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6ZET: Amac: Eriskin sicanlann testis dokusu seminifer 
tiibiillerinde 70 kDa lSI Soku Proteininin (ISP70) 
immunoloka lizasyonunun Avidi n-Bio tin-Peroksidaz bo
yama yonterni ile immunohistoki myasal olarak gosteri l
mesi amac lanrmsnr. 
Gerec ve Ybntem: Cahsmarmzda, 5 adet I3 - 14 haftahk, 
2 10±5 gr agirhgmda erkek Wistar albino sicanlar kullaruldi. 
Ketamin anestezisi altmda sol ventrikulden kanlan ahnarak 
oldurulen sicanlann testisleri kornsu dokulardan temizlenerek 
cikanldi ve tartrldi. Alman testisler Bouin soliisyonunda tespit 
edildi. Testislerden ahnan doku ornekleri rutin takip islernle
linden gecirilerek, parafine gomuldu. Parafin bloklardan Sum 
kalmhkta yaprlan kesitler poly-L-Iysine ile kaplanan lamlara 
almdi, Avidin-Biyotin-Peroksidaz boyama yontemi kullamla
rak ISP70 ile boya ndi. 
Bulgular: Oze llikle spermatositle rin sitoplaz malan nda 
ISP70 immunorea ksiyonunu gostere n yogurt bir boyanma 
goruldu. Spermatos itlerden liimene dogru uzanan 
spermatidlerin ve spermatazoa lan n sitoplazma lan nda ve 
oze llikle liimen cev resi nde yog unlasa n belirgin ve spesifi k 
bir ISP70 immunolokalizasyonu saptandt. 
Sonuc: Avidin-Biyotin-Peroxi daz boyama yo nterni 
ISP70' in imm unolokalizasyonunun saptanmas i acismdan 
duya rh ve spesifi k bir yonterndir. 
Ana htar Kelimeler: Sican, testis, immunohistoki rnya, 
ISP70. 

ABST RA CT: Objective: We aimed to demonstrate the 
immun olocation of heat shock 70 protein (HS P70) in the 
seminiferous tubul es of the testes tissues of adult rats by 
Avidin -Biotin Peroxi dase staining method.
 
Materials and methods: In our study, 5 male Wistar albi

no rats (age : 13-14 weeks, mean weig ht: 2 10±5 gr) were 
used. The rats were killed by their blood samp les were 
obta ined from the left ventricles whi le they were under 
Ketamine anes thes ia. Then, the testes of the rats were 
dissected from surrounding tissues and weighed. The 
testes were fixed in Bouin so lution. After dehydratat ion 
proced ures, the testes samples were blocked in paraffin. 
Sections, 5 urn in thickness were cut by a microtome and 
were mount ed on poly L-lysine cove red slides. HSP70 
was stained through Avidi n-Biotin-Peroxidase staining 
method. 
Results: A dense staining indica ting HSP70 
immunoreaction was observed particularly in the 
cytop lasms of the sperma tocytes. Th is was in the form of a 
marked and specific HSP70 imm unoloc ation extending 
from the spermatocy tes to the lumen, increasing in density 
aro und the lumen. 
Conclusion: Avidin-Bio tin-Perox idase stammg IS 
sensi tive and speci fic imm unohistoc hemical method in 
detect ing HSP70 synthesis in meiotic division stage of 
spermatogenesis . 
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CiRiS 

lSI soku prote inl eri (IS P), si to p lazrna da, mito
kondride ve endop lazm ik ret iku lum da proteinlerin 
birlesmesine, paketl enmesine, tasmmasma ve top
lanmasm a yardrrn eden m ol ekuler kaval yel erdir ( 1). 
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ISP 'nin sentezi, lSI so kundan, k im yasal toksi s iteden , 
cevr esel ve fizyopato loji k stres le rden e tk ilene n hu e
re lerde hizla artar (2,3). Bu yuz den " IS P" veya 

"Stres Pr ot ei nl eri" di ye isimle ndirili rl e r. ilk o larak 
hu crel erd e lSI so kuy la tespit edi ldi k le ri ic in ISP 
adryla am hrlar. Ostlendi k leri fonksiyon la, y uka n da 
bel irt ilen stres se beplerinden b iriyl e zarar goren hu e
re ic i proteinlerin i on ararak yapil anm korur ve fonk
siyon lan n m devarmru sag larlar. Gene ll ikle 95 - 100 
kiloDalton (kDa), 80 - 90 kDa, 70 - 75 kDa ve 20 
30 kDa olmak ilzere dort fa rk h agirhkta se ntezlen ir 
ler (4). 70 kDa ' hk ISP (IS P70) stressiz hu crel erde 
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90k dusuk miktarlardayken, stresi takiben hizh bir 
yukselme gosterdigi icin en sik cahsilan ISP'dir (5). 
Degisik dokularda stres etkenlerinin ISP70 sentezi 
uzerine yaptrgi etkiler, yogun olarak iizerinde aras
tirmalann devam ettigi bir konudur. 

