ve B). Farkh
gelisme asamalarindaki germ hiicreleri ve peritubiiler hiicrelerde ise immunreaksiyon
gozlenmedi (Sekil 7C ve D). Intertubiiler alanlarda, Leydig hiicreleri, kan ve lenf damar1
endotelleri ve bag dokusu hiicreleri de S100 negatif immunreaksiyon gosterdiler (Sekil 7C ve
D). Bununla birlikte, seminifer tubiillerin kisa bir bdliimle tubulus rektusa (diiz tubiillere)
baglandig1 terminal segmentteki modifiye Sertoli hiicrelerinin ve tubulus rektus epitelindeki
hiicrelerin S100 pozitif (Sekil 7E ve F), rete testis (Sekil 7E), duktuli eferentes ve duktus
epididimidis epitellerinin ise negatif immunreaktivite gosterdikleri saptandi.

Yapilan immunohistokimyasal boyamalar sonucunda, tavsan testisinin intersitisyel dokusunda
yerlesim gosteren ¢ok sayidaki makrofajin sitoplazmasinda RAMI11 pozitif immunreaksiyon
belirlendi (Sekil 8A). intersitisyel doku igerisinde RAMI11 pozitif makrofajlarin Leydig
hiicreleri (Sekil 8B), peritubiiler hiicreler ve kan damarlarn etrafinda (Sekil 8C) lokalize
olduklar dikkati ¢ekti. Bazi1 RAMI11 pozitif makrofajlarin ise 6zellikle Leydig hiicre kiimeleri
icerisinde yerlesim gosterdigi gortildii (Sekil 8B). Bazi seminifer tubiillerin epitelinde ise ¢ok
az sayirda RAMI1 pozitif makrofajlar belirlendi (Sekil 8D). Tubiilus rektus ve rete testis
epitellerinde ve bu bolgelerdeki intersitisyel dokuda ise RAMI11 immunreaktivitesi
gozlenmedi.

Epididimisin intersitisyel dokusunda c¢ok sayida RAMI1 pozitif makrofajlarin bulundugu
dikkati ¢ekti (Sekil 9A). Kaput, korpus ve kauda epididimiste tiim duktus epididimis kanali
boyunca epitel icgerisinde intraepiteliyal yerlesimli RAMI1 pozitif makrofajlarin oldugu

gorildii (Sekil 9B). Bununla birlikte, duktuli eferentis epitelinde RAMI11 pozitif
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immunreaksiyon oldugu dikkati c¢ekti (Sekil 9C). Epitelde ozellikle siliyali hiicrelerin
sitoplazmalarinda pozitif immunboyanma tespit edildi (Sekil 9D).

Bununla birlikte, testiste ve epididimidiste CD68’in her ii¢ klonu icin yapilan boyamalarda

negatif immunreaksiyon belirlendi.
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Sekil 1A. Satha 1’deki seminifer tubiillerde (st) Sertoli hiicrelerinin periniiklear
sitoplazmasinda vimentin pozitif immunboyanma (siyah oklar) ve intersitisyel dokuda
vimentin pozitif Leydig hiicreleri (yesil oklar), bar; 25 pm, immunperoksidaz, AEC.
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Sekil 1B. Safha 6’daki seminifer tubiillerde (st) Sertoli hiicrelerinin periniiklear ve apikal
sitoplazmasinda vimentin pozitif immunboyanma (siyah oklar) ve intersitisyel dokuda

vimentin posz Leydlg hiicreleri (yesil oklar), bar 25 um 1mmunperok51daz AEC.
N RRECE T Gt T o T

Sekil 1C. Tubiilus rektus (tr) ve rete testis (rt) epitellerinde vimentin pozitif immunboyanma,
st; seminifer tubiiller, bar; 50 um, immunperoksidaz, AEC.
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Sekil 1D. Duktuli eferentis (def) ve duktus epididimis (de) epitellerinde sitokeratin pozitif
boyanma, st; negatif boyanan seminifer tubiiller, bar; 100 pm, immunperoksidaz, AEC.

Sekil 1E. Duktuli eferentis (def) epitelinde sitokeratin pozitif silyumlu hiicreler (oklar) ve
duktus epididimis (de) epitellerinde o6zellikle hiicrelerin apikal ve bazal sitoplazmasinda
sitokeratin pozitif boyanma, st; negatif boyanan seminifer tubiiller, bar; 25 pm,
immunperoksidaz, AEC.
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Sekil 1F. Kaput epididimisde duktus epididimisin (de) epitelinde sitokeratin pozitif
immunboyanma, bar; 100 pm, immunperoksidaz, AEC.

Sekil 2A. Testiste seminifer tubiillerde (st) peritubililer myoid hiicrelerde, kan damari (k)
duvarinda diiz kas hiicrelerinde ve tunika albugineyada (ta) diiz kas hiicrelerinde a-SMA
pozitif immunreaksiyon, bar; 100 um, immunperoksidaz, AEC.

31



Sekil 2B. Testiste seminifer tubiillerde (st) peritubiiler myoid hiicrelerde (oklar) a-SMA
pozitif immunreaksiyon, bar; 100 pm, immunperoksidaz, AEC.

Sekil 2C. Duktus epididimis (de) epiteli altinda uzanan a-SMA pozitif myoid hiicreler (oklar),
bar; 50 um, immunperoksidaz, AEC.
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ekil 2D. Testiste seminifer tubiillerde (st) peritubililer myoid hiicrelerde (oklar) ve kan
amarlarinda (k) desmin pozitif immunreaksiyon, bar; 25 pm, immunperoksidaz, AEC.
- iy x - = o w - ]
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Sekil 2E. Duktuli eferentis (def) epiteli altinda uzanan desmin pozitif myoid hiicreler, bar; 50
pum, immunperoksidaz, AEC.
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Sekil 2F. Duktus epididimis (de) epiteli altinda uzanan desmin pozitif myoid hiicreler (oklar),
bar; 25 pm, immunperoksidaz, AEC.

Sekil 3. Tubulus seminiferuslarda myoid hiicrelerde ve bazal laminada laminin
immunreaktivitesi, bar; 25 um, immunperoksidaz, AEC.
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Sekil 4. Tubulus seminiferuslarda Sertoli hiicrelerinde laminin immunreaktivitesi, bar; 25 um,
immunperoksidaz, AEC.

Sekil 5. Tubulus seminiferuslarda spermatogonyum, spermatid ve Leydig hiicrelerinde VEGF
immunreaktivitesi, bar; 25 pm, immunperoksidaz, AEC.
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Sekil 6. Intersitisyel alanlardaki Leydig hiicrelerinde VEGF immunreaktivitesi, bar; 25 pm,
immunperoksidaz, AEC.

