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OZET: Amag: Eriskin siganlarin testis dokusu seminifer
tiibtillerinde 70 kDa Ist Soku Proteininin (ISP70)
immunolokalizasyonunun Avidin-Biotin-Peroksidaz bo-
yama yontemi ile immunohistokimyasal olarak gosteril-
mesi amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda, 5 adet 13 — 14 haftalik,
210+5 gr agirhiginda erkek Wistar albino siganlar kullamldi.
Ketamin anestezisi altinda sol ventrikiilden kanlar1 alinarak
oldiiriilen siganlarin testisleri komsu dokulardan temizlenerek
¢ikarild1 ve tartildi. Alinan testisler Bouin soliisyonunda tespit
edildi. Testislerden alinan doku 6rmekleri rutin takip islemle-
rinden gegirilerek, parafine gomiildii. Parafin bloklardan 5pm
kalinlikta yapilan kesitler poly-L-lysine ile kaplanan lamlara
alind1. Avidin-Biyotin-Peroksidaz boyama yontemi kullanila-
rak ISP70 ile boyandi.

Bulgular: Ozellikle spermatositlerin sitoplazmalarinda
ISP70 immunoreaksiyonunu gosteren yogun bir boyanma
gorildid.  Spermatositlerden limene dogru uzanan
spermatidlerin ve spermatazoalarin sitoplazmalarinda ve
ozellikle liimen ¢evresinde yogunlasan belirgin ve spesifik
bir ISP70 immunolokalizasyonu saptandi.

Sonug¢: Avidin-Biyotin-Peroxidaz boyama yo6ntemi
ISP70’in immunolokalizasyonunun saptanmasi agisindan
duyarli ve spesifik bir yontemdir.

Anahtar Kelimeler: Sigan, testis, immunohistokimya,
ISP70.

ABSTRACT: Objective: We aimed to demonstrate the
immunolocation of heat shock 70 protein (HSP70) in the
seminiferous tubules of the testes tissues of adult rats by
Avidin-Biotin Peroxidase staining method.

Materials and methods: In our study, 5 male Wistar albi-
no rats (age: 13-14 weeks, mean weight: 210+5 gr) were
used. The rats were killed by their blood samples were
obtained from the left ventricles while they were under
Ketamine anesthesia. Then, the testes of the rats were
dissected from surrounding tissues and weighed. The
testes were fixed in Bouin solution. After dehydratation
procedures, the testes samples were blocked in paraffin.
Sections, 5 pm in thickness were cut by a microtome and
were mounted on poly L-lysine covered slides. HSP70
was stained through Avidin-Biotin-Peroxidase staining
method.

Results: A dense staining indicating HSP70
immunoreaction was observed particularly in the
cytoplasms of the spermatocytes. This was in the form of a
marked and specific HSP70 immunolocation extending
from the spermatocytes to the lumen, increasing in density
around the lumen.

Conclusion:  Avidin-Biotin-Peroxidase  staining is
sensitive and specific immunohistochemical method in
detecting HSP70 synthesis in meiotic division stage of
spermatogenesis.
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GIRIS

Is1 soku proteinleri (ISP), sitoplazmada, mito-
kondride ve endoplazmik retikulumda proteinlerin
birlesmesine, paketlenmesine, tasinmasina ve top-
lanmasina yardim eden molekiiler kavalyelerdir (1).
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ISP’nin sentezi, 1s1 sokundan, kimyasal toksisiteden,
cevresel ve fizyopatolojik streslerden etkilenen hiic-
relerde hizla artar (2,3). Bu yilizden “ISP” veya
“Stres Proteinleri” diye isimlendirilirler. ilk olarak
hiicrelerde 1s1 sokuyla tespit edildikleri igin ISP
adiyla amlirlar. Ustlendikleri fonksiyonla, yukarida
belirtilen stres sebeplerinden biriyle zarar goren hiic-
re i¢i proteinlerini onararak yapilarini korur ve fonk-
siyonlarinin devamini saglarlar. Genellikle 95 — 100
kiloDalton (kDa), 80 — 90 kDa, 70 — 75 kDa ve 20 —
30 kDa olmak iizere dort farkl agirlikta sentezlenir-
ler (4). 70 kDa’lik ISP (ISP70) stressiz hiicrelerde
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¢ok diisiik miktarlardayken, stresi takiben hizli bir
yiikselme gosterdigi i¢in en sik ¢aligilan ISP dir (5).
Degisik dokularda stres etkenlerinin ISP70 sentezi
iizerine yaptig1 etkiler, yogun olarak iizerinde aras-
tirmalarin devam ettigi bir konudur.