ISP70 diger dokulardan farkh olarak testis doku
sundaki spermatogenetik hucrelerde mayoz bolunrne
nin profaz sathasmda sentezlenmektedir (6). Testis do
kusundaki fonksiyonlan tam olarak aciklanamayan bu 
proteinler lizerinde cahsmalar devam etmektedir. 
ISP70'in fonksiyonlannm netlik kazanmasi yine bu 
proteini ortaya cikaran inceleme yontemlerinin gelisti
rilmesi ile mumkundur. Spesifik inceleme yontemle
rinden biri de irnmunohistokimyadir (6,7). Boylece 
ISP70'in dokudaki ve hucredeki 
immunolokalizasyonunun gosterilebilecegi ve fonksi
yonlannm aydmlanlabilecegi dusunulmektedir. Sican
lann spermatogenetik hiicrelerindeki ISP70 proteininin 
gosterilmesi, proteinin bu hucrelerdeki fonksiyonlan
run ve gorevlerinin saptanmasma yardimci olacaktir, 

Cahsrnarmzda Avidin-Biotin-Peroksidaz boyama 
yontemi (ABC Metodu) ile sican testisinde seminifer 
tlibiillerdeki ISP70 immunolokalizasyonunun 
immunohistokimyasal olarak gosterilmesi amaclannusnr, 
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TESTis AGIRLIKLARI 
Ketamin anestezisi altmda, sol ksifostemal bi

leskeden 45 derece aciyla girilip, sol ventriklilden 
kanlan almarak oldurulen sicanlann testisleri komsu 
dokulardan temizlenerek crkaruldi ve tartildi . 

immiinohistokimyasal Cahsma 
Alman testisler Bouin soliisyonunda tespit edil

di. Testislerden alman doku ornekleri rutin histolojik 
doku takip islemlerinden gecirilerek, parafine go-
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muldu. Parafin bloklardan Sum. kalmlikta kesitler 
almdi. Kesitler poly-L-Iysine ile kaplanan lamlar 
iizerine almdi. Daha soma lamlar 
immiinohistokimyasal olarak boyandi . Boyamada 
ABC Metodu kullamldi. Bu yontemde preparatlar 
deparafinizasyondan soma, sirasiyla distile suda 5 
dakika, pH'1 7.6 olan fosfat tamponlu tuzlu su 
(PBS)'da 5 dakika yikandi. "Antijen retrieval" isle
mi 750 W dalga boyuna ayarlanrrns mikrodalga 6
rmda Citrate Buffer (pH=6.0) icinde 5 dakika uygu
landi. Daha soma, %3 'Iiik H20/de (Sigma) 5 daki
ka, tekrar PBS'de 5 dakika (pH = 7.6) yikandi. Daha 
soma ISP70 primer antikoruyla (Biogenex San 
Ramon, CA) oda isismda 30 dakika inkiibe edildi. 
PBS'de 5 dakika (pH = 7.6) bekletildi ve ardmdan 
30 dakika sekonder antikor (Biogenex San Ramon, 
CA) uygulandi . Streptavidin peroksidaz, AEC 
kromojen (Sigma) uygulamasmdan soma, Mayer's 
hematoksilen ile Zit boyama yapildi ve 
dehidratasyon islerninden soma ozel kapatma mad
desi (CC/MOUNT, DBS, Pleasanton, CA, USA) ile 
kapanldi (6,7,8). 

lmmunohistokimyasal boyamada primer anti
kor olarak Biogenex firmasmm kullamrna hazir, 
rabbit, monoklonal ISP70 kullamldi . Kesitler isik 
mikroskobik olarak Olympus BX50 mikroskobuyla 
degerlendirildi. 

BULGULAR 

Testis Aglrhklan 
Testis agirhklannm viicut agrrhklanna gore 

yiizde degeri ortalamasi 0.95± 0.015 idi (Tablo I). 

immunohistokimyasal BulguIar 
interstisyel alanda, bazal membranda bir bo

yanma goriilmedi . Spermatogenetik hiicreler ince
lendiginde bazal membranm hemen aItmda dizilen 
nispeten kiicuk, yuvarlak ve hematoksilenle cekirde
gi soluk boyanrrus mitotik ozellikteki 
spermatogonialarda bir ISP70 boyanmasma rastlan
madi. Ozellikle spermatositlerin sitoplazmalannda 
ISP70 immunoreaksiyonunu gosteren yogun bir bo
yanma goruldu (Sekil I) . Bazi spermatositlerin ce
kirdeginde ise immunoreaktif ISP70 lokalizasyonu
nu gosteren niikleer boyanma tespit edildi (Sekil 2). 
Spermatositlerden liimene dogru uzanan 
spermatidlerin ve spermatazoalann sitoplazmalann
da ve ozeilikle lumen cevresinde yogunlasan belir
gin ve spesifik bir ISP70 immunolokalizasyonu sap
tandi . 