Sekll 7A. Semlmfer tubiillerde (ST) S100 pozitif Sertoli hucrelerl (yesll oklar), degisik gelisme
asamalarinda immunonegatif germ hiicreleri (mavi oklar) ile peritubuler hiicreler (kirmizi1 oklar) ve

intertubuler alanlarda immunonegatif Leydig hiicreleri (siyah oklar). Bar; 25 pm, immunperoksidaz,
AEC.
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Sekil 7B. Seminifer tubullerde (ST) SlOO pozitif Sertoh hucrelerl (yesil oklar), degisik gelisme
agamalarinda immunonegatif germ hiicreleri (mavi oklar) ile peritubuler hiicreler (kirmiz1 oklar) ve
intertubuler alanlarda immunonegatif Leydig hiicreleri (siyah oklar) ile kan damar1 (Kd) ve lenf
damarlar1 (Ld). Bar; 25 pm 1mmunperoks1daz AEC

Sekll 7C Semlnlfer tubullerde (ST) SlOO posz Sertoli hiicreleri (yesil oklar), degisik
gelisgme asamalarinda immunonegatif germ hiicreleri (mavi oklar) ile peritubuler hiicreler
(kirmiz1 oklar) ve intertubuler alanlarda immunonegatif Leydig hiicreleri (siyah oklar). Bar; 25
um, immunperoksidaz, AEC.
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Sekil 7D. Seminifer tubiil (ST) ve tubulus rektus (Tr) arasindaki gecis bolgesi olan terminal
segmentteki hiicrelerde (Ts) S100 immunoreaktivitesi (yesil oklar), tubulus rektus epitelinde
S100 pozitif hiicreler (mavi oklar) ve immnuonegatif rete testis (RT) epiteli, 50 pm,
immunperoksidaz, AEC.

. . -] " .ru
\ | e B " o
i pt g ] ghet © S MRS ;-é i
Sekil 7E. Seminifer tubiil (ST) ve tubulus rektus (TR) arasinda terminal segment boliimiinde
(TS) modifiye Sertoli hiicrelerinde S100 immunoreaktivitesi (yesil oklar), tubulus rektus

epitelinde (TR) S100 pozitif hiicreler (mavi oklar), Bar; 25 um, immunperoksidaz, AEC.
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Sekil 7F. Terminal segmentte (TS) S100 pozitif modifiye Sertoli hiicreleri (yesil oklar),
tubulus rektus epitelinde (TR) S100 pozitif hiicreler (mavi oklar) ve S100 pozitif Sertoli
hiicrelerini iceren seminifer tubiiller (ST), Bar; 25 pm, immunperoksidaz, AEC.

Sekil 8A. Testisin intersitisyumunda lokalize olan RAMI11 pozitif makrofajlar (oklar), st;
seminifer tubiiller, bar; 50 um, immunperoksidaz, AEC.
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Sekil 8B. Leydig hiicrelerine yakin yerlesim gosteren RAMI11 pozitif makrofajlar (oklar), st;
seminifer tubiiller, bar; 25 pm, immunperoksidaz, AEC.

Sekil 8C. Kan damari etrafinda ve peritubiiler alanlarda yerlesim gosteren RAMI11 pozitif
makrofajlar (oklar), st; seminifer tubiiller, bar; 25 pm, immunperoksidaz, AEC.
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Sekil 8D. Seminifer tubiil epitelinde bazal yerlesimli RAMI11 pozitif makrofajlar (oklar), st;
seminifer tubiiller, bar; 25 pum, immunperoksidaz, AEC.

Sekil 9A. Epididimis intersitisyumunda lokalize olan RAM11 pozitif makrofajlar (oklar), de;
duktus epididimisler, bar; 100 pm, immunperoksidaz, AEC.
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Sekil 9B. Duktus epididimis (de) epitelinde intraepiteliyal yerlesimli RAMI11 pozitif
makrofajlar (oklar), bar; 25 pm, immunperoksidaz, AEC.

Sekil 9C. Duktuli eferentis (def) epitelinde RAMI11 pozitif immunreaksiyon, rt; rete testis,
bar; 50 um, immunperoksidaz, AEC.
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Sekil 9D. Duktuli eferentis (def) epitelinde RAM11 pozitif hiicreler (siyah oklar) ve negatif
hiicreler (yesil oklar), bar; 25 pm, immunperoksidaz, AEC.

TARTISMA VE SONUC

Erigkin testislerindeki Sertoli hiicrelerinde baskin intermediyer filaman 6zellikle periniiklear
sitoplazmada yerlesim gosteren vimentindir (Aumiiller ve ark., 1988; Danahey ve ark., 1995;
Franke ve ark., 1979). Bununla birlikte, germ hiicrelerinin farkli gelisim asamalarinda
bulunma durumuna gore, vimentin filamanlarinin Sertoli hiicrelerinin  periniiklear
sitoplazmasiyla birlikte apikal veya bazal sitoplazmalarinda da yerlesim gosterdigi
belirlenmistir (Komatsu ve ark., 1998; Miettinen ve ark., 1985; Zhu ve ak., 1997). Sican
testislerinde seminifer tubiillerdeki farkli gelisim safhalarinda Sertoli hiicrelerinde vimentin
ekspresyonuyla 1ilgili degisiklikleri olabilecegi gosterilmistir (Kopecky ve ark., 2005).
Vimentinin, spermatogenez sirasinda Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinda meydana gelen
morfolojik degisikliklere uyum saglamasina katki sagladigi diisiiniilmektedir (Aumiiller ve
ark., 1988; Aumidiller ve ark., 1992, De Miguel ve ark., 1997; Franke ve ark., 1979; Kasper ve

Stosiek 1989; Kopecky ve ark., 2005). Tavsan seminifer tubiillerinde, spermatid ve
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spermatozoanlarin durumlar1 dikkate alinarak 8 farkli spermatojenik safha tespit edilmistir
(Swierstra ve Foote 1963). Yapilan calismada safha 1-5’deki seminifer tubiillerdeki Sertoli
hiicrelerinin sadece periniiklear sitoplazmasinda, satha 6-8’deki seminifer tubiillerdeki Sertoli
hiicrelerinde ise periniiklear sitoplazmadan apikal sitoplazmaya dogru bir vimentin
immunoreaktivitesi belirlenmistir. Sertoli hiicreleri sitoplazmasindaki bu farklilik, seminer
tubiillerin farkli gelisme asamasindaki germ hiicrelerini igermesinden ve 6zellikle de satha
5’ten itibaren spermatozonlara doniisiimiin baglamasindan kaynaklanmaktadir. Bununla
birlikte yapilan bazi ¢alismalarda (Devkato ve ark., 2006a; Devkato ve ark., 2006b; Dinges ve
ark., 1991; Ortega ve ark., 2004; Regadera ve ark., 1993; Wakui ve ark., 1994), vimentinin
Leydig hiicrelerinde, tubiilus rektus ve rete testis epitelleriyle kan damar1 endotellerinde
pozitif boyandigr gozlenmistir. Sunulan ¢alismada arastirmacilarin bulgulariyla uyumlu
kuvvetli vimentin immunreaktivitesi belirlenmistir. Bununla birlikte bazi arastirmacilarin
(Danahey ve ark., 1995; Kasper ve Stosiek 1989; Wakui ve ark., 1994) bulgularinin aksine,
duktus epididimis epitellerinde vimentin i¢in herhangi bir immunreaksiyon belirlenememistir.
Sunulan calismada, Sertoli hiicrelerinde, Leydig hiicrelerinde, tubiilus rektus ve rete testis
epitellerinde ve damar endotellerinde vimentin pozitif immunboyanmanin tespit edilmesi,
tavsan testislerinde bu yapilarin mezensimal kdkenli oldugunu gostermistir. Vimentin ve aktin
gibi sitoskelatal proteinlerin adrenal bezi hiicrelerinde steroidogeneziste rol oynadig
belirlenmistir (Hall 1997; Hall ve Almahbobi 1997). Benzer durum sican testislerindeki
Leydig hiicrelerinde de tespit edilmistir (Almahbobi ve ark., 1993). Sunulan ¢aligmada, tavsan
testis Leydig hiicrelerinde belirlenen vimentinin hiicre iskeletinin yapisina katilma disinda
steroidogeneziste de rol oynayabilecegi diisiiniilebilir.