ISP70 diger dokulardan farkli olarak testis doku-
sundaki spermatogenetik hiicrelerde mayoz boliinme-
nin profaz safhasinda sentezlenmektedir (6). Testis do-
kusundaki fonksiyonlar1 tam olarak agiklanamayan bu
proteinler {izerinde ¢alismalar devam etmektedir.
ISP70’in fonksiyonlarinin netlik kazanmasi yine bu
proteini ortaya ¢ikaran inceleme yontemlerinin gelisti-
rilmesi ile miimkiindiir. Spesifik inceleme yontemle-
rinden biri de immunohistokimyadir (6,7). Boylece
ISP70’in dokudaki ve hiicredeki
immunolokalizasyonunun gésterilebilecegi ve fonksi-
yonlarinin aydinlatilabilecegi disiiniilmektedir. Sigan-
larin spermatogenetik hiicrelerindeki ISP70 proteininin
gosterilmesi, proteinin bu hiicrelerdeki fonksiyonlari-
nin ve gorevlerinin saptanmasina yardimci olacaktir.

Calismamizda Avidin-Biotin-Peroksidaz boyama
yontemi (ABC Metodu) ile si¢an testisinde seminifer
tibiillerdeki ISP70 immunolokalizasyonunun
immunohistokimyasal olarak gosterilmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

DENEY HAYVANLARI

Calismamizda, Firat Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Biyomedikal Arastirma Unitesinden alinan 5
adet 13 — 14 haftalik, 21045 gr agirhginda erkek albino
Wistar albino siganlar kullanildi. Hayvanlann hastalik
ve anomali yoniinden kontrolleri yapildi, saglikli ol-
duklan saptandi. Bir hafta hayvanlarin ortama aligmasi
icin beklendi. Hayvanlar, 23+2 °C 1sida, %40-50 nem
oraninda ve 12 saat aydinlik/karanlik 151k dongiisii bu-
lunan havalandirmali bir odada tutuldular. Hayvanlar,
Elaziy Yem Fabrikasinda hazirlanan sican yemi ve
¢esme suyu ile beslendiler, yeme i¢gme serbest birakildi.
Calismamiz Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kuru-
lu tarafindan onaylanmustir.

TESTIS AGIRLIKLARI

Ketamin anestezisi altinda, sol ksifosternal bi-
leskeden 45 derece agiyla girilip, sol ventrikiilden
kanlar1 alinarak 6ldiiriilen siganlarin testisleri komsu
dokulardan temizlenerek ¢ikartildi ve tartildi.

Immiinohistokimyasal Calisma

Alinan testisler Bouin soliisyonunda tespit edil-
di. Testislerden alinan doku &rnekleri rutin histolojik
doku takip islemlerinden gegirilerek, parafine go-
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miildi. Parafin bloklardan 5Sum. kalinlikta kesitler
alindi. Kesitler poly-L-lysine ile kaplanan lamlar
tizerine alind1. Daha sonra lamlar
immiinohistokimyasal olarak boyandi. Boyamada
ABC Metodu kullanildi. Bu y6ntemde preparatlar
deparafinizasyondan sonra, 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 ayarlanmis mikrodalga fi-
rinda Citrate Buffer (pH=6.0) i¢inde 5 dakika uygu-
land1. Daha sonra, %3’liik H,O,’de (Sigma) 5 daki-
ka, tekrar PBS’de 5 dakika (pH = 7.6) yikandi. Daha
sonra ISP70 primer antikoruyla (Biogenex San
Ramon, CA) oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi.
PBS’de 5 dakika (pH = 7.6) bekletildi ve ardindan
30 dakika sekonder antikor (Biogenex San Ramon,
CA) uygulandi. Streptavidin peroksidaz, AEC
kromojen (Sigma) uygulamasindan sonra, Mayer’s
hematoksilen ile zit boyama yapildi ve
dehidratasyon isleminden sonra 6zel kapatma mad-
desi (CC/MOUNT, DBS, Pleasanton, CA, USA) ile
kapatildi (6,7,8).

Immiinohistokimyasal boyamada primer anti-
kor olarak Biogenex firmasinin kullanima hazir,
rabbit, monoklonal ISP70 kullanildi. Kesitler 1s1k
mikroskobik olarak Olympus BX50 mikroskobuyla
degerlendirildi.

BULGULAR

Testis Agirhklar
Testis agirliklarinin viicut agirliklarina goére
yiizde degeri ortalamasi1 0.95+ 0.015 idi (Tablo I).