-~ - -----------
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Seki l I: Sican testisindeki parafin kesitlerde Avidin
Biyotin-Peroxidaz boyama yontern i (ABC Metodu) ile el
de edilen immunoreaktif ISP70 lokalizasyonu. Kahn ok: 
Spermatogonia, ince ok: Spermatosit, I: interstisyel alan, 
L: Lumen. X 40. 

L 

Sekil 2: Sican testisi ndeki parafin kesitlerde Avidin
Biyotin- Peroxidaz boyama yontemi (ABC Metodu) ile el
de edilen spermatosit cekirdeginde (ok) immunoreaktif 
ISP70 lokalizasyonu. L: Lumen . X 100. 

TARTI ~MA 

Sicanlann testis ag irhklannm vucut ag irhklan
na gore yuzde degeri normal kabul edilen eriskin si
can degerleri ile uyumlu idi (Ta blo I) (4) . 

Tablo I: Stcanlann testis agtrltklart ' . 

Hayvan Sayis i Tes tis Degerler i*(% ) 

I 0.95 
2 0.96 
3 0.97 

0.93 4 
5 0.94 

Orta lama 0.95± 0.015 
.. .. •Testis agtrltklari; vucut agirlig ma diisen test ts agirltgmtn 

yiizde degeri olarak verilmistir. 

Sican testis dokusunun seminifer tubul leri 
mitotik (spermatogonia), mayotik (spermatositler) 
ve postmayotik (spermatidler) evrelerdeki 
spermatogeneti k hucreleri icerir. ISP70 proteini 
stressiz kosullarda mitotik hucreler o lan 
spermatogonialarda sentezlenmez. Bu hucrelerde 
ISP70 immunoreaksiyonu izlenmemesi bun u gos 
termektedir. Bununla birl ikte, mayoz bolunme bo
yunca spermatositlerde ISP70 sentezlendigi bilin
mektedir ve mayoz bolunmenin gerceklesrnesi icin 
gereklidir. Ca hsmarmzda spermatositlerin sitoplaz
masmda tespit edi len yogun ISP70 boyanmasi bu 
bi lgi leri destekler nite liktedir (6,7 ,8,9). 

Calismanm dige r onernli bir bu lgusu da , 
spermatositlerden liimene dogru uzanan 
spermatidlerin ve spermatazoalann sitoplazrnalann
da gorulen siddetli immunoreaktif ISP70 boyanma
srdrr, Bu da spermatositlerde sentezlenen ISP70 ' in 
spermatid ile spermatazoalann sitoplazmalannda 
varhgm i surdurdugunu gostermektedir. Butun sican
lan n seminifer tubullerinde yaygm olarak bu tipik 
boyanma saptanrmsnr. Dix ve arkadaslanmn (8) , 
Tsunekawa ve arkadaslanmn (10) elde ettikleri bul 
gu lar sonuclanrmzi desteklemektedir. 

ISP70 spermatositlerde yog un olarak sentez
lenmekle beraber sicanlann somatik hucreleri nde de 
az miktarlarda bulunur. Somatik hucrelerin lSI so
kundan, kimyasal toksisiteden ve diger streslerden 
etkilenmesi sonucu yuksek miktarlarda ISP70 ureti l
digi hakkmda cok sayida yaym bulunurken, garnet 
gelisiminde ISP70 ' in fonksiyonunu aciklamaya yo
nelik cahsmalar surdurulmektedir, Spermatogenezinin 
mayoz bolunme evresindeki ISP70 sentezinin nasil 
duzenlendigi ve ne gorevler ust lendiginin ortaya 
konmasi icin ileri cahsmalar yapi lmaktadir . Bu ya
hsrnalarda da immunohistokimyasal yontemler en 
acrklayici ve spesifik bulgulan elde etmemizi sagla
yacaktir (3 ,6,7 ,8,9 , I0) 

Bu cahsmarruzda kullandigmuz forma ldehit ta
ban h bir fiksatif olan Bouin solusyonu bir maskele
meye sebep olmanustir, olsa bile burada uyg ulanan 
"Antijen retrieval" yonterni ile dokudaki 
immunoreaktif ISP70' in antijen yapismm korund ugu 
gorulmektedir. Primer antikor, sekonder antikor ve 
kromojen secimlerinin iyi yapildigi ve bunlann birbir
lerine baglanmalanrun saghkli bir seki lde saglandrgi 
siddetli ISP70 boyanmalan ile ortaya konmustur. 

Sonuc olarak , ca hsmanuzda kullandigtmrz 
ABC Metodu, testis dokusunda ISP70'in 
immunolokalizasyonunun saptanrnasi acismdan cok 
duyarh ve spesifik bir yonterndir. 
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