Sitokeratinlerin, fotus ve yeni dogan testislerindeki Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda
vimentinle birlikte yerlesim gosterdikleri ortaya konulmustur (Franke ve ark., 2004; Kasper ve

Stosiek 1989). Ancak, pubertiyle birlikte sitokeratinlerin ortadan kayboldugu ve sadece
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vimentinin hiicre iskeletinin yapisina katildigi bildirilmistir (Aumiiller ve ark., 1988; Danahey
ve ark., 1995; Franke ve ark., 1979). Bununla birlikte, yash insanlarin testislerinde germ
hiicrelerini i¢cermeyen atrofik seminifer tubiillerde ise Sertoli hiicrelerinin yeniden
sitokeratinleri icerebildikleri gosterilmistir (De Miguel ve ark., 1997). Ozellikle, sitokeratin
18’in pre-Sertoli hiicrelerinde bulundugu eriskin Sertoli hiicrelerinde ise bulunmadig1 yapilan
caligmalarla ortaya konulmustur. Sitokeratin 18 testislerde Sertoli hiicrelerinin olgunlasma
durumunu gosteren bir hiicre farklilagsma belirleyicisi olarak kullanilmaktadir (Franke ve ark.,
2004; Maymon ve ark., 2000; Maymon ve ark., 2002). Yapilan ¢alismada igerisinde
sitokeratin 18 igeren iki farkli anti-sitokeratin primer antikoru kullanilmistir. Bununla birlikte,
yapilan boyamalarda Sertoli hiicrelerinde bu antikorlara karsi negatif reaksiyon goriilmiistiir.
Bu bulgu, calismada kullanilan tavsanlarin testislerindeki Sertoli hiicrelerinin gelisimlerini
tamamladiklarini1 gdstermistir. Insan ve bazi1 hayvanlarin rete testis, duktuli eferentis ve duktus
epididimis epitel hiicrelerinin sitokeratin intermediyer filamanlarini igerdikleri bildirilmistir
(Aire ve Ozegbe 2008; Davidoff ve ark., 1990; Dinges ve ark., 1991; Kasper ve Stosiek 1989;
Palacious ve ark., 1993; Regadera ve ark., 1993; Wakui ve ark., 1994). Sunulan ¢alismada, bu
arastirmacilarin bulgularinin aksine rete testis epitellerinde sitokeratin immunoreaktivitesine
rastlanilmamis, duktuli eferentis ve duktus epididimis epitellerinde ise pozitif
immunreaksiyon belirlenmistir. Duktuli eferentislerde 6zellikle silyumlu hiicrelerde pozitif
immunboyanma dikkati ¢ekerken, duktus epididimis epitellerinde prensipal hiicrelerin
Ozellikle apikal ve bazal sitoplazmalarinda yogun immunreaksiyon goriilmiistiir. Bu durumun,
caligmada kullanilan sitokeratinlere (sit. 8/18 ve sit. 5/6/18) 6zgii oldugu farkli sitokeratinlerin
kullanilmasiyla daha baska sonuglarin ortaya ¢ikabilecegini géstermistir.

a-SMA, genellikle testislerdeki peritubiiler myoid hiicreleri gibi kontraktil fonksiyonlara sahip
hiicrelerde bulunmaktadir (Arenas ve ark., 1997). a-SMA, son diiz kas hiicre farklilagmasinin

spesifik bir belirleyicisi olarak bilinir (Devkato ve ark., 2006a). Bu nedenle, a-SMA’nin
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sadece testiste farklilagsmasin1 tamamlamis diiz kas hiicrelerinde bulunmasi beklenir.
Calismada, insan ve diger hayvan tiirlerinde oldugu gibi (Arenas ve ark., 1997; Devkato ve
ark., 2006a; Holt ve ark., 2004; Maekawa ve ark., 1995; Maekawa ve ark., 1996; Rodriguez
ve ark., 1999) tavsan testisinde de seminifer tubiilleri ¢evreleyen myoid hiicrelerde kuvvetli a-
SMA pozitif immunreaktivite belirlendi. Ayrica, rete testis, duktuli eferentis ve duktus
epididimis epitelleri altinda uzanan peritubliler kas katmani ile damar duvar1 ve tunika
albuginedaki diiz kas hiicrelerinde a-SMA pozitif immunreaktivite gézlendi. Bulgularimiza
benzer olarak bazi arastirmacilar sican (Maekawa ve ark., 1996; Paranko ve Pelliniemi 1992),
maymun (Schlatt ve ark., 1993), kog¢ (Steger ve Wrobel 1994; Steger ve ark., 1994), boga
(Devkato ve ark., 2006a; Devkato ve ark., 2006b; Steger ve ark., 1994), kanatli (Maretta ve
Marettova 2004) ve insan (Palacious ve ark., 1993) testis ve epididimislerinde de benzer
sonuglar elde etmislerdir. Peritubiiler myoid hiicrelerin spermatozoanlarin ve testikiilar stvinin
rete testis ve epididimise dogru tasinmasinda peristaltik aktiviteden sorumlu olduklari,
epididimal kanal boyunca spermin ge¢isinin ise duktus epididimisin etrafindaki peritubiiler
kas katmaninin aktif kontraksiyonlarina bagli oldugu bildirilmistir (Maekawa ve ark., 1996).
Peritubiiler hiicrelerin kontraktil yeteneklerinden baska, Sertoli hiicrelerinde total protein
iretimini sitimule ettikleri ve ABP (Androgen-binding protein) ile transferrin iiretimini
arttirdiklar1 anlagilmistir (Maekawa ve ark., 1996; Steger ve Wrobel 1994). Bu hiicrelerin
ayrica in vitro Sertoli hiicre fonksiyonlarinin 6nemli bir diizenleyicisi oldugu bilinen P-mod-S
(peritubuler factor that modulates Sertoli cell function) isimli bir proteini irettikleri de
bilinmektedir (Verhoeven ve ark., 2000). Ayrica bu hiicrelerin seminifer tubiillerde
androjenlerin etkisini modiile ettiklerini ve dolayisiyla spermatogenez {iizerinde etkili
olduklarim diisiindiirdiikleri belirtilmektedir (Maekawa ve ark., 1996).

Desmin, hem ¢izgili hem de diiz kaslarda bulunan bir intermediyer filaman olup testis ve

epididimiste a-SMA ile benzer hiicresel fonksiyonlara sahiptir (Arenas ve ark., 1997;

46



Rodriguez ve ark., 1999; Virtanen ve ark., 1986). Bazi arastirmacilar, ozellikle fotal
donemdeki testislerde Sertoli hiicrelerinin desmin filamanlarini i¢erebildiklerini bildirmistir
(Rogatsch ve ark., 1996). Bununla birlikte yapilan bazi aragtirmalarda, kriptorsik ve timorli
testislerdeki Sertoli hiicrelerinde desmin immunreaktivitesi saptanmistir (De Miguel ve ark.,
1997; Rogatsch ve ark., 1996). Sunulan ¢alismada desmin i¢in yapilan immunboyamalarda, o-
SMA’ya benzer olarak peritubiiler myoid hiicreler ile rete testis, duktuli eferentis ve duktus
epididimis epitelleri altinda uzanan kas hiicrelerinde pozitif immunreaksiyon reaksiyon
gozlenirken, Sertoli hiicrelerinde bir immunreaksiyon belirlenmemistir. Ancak, seminifer
tubiillerdeki peritubiiler hiicrelerde saptanan pozitif immunreaksiyonun a-SMA’ya gore daha
zayif oldugu dikkati ¢ekmistir. Sunulan c¢alismada desmin ve a-SMA’nin ayni yapilari
boyamasi bu iki proteinin benzer fonksiyonlara sahip olduklarin1 géstermektedir.