Immunohistokimyasal Bulgular

interstisyel alanda, bazal membranda bir bo-
yanma goriilmedi. Spermatogenetik hiicreler ince-
lendiginde bazal membranin hemen altinda dizilen
nispeten kiigiik, yuvarlak ve hematoksilenle gekirde-
8i soluk boyanmig mitotik Ozellikteki
spermatogonialarda bir ISP70 boyanmasina rastlan-
madi. Ozellikle spermatositlerin sitoplazmalarinda
ISP70 immunoreaksiyonunu gosteren yogun bir bo-
yanma goriildii (Sekil 1). Bazi spermatositlerin ge-
kirdeginde ise immunoreaktif ISP70 lokalizasyonu-
nu gosteren niikleer boyanma tespit edildi (Sekil 2).
Spermatositlerden limene dogru uzanan
spermatidlerin ve spermatazoalarin sitoplazmalarin-
da ve ozellikle limen ¢evresinde yogunlasan belir-
gin ve spesifik bir ISP70 immunolokalizasyonu sap-
tandi.
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Sekil 1: Sican testisindeki parafin kesitlerde Avidin-
Biyotin-Peroxidaz boyama yontemi (ABC Metodu) ile el-
de edilen immunoreaktif ISP70 lokalizasyonu. Kalin ok:
Spermatogonia, ince ok: Spermatosit, I: Interstisyel alan,
L: Lumen. X 40.

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

TARTISMA
Siganlarin testis agirhiklarim viicut agirliklari-
na gore yiizde degeri normal kabul edilen erigkin si-

can degerleri ile uyumlu idi (Tablo I) (4).

Tablo I: Siganlarin testis agirliklar:”.

Hayvan Sayisi Testis Degerleri*(%)
1 0.95
2 0.96
3 0.97
4 0.93
5 0.94
Ortalama 0.95+ 0.015

‘Testis agirhiklari; viicut agirligina diisen testis agirliginin
yiizde degeri olarak verilmigtir.

Sican testis dokusunun seminifer tiibiilleri
mitotik (spermatogonia), mayotik (spermatositler)
ve  postmayotik  (spermatidler)  evrelerdeki
spermatogenetik hiicreleri igerir. ISP70 proteini
stressiz ~ kosullarda  mitotik  hiicreler  olan
spermatogonialarda sentezlenmez. Bu hiicrelerde
ISP70 immunoreaksiyonu izlenmemesi bunu gos-
termektedir. Bununla birlikte, mayoz boéliinme bo-
yunca spermatositlerde ISP70 sentezlendigi bilin-
mektedir ve mayoz boliinmenin gergeklesmesi igin
gereklidir. Caligmamizda spermatositlerin sitoplaz-
masinda tespit edilen yogun ISP70 boyanmasi bu
bilgileri destekler niteliktedir (6,7,8,9).

Calismanin diger Onemli bir bulgusu da,
spermatositlerden liimene dogru uzanan
spermatidlerin ve spermatazoalarin sitoplazmalarin-
da goriilen siddetli immunoreaktif ISP70 boyanma-
sidir. Bu da spermatositlerde sentezlenen ISP70’in
spermatid ile spermatazoalarin sitoplazmalarinda
varhigin siirdtirdiigiinii géstermektedir. Biitiin sigan-
larin seminifer tiibiillerinde yaygin olarak bu tipik
boyanma saptanmistir. Dix ve arkadaslarinin (8),
Tsunekawa ve arkadaslarinin (10) elde ettikleri bul-
gular sonuglarimizi desteklemektedir.

ISP70 spermatositlerde yogun olarak sentez-
lenmekle beraber siganlarin somatik hiicrelerinde de
az miktarlarda bulunur. Somatik hiicrelerin 1s1 so-
kundan, kimyasal toksisiteden ve diger streslerden
etkilenmesi sonucu yiiksek miktarlarda ISP70 iiretil-
digi hakkinda ¢ok sayida yayin bulunurken, gamet
gelisiminde ISP70’in fonksiyonunu agiklamaya yo-
nelik ¢alismalar siirdiiriilmektedir. Spermatogenezinin
mayoz boliinme evresindeki ISP70 sentezinin nasil
diizenlendigi ve ne gorevler Ustlendiginin ortaya
konmasi igin ileri ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu ¢a-
ligmalarda da immunohistokimyasal yontemler en
aciklayici ve spesifik bulgulari elde etmemizi sagla-
yacaktir (3,6,7,8,9,10)

Bu ¢aligmamizda kullandigimiz formaldehit ta-
banli bir fiksatif olan Bouin soliisyonu bir maskele-
meye sebep olmamigstir, olsa bile burada uygulanan
“Antijen  retrieval”  yontemi  ile  dokudaki
immunoreaktif ISP70’in antijen yapisinin korundugu
goriilmektedir. Primer antikor, sekonder antikor ve
kromojen segimlerinin iyi yapildig: ve bunlarn birbir-
lerine baglanmalarinin saglikli bir sekilde saglandig:
siddetli ISP70 boyanmalari ile ortaya konmustur.

Sonu¢ olarak, ¢alismamizda kullandigimiz
ABC  Metodu, testis dokusunda ISP70’in
immunolokalizasyonunun saptanmasi agisindan ¢ok
duyarl ve spesifik bir yontemdir.
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