Laminin, bazal laminanin yapisina giren énemli glikoproteinlerdendir. Bugiine kadar, 12 farkli
laminin izoformu belirlenmistir. Lamininin hiicre adezyonu, gelisim, morfoloji, farklilasma ve
migrasyon gibi énemli biyolojik aktivitelere sahip bir molekiildiir. Insan ve gesitli hayvan
tiirlerinin  testislerinde  seminifer tubiillerin bazal laminasinda laminin varligini
bildirilmektedir (Kleinman ve ark., 1985). Lamininler testiste Sertoli hiicreleri ve peritubuler
myoid hiicrelerde iiretilmektedir. Ereikin testisinde laminin Sertoli hiicreleri arasindaki hiicre
baglantilarin1 ve Sertoli hiicre iskeleti ve ekstraselliiler laminin arasindaki transmembran
baglantistyla kan testis bariyerini diizenler. Sunulan ¢alismada, anti-laminin primer antikoru
ile yapilan boyamalarda, seminifer tubiillerin bazal laminasinda ve peritubuler myoid
hiicrerlerle bazi Sertoli hiicrelerinin sitoplamasinda pozitif immunreaksiyon gézlendi.
Vaskiiler endoteliyal growth faktor (VEGF), 21 kDa agirliginda heparin baglayici
homodimerik bir glikoproteindir. VEGF, vaskiiler endoteliyal hiicreler iizerinde mitojenik
etkiye sahiptir. Ayrica, VEGF endoteliyal hiicre proliferasyonu, anjiogenezis ve vaskiiler

permabilite lizerinde bir ana diizenleyicidir.
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VEGF, mestrual siklus ve ovarial folikiil gelisimi sirasinda fizyolojik aktivitesinin bir parcast
olarak vaskiiler degisiklikleri destekleyerek ilireme fonksiyonlarni biiylik Slgiide diizenler
(LeCouter ve ark., 2001). Buna ilaveten, VEGF, gebelik sirasinda, uterus damarlarinin
yeniden bi¢imlendirilmesini uyararak implantasyondan sonra endometrial sitotrophoblast
olusumunu diizenler (Charnock-Jones ve ark., 1994). Ilging olarak son yillarda yapilan
caligmalarla, VEGF ve reseptorlerinin erkek ve disi genital sisteme ait non-vaskiiler hiicreler
(germ hiicreleri ve digerleri) iizerindeki rollerine dikkat cekildi. VEGF, VEGFR-2"
spermatogoniya kok hiicreleri ve fertilize olmus oositlerin proliferasyonunu etkilemektedir
(Luo ve ark., 2002; Nalbandian ve ark., 2003). Bununla birlikte, spermatozonlarin ve
oositlerin motilitesi VEGFR-1 araciligiyla diizenlenir (Nalbandian ve ark., 2003; Duchek ve
ark., 2001). VEGF insan semeninde son derece yiiksek olarak eksprese edilmektedir, ve fare
testis ve epididimisinde VEGF’iin asir1 ekspresyonu spermatojenik blokaj nedeniyle infertiliye
neden olur (Brown ve ark., 1995; Korpelainen ve ark., 1998). Brown ve ark., (1995) insan
seminal plazmasinda ¢ok yiliksek konsantrasyonda VEGF bulundugunu gostermislerdir. Bu
arastirmacilar ayrica hem prostat hem de vezikula seminalis epitelinde VEGF mRNA ve
proteinin kuvvetli bir sekilde eksprese edildigini gostermislerdir. Bu sonuglar, seminal
plazmada bulunan VEGF’iin ana kaynaginin testis ve epididimis olmayip prostat ve/veya
vezikula seminalis oldugunu gostermektedir (Brown ve ark., 1995). VEGF prostat ve vezikula
seminaliste ¢ok yiiksek miktarlarda iiretildigi icin bu gelisim faktoriiniin fertilitede onemli
rolii oldugu diisiiniiliir. Bununla birlikte VEGF’iin genital sistemdeki rolii tamamen agikliga
kavusturulamamistir. Brown ve ark., (1995) VEGF’lin iireme {izerindeki birka¢ olasi
fonksiyonundan bahsetmislerdir. Bir mikrovaskiiler permabilite diizenleyicisi olarak VEGF,
semendeki sivi ve protein kompozisyonunun belirlenmesinde bir onemli rol oynayabilir.
Ayrica bu arastirmacilar, semende bulunan VEGF’iin koyitus sirasinda disi genital kanalda

mikrovaskiiler permabiliteyi degistirebildigi ve sivi salgilanmasini etkileyebildigini
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diisiinmiislerdir. VEGF hem erkek hem de genital kanal sivisinin miktar1 ve kompozisyonu
tizerindeki etkisi sperm motilitesi ve canliligini etkiliyerek fetilite {izerinde etkili olmaktadir.
Endoteliyal hiicre gelisimi ve anjiogenezis iizerinde sitimule edici etkileri bulunan VEGF
endometriyumda blastosistin implantasyonu sirasinda énemli olan ilk anjigenik olaylarda bir
rol oynayabilir. VEGF’iin erkek genital kanalindaki bir olasi rolii de, Sertoli ve Leydig
hiicreleri  tarafindan iretilen VEGF, testisin seminifer, tubuler ve intersitisyel
kompartimanlarinda bir elverisli mikroortam saglayan testikuler mikrodamarlar iizerinde
parakrin etkiye sahip olmalaridir. Ayrica bu arastrimacilar, Sertoli ve Leydig hiicreleri
tizerinde VEGF reseptorlerinin varligini bildirmislerdir. Bu durum, VEGF’{in bu iki hiicre tipi
tizerinde bir otokrin diizenleyici etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Ayrica VEGF
reseptorlerinin ekspresyonu spermatozoa tizerinde de gosterilmistir, bu durum seminal plazma
VEGF’iin spermatozoonlarin kendilerini hedef alabilecegini gostermektedir (Obermair ve
ark., 1999). VEGF reseptorlerinin spermatozolarin (orta-pakiten spermatositlerde ve yuvarlak
spermatidlerde) kendilerinde bulunmasi, VEGF’{lin direk olarak spermojenik hiicreler iizerinde
etkili oldugunu gostermektedir. VEGF reseptorlerinin yuvarlak spermatidler {izerindeki
ekspresyonu oOzellikle ilgictir, c¢linkli gbézlenen spermatojenik blokj tam bu noktada olur
(Korpelainen ve ark., 1998). Korpelainen ve ark., (1998) da gozlenen infertilitenin VEGF
reseptorleri de eksprese eden Leydig hiicrelerindeki VEGF’iin bir etkisiyle meydan geldigini
gostermislerdir.

Germ hiicrelerine ilaveten, VEGF germ hiicrelerinin hemostazisinde ve gelisimi i¢in dnemli
diger genital kanal hiicrelerinin (erkeklerde semifier tubul epiteli, Sertoli ve Leydig hiicreleri,
disilerde ovaryumda granuloza hiicreleri) fonksiyonlarni da etkiler. Bu hiicrelerin tiimii
VEGF ve reseptorlerinin her ikisini veya birini eksprese ederler (Nalbandian ve ark., 2003;
Korpelainen ve ark., 1998; Agrawal ve ark., 2002). Bununla birlikte, VEGF’iin germ

hiicrelerini aksine Leydig ve Sertoli hiicreleri tarafindan sentezlendigi ve salgilandigi da
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gosterilmistir (Ergun ve ark., 1997). Bundan dolayi, farelerde VEGF’iin asir1 ekspresyonu
duktus epididimiste epitelial hiperplaziye neden oldu (Korpelainen ve ark., 1998).

Erigkin disilerin aksine, erkek testislerinde bir aktif anjiogenez yoktur. Bu gerg¢ege ragmen,
testiste ¢ok biiyiik miktarlarda VEGF iiretilmektedir. Insan ve bazi hayvan testislerinde Sertoli
ve Leydig hiicreleri ile vaskiiler yapilarda VEGF’in varlig1 bildirilmistir. Sertoli hiicrelerinde
bulunan VEGF’in spermatogenezis ve spermiyogeneziste Onemli rol oynadigi
diisiiniilmektedir (Ergun ve ark., 1997; Nalbandian ve ark., 2003). Ozellikte bu fonksiyonlarin
baslatilmasi isleminde rol oynadiklar1 goriilmiistiir. Sunulan ¢alismada, anti-VEGF primer
antikoru ile yapilan boyamalarda, seminifer tubiillerde germ hiicrelerinin sitoplazmasinda ve
intersitisyel alanlarda Leydig hiicrelerinin sitoplamasinda pozitif immunreaksiyon gozlendi.
Bu hiicrelerdeki boyanmanin graniiler tarzda oldugu dikkati ¢ekti. Bununla birlikte testikiiler
kan damarlarinda da negatif reaksiyon gozlendi. Ayrica, tubulus rektus, rete testis, ductuli
efferentis ve duktus epididimis epitellerinde negatif immunreaksiyon gozlendi. Sunulan
calismada sigan (Kili¢ ve ark., 2009) ve geyik (Schon ve ark., 2010) testisleriyleriyle uyumlu
olarak sadece germ hiicrelerinde ve Leydig hiicrelerinde VEGF i¢in pozitif immunreaktivite
belirlenmistir. Oysaki insan (Ergiin ve ark., 1997) ve fare (Nalbandiyan ve ark., 2003)
testislerinde Sertoli hiicrelerinde de immunreaksiyon bildirilmistir. Sunulan c¢alismayla
VEGF’iin tavsan testislerinde immunohistokimyasal lokalizsyonu ilk defa ortaya
konulmustur. VEGF’{in tavsan testislerinde insan (Ergiin ve ark., 1997), fare (Nalbandiyan ve
ark., 2003), sican (Kili¢ ve ark., 2009) ve geyik (Schon ve ark., 2010) testislerindekine benzer
fonksiyonlar1 olabilecegi sonucuna varilmistir.

S100 proteininin insan (Haimato ve ark., 1987; Michetti ve ark., 1985) ve maymun (Girod ve
ark., 1986), kedi (Amselgruber ve ark., 1994; Cruzana ve ark., 2000), kopek (Amselgruber ve
ark., 1994), boga (Amselgruber ve ark., 1992; Amselgruber ve ark., 1994), ko¢ (Amselgruber

ve ark., 1994), bizon (Czykier ve ark., 1999), manda (Cruzana ve ark., 2003), domuz
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(Amselgruber ve ark., 1994), at (Amselgruber ve ark., 1994, rat (Amselgruber ve ark., 1994;
Michetti ve ark., 1985), fare (Czykier ve ark., 2000; Ortega ve ark., 2004), 6rdek (Sugimura
ve ark., 1989), gerbil, kobay ve hamster (Ortega ve ark., 2004) gibi hayvanlarin testislerindeki
lokalizasyonlar1 ile ilgili ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Buna karsin, gesitli hiicresel
fonksiyonlara sahip bu proteinin tavsan testisi ve epididimisindeki varligi ve hiicresel
lokalizasyonuyla ilgili herhangi bir kaynak bulunmamaktadir. Bu durumun muhtemel nedeni,
gecmiste S100 proteinlerine karst hazirlanan tiim antikorlarin tavsan kaynakli olmasi ve bu
antikorlarin kullaniminin tavsanlarda spesifik olmayan baglanmalarla sonug¢lanmasi olabilir.
Bununla birlikte sunulan bu ¢alismada, sigir beyininden izole edilen S100 proteinine karsi
farelerde hazirlanmis olan ticari bir monoklonal primer antikor uygulanarak, S100 proteininin
tavsan testisindeki varligi ve hiicresel lokalizasyonunu immunohistokimyasal boyama
yontemiyle ortaya konulmustur.

Dogumdan sonra tavsan testislerinin gelisimi diger doku ve organlarin gelisimine gore daha
yavagtir, ancak besinci haftadan itibaren gelisim hizli bir seyir almaktadir. Seminifer
tubiillerde germ hiicrelerinin tiretimi dogumdan sonra 40-50. giinler arasinda baglarken, bu
kanallar 84. giinden itibaren aktiftir. ilk sperma alim1 110. giinde gerceklesirken, igerdigi canli
spermatozoon orani oldukga diislik oldugundan bu spermayla déllenme ger¢eklesmemektedir.
Bununla birlikte, tavsanlar ortalama 32. haftada cinsel olgunluga (puberta) ulagmaktadir
(Huerkamp 2003). Tiim bu bilgiler dikkate alindiginda bu ¢alismada heniiz cinsel olgunluga
erismemis ti¢ aylik (pre-pubertal donem) ve cinsel olgunluga ulasmis sekiz aylik (pubertal
donem) Ankara tavsanlarina ait testisler kullanilmigtir. Mouse anti-S100 primer antikorunun
kullanilmast sonucunda, S100 proteinin pre-pubertal ve pubertal donemdeki tavsan
testislerinde bazi hiicrelerde varligi belirlenmistir.

Sunulan ¢aligmada, anti-S100 primer antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarda,

pre-pubertal donemdeki tavsan testislerinde seminifer tubiil duvarinda Sertoli hiicreleriyle,
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intertubiiler alanlarda bazi Leydig hiicrelerinde S100 pozitif immunreaksiyon tespit edildi.
Buna karsin, seminifer tubiil duvarinda farkli gelisme asamalarindaki germ hiicreleri ve
peritubiiler hiicrelerde, kan damarlar1 endotellerinde, intratestikiiler kanallarda, duktuli
eferentislerde ve duktus epididimiste S100 negatif immunreaksiyon belirlendi. S100 proteinin
testikuler lokalizasyonuyla ilgili olarak insan ve hayvanlar {lizerinde yapilan caligmalarin
bliylik bir ¢ogunlugu eriskin testisi iizerine odaklanmistir (Amselgruber ve ark., 1994;
Cruzana ve ark., 2000; Cruzana ve ark., 2003; Czykier ve ark., 1999; Girod ve ark., 1986;
Haimato ve ark., 1987; Michetti ve ark., 1985). Buna karsin, pre-pubertal donemdeki testisler
tizerindeki arastirmalar (Kagi ve ark., 1988) oldukga yetersizdir. Rat testislerinin gelisimi
lizerinde yapilan bir ¢alismada aragtirmacilar, S100 immunreaktivitesinin Leydig hiicrelerinde
fotal donemde cok zayif, pre-pubertal donemde negatif, pubertal donemde ise pozitif
oldugunu bildirilmislerdir (Kagi ve ark., 1988). Sunulan bu ¢alismada ise, pre-pubertal
donemde Leydig hiicrelerinin bazilar pozitif bazilar1 ise negatif immunreaktivite sergilerken,
pubertal donemdeki Leydig hiicrelerinde S100 immunreaktivitesinin kayboldugu goriilmiistiir.
Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar dogrultusunda, tavsan testisi ve sican testisleri (Kagi ve
ark., 1988) arasinda S100 proteinin Leydig hiicrelerindeki immunoreaktivitesi iizerine bir
benzerlik kurulamamistir. Bununla birlikte, intertubiiler alanlardaki bazi Leydig hiicrelerinde
S100 immunoreaktivitesinin goriildiigii halde digerlerinde goériilmemesinin muhtemelen, S100
pozitif Leydig hiicrelerinin salgisal aktivite bakimindan S100 negatif Leydig hiicrelerine gore
daha aktif olmalarina ve S100 proteininin immunopozitif hiicrelerde hiicre iskeletinin
olusturulmasindan ziyade sekresyonla ilgili bir gorev gérmesine bagli olabilir.

Sunulan ¢aligmada, anti-S100 primer antikoru ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarda,
pubertal donemdeki tavsan testisinde seminifer tubiillerdeki Sertoli hiicreleri, terminal
segmenteki modifiye Sertoli hiicreleri ve tubulus rektusu ddseyen epitel hiicreleri S100

immunpozitif reaksiyon verirken, Leydig hiicreleri, germ hiicreleri, peritubuler hiicreler, rete
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testis, duktuli efferentis ile duktus epididimis epitelleri ve lenf ile kan damar1 endotelleri ise
S100 immunnegatif reaksiyon verdi. Gerek pre-pubertal gerekse de pubertal donemdeki
testislerde, Sertoli hiicrelerindeki immunreaktivitenin kedi (Amselgruber ve ark., 1994;
Cruzana ve ark., 2000), boga (Amselgruber ve ark., 1992; Amselgruber ve ark., 1994), kog
(Amselgruber ve ark., 1994), manda (Cruzana ve ark., 2003), domuz (Amselgruber ve ark.,
1994), at (Amselgruber ve ark., 1994), 6rdek (Sugimura ve ark., 1989) ve maymun (Girod ve
ark., 1986) testislerinde oldugu gibi sitoplazma ve ¢ekirdege 6zgii oldugu belirlendi. Ayrica,
seminifer tubiilleri diiz tubiillere baglayan ve terminal segment olarak da isimlendirilen kisa
gecis boliimiindeki epitel katmani olusturan (Osman 1979) modifiye Sertoli hiicrelerinin de
kedi (Amselgruber ve ark., 1994; Cruzana ve ark., 2000), boga (Amselgruber ve ark., 1992;
Amselgruber ve ark., 1994), ko¢, domuz, at (Amselgruber ve ark., 1994) ve manda (Cruzana
ve ark., 2003) testislerinde oldugu gibi gii¢lii S100 pozitif immunreaktivite gosterdigi dikkati
cekti. Bunlara ilaveten, tubulus rektus epitelinin boga (Amselgruber ve ark., 1992;
Amselgruber ve ark., 1994), ko¢ (Amselgruber ve ark., 1994), manda (Cruzana ve ark., 2003)
ve domuz (Amselgruber ve ark., 1994) testisinde oldugu gibi S100 pozitif reaksiyon
gosterdigi saptandi.

Insan (Haimato ve ark., 1987; Michetti ve ark., 1985), kedi (Amselgruber ve ark., 1994;
Cruzana ve ark., 2000), rat (Amselgruber ve ark., 1994; Marenholz ve ark., 2006), fare
(Czykier ve ark., 2000; Ortega ve ark., 2004), kobay, hamster ve gerbil (Ortega ve ark., 2004)
ve daha zayif olmak iizere at ve domuz (Amselgruber ve ark., 1994) testislerindeki Leydig
hiicrelerinde S100 proteinin bulundugu bildirilmesine karsin; sunulan ¢alismada, pre-pubertal
donemdeki tavsan testislerinde baz1 Leydig hiicrelerinin S100 proteinini icerdikleri, pubertal
donemde ise pozitif reaksiyonun ortadan kalktig1 goriilmiistiir.

Kopek (Amselgruber ve ark., 1994), kedi (Amselgruber ve ark., 1994; Cruzana ve ark., 2000)

ve rat (Amselgruber ve ark., 1994; Michetti ve ark., 1985) testislerinde seminifer tubulleri
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cevreleyen peritubuler hiicrelerin, boga (Amselgruber ve ark., 1992; Amselgruber ve ark.,
1994), ko¢ (Amselgruber ve ark., 1994), manda (Cruzana ve ark., 2003) ve domuz
(Amselgruber ve ark., 1994) testislerinde rete testis epitelinin ve boga (Amselgruber ve ark.,
1992; Amselgruber ve ark., 1994), ko¢ (Amselgruber ve ark., 1994), manda (Cruzana ve ark.,
2003), bizon (Czykier ve ark., 2003), domuz (Amselgruber ve ark., 1994) ve rat (Amselgruber
ve ark., 1994; Michetti ve ark., 1985) testislerinde ise ven, kapillar ve lenf damarlar
endotellerinin S100 proteinini igerdikleri bildirilmistir. Tavsan testisi lizerinde yapilan bu
calismada ise, yukaridaki arastirmacilarin bulgularinin aksine adi gecen testikiiler yapilarin hig¢
birisinin S100 proteinini icermedigi goriilmiistiir. Hayvan tiirlerindeki farkliliklar, kullanilan
antikor ve teknik farkliligindan dolayi olabilir.

Insan (Haimato ve ark., 1987; Michetti ve ark., 1985) ve fare (Cyzkier ve ark., 2000)
epididimisinde duktuli eferentes ve duktus epididimis epitellerinde zayif S100 pozitif
immunreaksiyon gozlenmesine karsin sunulan bu calismada sozii edilen olusumlar da
immunreaksiyon gdzlenmemistir. Insan ve hayvan testisleri iizerinde bugiine kadar yapilan
caligmalardan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, sunulan ¢alismada belirlenen S100
immunreaksiyonun Sertoli hiicreleri, modifiye Sertoli hiicreleri ve diiz tubulus epitel
hiicrelerine 0zgii olmasi nedeniyle tavsan testislerinin S100 pozitivitesi bakimindan
laboratuvar hayvanlar1 (Amselgruber ve ark., 1994; Cyzkier ve ark., 2000; Ortega ve ark.,
2004) primatlar (Girod ve ark., 1986; Haimato ve ark., 1987; Michetti ve ark., 1985) ve
karnivorlardan (Amselgruber ve ark., 1994; Cruzana ve ark., 2000) ziyade domuz (2
Amselgruber ve ark., 1994) ve ruminant (Amselgruber ve ark., 1992, Amselgruber ve ark.,
1994; Cruzana ve ark., 2003) testislerine daha benzerlik gosterdigi sonucuna varilmstir.

S100 proteinlerinin, farkli hedef proteinlerle etkilesimlere girerek protein fosforilasyonu,
immun yanit, biiylime, farklilagma, hiicre iskeleti hareketi, enzim aktivitesi, sekresyon,

apoptozis ve Ca’" homeostazisi gibi cesitli fonksiyonlarda onemli goérevler aldiklari
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bilinmektedir (Donato 1999; Donato 2001; Donato 2003; Heizmann ve ark., 2002; Zimmer ve
ark., 1995). S100 proteininin, insan ve farkli hayvan tiirlerinin testislerindeki degisik
hiicrelerde lokalize olmasi (Amselgruber ve ark., 1994; Cruzana ve ark., 2000, Cruzana ve
ark., 2003, Girod ve ark., 1986; Marenholz ve ark., 2006) bu proteinin multifonksiyonel
oldugu goriisiinii desteklemektedir.

S100 protein ailesi, hiicre i¢i kalsiyum metabolizmasinda 6nemli rolleri olan ve etkisini
vimentin, desmin, tubulin ve p53 gibi farkli hedef proteinlerle etkilesime girerek gosteren
molekiillerdir (Heizmann ve ark., 2002; Mcnutt 1998; Santamaria-Kisiel ve ark., 2006;
Zimmer ve ark., 1995; Zimmer ve ark., 2003). Bununla birlikte S100 proteinlerinin testisteki
fonksiyonlar1 kesin olarak aydinlatilamamistir. Ancak, bazi arastirmacilar (Amselgruber ve
ark., 1992; Amselgruber ve ark., 1994; Cruzana ve ark., 2003) S100 proteinin Sertoli
hiicrelerinde  6zellikle hiicre morfolojisinin  diizenlenmesi ile iligkili  oldugunu
diistinmektedirler. S100 proteinlerinin  mikrotubuluslar, intermediyer filamanlar ve
mikrofilamanlar gibi hiicre iskeletini olusturan yapilarla direkt veya indirekt iliski i¢inde
bulunmasi1 (Donato 1999; Donato 2001) ve Sertoli hiicrelerinin gelismekte olan germ
hiicrelerini  destekleme ve koruma fonksiyonlarinin siirdiirilebilmesi i¢in degiskenlik
gosterebilen bir hiicre iskeletine sahip olmasi (Griswold 1998) bu aragtirmacilarin goriislerini
desteklemektedir. Bununla birlikte, S100 proteinlerinin seminifer tubiillerde kan-testis
bariyerinin olusturulmasi, intratestikular kanal sisteminde ise sekresyon ve absorbsiyon gibi
fonksiyonlarda rollerinin olabilecegi de bildirilmistir (Amselgruber ve ark., 1994; Cruzana ve
ark., 2003).

Beyin, goz, ovaryum, adrenal korteks, gebe uterus desiduasi ve plasentanin fotal yarimi gibi
bazi dokular ve organlar immunolojik agidan 6zel yapilar olarak bilinmektedir (Schuppe ve
Meinhardt 2005). Belirgin lenf drenajina sahip olmamalar1 ve otoantijenlere karsi immun

reaksiyon gostermemeleri nedeniyle bu organlar immunolojik agidan 6zel yapilar olarak
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tanimlanmislardir (Fijak ve Meinhardt 2006). Bununla birlikte, testis yapisinda ¢ok sayida
lenf sinuzoidleri icermesine karsin, immunolojik ac¢idan 6zel organlar grubuna dahil
edilmistir. Kendi {irettigi germ hiicrelerine karsi bir immun yanit olusturmadan bir tolerans
gelistirmesi testise bu ozelligi kazandirmistir (Filippini ve ark., 2001). Bu fonksiyonun
gergeklestirmesinde Sertoli hiicreleri ve peritubiiler hiicreler tarafindan olusturulan kan-testis
bariyerinin yani sira makrofajlarin énemli rolleri oldugu goriilmiistiir (Cohen ve ark., 1999;
Fijak ve Meinhardt 2006; Schuppe ve Meinhardt 2005). Ozellikle insan, fare ve sigan testisleri
tizerinde testikiilar makrofajlarin yapisi ve fonksiyonlariyla ilgili ¢ok sayida arastirma
yapilmistir (Bryniarski ve ark., 2004; Bryniarski ve ark., 2005; Giannesi ve ark., 2005;
Meinhardt ve ark., 1998; Poéllanen ve Maddocks 1988). Buna karsin, tavsan testis ve
epididimisinde makrofajlarin varligt ve dagilimlariyla ilgili herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Anti-RAM11 primer antikoru yardimiyla makrofajlarin erigkin tavsan testis
ve epididimislerindeki varligi ve lokalizasyonlar1 immunohistokimyasal olarak ilk defa bu
calismayla ortaya konulmustur.

Testikiilar makrofajlar, diger organlarin bag dokularinda lokalize olan makrofajlarin genel
Ozelliklerine sahip olmakla birlikte, testise spesifik fonksiyonlara da sahiptirler (Cohen ve
ark., 1999; Gaytan ve ark., 1995; Hutson 1990; Rival ve ark., 2008). Ozellikle, sigan ve fare
testisleri lizerinde yapilan aragtirmalar testikiilar makrofajlarin Leydig hiicre gelisimi ve
eriskinlerde steroidogeneziste onemli rol oynadigmni gostermistir. Elektron mikroskobik
gozlemler sonucunda, Leydig hiicreleri ve makrofajlar arasinda parmak benzeri sitoplazmik
baglantilarin oldugu tespit edilmistir. Bu durum iki hiicre arasinda yakin fonksiyonel bir iligki
oldugunu ortaya koymustur (Hutson 1992; Hutson 2006). Testikiilar makrofajlarin sayis1 ve
gelisimi direkt Leydig hiicre aracili mekanizmalarla ayarlanmaktadir (Bryniarski ve ark.,
2004). Makrofajlarin Leydig hiicreleriyle etkilesimleri yaninda, salgiladiklar1 bazi

mediyatorler aracilifiyla Sertoli hiicre fonksiyonlari ve spermatogenezis lizerinde de etkili
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olabildikleri anlagilmistir (Hedger ve Meinhardt 2003; Hutson 1994). Arastirmalar, testikiilar
makrofajlarin Leydig hiicrelerinin steroidogenik fonksiyonlari iizerinde direkt uyarici etkisi
olan 25-hidroksikolesterolii sentezledikleri ve salgiladiklarini ortaya koymustur (Hales 2002;
Hutson 2006; Zirkin ve Chen 2000). Testikiilar makrofajlarin ayrica timor nekrozis faktor-o
(TNF-a), interlokin-la (IL-1a) ve interlokin-18 (IL-1B) sitokinlerini sentezledikleri
belirlenmistir. Bu sitokinlerin, Leydig hiicrelerinde steroidogenezis iizerinde diizenleyici
etkilerinin oldugu tespit edilmistir (Hedger ve Meinhardt 2003, Kern ve ark., 1995; Lysiak
2004; Suescun ve ark., 2003). Bununla birlikte, TNF-a Sertoli hiicrelerinde gelisim
faktorlerinin  ekspresyonunu ve germ hiicreleri i¢in Onemli metabolitlerin iiretiminin
arttirtlmasinda rol oynadigi bildirilmistir (Xiong ve Hales 1993). IL-1’in ise Sertoli
hiicrelerinde nitrik oksit, gama glutamil transpeptidaz ve laktat iiretimini diizenledigi
bilinmektedir (Hedger ve Meinhardt 2003, Weissman ve ark., 2005). Bunlarin yani sira,
testikiilar makrofajlarin, Leydig hiicre fonksiyonlarin1 6nleyen hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) de iirettigi belirlenmistir (Hales 2002). Sunulan ¢alisma, kog (P6llanen
ve Maddocks 1998) ve kemirgenlerin (Gaytan ve ark., 1994; Giannesi ve ark., 2005; Hutson
1992; Kazeem 1988; Niemi ve ark., 1986) testislerine benzer sekilde makrofajlarin tavsan
testislerinin intersitisyumunda da yaygin bir bi¢imde yerlesim gosterdikleri gostermistir.
Ozellikle, kemirgenlerin testisleri (Gaytan ve ark., 1994; Giannesi ve ark., 2005; Hutson 1992;
Kazeem 1988; Pollanen ve Maddocks 1988) icin bildirilenlere benzer sekilde tavsan
testislerinde de makrofajlarin Leydig hiicrelerine c¢ok yakin olarak lokalize olduklari
gorilmistir. Bu iki hiicre arasindaki yakin yerlesim, tavsan testikiiler makrofajlarinin
muhtemelen diger tiirlerin testislerindeki makrofajlarla benzer fonksiyonlara sahip oldugunu
gostermektedir.

Erigkin testisinde, makrofajlarin intersitisyel dokunun 6nemli hiicreleri oldugu ve normal

durumlarda bu hiicrelerin sadece intersitisyel dokuda yerlesim gosterdikleri bildirilmistir
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(Cohen ve ark., 1999; Hedger 2002). Buna karsin patolojik durumlarda ve mevsimsel iireyen
hayvanlarin regresyona ugramis testislerinde makrofajlarin germinal hiicre katmanina
girebilecegi goriilmiistiir (Gaytan ve ark., 1994; Yee ve Hutson 1983). Farkli etiyolojilere
bagl olarak spermatozisinde hasar olusmus insan testislerinde ise tubiil epiteli ig¢erisindeki
CD68 pozitif makrofajlarin sayisinda artis tespit edilmistir (Niemi ve ark., 1986). Sunulan
calismada, bazi seminifer tubiil epiteli igcerisinde az sayida RAMI1 pozitif makrofajlara
rastlanilmistir. Bu durum, hasar gormiis germ hiicrelerinin veya Sertoli hiicrelerinin ortadan
kaldirilmas1 i¢in makrofajlarin  seminifer tubiil epitelleri icerisine girmesi seklinde
aciklanabilir.

Sunulan ¢alismada sigan ve insan epididimisine (Marchlewicz 2001) benzer olarak tavsanlarin
kaput, korpus ve kauda epididimislerinde intersitisyel dokuda ve kanal epitelleri igerisinde
cok sayida intraepiteliyal RAMI1 pozitif makrofajlara rastlanilmistir. Intraepiteliyal
makrofajlarin, kan-epididimis bariyerine destek oldugu ve denatiire olmus spermatozonlarin
ortadan kaldirilmasinda rol oynadigi distliniilmektedir (Kazeem 1988; Marchlewicz 2001;
Serre ve Robaire 1999).

Lis ve ark., (2007) yaptiklar1 bir arastirmada, tavsanlarin deri, oral mukoza ve 6zafagusunun
cok katli epitelinin bazal hiicre katmanindaki hiicrelerin bir makrofaj proteini olan RAM11
i¢in iretilmis antikorlarla pozitif reaksiyon verdiklerini saptamistirlar. Sunulan arastirmada,
bu arastirmacilarin bulgularmma (Lis ve ark., 2007) benzer olarak duktuli eferentislerin
epitelinde ozellikle siliyali hiicrelerde RAMI11 pozitif immunreaktivite belirlenmistir. Bu
durum, siliyali hiicrelerin sitoplazmalarinda RAMI11 proteinini veya anti-RAMI11 primer
antikoruyla capraz reaksiyon veren bagka bir molekiilii igerdigini gostermektedir.

Sunulan c¢aligmada, Sertoli hiicrelerinin vimentin intermediyer filamanlarini igermesi
sitokeratin 18 intermediyer filamanini ise icermemesi, bu hiicrelerin olgunlagsmalarini

tamamladiklarin1  gOstermistir. Sertoli hiicrelerinde vimentin ekspresyonu, seminifer
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tubiillerdeki spermatojenik sathalara gore degismektedir. Epididimiste, duktuli eferentis ve
duktus epididimis epitellerindeki hiicrelerin sitokeratinlerden sadece sitokeratin 8’1 i¢erdikleri
anlasilmistir. Sonug olarak, Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri, tubiilus rektus ile rete testis
epitellerindeki hiicreler ile damar endotel hiicrelerinin vimentin intermediyer filamanlarini
igermesi, tavsan testislerinde bu yapilarin mezensimal kokenli oldugunun belirtisidir. Ayrica,
a-SMA ve desminin ayni hiicresel yapilarda bulunmasi, spermatozoanlarin ve testikiilar
sivinin rete testis ve epididimise dogru tagsinmasi ve duktus epididimis boyunca spermin
gecisinde bu iki proteinin birlikte gérev yaptigini gostermektedir.

Sunulan caligmayla, insan, rat, fare ve geyik testislerindekine benzer sekilde tavsan
testislerinde de VEGF’iin varliginin belirlenmesi bu proteinin testis fizyolojisinde ne kadar
onemli olabileceginin bir gostergesidir.

Bu ¢alismada, S100 proteininin pre-pubertal ve pubertal tavsanlarin testis dokusundaki varligi
ve hiicresel lokalizasyonu immunohistokimyasal olarak ortaya konmustur. Multifonksiyonel
Ozellikteki S100 proteinin, Ankara tavsami testislerindeki hiicresel lokalizasyonunun
laboratuvar hayvanlari, primatlar ve karnivorlardan ¢ok domuz ve ruminant testislerine
benzerlik gosterdigi sonucuna varilmistir.

Sunulan ¢alismayla, tavsan testis ve epididimisinde yerlesim gosteren makrofajlarin RAMI11
proteinini igerdigi, Ozellikle insan makrofajlarinda varlig1 bildirilen CD68 molekiiliinii ise
icermedigi anlagilmistir. Makrofajlar, tavsan testis ve epididimisinin intersitisyumunda yaygin
bir bicimde yerlesim gdstermektedir. Tavsan testis ve epididimisinde belirlenen RAMI11
pozitif makrofajlar muhtemelen insan ve kemirgenlerin testis ve epididimislerindeki
makrofajlarla benzer hiicresel fonksiyonlara sahiptirler.

Yapilan ¢alismada, calisma Oncesi hedeflenen tiim amacglara ulagilmistir. Tavsan testis ve
epididimislerinde lokalize olan proteinlerin immunhistokimyasal demonstrasyonu igin

kullanilan primer antikorlar dokulara Strept ABC yontemi kullanilarak uygulanmis ve basarili
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sonuclar alinmistir. Elde edilen bu sonuglarin tiimii tavsan testisleri i¢in bir ilk niteligindedir.
Bu calismadan elde edilen bulgular, tavsan testisleri iizerinde ileride yapilacak tiim histolojik,
fizyolojik, immunolojik ve patolojik ¢alismalara 1s1k tutacaktir.
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